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RESUMO

Um dos grandes desafios a ser enfrentado pela humanidade é a seguranca de alimentos. A presenca
de residuos e de contaminantes em alimentos de origem animal destinados ao consumo humano é
um dos resultados indesejaveis da producdo. A ampla utilizacdo de antimicrobianos na clinica
veterinaria de forma indiscriminada interfere na producdo de derivados lacteos, tem efeitos graves
na saude dos consumidores e contribui com o aumento progressivo da resisténcia bacteriana. O
presente estudo teve como objetivo monitorar e identificar quantitativamente residuos de
antimicrobianos em leite cru recebido nos 25 estabelecimentos de leite e derivados registrados na
Divisdo de Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Secretaria da Agricultura, Pecuéria e
Desenvolvimento Rural (SEAPDR-RS). Inicialmente foi aplicado um questionario as industrias,
com o objetivo de verificar quais grupos de antimicrobianos estavam sendo pesquisados no leite cru
recebido. Todas monitoravam a matéria-prima recebida quanto a antimicrobianos das classes beta-
lactamicos e tetraciclinas sendo que 8 delas monitoravam, além dos citados, as sulfonamidas,
aminoglicosideos, macrolideos e cefalosporinas. A unidade amostral foi a rota geografica onde
estavam distribuidos os produtores de leite. Foram coletadas 103 amostras (rotas) de leite cru nos 25
estabelecimentos de leite e derivados pelos Fiscais Estaduais Agropecuarios da SEAPDR-RS,
responsaveis pela inspecdo nos respectivos estabelecimentos. A coleta de leite cru ocorreu na
plataforma de recepc¢do, diretamente dos compartimentos do tanque de aco inoxidavel do veiculo de
transporte. As amostras eram remetidas ao Laboratdrio Nacional Agropecuario (LANAGRO — RS)
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que efetuou a pesquisa de
residuos de antimicrobianos e analise do limite maximo de residuo (LMR) descrito no Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) do MAPA. Foi utilizada a técnica de
cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro de massas. Os resultados obtidos revelaram que
todas as amostras analisadas ficaram abaixo do limite de quantificacdo. Estes dados servem como
subsidio para a elaboracdo de um esboco do Programa Estadual de Controle de Residuos de
Antimicrobianos em Leite Cru, visando a promover as diretrizes para 0 monitoramento e as acdes

de controle sanitario e fiscalizacdo agropecuaria da SEAPDR-RS.

Palavras-chave: leite cru, residuos de antimicrobianos, programa estadual de controle de residuos.



Abstract

One of the great challenges that humanity will need to face is food safety. The presence of residues
and contaminants in food of animal origin for human consumption is one of the undesirable results
of production. The widespread use of antimicrobials in the veterinary clinic indiscriminately
interferes with the production of dairy products, has serious effects on consumers' health and
contributes to the progressive increase of bacterial resistance in both animals and humans. The
present study aimed to monitor and quantitatively identify antimicrobial residues in raw milk
received at the 25 milk and dairy establishments registered in the Division of Inspection of Animal
Origin Products of State Agriculture Secretary (SEAPDR-RS). Initially, a questionnaire was applied
to the industries, in order to verify which groups of antimicrobials were researched on the raw milk
received. All monitored the raw material received for beta-lactam and tetracycline antimicrobials
and 8 of them also monitored sulfonamides, aminoglycosides, macrolides and cephalosporins. The
sampling unit was the geographical route where the milk producers were distributed. A total of 103
raw milk samples (routes) were collected at the 25 milk and dairy establishments by the Inspectors
of SEAPDR-RS, responsible for inspecting the respective establishments. Raw milk was collected at
the industry platform, directly from the transport vehicle's stainless-steel tank compartments. The
samples were sent to the National Agricultural Laboratory (LANAGRO — RS) of the Ministry of
Agriculture (MAPA), which carried out antimicrobial residue research and analysis of the maximum
residue limit (MRL) described in the National Plan for Control of Waste and Contaminants
(PNCRC) of the MAPA. The technique of liquid chromatography coupled to the mass spectrometer
was used. The results showed that all samples analyzed were below the limit of quantification.
These data serve for the elaboration of a draft of the State Raw Milk Antimicrobial Waste Control
Program, aiming to promote the guidelines for the monitoring and actions of sanitary control and
agricultural inspection of SEAPDR-RS.

