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CAMARGO, S.C.A.; COSTA, F.N. Utilizagéo do Delvotest® SP-NT, Eclipse
50 e Twinsensor — BT 20 na deteccao de residuos de antimicrobianos em
amostras de leite “in natura” provenientes de quatro bacias leiteiras do
Estado do Maranh&o. [Use of Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 and Twinsensor -
BT 20 in the detection of antimicrobial residues in samples of raw milk from four
milk basin in the state of Maranh&o]. 2010. 116 f. Dissertagéo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) — Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, 2010.

RESUMO

O leite € um alimento de alto valor nutritivo, amplamente consumido pelo ser
humano, sendo um dos principais alimentos da dieta das criangas. Um ponto
fundamental na qualidade do leite € a auséncia de contaminantes, como por
exemplo, os residuos de antimicrobianos. A incorporacdo acidental ou
indiscriminada de antimicrobianos na pecuaria leiteira pode levar a ocorréncia
de niveis de residuos acima dos LMRs (Limite Maximo de Residuos) permitidos
pela legislagédo nacional, representando um problema tanto na area econémica
guanto na saude publica. O presente estudo teve como objetivos pesquisar
residuos de antimicrobianos em amostra de leite “in natura” nas bacias leiteiras
dos municipios de Itapecuru Mirim, Bacabal, Imperatriz e Ilha de S&o Luis, MA,
utilizando os “Kits” comerciais de triagem (Delvotest® SP—NT, Eclipse 50 e
Twinsensor — BT 20), comparar a eficacia entre os testes e obter informacdes
sobre as praticas de manejo adotadas nas propriedades. Foram analisadas 96
amostras de leite “in natura”, colhidas diretamente do latdo, no periodo de
janeiro a novembro de 2009, provenientes de 96 propriedades rurais. Do total
de 96 amostras analisadas, uma (1,04%) estava contaminada por B-lactamicos,
no teste Twinsensor — BT 20; trés (3,12%) positivas para residuos de
antimicrobianos no Delvotest® SP-NT e Eclipse 50. N&o foi evidenciada
diferenca estatistica entre o tamanho das propriedades (producéo leiteira) e a
presenca de residuos antimicrobianos no leite. O uso de antimicrobianos para
tratar enfermidades do rebanho e a presenca de residuos antimicrobianos no
leite foi estatisticamente significante (p = 0,0038) no Delvotest® SP-NT e
Eclipse 50, sendo a Gentamicina e Oxitetraciclina os principios ativo utilizados
com maior frequéncia. Os resultados indicam que o leite produzido nas quatro
bacias leiteiras do Maranh&o pode representar risco para a saude publica e que
os métodos de triagem Delvotest® SP-NT e Eclipse 50 foram eficientes na
deteccédo dos residuos antimicrobianos.

Palavras-Chave: Residuos de Antimicrobianos, Leite “in natura”, Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis, Geobacillus steathermophilus
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detection of antimicrobial residues in samples of raw milk from four milk
basin in the state of Maranhéo
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bacias leiteiras do Estado do Maranh&o]. 2010. 116 f. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Estadual do Maranhao, Sdo Luis,
2010.

ABSTRACT

Milk is a high nutritional value food, widely consumed by humans and it’'s one of
the main food in children’s diet. A main point in the quality of milk is the absence
of contaminants, such as antimicrobial residues. The accidental or
indiscriminate use of antimicrobials in dairy products may lead to the
occurrence of residue levels above the MRLs (Maximum Residue Limits)
permitted by law, an issue both in the economic and public health. This study
aimed to find residues of antibiotics in raw milk sample milk basin in the
municipalities of Itapecuru Mirim, Bacabal, Imperatriz and the island of S&o
Lufs, using commercial kits for screening (Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 and
Twinsensor - BT 20), to compare the efficacy between the tests and to get
information about the management practices adopted in the properties. We
analyzed 96 samples of raw milk, taken directly from the brass, from January to
November 2009, from 96 farms. From 96 samples analyzed, one (1.04%) was
contaminated by B-lactam antibiotics, the testing Twinsensor - BT 20, three
(3.12%) positive for residues of antimicrobials in Delvotest® SP-NT and Eclipse
50. There was no significant statistical difference between the size of the farms
(dairy) and the presence of antibiotic residues in milk. The use of antimicrobials
to treat diseases of livestock and the presence of antibiotic residues in milk was
statistically significant (p = 0.0038) in Delvotest® SP-NT and Eclipse 50, and the
gentamicin and oxytetracycline the active principles used frequently. The results
indicate that the milk produced in four milk basin in Maranhdo may pose a
threat to public health and the sorting Delvotest® SP-NT and Eclipse 50 were
efficient in detecting residues of antibiotics.

Keywords: Antimicrobials residues, Raw milk, Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis, Geobacillus steathermophilus
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1 INTRODUCAO

O sistema agroindustrial do leite tem grande importancia no
agronegocio brasileiro, sendo esta atividade praticada em mais de um milh&o
de propriedades rurais, com aproximadamente 4,8 milhdes de
estabelecimentos rurais, dos quais 85% sao considerados de producéao familiar,
tendo a pecuéria de leite como fonte de renda (MARTINS, 2003; ZOCCAL,
2004). Em virtude disso, a producédo de leite no pais vem se destacando no
comércio interno e externo, com dados bastante consistentes, possuindo uma
posicao privilegiada no cenario mundial, apesar da produtividade do rebanho

leiteiro ser relativamente baixa.

A baixa produtividade do rebanho brasileiro & determinada por varios
fatores que implicam em consequéncias econdmicas e sociais, entre eles,
potencial genético, manejo inadequado, mao-de-obra qualificada, baixa
tecnologia, politica econémica ineficiente e problemas sanitarios. Entdo, para
atingir real eficiéncia na producéo leiteira de um pais € importante monitorar a
saude do rebanho, uma vez que a saude do animal influi diretamente no

rendimento da producéo e na qualidade do leite (COSTA, 2001).

A elevada producéo leiteira no Brasil é justificada pelo tamanho do
rebanho, fazendo com que o pais ocupe o quinto lugar na producdo mundial de
leite, com uma producao superior a 26 bilhdes de litros de leite por ano (OCB,
2008). A maior parte da producéo de leite do Brasil concentra-se nas regides
Sudeste (50%) e Sul (23%). Entre os estados, Minas Gerais lidera a producao
nacional, com 30%, ficando em segundo lugar, Sdo Paulo com 14% da

producéo.

O Estado do Maranhéo, segundo o IBGE (2008), possui o segundo
maior rebanho da regido Nordeste com aproximadamente 6.816.338 cabecas,
perdendo apenas para o estado da Bahia. A producéo leiteira do estado do
Maranhéo é de 365.564 mil litros de leite, representando 11% da producédo na
regido, com 16.537 estabelecimentos produtores, gerando uma receita de

aproximadamente 149 mil reais para o estado.
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Desde a década de 80, a cadeia produtiva de lacteos tem se
empenhado para alcancar e sustentar padrbes excelentes de qualidade e
inocuidade dos produtos desde a obtencdo da matéria-prima até o consumidor
final. Fatos estes exigidos tanto pela legislagdo normatizadora do setor, quanto
pelo mercado consumidor, jA que, os produtos lacteos exercem um papel de
extrema importancia na nutricdo do ser humano, onde a ingestéo de um litro de
leite por dia é capaz de suprir todas as necessidades de proteina em criancas
(até 6 anos), mais de 60% das necessidades protéicas dos adolescentes e
50% das necessidades protéicas dos adultos. Quanto ao célcio, a mesma
guantidade de leite ingerida diariamente, supre 100% das necessidades (RAIA
JUNIOR, 2001; LEME, 2005; RIBEIRO, 2009)

No Brasil, infelizmente, existem dois tipos de mercados lacteos,
conhecidos como formal e informal, ambos de grande expresséo econdmica,
diferenciados pela presenca, ou ndo da inspecao sanitaria e higiénica pelo
governo. No critério qualidade, a auséncia de contaminantes, como por
exemplo, os residuos antimicrobianos, segundo o Regulamento da Inspecéao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) é o principal
ponto critico de controle de contaminacdo quimica do leite, devendo os
residuos de antimicrobianos ser monitorados nas industrias de laticinios
(BRASIL, 1981; CULLOR, 1993; FOLLY & MACHADO, 2001), visto que varios
relatos confirmam sua resisténcia aos meétodos de conservacao: calor e
congelamento, constituindo um potencial risco a saude e rejeicdo da empresa

pelo consumidor.

Desde o final da década de 60, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) prevé na legislacdo brasileira 0 uso de medicamentos
veterinarios para o tratamento das enfermidades em vacas de leite, havendo,
portanto, para algumas categorias de animais, 0 uso restritivo, como por
exemplo, o uso em vacas no periodo de lactacdo. Além disso, vale ressaltar a
existéncia de legislacdo especifica que determina a fiscalizacdo do uso dos
produtos veterinarios em todo territdrio nacional, na qual esta fiscalizagdo se
estende desde a manipulacdo, acondicionamento e utilizacdo ou venda dos
produtos (ANVISA, 2001).
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Desta maneira, é fundamental o monitoramento freqiente de
residuos de medicamentos e seus derivados metabdlitos no leite, adotando-se,
como referéncia os limites estabelecidos pelas agéncias internacionais. De
acordo com a Association of Official Analytical Chemistis (AOAC, 1995) e
Americam Public Health Association (APHA, 1984) véarias metodologias sao
recomendadas para a deteccdo de residuos de antimicrobianos no leite,
estando algumas disponiveis comercialmente. Estas envolvem desde técnicas
microbiolégicas simples como técnicas mais complexas, por exemplo,
cromatografia, imunoensaio, espectrometria de massa, ressonancia e
eletroforese em gel de agarose (NASCIMENTO et al., 2001; MEDEIROS, 2004;
NASCIMENTO et al., 2008).

No Brasil, segundo a Instrugdo Normativa N° 51 do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) a pesquisa de residuos de
antibidticos no leite é periddica e a concentracdo de antibioticos no leite ndo
deve ser superior aos Limites Maximos de Residuos (LMRS), previsto para
cada grupo quimico especifico (BRASIL, 2002). Vale ressaltar, que varios Kits
analiticos de deteccdo de residuos de antibioticos foram aprovados e
autorizados pelo MAPA para o controle da presenca dessas substancias no

leite, utilizando diferentes principios de acdo e deteccédo (BRASIL, 2004).

Para uma maior seguranca no consumo de leite de boa qualidade,
tanto no que diz respeito a manutencdo de sua composi¢cdo quimica natural,
guanto da auséncia de substancias que possam levar efeitos danosos a saude,
€ necessario o estabelecimento de politicas publicas efetivas de fiscalizacao
dos alimentos (NASCIMENTO et al., 2001). Mas, para o0 sucesso dos
programas de controle, segundo Brito et al. (1997) é necessario mudancas de
atitude e de manejo, onde o produtor e os funcionarios desempenham um

papel primordial.

Baseando-se no que ha na literatura e ressaltando-se a importancia
de estudos sobre residuos de antimicrobianos no leite, tanto na area
econdmica como na saude publica, a elevada prevaléncia de mastites entre

outras enfermidades, que necessitam da utilizacdo do uso de antimicrobianos
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para tratamento, assim como a inexisténcia de um diagndéstico de situagdo
sobre este tema no Estado do Maranh&o, realizou-se esta pesquisa com 0S
seguintes objetivos: detectar residuos de antimicrobianos em amostra de leite
“in natura” provenientes de quatro bacias leiteiras do Estado do Maranhdo,
utilizando os Kits comerciais de triagem (Delvotest® SP—NT, Eclipse 50 e
Twinsensor — BT 20), comparar a eficacia entre os testes Delvotest® SP—NT,
Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20 e obter informacfes sobre as praticas de
manejo adotadas nas propriedades.
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Revisdo de lileratura



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do Leite

7

O leite é a secrecdo lactea, obtida pela ordenha completa,
ininterrupta, a partir de elementos que passam do sangue para as células
especializadas da glandula de vacas sadias e em condigbes de higiene,
constituido por uma mistura complexa e heterogénea de substancias organicas
e inorganicas (BRASIL, 2002; BRITO & LANGE, 2005).

A funcao bioldgica do leite é o fornecimento de nutrientes e protecéo
imunoldgica para o recém-nascido, uma vez que estdo presentes em sua
composicao todos os nutrientes requeridos para a manutengao e o crescimento
(energia, aminoacidos, sais minerais e vitaminas), sendo caracterizado como
alimento completo de alto valor nutritivo para o ser humano, particularmente
criancas e idosos (SANTOS & FONSECA, 2007; VILLA & PINTO, 2008).

Por ser considerado um alimento completo de nutrientes facilmente
assimilaveis, o leite € um excelente meio de cultivo para a maioria dos
microrganismos. Mas, devido a essas qualidades intrinsecas, € um produto
extremante perecivel que pode sofrer alteracbes nas suas qualidades fisico-
guimicas e microbioldgicas, tornando-se inadequado para o consumo (NETTO
et al., 2005).

Conforme Oliveira et al. (1999) e Nascimento et al. (2001) o leite
sofre alteracdes em sua composi¢cado quimica devido a uma série de fatores,
tais como, raca, idade e alimentacdo do animal, estagio de lactacéo, variacfes
climaticas, infec¢des do Ubere (glandulas mamarias) ou ainda pela presenca de

residuos antimicrobianos.

Dentre os fatores mencionados, as infeccfes no Ubere, mesmo que
subclinicas, segundo Nascimento et al. (2001) influenciam fortemente em sua
composicao, tendo como principal efeito a reducéo no teor de lactose, caseina,
gordura, calcio e fésforo, além do aumento de imunoglobulinas, cloretos, sodio

e lipase.
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2.2 Qualidade do Leite e a Legislacéo Brasileira

A qualidade e a seguranca dos alimentos tém recebido maior
atencdo por parte das autoridades, produtores, indulstrias, profissionais
responsaveis pela qualidade dos alimentos e por parte dos consumidores,
especialmente em relacdo aos perigos microbiol6gicos e quimicos presentes
nos alimentos (MEDEIROS et al., 2004; NERO et al., 2007). Apesar de
microrganismos patogénicos serem o0s agentes relacionados com maior
freqiéncia causando enfermidades veiculadas por alimentos, a presenca de
substancias quimicas é bastante comum, visto que no Brasil e demais paises
do mundo, os antimicrobianos s&o residuos quimicos detectados com grande

frequiéncia no leite.

O setor de produtos lacteos é, em especial, a atividade produtiva de
maior exigéncia por parte dos consumidores, principalmente com o intuito de
oferecer produtos de exceléncia, respeitando os quesitos ligados a inocuidade
dos alimentos. Sendo assim, o grande desafio é alcancar e sustentar 0s
padrdes de identidade e qualidade em toda a cadeia produtiva, de forma
competitiva, ou seja, racionalizando a producdo de forma a atingir 0 maximo
rendimento industrial (BRITO, 1998; LEME, 2005).

A Instrucdo Normativa N° 7, de 17 de maio de 1999, foi sancionada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), com o intuito
de regulamentar a producao de leite organico no Brasil, assegurar a qualidade
do produto, garantir competitividade de mercado para os produtos de origem
animal e vegetal, bem como nortear as exigéncias para o credenciamento das
propriedades e Instituicdes certificadoras (BRASIL, 1999), sendo revogado pela
Instrucdo Normativa N° 64, de 18 de dezembro de 2008 (MAPA), que aprova o
regulamento técnico para os sistemas organicos de producdo animal e vegetal
(BRASIL, 2008). No mesmo contexto, a Instrucdo Normativa N° 51, de 20 de
setembro de 2002, regulamentada pelo MAPA, que veio substituir a legislacdo
de 1952 (RIISPOA) promoveu varias modificacbes quanto as exigéncias da
producdo de leite em animais domésticos, com vistas a melhorar e assegurar

as condicbes nutricionais e de inocuidade do produto e seus derivados,
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procurando adequar gradativamente a producdo nacional, com base na
gualidade e demandas de mercado. Dentre as principais modificacdes e/ou
aumento no rigor da fiscalizacdo, destaca-se as exigéncias quanto aos valores
de células somaticas, contagem bacteriana total, auséncia de residuos de
antimicrobianos, bem como a colheita a granel nos tanques de expansédo. O
objetivo desta norma, portanto, € harmonizar, em termos legais, as condi¢cdes
higiénico-sanitarias do leite na sua cadeia produtiva (BRASIL, 2002; RIBEIRO
et al., 2009).