Keywords: raw milk, antimicrobial residues, residue control state program.
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INTRODUCAO

Desde o inicio da década de 1990, quase todos os paises em desenvolvimento tém como
estratégia de crescimento a maior inser¢cdo no mercado externo, ampliando a concorréncia e
buscando atender demandas cada vez mais exigentes. Com relagdo ao mercado de produtos
lacteos, as restricbes por medidas técnicas que impdem padrbes de qualidade sanitaria e de
higiene s&o cada vez mais rigorosas, selecionando 0 acesso a mercados internacionais
importantes (RUBIN; RUBIN, 2010).

A qualidade e a seguranca dos alimentos tém recebido cada vez mais atencdo da populacao
mundial, especialmente em relacdo a perigos microbiolégicos e quimicos presentes em
alimentos. Apesar de microrganismos patogénicos serem 0s agentes mais comumente
relacionados a enfermidades veiculadas por alimentos, a presenca de residuos de substancias
quimicas também é pertinente em todo o mundo (NERO et al., 2007).

Dentre os produtos mais diversos, o leite corresponde ao de maior valor nutricional. Nos
sistemas de producdo de gado leiteiro, a administragdo de drogas e de suplementos é utilizada
para se alcancar bons resultados de salde e de ganho de peso dos animais. O uso de
antimicrobianos acontece no tratamento de doencas como mastite, actinobacilose, actinomicose,
diarreia e pneumonia (COSTA et al., 2017).

Nos ultimos anos, a presenca de residuos de produtos quimicos, especialmente antibidticos e
pesticidas, em alimentos de origem animal tornou-se uma questdo de salde publica. A
populacdo mundial é comumente exposta a residuos através de micro doses presentes nos
alimentos, resultando em uma variedade de efeitos graves para a saude, como
hipersensibilidade, choque anafilatico, anemia, desequilibrio da flora intestinal, problemas
renais, efeito teratogénico e problemas no desenvolvimento 6sseo fetal, além da resisténcia
bacteriana, que pode levar ao insucesso da antibioticoterapia (SCHLEMPER; SACHET, 2017).

Além destes problemas, a presenca de residuos quimicos em leite pode causar inibicdo na
multiplicagdo de sua microbiota, interferindo nos resultados de analises laboratoriais de controle
de qualidade, bem como na fabricacédo de derivados como queijos e iogurtes, sendo responsavel
pela reducdo da producdo de acidos e sabores na manteiga e na maturacdo de queijos. Segundo
Nero et al. (2007), concentracOes a partir de 1 partes por bilhdo (ppb) de antimicrobianos pode
atrasar a atividade de culturas starter na producdo de queijos, iogurtes e manteiga, além de

danificar as caracteristicas estruturais e sensoriais desses produtos (SCHLEMPER; SACHET,
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2017). Como consequéncia, as industrias obtém prejuizos que ndo sdo minimizados pelos
tratamentos térmicos aos quais o leite cru é submetido (GALVANI, 2016).

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite pode ocorrer por muitas razées, como o
uso indiscriminado desses medicamentos para o tratamento de doencas nos rebanhos, a
utilizacdo de doses prolongadas ou excessivas e, ainda, adi¢cdo intencional para inibir o
crescimento bacteriano por deficiéncia na qualidade higiénica do leite (SCHLEMPER,;
SACHET, 2017). Essas substancias sdo eliminadas pelo leite durante seus periodos de caréncia,
sendo necessario o descarte dessa producdo. Sendo assim, a conscientizacdo dos produtores é
fundamental para prevencéo de residuos desses medicamentos em leite (NERO et al., 2007).

Diante do exposto, 0 monitoramento do uso de antimicrobianos € essencial para garantir a
seguranca dos alimentos, assim como o fornecimento de orientacdo adequada aos produtores
rurais sobre a utilizacdo dessas substéncias, de forma a prevenir a presenca desses residuos
quimicos no leite consumido pela popula¢do (SCHLEMPER; SACHET, 2017).

No Brasil, a Instrucdo Normativa n°® 77 (BRASIL, 2018a) exige a pesquisa periddica de
residuos de antibidticos e de outros inibidores do crescimento microbiano em leite. Varios Kits
analiticos de deteccdo de residuos de antibidticos sdo utilizados pelos estabelecimentos
industriais, para o controle da presenca dessas substancias em leite, empregando diferentes
principios de acdo e deteccdo (NERO et al, 2007).