Os contaminantes fisico-quimicos potencialmente presentes no leite,
possuem instru¢cdes normativas bem definidas referentes ao que pode estar ou
nao presente no leite, e em especial, o Limite Maximo de Residuos (LMRS)
permitidos. Nesse contexto, os LMRs de antimicrobianos em alimentos s&o
estabelecidos nos paises a partir da realizagdo prévia de varios testes e
analises, realizados segundo protocolos e exigéncias oficiais que se
fundamentam nas recomendacdes e diretrizes emanadas do Codex
Alimentarius da Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo — FAO e da Organizacdo Mundial de Saude — OMS (FAO/OMS,
2002; WHO, 2002), ou na auséncia destes, a partir de valores constantes das
diretivas da Unido Européia e/ou da Food Drugs Administration — FDA dos
Estados Unidos da América (BRASIL, 1999). Porém, em virtude de situacdes
como, por exemplo, ocorréncia de alteracdes hematoldgicas (discrasia
sangiinea) pelo uso do cloranfenicol, potencial mutagénico (nitrofuranos) e a
resisténcia microbiana causada pela avoparcina, 0os paises restringem ou
mesmo vetam a utilizacdo do antimicrobiano que venha causar risco a saude
do consumidor nos produtos de origem animal, a exemplo do Brasil através da
Portaria Ministerial n.448, de 10/09/1998 (BRASIL, 1998; PALERMO NETO,
2001).
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2.3 O Uso de Antimicrobianos na Agropecuéria

Os antimicrobianos representam um grupo importante de
substancias utilizadas para inibir ou tornar inativos os microrganismos, sendo
amplamente utilizados, desde 1950, na cadeia produtiva dos alimentos de
origem animal. Das substancias antimicrobianas, as mais usadas s&o 0s
antibidticos (BRITO & LANGE, 2005).

Os antibidticos sdo agentes antibacterianos especificos, produzidos
por organismos vivos, bem como andlogos estruturais obtidos por sintese
completa ou parcial, inibindo processos vitais de uma ou mais espécies de
microrganismos, a partir da inibicdo da sintese protéica, danos a membrana
citoplasmatica ou ainda interferindo em suas reacfes metabdlicas, podendo

agir, mesmo em baixas concentracées (NASCIMENTO et al., 2008).

Com a disseminacéao dos sistemas intensivos de producéo de leite, o
uso de antimicrobianos é essencial para a manutencdo da saude animal,
produtividade, conforto e bem-estar dos animais. Os antimicrobianos
disponiveis no mercado sao utlizados sob a forma de diversos principios
ativos, isoladamente ou em associacdo, administrado por diferentes vias, em
dosagem e veiculos distintos e, em periodos diferentes da vida do animal, seco
ou em lactacao (LEME, 2005).

Os principais grupos de antimicrobianos utilizados na producéo
animal incluem os B-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), as tetraciclinas
(oxitetraciclinas e  clortetraciclina),  polipeptideos  (bacitracina), o0s
aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina e gentamicina), os macrolideos
(eritromicina), rifamicinas (rifampicina) e as sulfonamidas (sulfametazina)
(MITCHEL et al., 1998; COM, 2001). Dos antimicrobianos existentes, a classe
dos B-lactdmicos € o mais utilizado no tratamento de doencas em rebanhos
leiteiros, sendo assim, os mais freqientemente detectados no leite (NERO et
al., 2007).

A incorporacgdo de antimicrobianos na pecuaria leiteira pode ocorrer
de forma acidental com uso de medicamentos para fins terapéuticos ou

profilaticos, principalmente, em infec¢cbes da glandula maméria (mastite) e
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infeccbes do trato reprodutivo (metrite); ou de maneira indiscriminada,
adicionados a alimentacdo animal como suplemento dietético (VEISSEYRE,
1988; FAGUNDES & MOLIN, 1988; FOLLY & MACHADO, 2001), promovendo
0 crescimento ou o aumento da producao, através da melhora da conversao
alimentar (PALERMO NETO, 2001).

Outras condi¢cdes podem ser citadas, quanto a presenca de residuos
de antimicrobianos no leite, como a higienizacdo de equipamentos e utensilios
da industria e/ou introducédo voluntéria fraudulenta de drogas para mascarar a
deficiéncia na qualidade higiénica do leite e prolongar a durabilidade do produto
(BORGES et al., 2000). Tais procedimentos conduzem a presenca de niveis de
residuos de antimicrobianos acima do LMRs no leite, permitidos pela legislacéo
nacional, representando um risco ao consumidor e sendo, portanto, um Ssério

problema na area econdémica e na saude publica.

2.3.1 Eliminacao de Antimicrobianos pelo Leite

A glandula mamaria ainda néo possui sua origem conhecida, mas
acredita-se que tenha evoluido a partir de glandulas modificadas da pele, uma
vez que a sua origem embrionaria € a ectoderme. Para desempenhar sua
funcdo de sintese e armazenamento de grandes volumes de leite, a glandula
mamaria é formada por uma estrutura ramificada, composta e tubero-alveolar
(FONSECA & SANTOS, 2007). Na sintese, as células epiteliais secretoras
utilizam nutrientes absorvidos no trato gastrointestinal ou oriundo de reservas

corporais, 0s quais sao captados a partir da corrente sanguinea.

O epitélio secretor da glandula mamaria apresenta caracteristicas de
uma membrana lipidica, que permite a passagem, por difusdo, de substancias
apolares cuja concentracdo seja similar no plasma e leite, além de separar o
sangue do leite, facilitando assim a excrecdo de medicamentos de carater
basico pelo leite. A diferenca de pH do plasma e do leite (pH do leite é mais
acido), permite que as bases fracas venham a se concentrar mais no leite que
no plasma, desta forma as tetraciclinas, penetamato de penicilina, eritromicina

e lincomicina apresentam concentragdes maiores no soro do leite. Por outro
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lado, acidos fracos tendem a se concentrar mais no plasma sanguineo que no
soro do leite, por isso, penicilina, benzilpenicilina, sulfonamidas e novobiocina
apresentam maior concentracdo no plasma sanguineo. Para as substancias
neutras, como o cloranfenicol, ha um equilibrio ndo influenciado pela diferenca
de pH do sangue e do leite (MIDIO & MARTINS, 2000; BALLARINI, 2001).

Pesquisadores relatam que a producdo leiteira e o estado fisioldgico
da glandula maméaria podem exercer influéncia sobre a eliminacdo de residuos
de antimicrobianos no leite (COSTA, 1999; RAIA JUNIOR, 2001). Logo, as
alteracbes fisiopatologicas pela qual passa a glandula mamaria, podem
interferir com a farmacocinética dos antimicrobianos, favorecendo sua
eliminacdo através do leite, pois existe uma maior difusdo do composto do
sistema circulatério para o parénquima da glandula (COSTA et al., 2000). Para
Raia et al. (1999) o tempo de eliminacdo dos antimicrobianos nos quartos
mamarios com mastite pode ser maior do que em quartos saudaveis
(COELHO, 2002; FAGUNDES, 2003).

A transferéncia de antimicrobianos por difusdo direta ou passiva
para o leite, independente do principio ativo e da via de administracdo, ocorre
entre todos os quartos mamarios adjacentes, paralelos, diagonais e colaterais
(BRITO, 2004). Isto se deve a absorcdo do antibidtico, que passa para a
corrente sanguinea, chegando ao outros quarto mamarios, contaminando todo
o leite. Em virtude disso, Coelho & Costa (2002) citam que todo leite deve ser
descartado, isto é, de todos os quartos da glandula maméaria de animais com
mastite, durante o periodo de tratamento e o periodo de caréncia exigido pelo
fabricante para cada principio ativo administrado, pois corroboram para o
aparecimento de residuos de antimicrobianos, acima dos LMRs estabelecido,

ou até mesmo para o periodo de caréncia estipulado.

O periodo seco inicia-se apds o término de um ciclo de lactagéo,
cujo tempo minimo para uma nova lactacao € de 60 dias. Em tratamentos de
mastite no periodo seco, o medicamento é aplicado na glandula maméaria com

veiculo oleoso tendo, sua acao prolongada.
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Fagundes (2003) constatou a presenca de residuos de antibiéticos
60 dias apés a administracdo do produto para tratamento de mastite, em
periodo de secagem, onde 29,1% dos animais de 65 vacas em tratamento
apresentaram residuos de antibiéticos no leite; 19,4% dos animais continuavam
eliminando tais residuos, no periodo entre 60 e 70 dias apds administracao; e,
7,1% dos animais, apés 70 dias da administracdo. Estes resultados mostram
gue o cumprimento do periodo de caréncia (60 dias), para tratamentos
realizados no periodo seco pode ndo ser suficiente para tornar o leite isento de
residuos. Neste sentido, o autor afirma que é possivel que os residuos
encontrados apoés 60 dias da aplicacdo, estejam abaixo dos LMRs fixados pelo
Codex Alimentarius e/ou pelo MAPA. Vale ressaltar também que, o periodo
seco é de fundamental importancia para se evitar a ocorréncia de residuos de

antimicrobianos no leite.

A porta de entrada dos residuos antimicrobianos e outras
substancias quimicas no leite € a producéo primaria. Por isso, € fundamental
gue os produtores compreendam os fatores de riscos que levam a presenca de
residuos no leite e como preveni-los (BRITO & LANGE, 2005).

Para Souza (2006), os fatores de riscos que corroboram para o
aparecimento de residuos antimicrobianos no leite sdo: 1) tratamentos
aleatorios; 2) nao identificacdo dos animais tratados; 3) ndo separacdo de
vacas em tratamento no momento da ordenha; 4) uso de dosagem acima da
recomendada, tanto em relacdo ao periodo de aplicacdo quanto a quantidade
de aplicacbes por dose; 5) falhas na observacdo e ndo cumprimento dos
periodos de caréncia dos antimicrobianos administrados; 6) excrecéo
prolongada dos antimicrobianos; 9) descarte do leite apenas dos quartos
tratados; 10) mistura acidental de leite normal com leite contaminado de
antibidticos; 11) contaminacdo dos equipamentos de ordenha; 12) vacas que
tiveram seu periodo seco reduzido ou parto precoce; 13) uso incorreto de
medicamentos destinado a vacas no periodo seco em vacas no periodo de

lactacéo.
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Diante das implicacbes decorrentes deste tema, na literatura, ha
necessidade de adocdo e manutencdo de boas praticas de manejo e de
producdo leiteira, onde a pesquisa de residuos de antimicrobianos no produto
final € de grande valia para detectar a eficacia dos sistemas de controle de

gualidade higiénico-sanitaria do produto, em especial dos produtos quimicos.

2.4 Principais doencgas infecciosas do gado leiteiro

2.4.1 Mastite

7

A mastite € uma enfermidade multifatorial, definida como reacao
inflamatdria da glandula mamaria que, além de mudancas fisico-quimicas e
microbiolégicas, & caracterizada por um aumento do numero de células
somaticas (CCS) no leite e modificacdes no tecido mamario, que dependendo
da sua forma de manifestacdo, pode ser classificada em clinica e subclinica
(FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004).

A mastite clinica caracteriza-se por alteragcfes visiveis na glandula
mamaria e/ou leite. Pode ser aguda apresentando sintomatologia evidente de
processo inflamatdério (dor, calor, rubor e edema), ou crénica caracterizada por
fibrosamento do tecido mamario e alteracdes no leite (formacdo de grumos e
coagulos), independentemente da contagem de células somaticas (CCS) do
leite. O avanc¢o do processo inflamatério leva a perda de funcéo da glandula
mamaria (RAIA JUNIOR, 2001; SILVA et al., 2008).

A mastite subclinica € caracterizada pela auséncia de sinais
inflamatdrios ou fibrosamento, contudo, ocorre reducdo na producao de leite,
possibilitando isolamento de um agente patogénico e mudancas na
composicao do leite, sendo necessaria a utilizacdo de testes auxiliares para
seu diagnéstico, como California Mastitis Test (CMT), Wisconsin Mastitis Test
(WMT), condutividade elétrica e CCS (RAIA JUNIOR, 2001; DELLA LIBERA et
al., 2001; SILVA et al., 2008).

Por ser uma enfermidade multifatorial, as mastites sdo causadas por

microrganismos patogénicos, que podem estar presentes a microbiota natural
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dos animais e do ambiente; pode-se citar: Actinomyces pyogenes, alguns
representantes da familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus  spp, microrganismos  ubiquitarios como os fungos,
especialmente as leveduras e algas aclorofiladas (Prototheca sp.). O
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Streptococcus dysgalactiae
sdo os microrganismos mais freqientemente isolados do leite de vacas com
mastites (BRITO, 2001; FONSECA & SANTOS, 2007; SILVA et al., 2008).

A contagem de células sométicas (CCS) é o principal indicador da
gualidade do leite utilizado pelas indastrias, produtores e entidades
governamentais, pois detecta anormalidades que indicam alteragbes nas
gualidades microbiologicas, fisico-quimica e nutricional do produto (SOUZA,
2006).

Para caracteristicas fisico-quimicas, a alta CCS esta correlacionada
com a viscosidade, valores de pH, ponto de congelamento e capacidade
tamponante. O tempo de coagulacdo na fabricacdo do queijo é retardado,
levando diferencas essenciais na fase primaria de coagulacdo. Mudanca no
teor de proteina, rendimento do queijo e conteddos sdlidos também sao
observados, ndo sendo, portanto, corrigido nem mesmo pela pasteurizacéo ou
centrifugacéo. Além disso, ha diferencas nas propriedades organolépticas, pois
o teor de cloretos é aumentado e o teor de lactose é reduzido, proporcionando
ao leite uma vida de prateleira mais curta e sabor rancoso, pela presenca de
acidos graxos livres (TETZNER et al., 2005).

A ocorréncia de mastite em rebanhos leiteiros e 0 aumento no
namero de células somaticas estdo associados a fatores fisiologicos e
ambientais. Fatores estes, identificados como de risco que inclui o namero de
paricdes, estadio da lactacado (inicio e final), alta producédo e escape de leite no
momento da ordenha, tamanho do rebanho, tipo de ordenha (manual ou
mecanica), qualidade da ordenha (ndo desinfec¢do dos tetos antes e apés a
ordenha), funcionamento inadequado do equipamento e ndo treinamento e
motivacdo dos ordenhadores (SOUZA et al., 2005).
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A partir de 2008, a Instrugdo Normativa N° 51/2002 (Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA) estabelece o requisito de no
méximo 7,5 x 10° células somaticas (CS/mL) para as regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste do leite para consumo. Para as regides Norte e Nordeste o limite
é de 1,0 x 10° células sométicas (CS/mL), entretanto, em julho de 2010,
entrardo em vigor o limite de 7,5 x 10° células somaticas (CS/mL) (BRASIL,
2002).