A Instrucdo Normativa n° 42 (BRASIL, 1999) estabelece o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC), realizado por uma rede
de laboratérios do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), cujo objetivo é
conhecer e evitar a violacdo dos niveis de seguranca ou dos Limites Maximos de Residuos
(LMR’s) de substancias autorizadas, bem como a ocorréncia de quaisquer niveis de residuos de
compostos quimicos de uso proibido no pais.

A Divisao de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) é o 6rgdo da SEAPDR-RS
responsavel pela inspecdo de produtos de origem animal no Estado, atuando em
estabelecimentos de carnes e derivados, de pescado e derivados, de ovos e derivados, de leite e
derivados, de produtos de abelhas e derivados, de armazenagem e de produtos ndo comestiveis.

Os estabelecimentos de leite e derivados sdo classificados em granja leiteira, posto de
refrigeracéo, usina de beneficiamento, fabrica de laticinios, micro usina de beneficiamento e de
industrializacdo de leite e microqueijaria.

Este trabalho tem o intuito de monitorar e identificar quantitativamente residuos de
antimicrobianos em leite cru produzido em estabelecimentos de leite e derivados registrados na

DIPOA, os quais recebem entre 3.700 e 1.233.165 litros de leite cru por més a granel para
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beneficiamento e/ou industrializacdo. Com 1isso, espera-se gerar dados para subsidiar o
planejamento do Programa Estadual de Controle de Residuos de Antimicrobianos em leite cru,
no Estado do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producédo e consumo de leite

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (CARVALHO; ROCHA,;
CARNEIRO, 2018), o Brasil € 0 4° maior produtor de leite do mundo. Conforme o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no 1° trimestre de 2019, a aquisi¢do de leite cru,
feita pelos estabelecimentos que atuam sob algum tipo de inspecédo sanitéria (Federal, Estadual
ou Municipal) foi de mais de 6,0 bilhdes de litros, equivalente a um aumento de 3,0% em
relacdo ao primeiro trimestre de 2018. Em nivel de Unidades da Federacdo, os aumentos mais
relevantes, em valores absolutos, ocorreram em Goids (+76,61 milhdes de litros), Parana
(+43,71 milhdes de litros), Minas Gerais (+42,80 milhdes de litros) e Ceara (+13,75 milhGes de
litros). As redugbes mais significativas ocorreram no Rio de Janeiro (-17,67 milhdes de litros),
Séo Paulo (-15,58 milhdes de litros) e Rio Grande do Sul (-10,24 milhGes de litros). Minas
Gerais continua liderando o ranking nacional de aquisicdo de leite, com 25,3% da aquisi¢do
nacional, seguida do Rio Grande do Sul (13,1%) e do Parana (12,8%) (BRASIL, 2019).

A maior parte da captacdo de leite pelos laticinios brasileiros tem sido realizada por
estabelecimentos de grande porte, que receberam mais de 50 mil litros de leite/dia (14,3% do
total de estabelecimentos) e foram responsaveis por 84,1% do volume de leite cru captado no 1°
trimestre de 2019 (BRASIL, 2019). Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, o
leite é 0 alimento de origem animal mais consumido pela populacéo brasileira e a regido sul do
Brasil, no que se refere ao consumo de laticinios, apresenta média acima da nacional e de outras
regides (GALVANI, 2016).

O leite é composto de 87% de agua, 4% a 5% de lactose, 3% de proteinas, 3% a 4% de
gorduras, 0,8% de minerais e 0,1% de vitaminas. Destes nutrientes, destacam-se as proteinas,
com sua gama completa de aminoacidos essenciais; a gordura, com presenca de acidos graxos
saturados e insaturados; 0s minerais como calcio, magnésio e fosforo; as vitaminas lipossoliveis
A, D, E e K, bem como as solUveis em agua, tais como B12, riboflavina e C, alem da presenca
de lactose e de outros oligossacarideos, que séo reconhecidas fontes de energia (GALVANI,
2016). Segundo Costa (2009), um litro de leite por dia supre todas as necessidades de proteina
de criangas até seis anos de idade, mais de 60% das necessidades proteicas dos adolescentes e
50% das necessidades proteicas dos adultos, além de 100% das necessidades de calcio,

importante para a salde 0ssea.
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Outros componentes do leite possuem efeitos benéficos sobre a satde. O acido butirico e os
esfingolipidios, na prevencdo do cancer de célon; os polipeptidios na diminui¢do do risco de
hipertensdo; o acido linoleico conjugado, na fungdo imunoldgica e na diminuicdo do risco de
certos tipos de cancer; o &cido estearico, no controle dos lipidios sanguineos; a fermentacdo com
probioticos, na absorcdo de lactose e de outros nutrientes, na melhoria da imunidade e na
diminuicdo de certas doencas infecciosas (COSTA, 2009).

Dessa forma, o leite € um produto de grande importancia nutricional, cujo consumo €
essencial para determinados grupos da populacdo, tanto na forma de leite quanto de seus
derivados, sendo que a producéo de leite, no Brasil, proporciona a geragéo de renda no campo e
crescimento significativo na atividade. (PORTZ; COUTO; FERREIRA, 2014). Além disso, 0
leite € considerado como o alimento mais perfeito da natureza e é tido como o principal
alimento de recém-nascidos e criancas. E avaliado pelos consumidores como exemplo de
alimento nutritivo, seguro, saudavel e natural (BRITO, 2000).

Devido a alta atividade produtiva, a glandula mamaria dos animais de producdo estd mais
propicia a reacOes inflamatdrias e a instalacdo de agentes infecciosos, o que afeta qualitativa e
quantitativa a producéo de leite. Em funcéo desse processo, opta-se pelo tratamento dos animais
com antimicrobianos, o que pode causar a contaminacdo da matéria-prima com residuo dessas
substancias (COSTA, 2009). Residuo de uma droga veterinaria ¢ a fracdo da droga, seus
metabolitos, produtos de conversdao ou reacdo e impurezas que permanecem no alimento
originario de animais tratados (BRASIL, 1999). Segundo Galvani (2016), em alimentos,
diversos sdo os contaminantes quimicos e residuos que podem ser encontrados, como as
micotoxinas, 0s pesticidas, os contaminantes ambientais e/ou industriais e os medicamentos
veterinarios.

A presenga, em niveis prejudiciais a saude, de residuos de medicamentos veterinarios e
contaminantes nos alimentos, como garantia de sua seguranga, € um assunto muito discutido e
exigido pelo comércio internacional. Os principais paises importadores de alimentos possuem e
exigem um programa de controle desses residuos e contaminantes, com limites regulatérios bem
definidos (PORTZ; COUTO; FERREIRA, 2014).

A contaminacdo do leite com residuos de drogas ou de outras substancias quimicas € um
componente importante da seguranca alimentar e coloca o consumidor em alerta. E também
motivo de preocupacdo para a industria de laticinios, porque os residuos podem interferir na
tecnologia de producdo dos derivados. Portanto, para que o leite possa manter a reputacdo de
alimento seguro e nutritivo, deve estar livre de residuos de antimicrobianos (BRITO, 2000). Os

problemas relacionados a qualidade do leite e veiculados na midia levam os consumidores a
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associar o leite beneficiado pela inddstria a produto adulterado, a0 mesmo tempo em que
consideram o leite de producdo informal e sem tratamento como um produto puro e saudavel,
sendo que este ndo passa por qualquer controle de qualidade e por fiscalizacdo e, ambos,
oferecem riscos a saude das pessoas (AMORIM, 2017).

Os farmacos veterinarios incluem-se na categoria de contaminantes alimentares, pois sdo
introduzidos de forma ndo intencional nos alimentos, por meio da sua administracéo terapéutica
em animais (NUNES, 2013). O leite produzido pela glandula mamaria é obtido a partir de
elementos que passam da corrente sanguinea para as células especializadas desta glandula.
Neste momento, medicamentos veterinarios, como 0s antimicrobianos, que anteriormente
tenham sido administrados no animal, em decorréncia de tratamento de doencas, podem passar
para o leite (SILVA, 2009). Dessa maneira, a populacdo humana fica exposta a baixas
concentragcdes desses contaminantes, uma vez que o0s residuos detectados com frequéncia no
leite originam-se de farmacos antimicrobianos. A possibilidade de estas substancias estarem
presentes no alimento representa potencial risco a saude do consumidor e constitui um sério
problema econémico para o pais, ocasionando perdas financeiras ao produtor e ao fabricante de
produtos lacteos (NUNES, 2013).