Segundo Santos (2002), rebanhos com elevados numeros de células
somaticas no leite possuem maior risco de ocorréncia de residuos de
antimicrobianos, uma vez que, o tratamento com antimicrobianos € uma das
medidas utilizadas para a reducdo dos casos de mastites. Esta probabilidade &
cerca de cinco vezes maior, nos rebanhos com CCS maior que 750.000
células/mL, em relacdo aos rebanhos com baixa CCS.

Fagundes (1981) analisando 24 vacas da raca holandesa em
lactacdo, sendo oito com mastite e 16 saudaveis, constatou que apds a
aplicacdo de penicilina G e de clortetraciclina, em ambos 0s grupos, as vacas
com mastite eliminaram residuos, entre 126 e 141 horas, respectivamente apés
a aplicacdo do medicamento; enquanto que as vacas sadias eliminaram
penicilina G somente nas primeiras 72 horas, ap0s a aplicacdo do
medicamento e clortetraciclina, nas primeiras 96 horas. Este trabalho evidencia
gue o periodo de caréncia necessario para a auséncia de residuos de farmacos
no leite deve ser definido levando-se em consideracdo a farmacocinética e a
farmacodinamica da droga na glandula mamaria, assim como o estado

fisiol6gico da mesma.

A presenca de residuos de antimicrobiano no leite esta
estreitamente associada ao tratamento de mastite, e o aumento de células
somaticas no leite reflete a ocorréncia de mastite. Diante do exposto, o controle
da mastite é primordial, visto que, a contaminacdo por antimicrobianos no leite
se deve, principalmente, as consequéncias do tratamento de vacas em
lactacdo, ou do controle da mastite durante o periodo seco (BIACCHI et al.,
2004; BRITO & LANGE, 2005).
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Para Souza et al. (2005), o controle da mastite baseia-se na ado¢ao
de estratégias de prevencao, entre as quais incluem a higienizacdo na pratica
da ordenha, o uso correto da ordenhadeira, disponibilidade de alojamentos
limpos e secos, administragdo de programas de nutricdo saudavel,

identificagéo e tratamento de vacas com mastite clinica e subclinica.

2.4.1.1 Metrite

A metrite é uma infec¢do bacteriana aguda e ascendente do Utero,
sendo geralmente, um distirbio pds-parto, particularmente de vacas de leite. E
provocada, normalmente por bactérias Gram positivas, principalmente por
Escherichia coli (MOREIRA NETO, 2000). Os sintomas e sinais clinicos sao
tipicos de uma infeccdo bacteriana: febre, desidratacdo, depressédo, anorexia e
taquicardia. Além disso, € observado corrimento vaginal fétido, com ou sem
retencdo das membranas fetais, dilatacdo do Utero com consisténcia flutuante,

gueda na producao de leite e falta de apetite (SOUZA, 2006).

Para Wattiaux (1994), a metrite pode ser identificada através de
acumulo de pus no utero da fémea. A ocorréncia da metrite advém de abortos,
partos prematuros, retencdo de membranas fetais, partos gemelares, distocia,
lesdo de utero e de cérvix, além de falta de higiene, manobras obstétricas mal
conduzidas, retencdo de secundinas, atonia uterina, deficiéncia nutricional ou

sanitaria ou, ainda, sE€men contaminado.

Diversos tratamentos podem ser utilizados em casos de metrite, mas
o tipo de tratamento a ser utilizado depende do grau de severidade da doenca.
Nos casos severos, os fluidos uterinos sdo evacuados por palpacdo retal
associado com infusdes intra-uterinas a base de anti-sépticos e antibiGticos
e/ou a utilizacdo de tratamentos sistémicos com a utilizacdo de antibiGticos
injetaveis. Além disso, pode optar-se pela inducdo do cio com o uso do
horménio prostaglandina no tratamento da metrite, pois durante o cio, as
contracdes uterinas ajudam a drenar a infeccdo minimizando o uso de
antibioticos, e conseqientemente a presenca de residuos de antibidticos no
leite (BRESSAM et al., 2008).
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2.4.2 Prejuizos Econémicos decorrentes do uso de Antimicrobianos

O leite pode ser transformado numa enorme variedade de produtos
lacteos, desde os queijos aos leites fermentados, para os quais séo utilizados
diferentes “starter”, isto €, culturas de arranque, que iniciam a producdo de

acido lactico e consequiente coagulacao do leite (ANIL, 2002).

Varios fatores podem interferir na atividade das culturas de
arranque, incluindo as variacdes do préprio leite (fatores sazonais, mastites),
processo de fabrico, entre outros. Entretanto, os residuos de antimicrobianos e
os bacteriofagos séo os inibidores mais significantes na industria de lacticinios,
resultando em grandes perdas de partidas de leite (ANIL, 2002).

Nesse contexto, para a industria, o principal problema quanto a
presenca de residuos antimicrobianos no leite € a inibicdo de culturas lacteas
sensiveis utilizadas na fabricacdo de queijos, iogurtes e outros produtos
fermentados, dificultando sua obtencao ou alterando sua qualidade, atraves da
modificacdo dos resultados de andlises laboratoriais ou sabores na producéao,
principalmente na manteiga e no creme. Além disso, a presenca de residuos
de antimicrobianos no leite favorece a multiplicacdo de microrganismos
indesejaveis (coliformes, leveduras e bactérias putrefativas), dificultando seu
pleno aproveitamento industrial (FOLLY & MACHADO, 2001; BRITO & LANGE,
2005; MARTINS et al., 2006).

Para Sbampato (2000), os principais problemas que ocorrem em
gueijos oriundos de leites contendo residuos de antimicrobianos sdo a ma
dessoragem da coalhada, fermentacdo indesejavel com producdo de gas e a
maturacao irregular, devido a interferéncia dos antimicrobianos sobre os

fermentos utilizados para fabricacdo de queijos, 0s quais sao inibidos.

Mol (1976) afirma que 10 Ul/mL de penicilina no leite retardam a
consideravelmente a acidificacdo; 100 Ul/mL aumentam a acidificacdo; 150
Ul/mL ocasionam a producdo de um queijo anormal e 500 Ul/mL inibem
totalmente os fermentados. Para Jacquet (1953), a concentragcédo entre 0,5 —
1,0 Ul/mL de penicilina no leite, é capaz de impregnar, o queijo Camembert de

gas, durante sua fabricacdo. A tetraciclina no leite, em pequenas
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concentracbes estabelece uma interacdo entre a caseina, o antibidtico e o
calcio, ndo ocorrendo a coagulacao da proteina, durante a producéo do queijo
Cottage. Maupoumé (1953) observou a putrefacdo de queijos por coliformes
resistentes a acdo de antibidticos, fazendo com que ndo ocorresse a
fermentagdo pelas cepas selecionadas, acarretando modificagbes nas
caracteristicas do produto.

O iogurte, produto obtido da fermentacdo lactea, € outro derivado
gue tem sua fabricacao afetada pela presenca de residuos antimicrobianos,
retardando o processo de acidificacdo, com conseqiente desequilibrio no
desenvolvimento das bactérias componentes do “fermento lactico”. O iogurte
produzido nestas condi¢cdes apresentara sabor de peptona e aspecto anormal,
devido a exsudacdo abundante de soro que se acumula na superficie do

produto.

Para Fagundes & Molin (1988) os residuos de antimicrobianos
interferem sobre as principais culturas bacterianas Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus bulgaricus, utilizadas na fabricacdo dos iogurtes. Kosikowski &
Mocquot (1958) afirmam que, concentracdes de 0,01 a 0,05 Ul/mL de penicilina
no leite inibem Streptococcus thermophilus, enquanto que Lactobacillus
bulgaricus € mais resistente, necessitando de concentracdo de 0,30 a 0,60
Ul/mL. Para Jacquet (1953) a concentracao de 0,02 Ul/mL de penicilina no leite

retarda a acidificacdo lactica do iogurte.

Outro fator a ser considerado sob o ponto de vista tecnolégico € a
influéncia dos testes da qualidade bacteriol6gica sob a presenca de residuos
de antimicrobianos, pois os testes de qualidade bacteriolégica (redutase,
fosfatase e peroxidase) sdo baseados direta ou indiretamente no
desenvolvimento da microbiota bacteriana, o que leva o suprimento ou inibicdo
da flora na presenca destas drogas, melhorando assim a qualidade do produto
(FAGUNDES & MOLIN, 1998).

Aurvalle (1981) afirma que, ha alteracdo nos resultados do teste
para Fosfatase alcalina em leite pasteurizado, contendo tetraciclina ou

penicilina, uma vez que se verificou 0 aparecimento da cor que indica uma

38



pasteurizacdo deficiente, induzida pelos antibiéticos. Para a Redutase, ocorre
uma reducgéo na quantidade, ndo havendo, portanto, uma descoloragéao do azul
de metileno de acordo com a realidade, indicando falsamente uma melhora da

qualidade bacterioldgica.

Em trabalhos realizados por Fagundes & Molin (1988), para
determinar as concentracdes de antibidticos “in vitro” que interferem nos testes
de qualidade bacteriolégica (redutase, fosfatase, peroxidase) na fermentacao
do iogurte e na coagulacdo do queijo, verificaram que para ocorrer alteracdes
na enzima peroxidase sob a presenca dos antibioticos cloranfenicol e
clortetraciclina sdo necessarios elevadas concentracdes (60 mg/mL e 0,05
mg/mL, respectivamente), a qual ndo seriam encontradas no leite. Porém,
guanto as concentracdes dos antibidticos penicilina/estreptomicina, ndo houve
nenhuma influéncia da presenca destes antibioticos sob a atividade da enzima

peroxidase.

Outro fator de extrema importancia dos residuos de antimicrobianos
no leite & sua termorresisténcia. Varios pesquisadores relatam que o0s
antimicrobianos resistem aos métodos de conservacao do leite, como calor e
congelamento. Assim, o0 aguecimento do leite ou sua pasteurizacdo ndo afetam
a presenca destes, e em alguns casos s6 modificam sua atividade
(AURVALLE, 1981). Thamer (1964) encontrou que apenas 8% de penicilina foi
inativada pela pasteurizacdo do leite e 20% pelo aquecimento a 32°C por 32
minutos. Entretanto, Marth & Ellickson (1959) mostraram que a pasteurizacao
nao elimina a penicilina no leite e afirmaram ainda que os antibiéticos resistem
também a ebulicdo durante 60 minutos e ao aquecimento em autoclave a

presséo de 1 Kg/cm?, durante 15 — 30 minutos.

Pillet & Thoma (1969) concluiram que a penicilina e a tetraciclina no
leite foram eliminadas ap6s aquecimento a 100°C durante 3 horas. Segundo
Brito (1998) o cloranfenicol € completamente resistente ao aquecimento. A
fervura ou o aquecimento do leite a 100°C inativa a penicilina em 50%, a

estreptomicina em 66% e a oxitetraciclina e tetraciclina em 90%.
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Aurvalle (1981) afirma que as amostras de leite contendo penicilina,
estreptomicina e neomicina, podem permanecer congeladas cerca de 12
semanas, sem perda da acao residual. Observaram também que a estocagem
do leite refrigerado a 8°C ou 10°C por sete dias, nao interfere na atividade

antibidtica da penicilina, estreptomicina, clortetraciclina e bacitracina.

Sendo assim, para que seja seguro e de boa qualidade o leite deve
ser isento de residuos de quimicos, como antimicrobianos e pesticidas, pois a

presenca de residuos de antimicrobianos no leite € um fator que afeta

negativamente a qualidade dos derivados lacteos.

2.4.3 Saude Publica e o Uso de Antimicrobianos

A presenca de residuos de antimicrobianos tem sido um dos
grandes desafios impostos a industria de alimentos e causa de polémica por
parte dos Orgdos competentes, pois gera riscos a saude humana:
farmacologicos e toxicoldgicos; microbiolégicos (desenvolvimento de
resisténcia de microrganismos patogénicos na flora intestinal) e
imunopatologicos, como as alergias (BARROS et al.,, 2001; PORTO et al.,
2002).

No aspecto toxicoldgico, a presenca de residuos de antimicrobianos
no leite gera a possibilidade desses residuos causarem reacfes alérgicas aos
consumidores. As reacOes alérgicas se manifestam, geralmente, como
urticarias, dermatites ou através de problemas respiratérios, rinites e asma
brénquica, em humanos hipersensivel a penicilina ao ingerirem concentracdes
de 1 ppb dessa substancia . Além da penicilina, estas reacdes sao frequentes,
em menor grau, em humanos hipersensiveis as tetraciclinas, estreptomicina,
neomicina e as sulfonamidas (FAGUNDES & MOLIN, 1988; MARTINS & VAZ,
2000; NERO et al., 2007).

Lederer (1991) relata casos de reacdes de hipersensibilidade (tipo
asmatico, digestivas e cutaneas) apdés consumo de leite, em pessoas que

apresentaram testes cutaneos positivos a penicilina e negativos ao leite. O
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autor enfatiza que para provocar estas reacdes, ndo é relevante a quantidade
destas drogas em alimentos, ou seja, pequenas quantidades séo suficientes
para desencadear o processo. Por ser elevada a percentagem de pessoas
alérgicas a penicilina (aproximadamente 10%) e seu amplo uso em fazendas
produtores de leite, os residuos de penicilina constituem a maior preocupacao

com relacéo aos ricos oferecidos aos consumidores.

Segundo Brito & Lange (2005) as reacfes toxicas sao relacionadas
a alguns antimicrobianos com potencial carcinogénico, isto €, que podem
desenvolver tumores em animais de laboratério (sulfametazina, nitrofuoranos)
ou mutagénico dando origem a altera¢cdes hematoldgicas (discrasia sangtinea,
anemia aplastica) e nevrite Optica em individuos susceptiveis ao cloranfenicol,

independente da dose.

Para Nascimento et al. (2001) o risco do consumo de antibidticos
(metronidazol, rifampicina, trimetropim, estreptomicina e tetraciclina), por
gestantes, se deve ao potencial teratogénico destes que podem causar
otoxidade, alteracdo no desenvolvimento 0sseo fetal e distirbios dentarios do
guarto més de vida fetal até os oito primeiros anos de vida, uma vez que as
tetraciclinas possui a propriedade de se complexar com o calcio (FAGUNDES
& MOLIN, 1998).

Além do risco toxicoldgico, a continua exposicao do individuo aos
residuos de antibioticos pode gerar um aumento da resisténcia bacteriana, quer
pela transferéncia de bactérias resistentes ao homem por via da alimentacao
(Salmonella, Campylobacter, E. coli, Listeria e Yersinia), provenientes de
animais tratados com antibiéticos ou animais infectados pela bactéria
resistente; quer pela transferéncia do fator de resisténcia (fator-R) de bactérias
ndo patogénicas resistentes a outras bactérias (MARTINS, 1999; ANIL, 2002),

através de mecanismos genéticos como o de conjugacédo bacteriana.

Deaguayo et al. (1992), isolaram inUmeras bactérias patogénicas em
231 amostras de leite pasteurizado, avaliando a ocorréncia de resisténcia a
penicilina, polimixina, cloranfenicol, ampicilina, carbenicilina, eritromicina,

gentamicina, canamicina e tobramicina. Observaram que o aparecimento de
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multipla resisténcia nestas bactérias foi de 27,0% para coliformes fecais, 4,0%
Salmonella e 3,0% em Staphylococcus aureus.

A ocorréncia de resisténcia bacteriana multipla aos antibiéticos tem
sérias implicacbes para o tratamento de infec¢cdes humanas. Desta forma,
somente com o uso responséavel e prudente dos antimicrobianos em animais de
producédo, a melhoria no controle de doengcas e o aumento da capacidade
imune dos animais podem reduzir os riscos do aparecimento de resisténcia
bacteriana a partir dos sistemas de producao, em especial o leite (FONSECA &
SANTOS, 2007).