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite representa o principal ponto critico de
controle de contaminacdo quimica do leite (COSTA, 2009) e pode ocorrer por muitas razdes,
como o uso indiscriminado desses medicamentos para o tratamento de doencas nos rebanhos, a
utilizacdo de doses prolongadas ou excessivas de drogas e, ainda, adi¢do intencional para inibir
0 crescimento bacteriano por deficiéncia na qualidade higiénica do leite (SCHLEMPER,
SACHET, 2017).

A contaminacdo do leite de consumo decorrente do tratamento de vacas em lactacdo ocorre
por problemas de mastite, metrite ou outras doengas infecciosas, sendo que, ap6s a aplicacdo
pelas vias parenteral, oral, intrauterina e intramamaria, os antimicrobianos passam do sangue
para o leite. A excrecdo de antimicrobianos no leite varia de produto para produto. Apds
aplicacdo intravenosa, dependendo do tipo de preparacdo e da dose administrada, poderdo
aparecer residuos por um periodo de 12 a 48 horas. O padrdo de excregcdo apds aplicacdo
intramuscular é semelhante ao da aplicacdo intravenosa, s6 que o periodo de excrecdo é
prolongado (entre 6 a 150 horas). Os produtos utilizados para tratamento durante a lactacao, por
via intramaméria, geralmente apresentam um periodo de excrecdo entre 24 e 96 horas, sendo
esta via considerada a principal fonte de contaminacdo do leite (BRITO, 2000).

Segundo Asredie e Engdaw (2015), a causa mais importante para a ocorréncia de residuos de

antimicrobianos em tecidos animais ¢ o periodo de tempo insuficiente para que a droga seja
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eliminada dos alimentos, assim como a manutencdo inadequada dos registros do tratamento, a
falha em identificar adequadamente os animais tratados e uso indevido de produtos. O estado da
doenca de um animal e 0 modo como as drogas sdo administradas influenciam o potencial de
residuos. A doenca pode afetar a farmacocinética da droga, uma vez que o metabolismo ou a
presenca de infeccdo e/ou inflamacdo podem fazer com que a droga se acumule nos tecidos
afetados.

Ha diferentes grupos de antimicrobianos disponiveis para tratamento de gado leiteiro. Os
grupos mais comuns incluem beta-lactdmicos (por exemplo, penicilina), sulfonamidas (por
exemplo, sulfametazina), aminoglicosideos (por exemplo, estreptomicina) e tetraciclinas (por
exemplo, tetraciclina). Os animais tratados com antimicrobianos produzem leite contendo
residuos desses medicamentos por um periodo de tempo apds o término do tratamento. Por esse
motivo, as fémeas devem ser ordenhadas, porém o leite deve ser descartado durante um periodo
especifico (indicado pelo laboratério fabricante), para assegurar que o0s residuos néo
permanecam no leite. Os residuos de antimicrobianos persistem no leite quando nao ha respeito
ao periodo de caréncia ou quando ha retencdo desses residuos, pelo animal, por um periodo
maior de tempo (BC Centre for Disease Control, 2013).

Schlemper e Sachet (2017) verificaram que, em alguns casos, mesmo depois de cumprido o
periodo de caréncia informado pelo fabricante do medicamento, o leite continua a apresentar
resultados positivos por mais tempo, através da realizacdo de testes para pesquisa de
antimicrobianos. Esse € um sério problema, pois além do impacto para a satde publica, hd o
prejuizo para a inddstria de laticinios, com despesas no processamento industrial (rejeicéo e
descarte do leite e baixo rendimento na fabricacdo de derivados lacteos, por exemplo).

Um levantamento realizado no Reino Unido (Booth & Harding, 1986) demonstrou que as
principais razdes para o aparecimento de residuos foram a ndo observacdo de um periodo de
caréncia para a retirada do leite destinado ao consumo humano, ap6s o tratamento; mistura
acidental do leite contaminado com antibiotico ao ndo contaminado; excrecdo prolongada do
antibidtico; paricdes antes do periodo esperado.