O periodo de eliminacdo de antimicrobianos pelo leite varia de
acordo com o produto e depende de varios fatores como dose, via de
administracao e solubilidade. Assim, para os medicamentos administrados via
oral a persisténcia média de eliminacdo pelo leite € de 86 horas, para via
intramuscular, 72 a 96 horas, via intravenosa de 44 horas, intra-uterina de 31
horas e para a via intramamaria de 48 a 144 horas (COSTA, 1996; BARROS et
al., 2001).

Para Costa (1996) a duracdo minima do periodo de eliminacédo de
antibidticos pelo leite, administrados via intramamaria varia de 2 a 4 dias,
sendo 2 dias para penicilina — procaina; 6 dias para a clortetraciclina; 4 dias
para a oxitetraciclina; 3 dias para o cloranfenicol; 4 dias para a estreptomicina.
Vale ressaltar, que o periodo de eliminacdo do antibiético penicilina pelo leite
varia também com o excipiente utilizado, assim, penicilina em solu¢cdo aquosa
€ eliminada por no minimo 3 dias, mas em forma de pomada, 0 minimo é de 6

dias.

2.5 Limite Ma&ximo de Residuos de Antimicrobianos

O mercado brasileiro de produtos e medicamentos veterinarios de
uso na pecuaria é bastante amplo, existindo mais de 121 principios ativos
diferentes, entre eles, os antimicrobianos. De forma geral para cada principio

ativo contido no medicamento existe um limite maximo de residuo (LMR) e este
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esta intimamente correlacionado com o periodo de caréncia estabelecido. Por
isso, o produtor de leite deve estar consciente da necessidade de um médico
veterinario para orienta-lo quanto a utilizacdo racional dos medicamentos
LEME, 2005; BRASIL, 2008).

Residuo de uma droga veterinaria € a fracdo da droga, seus
metabdlitos, produtos de conversdo ou reagdo e impurezas que permanecem
nos tecidos dos animais tratados (CODEX ALIMENTARIUS FAO/OMS, 1997).

O Limite Maximo de Residuos (LMR) determinado pelo Codex
Alimentarius da FAO e da OMS ¢é a concentracdo maxima de residuos de uma
substancia quimica que pode ser encontrada no alimento, sem que represente
risco ao ser humano que o ingere (expresso em mg/Kg ou ug/Kg), sendo,
portanto, legalmente permitido, ou reconhecido, como aceitavel no alimento.
Seu célculo é baseado na dose diaria aceitavel de ingestéo da droga — IDA ou
na IDA temporaria, que utiliza um fator de seguranca adicional (BRITO et al.,
2003; FONSECA & SANTOS, 2007).

A IDA é a quantidade maxima de um agente quimico que pode ser
ingerido através da dieta, diariamente, por toda a vida do ser humano, sem
provocar riscos de intoxicacdo. Este valor resulta da relagéo entre a NOEL (no
observable effect), ou seja, a maior dose de uma substancia quimica que se
usada nao produz efeito toxico ou indesejavel na espécie mais sensivel
analisada, por um fator de seguranca da ordem de 100. Com o
estabelecimento da IDA é determinado também o intervalo de tempo que deve
decorrer para que os residuos diminuam, atingindo os niveis de tolerancia. Este
intervalo é denominado periodo de caréncia (MIDIO & MARTINS, 2000;
PALERMO NETO, 2001).

O periodo de retirada do leite para o consumo corresponde ao
intervalo de tempo apds a administracdo da ultima dose do antimicrobiano até
o leite ser liberado para o consumo. Neste periodo a concentracdo detectavel
da substancia caird para dentro dos limites estabelecidos. Este intervalo é
necessario para prevenir o aparecimento de residuos, e alcangado através de

analises farmacocinéticas especificas para cada medicamento, ficando sob
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responsabilidade da indastria  produtora dos  antimicrobianos, o
desenvolvimento de métodos analiticos que permitam a deteccdo e
quantificagdo dos residuos e cabe ao FDA aprova-los ou ndo (KISER, 1984,
BRITO & LANGE, 2005).

O Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem
Animal — PNCR foi langado em 1999, no Brasil, pelo MAPA onde esta inserido
o Programa de Controle de Residuos em Leite — PCRL (BRASIL, 1999). A
Portaria N° 78, de 19 de dezembro de 2002, aprovou 0S programas para o
Controle de Residuos em Carne, Mel, Leite e Pescado em pontos de
distribuicdo, estabelecendo os LMRs para tais produtos. Esta portaria estd em
vigor desde 2003. Os LMRs de residuos de antimicrobianos de uso em animais
produtores de leite estabelecidos pelo Codex Alimentarius e praticados no
Brasil; Canada; Unido Européia (EU) e Estados Unidos (EUA), que tem por
objetivo comparar os LMRs praticados em diferentes paises, por ser fator

limitante na exportacéo de produtos séo apresentados no (ANEXO 1).

2.6 Controle de Residuos de Antimicrobianos no Leite

Desde 1950, a presenca de substancias quimicas nos alimentos &
uma preocupacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Atualmente,
diversas organizacdes internacionais estao envolvidas no desenvolvimento de
mecanismos de controle dessas substancias (antibiéticos, horménios,
pesticidas e parasiticidas) usadas na producdo animal. Esses mecanismos
incluem o controle da distribuicdo, o controle do uso em animais, a
determinacao de niveis seguros de residuos nos alimentos de origem animal e
as tecnologias de detecc¢éao de residuos (BRITO, 2003). Mas, vale ressaltar que
a implementacdo de um procedimento de controle de residuos quimicos na
producdo é fundamental, pois € o Unico momento possivel de se evitar a
ocorréncia, seja de residuos de drogas veterinarias ou mesmo de toxinas
fungicas no leite. Visto que, as etapas posteriores da cadeia produtiva de

lacteos ndo sao capazes de reduzir ou inativar tais compostos, uma vez
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presentes, isto porque, a atividade dos antibi6ticos ndo é, geralmente, afetada
pela pasteurizacéo (BRITO, 2001; ALMEIDA et al., 2003).

No Brasil, a pratica de monitoramento de residuos de
antimicrobianos no leite encontra-se em implementacdo em algumas regioes,
porém ainda em passos lentos, ndo atingindo 0s niveis necesséarios para um
controle que garanta a qualidade da matéria-prima para o consumo e a

manufatura dos derivados.

A Instrugdo Normativa N° 51 do MAPA, regulamenta o
monitoramento mensal da ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite,
cuja responsabilidade é da industria e, afirma ainda que as analises sejam
realizadas somente por laboratorios oficiais ou credenciados no MAPA
(BRASIL, 2002; NERO et al., 2007), conforme regulamentado na Instrucéo
Normativa N° 10, de 17/04/2008 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Anexo 2), que aprova os Programas de Controle de Residuos
e Contaminantes em Carnes (Bovina, Aves, Suina e Equina), Leite, Mel, Ovos
e Pescado, e determina o LMRs permitido para cada grupo especifico
(BRASIL, 2008).

No Brasil, estudos mostram a falta de controle quanto as
substancias indesejaveis no leite, tais como antibidticos, detergentes e
sanitizantes. Mello Filho (1969) avaliou o leite consumido em S&o Paulo,
observando que 1,9% das amostras analisadas apresentaram de 0,05 a 0,5
Ul/mL de penicilina, concentracbes de risco para ingestdo por pessoas
sensiveis a essa droga. Silva & Sena (1994), através da comparacao de
métodos analiticos, observaram que a ocorréncia de residuos de antibidticos
nos leites pasteurizados distribuidos em Belo Horizonte, MG, foi de 4,1% no
tipo B, 1,04% no leite integral na marca n° 1 e 2,08% no leite integral na marca
n® 2. Albuquerque et al. (1996), analisando leite comercializado em Fortaleza,
CE, encontraram que 69,7% das amostras continham inibidores, sendo que em
28,0% dessas amostras, eram contaminadas por penicilina. Em Salvador - BA,
Barros et al. (2001) afirmam que 38,5% das amostras de leite pasteurizado tipo

C apresentaram resultado positivo para a pesquisa de residuos de antibiéticos.
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Nero et al. (2007), detectaram 11,4% de residuos de antibidéticos em 210
amostras de leite cru colhidas em quatros estados do Brasil, sendo 20,6%
provenientes da regido de Londrina - PR, 8,0% da regido de Botucatu - SP,
8,5% da regido de Vicosa - MG, e 6,0% da regido de Pelotas - RS.

2.7 Métodos de Deteccédo de Residuos de Antimicrobianos no Leite

Para garantir a qualidade do leite, quanto a auséncia de residuos
antimicrobianos ou a presenca dentro do LMRs permitido pela legislacdo
nacional, varios metodos foram desenvolvidos e sdo usados para este tipo de
analise. Sao exemplos, a inibicdo microbiologica, os testes enzimaticos, 0s
testes imunologicos, a cromatografia gasosa, cromatografia em camada
delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia (IDF, 1991; FONSECA &
SANTOS, 2001; DENOBILE & NASCIMENTO, 2004).

Os testes comerciais disponiveis no mercado (Anexo 3) encontram-
se sob a forma de conjuntos reativos prontos para o uso em condicdo de
campo. Sao denominados testes de triagem e, em sua maioria, sdo qualitativos
ou semi-quantitativos. O teste de triagem, por definicdo, deve fornecer uma
indicacdo segura e confiavel da auséncia de residuos na amostra investigada,
possuindo um limite de deteccdo abaixo do LMR permitido para cada
antibiético (BRITO, 2000).

Os métodos qualitativos usados para detectar residuos de
antimicrobianos no leite sdo importantes em levantamentos epidemiolégicos na
ocorréncia desses compostos em alimentos prontos para consumo, sendo de
extremo valor na execucdo dos programas de controle e fiscalizacdo pelos
orgaos oficiais (FAO/WHO, 2002). Os testes TTC (cloreto 2,3,5 trifenil
tetrazélio), Método de Difusdo em Disco e o Delvotest® s&o aceitos oficialmente
pela comunidade internacional como teste de triagem (BRASIL, 1999), e
apresentam variagbes quanto a classe do antimicrobiano detectavel,
sensibilidade e tempo de realizagdo do teste. Ao contrario dos métodos

gualitativos, os métodos quantitativos, por exemplo, a cromatografia sdo
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capazes de detectar a presenca de antimicrobianos em partes por milhao - ppm
e em partes por bilhdo - ppb (MITCHELL et al., 1998; PALERMO NETO, 2001).

De acordo com a Portaria n° 8, de 26/06/1984, do Servico de
Inspecdo Federal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) deve ser realizado, pelo menos uma vez por semana, obrigatoriamente
a pesquisa de inibidores em amostras de leite de pequena mistura (em nivel de
produtor) pelo método TCC, método de difusdo em disco e o Delvotest®, ou
outro aprovado (BRASIL, 1984).

O método do cloreto 2,3,5 trifenil tetrazélio, nome comercial TTC, é
baseado na reducdo do cloreto 2,3,5 trifenil tetrazolio pelo Streptococcus
thermophilus sensivel a antibidéticos do grupo B-lactamicos, incubados a
temperatura de 37°C, durante duas horas e meia. As amostras negativas
apresentam uma coloracdo rosa intensa e as positivas, coloracdo branca. O
limite de deteccdo deste teste para a penicilina € de 0,04 Ul/mL (BARROS &
PERCHES, 1981; LEME, 2005).

O método de difusdo em disco com Bacillus subtilis, surgiu a partir
dos anos 50 e suas modificacbes foram eficazes para detectar residuos de
antimicrobianos no leite. Para obtencdo dos resultados € necessario incubar a
amostra, a ser analisada, por um periodo de 12 horas, a temperatura de 32°C.

O limite de deteccéo do teste para a penicilina é de 0,05 Ul/mL.

O método de inibicdo microbiana com meio de cultivo especifico tem
sido amplamente utilizado para deteccdo de residuos de antimicrobianos no
leite, em virtude do custo e da capacidade de evidenciar uma ampla gama de
antibidticos e quimioterapicos (BARBERIO & SIGNORINI, 1996). Este método
utiliza uma cultura de microrganismo teste, geralmente Bacillus
stearotermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus,
Escherichia coli, Bacillus megaterium ou Streptococcus thermophilus, semeada
em meio de crescimento agar ou liquido, inoculado com a amostra de leite e
incubado por algumas horas. Durante a incubacdo a amostra se difunde pelo
meio e a presenca de substancias inibidoras impede ou reduz o crescimento do

microrganismo indicador. Dependendo do teste comercial as substancias
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inibidoras sé&o indicadas por zonas de inibigcdo de crescimento ou por mudanca
na coloracao do meio, através de um indicador de pH (MITCHELL et al., 1998).

O Delvotest® SP é um teste padrdo de difusdo em &gar que tem
como principio a inibicAo da multiplicagdo do microrganismo Bacillus
stearotermophilus var. calidolactis C953, sensivel a antibioticos do grupo [3-
lactamicos, principalmente a penicilina, com limite de deteccdo de 2,5 ppb.
Para obtencado do resultado é necessario incubacao de 64°C + 0,5°C por um
periodo de trés horas. E um teste capaz de detectar antibi6ticos do grupo B-
lactdmicos, sulfas, tetraciclinas, macrolideos e aminoglicosideos, sendo um
teste de triagem e de levantamento qualitativo aprovado pelo FDA, reconhecido
e aprovado pelo AOAC, desde 1982; além disso, é recomendado pelo Codex
Alimentarius e pela ANVISA para analise de residuos de antimicrobianos no
leite e valido para MAPA, desde 1984 (MAPA, 1984; TRONCO, 1997; ANVISA,
2001).

As técnicas de radioimunoensaio e enzimaticas foram desenvolvidas
nos anos 70 e 80 com a finalidade de determinar a presenca de B-lactamicos e
outros antimicrobianos, tais como, as tetraciclinas, estreptomicinas,
eritromicina, novobiocina e sulfonamidas; assim, outros testes baseados na
inibicdo da reacdo de enzimas especificas determinam também a presenca de
residuos da classe B-lactamicos. Os testes utilizando anticorpos para residuos
especificos foram introduzidos durante os anos 80 (BISHOP & WHITE, 1984).

O método imunoenzimatico, conhecido como ELISA (Enzyme linked
immunoadsorbant assay), envolve duas etapas basicas. A primeira etapa
consiste na reacdo de um antigeno e um anticorpo, um conhecido e outro
proveniente da amostra testada, para a formacdo de imunocomplexos. A
segunda etapa, na adicdo de um reagente denominado enzima conjugada,
sendo assim, a reacao detectada. O conjugado € um antigeno ou um anticorpo
guimicamente unido a uma enzima, como por exemplo, a fosfatase alcalina,
gue quando o conjugado reage com o imunocomplexo € formado um produto
colorido (RAIA JUNIOR, 2001).
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A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes
componentes entre duas fases que estdo em contato intimo. A técnica baseia-
se na capacidade diferente que uma molécula ou ion possui em distribuir-se
através de duas fases. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a
outra se move através dela. Durante a passagem da fase moével sobre a fase
estacionaria, os constituintes da mistura sdo distribuidos em duas fases, de tal
forma que cada um dos componentes € seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migracdes diferentes destes (COLLINS et al.,
1990; FELTRIN et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selegcdo das Propriedades Leiteiras e Caracterizacdo da Area de
Estudo

Para a realizacao deste estudo selecionou-se 96 propriedades rurais
produtoras de leite, de quatro bacias leiteiras localizadas nos municipios de
Itapecuru Mirim; Bacabal; Imperatriz e na ilha de Sdo Luis (Pago do Lumiar,
Raposa, S&o José de Ribamar e S&o Luis), Estado do Maranhdo (Fig. 1).
Foram selecionadas 12 propriedades em Itapecuru Mirim, municipio localizado
a 96,1Km da capital do estado, Sdo Luis, na mesorregido do Norte
Maranhense e microrregido de Itapecuru Mirim; 22 propriedades no municipio
de Bacabal, localizada a 250 Km de Sao Luis, na mesorregiao Centro
Maranhense e microrregido do Médio Mearim; 43 propriedades no municipio de
Imperatriz, localizada no Sudoeste Maranhense a 530 Km de S&o Luis, tendo
como limites as cidades de Cidelandia e Sao Francisco do Brejao, ao Norte; ao
Sul a cidade Governador Edson Lob&o; ao Leste e Sudeste, a cidades Jo&o
Lisboa, Senador La Roque e Davinopolis; e a Oeste, o estado de Tocantins. Na
Ilha de S&o Luis, formada pelos quatro municipios: Paco do Lumiar, Raposa,

Sao José de Ribamar e Séo Luis, foram selecionadas 19 propriedades.
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Figura 1: Distribuicdo geografica dos municipios que
compdem as bacias leiteiras de Itapecuru
Mirim, Bacabal, Imperatriz e Ilha de S&o
Luis, MA

Todas as propriedades sdo cadastradas na Agéncia de Defesa
Agropecuaria do Maranhdo (AGED), e a escolha dos municipios foi
determinada pela quantidade de leite produzido na regido, sendo as
propriedades divididas em: propriedades pequenas com producao diaria de até
100 litros; médias com producao de 100 a 200 litros e grandes com producao
acima de 200 litros. A producdo de leite destas propriedades era destinada
basicamente ao beneficiamento de leite pasteurizado (Tipo C) e derivados,

além do comércio informal.