O mesmo trabalho ainda elencou como causas de verificagio de residuos de
antimicrobianos, a contaminacdo dos equipamentos de ordenha; ordenha acidental de vacas no
periodo seco; descarte somente do leite dos quartos tratados; deficiéncia ou falta de anotagéo
dos tratamentos realizados; néo identificacdo das vacas tratadas ou perda da identificacdo; falha
de notificacdo do periodo de retirada do leite para consumo e uso de produtos indicados para o
periodo seco durante a lactacdo (BOOTH; HARDING, 1986).
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Um estudo realizado por Pugh, Hendy e Evans (1977) verificou que um volume de leite de
aproximadamente 25 ml que permanece retido nas tubulagdes ou nos recipientes coletores é
suficiente para contaminar o leite produzido por até 20 vacas. De acordo com Brito (2000), a
persisténcia dos residuos de antimicrobianos no leite depende de uma série de fatores, tais como
o tipo da preparacdo que esta sendo usada (substancia ativa e formulagdo), dosagem empregada,
intervalo entre o inicio do tratamento e a primeira ordenha, absorcéo pelos tecidos do Ubere,
quantidade de leite produzido no momento do tratamento, o estado de salde e fatores
individuais do animal.

Em uma avaliagcdo realizada em 96 amostras de leite pasteurizado comercializado em
Piracicaba, Sdo Paulo, observou-se que 50% das amostras apresentaram residuos de
antibidticos, sendo que uma das marcas exibiu 72,5% das amostras com residuos de penicilina
(NASCIMENTO, MAESTRO E CAMPOS, 2001).

Souza et al. (2017) coletaram 112 amostras de leite cru oriundas de seis municipios do
Estado do Rio Grande do Norte, para a pesquisa de residuos de antimicrobianos e constataram
gue 6 amostras apresentaram resultado positivo para deteccao de residuos.

Um estudo preliminar foi realizado para verificar a presenca de residuos de antibidticos em
amostras de leite UHT disponiveis no mercado brasileiro, nos Estados de Rio de Janeiro, Goias,
Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo. Das 100 amostras analisadas, 4 mostraram-se
positivas, sendo estas procedentes do Estado de Minas Gerais (FONSECA et al., 2009).

Cerqueira et al. (2014) avaliaram a presenca de residuos antimicrobianos (ceftiofur,
estreptomicinas, quinolonas, tetraciclinas, tianfenicol e tilosina) em 70 amostras de leite cru
provenientes de quatro mesorregides (Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba, Central Mineira, Oeste
de Minas e Metropolitana de Belo Horizonte) do Estado de Minas Gerais. Este estudo
demonstrou a presenca de quinolonas (2,86%), estreptomicinas (2,86%) e tetraciclinas (11,43%)
nas amostras de leite cru analisadas.

Addo et al. (2011) investigaram a qualidade do leite cru e de alguns produtos lacteos
produzidos e comercializados pelo setor informal da zona de savana costeira de Gana, quanto a
presenca de residuos de antibidticos. Foram coletadas 224 amostras de leite cru e 26 produtos
lacteos, sendo detectados residuos de antibidticos em 3,1% das amostras de leite cru.

Araujo et al. (2015), verificaram que, de margo de 2013 a fevereiro de 2014, houve rejeigdo
de 235.393 litros de leite cru, por ter sido constatada a presenca de antimicrobianos, na

plataforma de um estabelecimento sob inspecéo federal.
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2.2 Agentes antimicrobianos e seus efeitos

Agentes antimicrobianos sdo substancias usadas para inibir o crescimento ou inativar 0s
microrganismos que se estabeleceram em um organismo vivo. Uma das propriedades destas
substancias, que define seu uso na terapéutica, é a toxicidade seletiva, isto é, devem ter atuacdo
restrita aos microrganismos, sem afetar as células do organismo hospedeiro. As substancias
antimicrobianas mais usadas sdo o0s antibioticos, 0s quais ocorrem naturalmente e sdo
produzidos total ou parcialmente por microrganismos. Os principais microrganismos produtores
de antibioticos sdo os fungos. O termo quimioterdpico é usado para designar os antimicrobianos
produzidos totalmente por sintese quimica. Desse modo, a palavra antimicrobiano é usada para
designar tanto os antibidticos como os quimioterapicos (BRITO, 2000).

Galvani (2016) salienta que as legislacGes brasileiras vigentes, as quais se referem a
qualidade e a identidade do leite, bem como ao controle de residuos em produtos de origem
animal, utilizam o termo antibidticos para se referirem as substancias que devem ser
pesquisadas no leite cru, independentemente se o residuo classifica-se como um antimicrobiano.