A determinacdo do numero de unidades amostrais por municipio

tomou como base a metodologia adotada por Levy & Lemeshow (1991).
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3.2 Colheita das Amostras

De cada propriedade rural selecionada foi colhida um “pool” de
amostra de leite “in natura” apds a ordenha completa, representando toda a
producdo no dia da colheita, totalizando 96 amostras de leite, no periodo de
janeiro a novembro de 2009.

As amostras de leite “in natura” foram colhidas diretamente do latéo,
apo6s a ordenha completa, na quantidade de 500 mL por amostra e
acondicionadas em frasco de vidro esterilizado, sem conservantes,
devidamente identificados. As amostras de leite foram transportadas em caixas
isotérmicas, contendo gelo reciclavel para o Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Agua do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual
do Maranh&@o — UEMA, onde foram analisadas. As amostras que ultrapassavam
o tempo de 24 horas para chegar ao laboratorio foram congeladas (DAVISON
& BRANEN, 1993) e transportadas de modo a manter o congelamento até a

chegada ao laboratério.

3.3 Procedimentos Laboratoriais

A deteccéo de residuos de antimicrobianos nas amostras de leite foi
realizada utilizando simultaneamente, Kits comerciais cujo principio é a inibicédo
do crescimento microbiano, Delvotest® SP-NT (inibicdo do Bacillus
stearotermophilus var. cadolactis), Eclipse 50 (inibicdo do  Geobacillus
stearotermophilus) e o Kit cujo principio € baseado em receptores, Twinsensor
— BT 20.

3.3.1 Delvotest® SP-NT

Para a pesquisa qualitativa dos antimicrobianos do grupo B-

lactamicos, Sulfonamidas, Tetraciclinas, Macrolidas e Aminoglicosideos foi
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utlizado o Kit comercial Delvotest® SP-NT (Fig. 2), conforme as
recomendacdes do fabricante.

O teste consiste em ampolas contendo meio de cultura agar sélido
inoculado com um namero padronizado de esporos de Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis, enriquecido com nutrientes necessarios
para o crescimento bacteriano e a substancia antifolato trimetoprima. E um
teste réapido, que permite detectar qualitativamente a presenca de
antimicrobianos no leite (ANEXO 3).

Figura 2: Componentes do Kit comercial Delvotest® SP-NT:

1: ampolas contendo esporos do microrganismo Bacillus stearothermophilus var. calidolactis,
em meio de cultura contendo com indicador de pH Bromocresol purpura;

2: seringa dosadora com pipeta descartavel, capta 0,1 mL de leite

Na presenca de antimicrobianos, o microrganismo do Kit € inibido e
ndo ha alteracdo do pH, o meio permanece azul, obtendo-se assim, um
resultado positivo (Fig. 3); na auséncia de antimicrobianos na amostra de leite,
0 microrganismo se multiplica, acidificando o meio e alterando sua coloracdo

gue muda da cor azul para amarelo, gerando um resultado negativo (Fig. 4).
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Figura 3: Resultado Positivo: presenca de residuos
antimicrobianos

Figura 4: Resultado Negativo: auséncia de residuos de
antimicrobianos no leite
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3.3.2 Eclipse 50

Foi utilizado o Kit comercial Eclipse 50 (Fig. 5), para a pesquisa dos
antimicrobianos do grupo B-lactamicos, Sulfonamidas, Tetraciclinas,

Macrolidas, Aminoglicosideos, conforme as recomendacdes do fabricante.

O teste consiste de placa microtiter contendo meio de cultura
especifico com esporos de Geobacillus steathermophilus e um indicador acido-
base. E um teste rapido, que permite detectar qualitativamente a presenca de
antimicrobianos no leite (ANEXO 4).

ECLIPSE:S0

Para uso na industria alf
Co stes

Figura 5: Componentes do Kit comercial Eclipse 50:
1: ampolas contendo esporos do microrganismo Geobacillus steathermophilus e um indicador acido-base

2: pipeta com ponteira descartavel, capta 50 yL de leite

Na presenca de antimicrobianos, o microrganismo G.
stearotermophilos é inibido e ndo ha alteracdo do pH, o meio permanece azul,
obtendo-se assim, resultado positivo (Fig. 6.1). A mudancga parcial da coloracao
indica a presenca de antibidtico em uma concentracdo proxima ao limite de

deteccdo e a viragem total de azul para amarelo esverdeado indica a
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negatividade da prova, isto €, a amostra esté livre de inibidores e o Geobacillus
stearotermophilus se multiplicou, causando acidificagéo da amostra (Fig. 6.2).

Figura 6: 1- Reacdo positiva: presenca de residuo de
antimicrobianos no leite; 2— Reacdo Negativa:
auséncia de residuo de antimicrobiano no leite

3.3.3 Twinsensor — BT 20

O Kit comercial Twinsensor — BT 20 (Fig. 7) foi utilizado para a
pesquisa de antibidticos B-lactamicos e Tetraciclinas, conforme as

recomendacdes do fabricante do Kit.

E um teste comparativo que utiliza dois receptores em uma mesma
reacdo, constituido de dois componentes para a deteccao rapida de antibiéticos
B-lactamicos e tetraciclinas. O primeiro € um microtubo que contém certa
guantidade de ambos receptores e anticorpos fixados a particulas de ouro, e o
segundo uma tira reativa ou “dispstick” que consta de uma série de membranas
onde se situam as linhas de captura. A Figura 8 representa o resultado positivo
e negativo ao teste controle para presenca de residuos [-lactamicos e

tetraciclinas.
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Figura 7(a; b): Componentes do Kit comercial Twinsensor — BT 20:

(a): 1- Embalagem de tiras reativas Twinsensor — BT 20; 2 — pipeta de 200 uL com ponteira
descartavel; 3.1 — Controle negativo: p6 para reconstituicdo do “padrdo negativo” de leite
cru; 3.2 — Controle Positivo: p6 para reconstituicdo do “padrao positivo” de leite com 4ppb de

Penicilina G e 100 ppb de Oxitetraciclina; (b): 4 — tiras reativas e microtubos Twinsensor —
BT 20

Figura 8: Controles positivo e negativo no
Twinsensor — BT 20:

1- Controle Positivo para presencga de residuos [3-lactamicos e tetraciclinas;

2 - Controle Negativo para presencga de residuos -lactamicos e tetraciclinas
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Quando se obtinha resultados negativos nos testes Delvotest® SP-
NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20 a amostra era descartada. As amostras
positivas nestes testes eram pré-aquecidas a temperatura de 80°C por um
periodo de cinco minutos, resfriada rapidamente até a temperatura de 37°C e
submetidas novamente ao Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20.
Este procedimento foi realizado com intuito de diminuir a ocorréncia de
resultados falso-positivos, pela interferéncia de substancias naturais no leite
(HILLERTON et al., 1999; RAIA JUNIOR, 2001).

3.4 Inquérito Epidemioldgico

Durante as visitas para a colheita das amostras foram realizados
inquéritos investigativos, por meio de um questionario (APENDICE), que
abordava desde a producédo diaria de leite até aspectos relacionados aos
fatores de risco para presenca de residuos antimicrobianos no leite, tais como
doencas de maiores frequéncias, utilizacdo de aditivos na dieta, periodo de
caréncia do antimicrobiano em uso, descarte do leite do animal em tratamento,

dentre outros.

3.5 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram registrados em fichas padronizadas,
tabuladas em banco de dados, e as analises estatisticas realizadas utilizando-
se o “software” GRAPHPAD INSTAT 1990/93, tendo sido empregado o teste
Qui-quadrado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise das informacdes obtidas com a aplicagdo do
guestionério, nas 12 propriedades rurais visitadas no municipio de Itapecuru
Mirim, MA, verificou-se que a producdo de leite varia entre 25 a 2500
litros/diarios, sendo sete (58,33%) propriedades de pequena produc¢do, quatro
(33,34%) consideradas de grande producdo e apenas uma (8,33%) média
producéo. Quanto ao sistema de criagdo, em nove (75%) das propriedades os
animais sdo criados sob sistema semi-intensivo e quatro (25%) sob sistema

extensivo.

O rebanho de todas as propriedades, segundo 0s proprietarios é
vacinado contra aftosa, 58,33% contra brucelose, 33,33% raiva e 25% contra
carbunculo sintomatico e botulismo. Sete (58,33%) das propriedades realizam
apenas uma ordenha e cinco (41,67%) duas ordenhas diarias. Quanto ao tipo
de ordenha, dez (83,33%) sdo ordenha manuais, onde destas uma (10%)
realiza ordenha manual associada a mecanica, em virtude da ndo adaptacéo
do animal ao aparelho; e trés (25%) ordenha mecéanica. O destino do leite em 8
(66,67%) das propriedades é diretamente para o consumidor sob a forma “in
natura” (cru), onde destas, em uma (8,33%) a producdo também é para o
préprio consumo e entregue ao laticinio; em trés (25%) o destino do leite &
diretamente para o laticinio e em apenas uma (8,33%) para 0 consumo proprio.
Quanto ao resfriamento do leite cru, apds ordenha, oito (66,67%) propriedades
estdo em desacordo com a Instrucdo Normativa N° 51 e quatro (33,33%) em
acordo com a legislacdo nacional vigente, sendo o leite refrigerado e mantido
em temperatura < 4°C, em resfriador préprio do estabelecimento. Em trés
(25%) dos estabelecimentos produzem algum tipo de derivado do leite para

venda.

No municipio de Bacabal, MA, das 22 propriedades rurais visitadas,
a producdo de leite varia entre 10 a 250 litros/diarios, sendo 13 (59,0%) de
pequena producdo de leite, quatro (18,18%) média e cinco (22,72%) grande.

Quanto ao sistema de criacdo, em 15 (68,18%) das propriedades os animais
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séo criados sob sistema semi-intensivo e sete (31,82%) sob sistema extensivo.
O rebanho de todas as propriedades, segundo o proprietario é vacinado contra
aftosa, 86,36% raiva, 72,73% contra brucelose, 45,45% contra carbunculo
sintomatico, 36,36% botulismo e 13,63% contra leptospirose. Em 21 (95,45%)
das propriedades realizam uma ordenha e apenas uma (4,55%) duas ordenhas
diarias, com todas as propriedades realizando a ordenha manual. O destino do
leite em 19 (86,36%) das propriedades € diretamente para o consumidor sob a
forma “in natura”, e trés (13,64%) proprio para 0 consumo. Todas as
propriedades estdo em desacordo com a Instrucdo Normativa N°
51(MAPA/2002), quanto ao resfriamento do leite cru, apos ordenha. Em duas
(9,1%) dos estabelecimentos produzem algum derivado do leite para venda.

No municipio de Imperatriz, MA, das 43 propriedades rurais
visitadas, verificou-se que a producao de leite varia entre 8 a 535 litros/diarios,
sendo 33 (76,75%) de pequena producdo de leite, cinco (11,63%) media e
grande. Quanto ao sistema de criacdo, em 36 (83,72%) propriedades o0s
animais sdo criados sob sistema extensivo e sete (16,28%) sob sistema semi-
intensivo. O rebanho de todas as propriedades, segundo o proprietario €
vacinado contra aftosa, 67,44% contra carbunculo sintomatico, 53,48% raiva,
41,86% botulismo, 20,93% brucelose e 2,32% contra tuberculose. Todas as
propriedades realizam apenas uma ordenha, sendo todas do tipo manual. O
destino do leite em 23 (53,49%) das propriedades é diretamente para o
consumidor sob a forma “in natura”, onde destas quatro (17,39%) sao entregue
também ao laticinio, 15 (34,88%) ao posto de refrigeracdo, e em seguida
transportado ao laticinio proximo a regido, e cinco (11,63%) a producédo é
voltada para o proprio consumo. Em 28 (65,11%) das propriedades estdo em
desacordo com a Legislacdo Nacional vigente, quanto ao resfriamento do leite
cru, apos ordenha, e 15 (34,89%) em acordo com a legislacdo. Em seis
(13,95%) dos estabelecimentos produzem algum derivado do leite para venda

e para consumo proprio.

Na llha de Séo Luis, MA, das 19 propriedades visitadas a producao
de leite varia entre 20 a 220 litros/diarios, sendo 12 (63,16%) propriedades de

pequena produgdo, quatro (21,0%) media e trés (15,79%) pequena. Em todas
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as propriedades os animais sdo criados sob sistema semi-intensivo. O rebanho
de todas as propriedades, segundo o proprietario € vacinado contra aftosa,
31,58% brucelose, 26,31% botulismo, 15,79% carbldnculo sintomatico, 5,26
raiva e leptospirose. Em 57,90% das propriedades realizam duas ordenhas
didrias e 42,10% apenas uma ordenha. Quanto ao tipo de ordenha, 18
(94,73%) sao ordenha manuais e uma (5,27%) ordenha mecanica. Em 18
(94,73%) propriedades estdo em desacordo com a Legislacdo Nacional
vigente, quanto ao resfriamento do leite cru apds ordenha, e apenas uma
(5,26%) em acordo, sendo o leite refrigerado e mantido em temperatura < 4°C,
em resfriador proprio do estabelecimento. Em quatro (21,05%) dos

estabelecimentos produzem algum derivado do leite para venda.

A Tabela 1 mostra os principais antimicrobianos utilizados pelos
produtores de leite nos municipios de Itapecuru Mirim e Bacabal. Verifica-se
que, do total de 96 propriedades visitadas, 76 (79,17%) utilizam
antimicrobianos ou aditivos na dieta alimentar e 20 (20,83%) nao utilizam
antimicrobianos ou aditivos na dieta alimentar ou ainda, ndo souberam
responder o principio ativo utilizado para o tratamento das enfermidades que
acometem o rebanho leiteiro. Observa-se que os principios ativos utilizados
com maior frequéncia pelos produtores sdo Gentamicina correspondendo a
cinco (41,67%), Oxitetraciclina trés (25%), Oxitetraciclina e Gentamicina duas
(16,67%), e a associacdo Penicilina G + diidroestreptomicina uma (8,33%), no
municipio de Itapecuru Mirim; Oxitetraciclina nove (40,90%), Oxitetraciclina e
Cefoperazone, Oxitetraciclina e a associacdo Peniciina G +
diidroestreptomicina duas (9,09%) cada, Oxitetraciclina e Gentamicina,
Oxitetraciclina e a associacdo Ampicilina + Cloxacilina, Oxitetraciclina,
Penicilina G + diidroestreptomicina e Gentamicina, Gentamicina e Amoxilina,

Oxitetraciclina, Amoxilina e Penicilina uma (4,54%), em Bacabal.
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Tabela 1: Antimicrobianos utilizados pelos produtores de leite dos municipios de
Itapecuru Mirim e Bacabal, MA, 2009

MUNICIPIO n % PRINCIPIO ATIVO
5 41,67 Gentamicina
3 25 Oxitetraciclina
Itapecuru Mirim

2 16,67 Oxitetraciclina e Gentamicina

1 8,33 Penicilina G + diidroestreptomicina*
9 40,90 Oxitetraciclina

2 9,09 Oxitetraciclina e Cefoperazone

2 9,09 Oxitetraciclina e Penicilina G +

diidroestreptomicina*

1 4,54 Oxitetraciclina e Gentamicina
B bal . . .
acaba 1 4,54 Oxitetraciclina e Ampicilina +
Cloxacilina
1 4,54 Oxitetraciclina, Penicilina G +
diidroestreptomicina* e Gentamicina
1 4,54 Gentamicina e Amoxilina
1 4,54 Oxitetraciclina, Amoxilina e Penicilina
TOTAL 29 38,15

n: nimero de amostra por propriedade; *AGROVET PLUS: Penicilina G + diidroestreptomicina

No municipio de Imperatriz, conforme mostra a Tabela 2, os
principios ativos utilizados com maior frequéncia pelos produtores sao
Oxitetraciclina 18 (41,86%), Gentamicina e Oxitetraciclina trés (6,98%),
Gentamicina e a associacdo Penicilina G + diidroestreptomicina duas (4,65%),
Oxitetraciclina e a associacdo Estreptomicina + benzilpenicilina, Oxitetraciclina,
a associacao Penicilina G + diidroestreptomicina e ampicilina uma (2,32%)
cada. Na llha de Sao Luis, MA, Tabela 2, sdo Oxitetraciclina, Oxitetraciclina e a
associacao Penicilina G + diidroestreptomicina com cinco (26,31%) cada,

Gentamicina duas (10,52%), Tilosina e Penicilina, Tilosina e Gentamicina,
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Oxitetraciclina e Cefoperazone, Oxitetraciclina e Gentamicina, Oxitetraciclina,
Gentamicina e a associagado Penicilina G + diidroestreptomicina, a associacéo
Penicilina G + diidroestreptomicina, Penicilina e Neomicina uma (5,26%). Esses
resultado difere dos obtidos por Netto et al. (2005) que realizando um
levantamento dos principais farmacos utilizados no rebanho leiteiro do estado
do Parana, encontraram 38,22% para Penicilina, 25,19% para o0s

Aminoglicosideos e 15,41% para as Tetraciclinas.
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Tabela 2: Antimicrobianos utilizados pelos produtores de leite dos municipios de
Imperatriz e Ilha de S&o Luis, MA, 2009

MUNICIPIO n % PRINCIPIO ATIVO
18 41,86 Oxitetraciclina
3 6,98 Gentamicina e Oxitetraciclina
2 4,65 Gentamicina
_ 2 4,65 Penicilina G + diidroestreptomicina*
Imperatriz
1 2,32 Oxitetraciclina, Estreptomicina +
Benzilpenicilina
1 2,32 Oxitetraciclina, Penicilina G +
diidroestreptomicina*
1 2,32 Ampicilina
5 26,31 Oxitetraciclina
5 26,31 Oxitetraciclina e Penicilina G +
diidroestreptomicina*
2 10,52 Gentamicina
1 5,26 Tilosina e Penicilina
1 5,26 Tilosina e Gentamicina
Ilha de Sao Luis ] o
1 5,26 Oxitetraciclina e Cefoperazone
1 5,26 Oxitetraciclina e Gentamicina
1 5,26 Oxitetraciclina, Gentamicina e
Penicilina G + diidroestreptomicina*
1 5,26 Penicilina G + diidroestreptomicina*
1 5,26 Penicilina e Neomicina
TOTAL 47 61,85

n: nimero de amostra por propriedade; *AGROVET PLUS: Penicilina G + diidroestreptomicina

Verificou-se na pesquisa que as infeccdes da glandula mamaria

(Mastite) correspondem a 17,09% e as infec¢gbes do casco (20,39%), sdo as

enfermidades de maior freqiéncia e que séo utilizados os principios ativos

Gentamicina e Oxitetraciclina para trata-las. E importante ressaltar que o0s
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riscos a saude humana associados aos aminoglicosideos sao
hipersensibilidade e perda de audicdo (FAO/MWHO, 1999). Quanto as
tetraciclinas, segundo Khune et al. (2001), os residuos de tetraciclinas podem

promover o surgimento de bactérias resistentes.

A Tabela 3 demonstra que do total de 12 amostras examinadas,
provenientes de 12 propriedades rurais produtoras de leite no municipio de
Itapecuru Mirim, nenhuma apresentou residuos de antimicrobianos acima do
Limite Maximo permitido (LMR’s) no teste Delvotest® SP-NT, portanto estéo de
acordo com a Instrucdo Normativa N° 10, de 17 de abril de 2008, do Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2008). Esse resultado,
provavelmente, se deve a nao utilizacdo de aditivos na dieta alimentar
verificado em 11 (91,67%) das propriedades, a ndo ocorréncia de perda de
partida do leite em todas as propriedades e pela ndo utilizacdo do leite dos
animais em tratamento, conforme relato dos produtores. Destas propriedades,
quatro (33,33%) apresentaram resultados suspeitos quando submetidos ao
teste Eclipse 50, sugerindo que uma (25%) das amostras apresenta uma
concentracdo de antimicrobianos proxima ao limite de detec¢éo do teste, pois o
proprietario afirmou estar fazendo uso de antimicrobianos para o tratamento de
vacas com mastite, ndo confirmando, portanto, a retirada desse animal da linha
de ordenha ou a realizacdo da ordenha em separado. A presenca de
resultados suspeitos, considerados falso-positivos, € justificada pela presenca
de substéancias antimicrobianas naturais, como é o caso da lactoferrina e da
lisozima ou de mediadores do processo inflamatorio, que interferem nos
resultados dos testes microbioldgicos. Esse resultado foi semelhante ao obtido
por Silva & Sena (1984); Lopes et al. (1998) e Mendes et al. (2006).

Quanto as amostras submetidas ao teste Twinsensor — BT 20
verificou-se que das 12 amostras examinadas, uma (8,33%) foi positiva para a
presenca de residuos de antibidticos B-lactamicos, e nenhuma apresentou
positividade para as tetraciclinas, conforme demonstra a Tabela 3. Esses
resultados podem ser justificados pelo ndo cumprimento do periodo de
caréncia de utilizacdo do produto, em que trés (25%) proprietarios

responderam esperar apenas 24 horas, quatro (33,34%) esperava entre 72 —
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96 horas e quatro (33,34%) responderam esperar mais de 96 horas (em média
10 a 15 dias); a ndo realizagdo do controle de residuos de antimicrobianos, em
10 (83,34%) das propriedades. Esse resultado diferem dos obtidos por Porto et
al. (2002) e Almeida et al. (2003) que encontraram 1,16% de residuos de
antibidticos nas propriedades leiteiras da regido de Uberlandia — MG e 1,89%
no Rio Grande do Sul, respectivamente, utilizando o teste SNAP.

Verifica-se que do total de 22 amostras de leite “in natura”
provenientes das propriedades leiteiras do municipio de Bacabal, conforme
demonstra a Tabela 3, duas (9,09%) foram positivas para a presenca de
residuos de antimicrobianos nos testes Delvotest® SP-NT e Eclipse 50,
mostrando ndo estarem de acordo com a Instru¢cdo Normativa N° 10, de 17 de
abril de 2008, do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2008). Verificou-se também que nove (40,90%) das amostras apresentaram
resultados suspeitos no teste Eclipse 50, sugerindo que nestas amostras ha
uma concentracdo de antimicrobianos préxima ao limite de deteccdo ou
interferéncia nos resultados ao teste Eclipse 50 pela presenca de substancias
antimicrobianas naturais presentes no leite “in natura”. Quando submetidas ao
teste Twinsensor — BT 20, das 22 amostras analisadas, nenhuma foi positiva
para presenca de residuos de antibidticos B-lactamicos e tetraciclinas. Estes
achados se assemelham aos obtidos por Borges et al. (2000) que verificaram
9,95% de frequéncia de residuos de antibioticos em leite pasteurizado integral
e padronizado produzido e comercializado no Estado de Goias; Gelli et al.
(1984) que detectaram 11,67% de residuos de antibiéticos em amostras de
leite pasteurizado analisadas na cidade de Sdo Paulo; Nero et al. (2007) que
detectaram 8,0% de amostras de leite “in natura” contaminadas por residuos de
antimicrobianos na regido de Botucatu - SP e 8,5% na regido de Vicosa. Por
outro lado, é inferior ao percentual de contaminagdo por residuos de
antimicrobianos obtidos por Nunes & D’Angelino (2007) que encontraram 20%
das amostras de leite “in natura” provenientes das fazendas leiteiras do Estado
de Sao Paulo, contaminadas por residuos de antimicrobianos, e por Tetzner et

al. (2005) que encontraram 33,33% de amostras de leite “in natura”
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provenientes da regido do Triangulo Mineiro, contaminadas por residuos de

antimicrobianos.

A frequéncia de residuos de antimicrobianos detectada em Bacabal
€ justificada pelos procedimentos de manejo adotados, nas propriedades, tais
como, utilizacdo de aditivos na dieta alimentar, utilizagdo do leite dos animais
em tratamento, ndo cumprimento do periodo de caréncia dos antimicrobianos
utilizados para tratar vacas em lactacéo, onde 18,18% dos produtores disseram
esperar apenas 12 horas, apos aplicacdo do antimicrobiano para a retirada do
leite, assim como a ndo realizacdo do controle de residuos de antimicrobianos

através dos testes de triagem disponiveis no mercado.

De acordo com a Portaria n° 8, de 26/06/1984, do Servico de
Inspecdo Federal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) deve ser realizado, pelo menos uma vez por semana, obrigatoriamente
a pesquisa de inibidores em amostras de leite de pequena mistura (em nivel de
produtor) pelo método TCC, método de difusdo em disco e o Delvotest®, ou
outro aprovado (BRASIL, 1984), visto que, na presenca de resultados positivos,
medidas preventivas sejam tomadas, evitando desta forma, a chegada do leite

contendo residuos de antimicrobianos ao consumidor.

Das 43 amostras provenientes do municipio de Imperatriz, MA,
submetidos ao Delvotest® SP-NT e Twinsensor — BT 20, nenhuma apresentou
contaminacao por residuos de antimicrobianos. Entretanto, seis (13,95%) do
total de 43 amostras, foram classificadas como suspeitas no teste Eclipse 50,
sugerindo que nestas amostras ha uma concentracdo de antimicrobianos
proxima ao limite de deteccédo do teste. Esses resultados se assemelham aos
obtidos por Lopes et al. (1998) e Silva & Sena (1984) que ndo encontram
contaminacao por residuos de antibioticos em leite na cidade de Campinas —
SP e Belo Horizonte (MG), respectivamente; e por Mendes et al. (2006) que
verificaram auséncia de contaminacdo em amostras de leite “in natura”
provenientes do municipio de Muriaé — MG e regido. Por outro lado, difere dos
obtidos por Villa & Pinto (2008) que verificaram seis amostras positivas sendo

duas acima do limite de deteccdo no Delvotest® SP; por Lopes et al. (2002) que
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verificaram uma freqiéncia de 25% para residuos de antibioticos com amostras

de leite na regido metropolitana do Parana.

Quanto a frequéncia de amostra de leite “in natura” com residuos de
antimicrobianos identificada nas propriedades rurais da llha de S&o Luis, MA,
utilizando o Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20, conforme
demonstra a Tabela 3, observa-se que em uma (5,26%) propriedade foi
detectado residuos de antimicrobianos pelo Delvotest® SP-NT e Eclipse 50.
Verifica-se também, na Tabela 3, que trés (15,79%) amostras apresentaram
resultados suspeitos no teste Eclipse 50, entretanto estas amostras quando
submetidas ao teste Twinsensor — BT 20, ndo foi detectado residuos de
antibidticos B-lactamicos e tetraciclinas. Os resultados sugerem tratar-se
realmente de amostras nao contaminadas por residuos de antibidticos [-
lactamicos e tetraciclinas. Esses resultados se assemelham aos obtidos por
Nero et al. (2007) que verificaram 6,0% de amostras de leite “in natura”

contaminadas por residuos de antimicrobianos na regido de Pelotas - RS.

A contaminacao do leite por residuos de antimicrobianos, apesar de
baixa na llha de Sao Luis, MA, provavelmente se deve a antibioticoterapia
utilizada de forma incorreta, principalmente no tratamento das mastites, visto
gue, verificou-se nestas propriedades que o leite de animais em tratamento foi
usado tanto para consumo humano como para producdo de derivados, que néo
havia o cumprimento das recomendacfes da bula do medicamento e do
periodo de caréncia por parte de alguns produtores, assim como a utilizacao de
aditivos na dieta alimentar. Isso é um fato preocupante, principalmente para a
salde publica, uma vez que a producéo leiteira da regido é pequena, o destino
do leite em 18 (94,73%) das propriedades é diretamente para o consumidor
sob a forma “in natura” e os produtores desconhecem ou néo estéo realizando
0s procedimentos necessarios para evitar que o leite, contendo residuos de

antimicrobianos, chegue ao consumidor.

J4, no teste Twinsensor — BT 20 verificou-se que nenhuma das
amostras analisadas apresentou contaminagao por B-lactamicos e tetraciclinas,

provenientes dos quatros municipios da Ilha de Séo Luis, MA. Esses resultados
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permitem concluir que o antimicrobiano detectado no Delvotest® SP-NT e no
Eclipse 50 ndo pertencem a classe dos [(-lactamicos e tetraciclinas, mas
possivelmente a classe Macrolida, uma vez que o proprietario afirmou fazer uso
do principio ativo Tilosina, principio este ndo detectado pelo teste Twinsensor —
BT 20. De acordo com o Regulamento de Inspecado Industrial e Sanitario de
Produtos de Origem Animal (BRASIL, 1980), o leite s6 deve ser utilizado para o
consumo humano apés 72 horas da aplicacdo do antibiético, ndo ressaltando a
via de administracdo. No entanto, Seymour et al. (1988) e Suliman et al. (1990)
relataram que os residuos de antimicrobianos, de alguns principios ativos,
persistem apds 72 horas da aplicacdo. Além disso, outros fatores, como a
dose, a via de administracdo, a solubilidade e outros, podem também
influenciar (COSTA, 1996).
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Tabela 3: Freqiiéncia de amostras de leite “in natura” com residuos de antimicrobianos frente aos testes Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor —
BT 20, provenientes das bacias leiteiras de Itapecuru Mirim, Bacabal, Imperatriz e llha de S&o Luis, MA, 2009

TWINSENSOR - BT 20

DELVOTEST® SP — NT ECLIPSE 50
B — Lactamicos Tetraciclinas
P s N P s N P N P N

MUNICIPIO
n % n % n % n % n % N % N % n % n % n %
”aﬁﬁf#f“ 0 0 00 12 100 0 0 4 33,33 8 66,67 1 833 11 91,67 0 0 12 100
Bacabal 2 9,09 00 20 90,91 2 9,09 9 40,90 11 50 0 0 22 100 0 0 22 100
Imperatriz 0 0 0 0 43 100 0 0 6 13,95 37 86,05 0 0 43 100 0 0 43 100
”hal_‘t‘l?ssao 1 526 0 0 18 94,74 1 526 3 15,79 15 78,95 0 0 19 100 0 0 19 100

n: numero de amostra; P: positivo; S: suspeito; N: negativo
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Quanto a correlacdo entre producdo de leite das propriedades rurais, do
municipio de Itapecuru Mirim e presenca de residuos de antimicrobianos, verifica-se
na Tabela 4, que as amostras submetidas ao Delvotest® SP-NT e ao Eclipse 50 ndo
apresentaram contaminacao por residuos de antimicrobianos independentemente da
guantidade de leite produzida na propriedade. Entretanto, a frequéncia de
contaminacao por residuos de antibiéticos B-lactamicos nas amostras submetidas ao
teste Twinsensor — BT 20 foi de uma (8,33%) nas propriedades consideradas de
pequena producao de leite. O que, pode representar um risco maior a populacao
consumidora de leite em funcdo da falta de assisténcia veterindria e 0 uso
indiscriminado de antibiéticos para o tratamento de infec¢des da glandula mamaria,
trato reprodutivo, ou outra enfermidade que necessite de antibioticoterapia. Esses
resultados diferem de Almeida et al. (2003) que encontraram a prevaléncia de 1,89%
de amostras contaminadas por residuos de antibidticos B-lactamicos, onde 16
(15,8%) das amostras foram provenientes de grandes propriedades produtoras de
leite.
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Tabela 4: Frequéncia de amostras de leite “in natura" com residuos antimicrobianos frente aos testes Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20 em relacg&o
a producéo de leite das propriedades, do municipio de Itapecuru Mirim, MA, 2009

Twinsensor - BT 20

Delvotest® SP — NT Eclipse 50
. NG
Propriedades umero de
o propriedades
Leiteiras ] o . -
analisadas B — Lactamicos Tetraciclinas
P S N P S N P N P N
n % n % n % N % n % n % n % n % n % n %
Pequenas
q 7 0 0 0 0 7 58,33 0 0 3 25 4 33,34 1 8,33 6 50 0 0 7 58,33
(até 100 L)
Médias
1 0 0 0 0 1 8,33 0 0 0 0 1 8,33 0 0 1 8,33 0 0 1 8,33
(100-200 L)
Grandes
4 0 0 0 0 4 33,34 0 0 1 8,33 3 25 0 0 4 33,33 0 0 4 33,34
(>200L)
Total 12 0 0 0 0 12 100 0 0 4 33,33 11 66,67 1 8,33 12 91,66 0 0 12 100

n: nimero de amostras; P: positivo; S: suspeito; N: negativo
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Quanto a freqiéncia de amostras de leite “in natura” com residuos de
antimicrobianos em relagdo a quantidade de leite produzido nas propriedades rurais,
do municipio de Bacabal, utilizando os métodos microbiolégicos Delvotest® SP-NT e
Eclipse 50, conforme mostra a Tabela 5, verificou-se que de um total de 22 amostras
analisadas duas (9,09%) provenientes de propriedades pequenas (até 100
litros/diarios) estavam contaminadas por residuos de antimicrobianos. Nas amostras
obtidas de propriedades médias e grandes ndo foi detectado residuos de
antimicrobianos no leite. Quanto aos resultados obtidos no teste Eclipse 50, do total
de 22 amostras, nove (40,90%) foram classificadas como suspeitos de conter
residuos de antimicrobianos, sendo cinco (22,72%), duas (9,09%) e duas (9,09%),
provenientes de propriedades pequenas, medias e grandes, respectivamente. Esses
resultados diferem dos obtidos por Almeida et al. (2003) que encontraram 16
(15,8%) amostras de leite “in natura” contaminadas por residuos de antimicrobianos,
provenientes de propriedades de grande producao leiteira. Estas mesmas amostras,
guando submetidas ao teste Twinsensor — BT 20 nao apresentaram residuos de
antibidticos B-lactamicos e tetraciclinas, nos trés tipos de propriedades (pequena,
média e grande). Esses resultados diferem do obtido por Porto et al. (2002) que
encontraram uma frequéncia de 1,16% de residuos de antibioticos em leite, atraves
da utilizacdo do teste SNAP, provenientes de grandes propriedades, no Rio Grande
do Sul.
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Tabela 5: Frequéncia de amostras de leite “in natura” com residuos de antimicrobianos frente aos testes Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20 em
relacéo a producédo de leite das propriedades, do municipio de Bacabal, MA, 2009

Twinsensor - BT 20

Delvotest® SP — NT Eclipse 50
. NG
Propriedades umero de
o propriedades
Leiteiras ) A -
analisadas B — Lactamicos Tetraciclinas
P S N P S N P N P N
n % n % n % n % n % N % n % n % n % n %
Pequenas
) 13 2 9,09 0 0 11 50 2 9,09 5 22,72 6 27,28 0 0 13 59 0 0 13 59
(até 100 L)
Médias
4 0 0 0 0 4 8,33 0 0 2 9,09 2 9,09 0 0 4 18,18 0 0 4 18,18
(100-200 L)
Grandes
5 0 0 0 0 5 33,34 0 0 2 9,09 3 13,64 0 0 5 22,72 0 0 5 22,72
(>200L)
Total 22 2 9,09 0 0 20 90,91 2 9,09 9 40,90 11 50,01 0 0 22 100 0 0o 22 100

n: nimero de amostras; P: positivo; S: suspeito; N: negativo
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A Tabela 6 mostra a frequiéncia de amostras de leite “in natura” com
residuos de antimicrobianos em relagcdo ao tamanho da producéo de leite nas
propriedades, utilizando o Delvotest® SP-NT, o Eclipse 50 e o Twinsensor - BT
20, provenientes do municipio de Imperatriz, MA. Observa-se auséncia de
residuos nas amostras de leite independentemente do volume da producéo de
leite, no Delvotest® SP-NT. O percentual de amostras suspeitas no teste
Eclipse 50 foi de trés (6,98%), nas propriedades de pequena producao, duas
(4,65%) provenientes de propriedades de média producdo e uma (2,32%) nas
de grande producdo. Observa-se também que nédo foi detectado residuo de
antibidticos no leite, no teste Twinsensor — BT 20, nos trés tipos de
propriedades, pequenas, médias e grandes. Esses resultados diferem dos
obtidos por Nero et al. (2007) que detectaram 11,4% de residuos de
antibidticos em amostras de leite “in natura” em grandes propriedades de
guatro estados do Brasil, e que 20,6% eram amostras contaminadas por
residuos de antimicrobianos provenientes da regido de Londrina - PR. Estes
achados sugerem que estas amostras sejam provenientes de propriedades que
nao utilizaram, no periodo da colheita das amostras, antimicrobianos para
tratamento de alguma enfermidade ou se utilizou, respeitou o periodo de
caréncia do produto ou ainda que o leite ordenhado néo era destinado para o
consumo. Vale ressaltar que, mesmo com a auséncia de residuos de
antimicrobianos nas amostras de leite in natura provenientes das propriedades
do municipio de Imperatriz, MA, € necessario educacao e sensibilizacdo dos
produtores, bem como a fiscalizagcdo permanente pelos 6rgdos competentes

para obter-se um produto saudavel sem residuos de antimicrobianos.
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Tabela 6: Freqiiéncia de amostras de leite “in natura” com residuos antimicrobianos frente aos testes Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20 em relacéo a
producéo de leite das propriedades, do municipio de Imperatriz, MA, 2009

Twinsensor - BT 20

Delvotest® SP — NT Eclipse 50
Propriedades Namero de
Leitei propriedades
elteiras analisadas B — Lactamicos Tetraciclinas
P S N P S N P N P N
n % n % n % n % n % N % N % n % n % n %
Pequenas
33 O 0o ©0 0 33 76,74 0 0 3 698 30 69,77 o 0 33 76,74 0 0 33 76,74
(até 100 L)
Médi
edias 5 O 0 0 0 5 11,63 0 0 2 465 3 6,98 0 0 5 11,63 0 0 5 11,63
(100-200 L)
G d
randes 5 0o 0 0 0 5 11,63 0 0 1 232 4 9,30 o 0o 5 11,63 o o 5 11,63
(>200 L)
Total 43 O 0 0 0 43 100 ) 6 13,95 11 86,05 0 0 43 100 o o 43 100

n: nimero de amostras; P: positivo; S: suspeito; N: negativo
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Quanto a freqiéncia de amostras de leite “in natura” com residuos
de antimicrobianos em relacdo ao volume da producdo de leite nas
propriedades rurais da llha de S&o Luis, MA, utilizando o Delvotest® SP-NT, o
Eclipse 50 e o Twinsensor — BT 20, na Tabela 7, observa-se que uma (5,26%)
das amostras proveniente de propriedades classificadas como de média
producdo de leite (180 litros/diarios) foi detectado residuos de antimicrobianos
no Delvotest® SP-NT e Eclipse 50. Quanto as amostras suspeitas no teste
Eclipse 50, trés (15,78%) apresentaram esta caracteristica, independente do
tamanho da producdo de leite nas propriedades: pequena, média e grande.
Esses resultados diferem dos obtidos por Almeida et al. (2003) que verificaram
15,8%, de amostras contaminadas por residuos de antimicrobianos no leite,
provenientes de propriedades de grande producdo leiteira. Porém se
assemelham ao obtido por Mesquita et al. (1986) que detectaram a ocorréncia
de residuos antimicrobianos em 7,47%, das amostras de leite “in natura”,
provenientes de industrias laticinista, localizadas na bacia leiteira de Goiania e
de postos de resfriamento no interior de Goias. Pelos dados apresentados na
Tabela 7, verifica-se também que néao foram detectados, no teste Twinsensor —
BT 20, B-lactamicos e tetraciclinas, nas amostras provenientes de propriedades

de pequena, média e grande producao de leite.
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Tabela 7: Freqiiéncia de amostras de leite “in natura” com residuos antimicrobianos frente aos testes Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20 em relacéo a
producéo de leite das propriedades, na llha de Sao Luis, MA, 2009

Twinsensor - BT 20

Delvotest® SP - NT Eclipse 50
) Namero de
Propriedades )
o propriedades
Leiteiras analisadas B - Lactamicos Tetraciclinas
P S S P
n % n % n % % % n % % n % n % n %
Pequenas
) 12 0 0 0 0 12 63,16 0 5,26 11 57,90 0 12 63,16 0 0 12 63,16
(até 100 L)
Médias
4 1 5,26 0 0 3 15,79 5,26 5,26 2 10,53 0 4 21,05 0 0 4 21,05
(100-200 L)
Grandes
3 0 0 0 0 3 15,79 0 5,26 2 10,53 0 3 15,79 0 0 3 15,79
(>200 L)
Total 19 1 5,26 0 0 18 94,74 5,26 15,78 15 78,96 0 19 100 0 0 19 100

n: nimero de amostras; P: positivo; S: suspeito; N: negativo
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A Tabela 8 mostra as frequéncias de deteccdo de residuos de
antimicrobianos, nas amostras provenientes das bacias leiteiras de Itapecuru
Mirim, Bacabal, Imperatriz e Ilha de S&o Luis, MA detectados pelo Delvotest®
SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20. Observa-se que nas propriedades do
municipio de Bacabal houve utlizagdo de um maior numero de
antimicrobianos, portanto teve o maior nimero de amostras contaminadas por
residuos, no Delvotest® SP-NT e Eclipse 50. Das 22 (22,91%) amostras
suspeitas no teste Eclipse 50, nove (40,91%) amostras foram provenientes do
municipio de Bacabal, que houve utilizacdo de um maior numero de

antimicrobianos.

Pelo teste do Qui-quadrado para independéncia verificou-se
significancia entre o uso de medicamentos a base de antimicrobianos, no
periodo da colheita das amostras e a presenca de residuos antimicrobianos no
teste Delvotest® SP-NT e Eclipse 50 (p = 0,0038), mostrando que existe uma
associagao entre a presenca de residuos de antimicrobianos no leite e animais
em tratamento. Ainda na Tabela 9, nota-se que apesar das propriedades do
municipio de Bacabal utilizar um maior nimero de antimicrobianos, nao foi
detectado residuos de B-lactamicos e tetraciclinas no teste Twinsensor — BT
20. Entretanto, nas amostras provenientes das propriedades do municipio de
Itapecuru Mirim que apresentou quatro (33,33%) amostras suspeitas de conter
residuos de antimicrobianos, no teste Eclipse 50, foi confirmado que uma

(8,33%) estava contaminado por residuos de B-lactamicos.
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Tabela 8: Numero e percentual de amostras de leite, colhidas de rebanhos submetidos a tratamento com antimicrobianos no periodo da colheita, e positivas, suspeitas
ou negativas ao Delvotest® SP-NT, Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20, 2009

TWINSENSOR - BT 20

NGmero de DELVOTEST® SP — NT ECLIPSE 50
propriedades B — Lactamicos Tetraciclinas
MUNICIPIO submetidas ao
tratamento com P N P S N P N P N
antimicrobianos
n % n % n % n % n % n % n % n % n %

Ital\a?(_:uru 1 0 0 12 100 0 0 4 33,33 8 66,66 1 833 11 91.67 0 0 12 100

irim ! !

Bacabal 4 2 9,09 20 90,91 2 9,09 9 40,91 11 50 0 0 22 100 0 0 22 100
Imperatriz 1 0 0 43 100 0 0 6 13,95 37 86,05 0 0 43 100 0 0 43 100
”hal_‘t’?ssao 1 1 526 18 0 1 526 3 15,78 15 78,94 0 0 19 100 0 o0 19 100

Total 7 3 3,13 93 96,87 3 3,12 22 22,91 71 73,97 1 1,04 95 98,96 0 0 96 100

n: nimero de amostras; P: positivo; S: suspeito; N: negativo
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Pelo teste do Qui-quadrado para independéncia verificou-se que nao
houve significaAncia entre o uso de antimicrobianos no periodo da colheita das
amostras e a presenca de residuos de antibioticos B-lactamicos e tetraciclinas
no Twinsensor — BT 20 (p = 0,7780). Isso € justificado pelo limite de deteccédo
do teste Twinsensor — BT 20 ser menor em relacédo ao limite de deteccao dos
testes Delvotest® SP-NT e o Eclipse 50 para antibiéticos B-lactamicos. Varios
autores relatam que a produtividade elevada e o estado fisiol6gico da glandula
mamaria sdo capazes de alterar a farmacocinética e a farmacodindmica dos
antimicrobianos. De fato, independentemente do principio ativo e da via de
administracdo, nos animais com mastite ocorre o aumento da permeabilidade
tecidual, o que facilita a permanéncia e difusdo do farmaco, levando ao
aparecimento de residuos de antimicrobianos em todos os quartos da glandula
mamaria (FAGUNDES, 1981; COSTA et al., 2000, RAIA JUNIOR, 2001;
BRITO, 2004).

Para Coelho (2002) em animais de alta produtividade os residuos de
antimicrobianos sdo detectados no leite, mais precocemente, quando
comparado aos de baixa produtividade e, que desta forma, o cumprimento do
periodo de caréncia, determinado para o medicamento aplicado, reduz a
probabilidade de se detectar residuos no leite. O tratamento de animais com
mastite, no periodo seco € o mais indicado para se evitar a presenca de
residuos de antimicrobianos no leite (FAGUNDES, 2003).

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa ha que se considerar
gue a frequéncia da ocorréncia de residuos antimicrobianos na matéria-prima
sofre influéncia do status sécio-econdémico e cultural do produtor, do sistema de
manejo e producdo, das condi¢des climaticas, do ecossistema microbiano,
entre outros, e sdo determinantes no estado de saude da glandula mamaria,
consequentemente no uso dos antimicrobianos. A escassez de alimentos, a
falta de tecnologia e a situacdo econbmica das propriedades leiteiras
estudadas, além do desconhecimento do risco que representa a contaminacao
do leite por residuos de antimicrobianos para o consumidor, contribuem para o
aproveitamento do leite de todos os quartos da glandula maméaria de animais

com mastite e submetidos ao tratamento com antimicrobianos. Deve-se
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ressaltar a possivel ocorréncia de resultados falso-positivos, algumas vezes
devido a presenca de substéncias antimicrobianas naturais, como é o caso da
lactoferrina e da lisozima ou de mediadores do processo inflamatério, que
interferem nos resultados dos testes microbiologicos (COSTA, 1996). Estes
inibidores aumentam, principalmente no colostro, ou seja, em vacas recém-
paridas, decrescendo a partir da quinta ordenha, ao final do periodo de

lactacd@o e nos casos de mastite, com aumento do processo inflamatério.

Quanto a frequéncia observada dos fatores fisiopatoldgicos e os
resultados suspeitos no teste Eclipse 50, na Tabela 9, observa-se que 18
(22,79%) das amostras apresentaram resultados positivos quanto aos fatores
fisiopatoldgicos: vacas em final do periodo de lactacdo ou vacas com processo
inflamatorio da glandula mamaria, alterando assim o resultado do teste, sendo,
portanto um falso-positivo. Esse resultado se assemelha aos obtidos por
Eenennaam et al. (1993) que verificaram um percentual de 18,8% para falso-
positivos no método de difusdo em disco Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis, diferindo para os testes CITE® (B-lactamicos), Delvotest® P, Charm
Farm®, Lack Teck® (B-lactamicos) com 43,6%, 37,7%, 81,7% e 2,6%,

respectivamente.
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Tabela 9: Numero de amostras de leite suspeitas de conter residuos de
antimicrobianos no teste Eclipse 50, obtidas de vacas com mastite e em final de
lactacdo, provenientes das bacias leiteiras de Itapecuru Mirim, Bacabal, Imperatriz e
llha de S&o Luis, MA, 2009

Fatores Fisiopatolégicos

Municipio SIlEJCsl;)%siteos(?m) Casos de Vacas em Final de
Mastite (n) Lactacao (n)
Itapecuru Mirim 4 1 3
Bacabal 9 4 6
Imperatriz 6 2 6
Ilha de S&o Luis 3 2 3
Total 22 (100%) 9 (40,90%) 18 (22,79%)

n: nidmero de amostras

Pelo teste do Qui-quadrado para independéncia verificou-se uma
significancia entre os fatores fisiopatolégicos (final do periodo de lactacéo e
processo inflamatério da glandula mamaria) e os resultados suspeitos no teste
Eclipse 50 (p = 0,0133), mostrando que existe associacdo entre as variaveis,
fatores fisiopatologicos e a presenca de resultados falso-positivos neste teste,
visto que o aumento de substancias inibidoras naturais no leite, interfere nos

resultados dos testes microbiolégicos.

Raia (2001) avaliou a interferéncia do processo inflamatorio sobre a
positividade do teste microbiolégico (Delvotest® SP), quanto & presenca de
inibidores naturais e verificou reacfes falso-positivas em 33% dos quartos
mamarios com mastite clinica e em 18% dos casos de mastite subclinica. Por
outro lado, em quartos mamarios sem mastite, ou seja, na auséncia de
processo inflamatério, ndo houve reacdes falso positivas, demonstrando que 0s
inibidores naturais estdo presentes quanto maior for a intensidade do processo

inflamataorio.
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5 CONCLUSOES

Diante das andlises realizadas e dos resultados obtidos pode-se

concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

O leite produzido nas bacias leiteiras dos municipios de Itapecuru Mirim,
Bacabal e llha de S&o Luis, Estado do Maranhdo, contém residuos de

antimicrobianos;

Os testes de triagem, Delvotest® SP-NT e Eclipse 50, utilizados para
detectar residuos de antimicrobianos no leite, mostraram-se eficazes em
relacdo ao Twinsensor — BT 20, que € um teste rapido e pratico, porém
com limite de detecgédo para B-lactamicos baixo em relacdo ao testes
Delvotest® SP-NT e Eclipse 50, mostrando-se nao eficiente como método

de triagem para detectar residuos de antibioticos no leite;

O Delvotest® SP-NT mostrou-se mais eficiente em relacdo ao Eclipse 50,

porém tem custo elevado, por se tratar de um produto importado;

No Estado do Maranhdo ndo ha um programa de monitoramento de

residuos de antimicrobianos no leite;

As propriedades rurais das bacias leiteiras de Itapecuru Mirim, Bacabal,
Imperatriz e Ilha de S&o Luis, MA séo de pequena producdao leiteira, que
realizam ordenha manual e ndo dispdem de assisténcia médica

veterinaria;

O destino do leite nas propriedades rurais das bacias leiteiras dos
municipios de Itapecuru Mirim, Bacabal e Ilha de S&o Luis, MA, é
diretamente ao consumidor, estando em desacordo com a Instrucao

Normativa N° 51 quanto a temperatura de refrigeramento;
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7

Para o tratamento das enfermidades do gado leiteiro nas bacias leiteiras
de Itapecuru Mirim, Bacabal, Imperatriz e Ilha de S&o Luis, MA, séo
utilizados com maior freqUéncia, os principios ativos Gentamicina e

Oxitetraciclina.
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6 CONIDERACAO FINAL

Faz-se necesséario, a execucdo, no Estado do Maranhdo, o
programa de monitoramento de residuos de antimicrobianos no leite, conforme
preconiza a Legislagdo Nacional, Instru¢do Normativa N° 51, de 20 de
setembro de 2002, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
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ANEXO 1

Limite Maximo de Residuos — LMRs estabelecidos pelo Codex Alimentarius e praticados no

Brasil; Canada; Unido Européia e Estados Unidos para leite

Principio Ativo LMR (ug/Kg)

Brasil Codex Canada EU EUA
Amoxicilina 4 - - 4 4
Ampicilina 4 - 10 4 10
Oxacilina - - 30 -
Ceftiofur 100 100 100 100 50
Cefquinone - - 20 -
Cefapirima - - 20 60 20
Cloxacilina - - 30 30 10
Cloranfenicol 0 0 0 0 0
Dicloxacilina - - - 30 -
Penetamato - - - 4 -
Etracilina 100 100 100 80
Dihidroestreptomicina 200 200 125 200 125
Eritromicina 40 - 50 40 50
Espectinomicina - 200 200 30
Estreptomicina 200 200 125 200 125
Gentamicina - 200 100 30
Neomicina 500 500 250 500 150
Novobiocina - - 125 50 100
Tetraciclina 100 - 100 -
Clortetraciclina 100 100 - 100 30
Oxitetraciclina 100 100 150 100 30
Penicilina G 4 6 4 5
Benzilpenicilina procaina 4 4
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Continuacgdo. Limite Maximo de Residuos — LMRs estabelecidos pelo Codex Alimentarius e

praticados no Brasil; Canad4; Unido Européia e Estados Unidos para leite

Sulfonamida
Sulfadimidina
Sulfadimetoxina
Sulfadoxina
Sulfamerazina
Sulfadiazina
Sulfametazina
Sulfatiazol
Trimetropin
Tylosina

Espiramicina

100

100

200

10

10

10

100

100

100

100

50

50

200

10

10

10

10

10

10

50

Fonte: ANVISA, 2001; MAPA, 2003

107



ANEXO 2

Limite Maximo de Residuos permitido pelo Programa de Controle de Residuos e
Contaminantes em Leite — PNCRC/MAPA/2008

LMR/NA

0
Grupo Analito L(,Qu(ﬁg,/,'_()g (uig(/?_)ou ’\éed:nlst,g?os
Clortetraciclina 50
Oxitetraciclina 10 100 120
Tetraciclina 20
Antimicrobianos  Sulfatiazol 25
Sulfametazina 25 100 60
Sulfadimetoxina 25
Clorafenicol 0,1 0,3 60

Fonte: BRASIL, 2008
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ANEXO 3

Kits para deteccado de residuos de antibiéticos no leite disponiveis no mercado

Principio do Teste Teste

Teste do Disco
BR — Test
BR — Test “Blue Star”
BR — Test AS
InibicAo do Crescimento Bacteriano
Charm Farm Test
Charm Inhibition assay

Delvotest P

Delvotest SP

Charm Cowside Test

Receptor Charm | Test
Charm Il Test
Ligacéo a Proteina CITE Probe (B-lactamicos)

CITE Probe (tetraciclina, gentamicina)

CITE sulfa trio

ELISA EZ — screen

Lac tek (B-lactamicos, gentamicina,
sulfametazina)

Penzyme
ENZIMA IDEXX SNAP Test

Charm Il Test

Aglutinagdo em Latex SPOT Test

Fonte: Cullor, 1993
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ANEXO 4

Limites de detecgdo do Kit Delvotest ® SP — NT para diferentes classes de medicamentos
expressos em ppb

Nivel de deteccéo Nivel de detec¢éo
Medicamento ApOs o tempo de Apo6s tempo de leitura 3
controle horas
B — lactdmicos
Penicilina G 1-2 2-3
Ampicilina 4 6-7
Amoxicilina 2-3 3-5
Ceftiofur 25-50 50 —100
Cefapirina 4-6 6-8
Cloxacilina 20 20-30
Dicloxacilina 10 10-20
Oxacilina 10 10
Sulfonamidas
Sulfadiazina 25-50 25-50
Sulfametazina 25-100 100 - 250
Tetraciclinas
Tetraciclina 250 - 500 800
Oxitetraciclina 250 - 500 800
Macrolidas
Tilosina 30 50
Spiramicin 400 - 600 800 — 1000
Eritromicina 40 - 80 200
Outros
Trimetoprima 50 - 100 200 — 300
Dapsna 05-1 1-25
Aminoglicosideos
Gentamicina 50 200
Neomicina 100 - 200 300 - 600

Fonte: manual do fabricante Delvotest © SP — NT
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ANEXO 5

Limites de detecgdo do Kit ECLIPSE 50 para diferentes inibidores (ug/mL)

INIBIDOR NEGATIVO POSITIVO
Penicilina G 0,002 0,004
Ampicilina 0,003 0,005
Amoxicilina 0,003 0,005
Cloxacilina 0,025 0,04
Oxacilina < 0,005 0,025
Cefalexina 0,025 0,075
Cefapirina 0,005 0,008
Oxitetraciclina 0,05 0,15
Tetraciclina 0,02 0,15
Sulfatiazol 0,02 0,075
Sulfametazina 0,1 0,2
Sulfanilamida 0,1 0,6
Eritromicina 0,2 0,4
Tilosina 0,02 0,1
Neomicina < 0,500 0,800

Fonte: manual do fabricante Eclipse 50
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ANEXO 6

Limites de deteccdo do Kit Twinsensor — BT 20 para diferentes inibidores expresso
em partes por bilhdo (pg/l)

Medicamento Limite de deteccéo - ppb

B-lactamicos

Penicilina G 2-3
Benzilpenicilina 2-3
Ampicilina 3-5
Amoxicilina 3-5
Cloxacilina 6-8
Nafcilina 30-40
Cefapirina 6-8
Cefazolina 18 - 22
Cefoperazona 3-4
Ceftiofur 10-15

Tetraciclinas

Clortetraciclina 45 - 55
Doxiciclina 20-40
Oxitetraciclina 56 - 75
Tetraciclina 75-100

Fonte: manual do fabricante Twinsensor — BT 20

112



Apéndice



APENDICE

INQUERITO INVESTIGATIVO

NO

1. Identificacdo:
Municipio: Regiéo U. F.
Proprietario:
Propriedade:

2. Data da visita e colheita / / . Horério:
Dados do Rebanho:
3. N° total de animais: N° de vacas:
4. Producéao de leite: a) N° de vacas em lactacéo:

b) Producao diaria de leite na fazenda: litros

5. Raca predominante: o zebu o europeu de leite o mestico o outras racas
6. Tipo de exploracdo: o corte o leite o mista

7. Sistema de criacdo: o confinado o semi-confinado o extensivo

8. Tipo de alimentagao: o forragem o concentrado o forragem + concentrado +
suplemento mineral o concentrado + suplemento mineral o outros:

9. N° de ordenhas/dia: o 1 ordenha 0 2 ou 3 ordenhas o n&o ordenha

Horario da ordenha:

10. Tipo de ordenha:
0 manual o mecanica ao pé o mecanica em sala de ordenha
11. Armazenamento do leite ordenhado:

o latdo (tipo plastico) o latdo (tipo inox) o tanques o baldes

Destino do Leite

12. A quem entrega leite? o Cooperativa o Laticinio o direto ao consumidor

0 n&o esta entregando no momento o n&o entrega
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13. Resfriamento do leite: o néo faz o faz
Como: o em resfriador ou tanque de expansao préprio

o em resfriador ou tanque de expanséao coletivo

14. A entrega do leite é feita a granel: osim o néo

15. Produz queijo e/ou manteiga na propriedade? o sim 0 néo
Finalidade: o para consumo proprio O para venda

16. Perda de partida na producao: o sim O nao

17. Consome leite cru? o sim 0 nao

18. Realiza testes de triagem no controle de residuos de antibidticos no leite:

o sim O nao

Manejo do Rebanho

19. Tem assisténcia veterinaria (regular)? o sim 0 nao
Qual o tipo? o veterinario da cooperativa o veterinario particular
20. Casos de alguma doenca infecciosa no rebanho: o sim 0 néo

21. Qual a enfermidade que ocorre no rebanho com maior frequéncia?

22. Tratamento antibidtico em vacas doentes: o sim O nao

23. Produto e duracéo do tratamento:

24. Qual tipo de enfermidade: o articular o reprodutivo O mamario
25. Ha casos de mastite (mamite) no rebanho:o sim O nao
26. Trata as vacas com mastite utilizando antibiéticos:

osim ©nado oraramente

27. Qual o produto e duracéo do tratamento:

28. Qual a via de administracdo do medicamento:

o subcutdnea ointravenosa ointramamaria o intramuscular
29. O tratamento € realizado com sucesso: o sim 0 nao
30. Uso de suplemento alimentar na racao: o sim O nao

31. Qual produto e duracgéo:

32. Os animais sado ordenhados quando realizado o tratamento a base de

antibidticos: o sim O nao
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33. Quais os tetos ordenhados:

o todos os tetos o o lado n&o tratado com antibidtico

o 0 quarto ndo tratado com antibidtico
34. Observa na bula do medicamento o periodo de caréncia recomendado pelo
laboratorio? O sim 0 nao

35. Qual o periodo de caréncia usado para realizar a ordenha:

0 < 24 h apos o término do tratamento o 24 h apds término do
tratamento

o0 48 h apds término do tratamento o 72 - 96 h ap6s término do
tratamento

o > 96 h apds término do tratamento
36. O rebanho é vacinado? o sim O nao

Contra quais doencgas?

37. O rebanho é vermifugado? o sim 0 néo

Produto e periodo:

38. Apos o parto: qual o intervalo para a retirada do leite?
o < 5 dias o entre 5 a 10 dias o > 10 dias
39. Ha vacas nessa situagdo no rebanho? o sim 0 nao
40. Tempo de retirada do leite: 0 < 8 meses o entre 8 meses e 1 ano o> 1 ano
41. Ha vacas nessa situacao no rebanho? o sim O nao
42. Quem receita o antibidtico utilizado nas vacas doentes:
o médico veterinario particular o proprio tratador (pratica)
o farmacéutico do comércio
43. Possui na familia alguém com alergia a algum tipo de antibidtico ou

guimioterapico? o sim O nao
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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