Os antimicrobianos sdo usados na producdo animal para prevencdo ou tratamento de
doencas. Nesse processo, essas substancias ou seus derivados metabdlicos podem se acumular
ou se depositar nas células, nos tecidos ou nos 6rgdos do animal. Quando vestigios destas
substancias sao detectados posteriormente nos alimentos, sdo denominados de residuos (BRITO,
2000).

Os antimicrobianos utilizados no tratamento dos animais pertencem as classes Tetraciclina
(Tetraciclina, Oxitetraciclina, Clortetraciclina, Doxiciclina), Sulfonamidas (Sulfadiazina,
Sulfatiazol, Sulfametazina, Sulfametoxazol, Sulfaquinoxalina, Sulfadimetoxina, Sulfadoxina,
Sulfacloropiridazina, Sulfamerazina, Sulfizoxazol), Quinolonas (&cido nalidixico, é&cido
oxolinico, Flumequina), Fluoroquinolonas (Ciprofloxacino, Enrofloxacino, Difloxacino,
Sarafloxacino, Danofloxacino, Norfloxacino), Beta-lactdmicos (Penicilina G, Penicilina V,
Ampicilina, Amoxicilin, Oxacilina, Cloxacilina, Dicloxacilina, Ceftiofur, Cefapirina,
Cefoperazona, Nafcilina, Cefquinoma, Cefalonio, Cefalexina), Macrolideos (Eritromicina,
Espiramicina, Tilmicosina, Azitromicina, Tilosina), Lincosamidas (Lincomicina, Clindamicina),
Inibidores da redutase (Trimetoprim) e Mucoliticos (Bromexina) (JANK et al., 2017).

A Instrugdo Normativa n® 9 de 27 de junho de 2003 (BRASIL, 2003), proibiu a fabricacéo, a

manipulacdo, o fracionamento, a comercializacdo, a importagdo e o uso dos principios ativos
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Cloranfenicol e Nitrofuranos e os produtos que contenham esses principios ativos, para uso
veterinario e suscetivel de emprego na alimentacdo de todos os animais e insetos.

O cloranfenicol é um antibiotico de amplo espectro da classe dos anfenicdis, com atividade
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e outros grupos de microrganismos. A
proibicdo de seu uso em muitos paises, inclusive no Brasil, deve-se aos efeitos toxicos graves
relatados em humanos, como anemia aplastica e carcinogenicidade, ainda que presente em
baixos niveis de concentracdo. Residuos de cloranfenicol tém sido detectados em produtos de
origem animal no pais, indicando o seu uso ilegal (SILVA; SOUZA; CALDAS, 2014).

Segundo Silva, Souza e Caldas (2014), os nitrofuranos séo utilizados no tratamento de
infeccdes gastrointestinais e dermatoldgicas, além do tratamento da salmonelose. Apds sua
aplicacdo, os nitrofuranos sdo rapidamente metabolizados, tornando impossivel a detec¢cdo do
principio ativo, porém foi observado o acimulo de seus metabolitos ligados a proteinas. Estes
metabdlitos sdo estaveis e podem persistir no animal por vérias semanas ap6s a administracao
do nitrofurano equivalente. A proibicdo da utilizacdo dessas substancias em animais produtores
de alimentos, em varios paises, incluindo o Brasil, deve-se aos efeitos carcinogénico e
mutagénico desses compostos e de seus metabolitos.

As penicilinas, pertencentes ao grupo dos beta-lactamicos, possuem amplo espectro de
atividade antibacteriana, eficacia clinica e excelente perfil de seguranca. As tetraciclinas
possuem um largo espectro de acdo antibacteriana, sendo 0 grupo mais empregado no
tratamento de vacas lactantes. Dentre elas, a oxitetraciclina, a tetraciclina e a clortetraciclina sdo
as mais utilizadas em medicina humana e animal (NUNES, 2013). A tetraciclina ¢ comumente
indicada para o tratamento de mastite e de metrite bovina e para o tratamento de infeccdes do
Ubere por coliformes (GALVANI, 2016).

Os aminoglicosideos, dentre eles a gentamicina, a neomicina e a estreptomicina séo
amplamente utilizados na medicina veterinaria, para o tratamento de infeccBes bacterianas,
como enterites e mastites. As sulfonamidas possuem amplo espectro contra bactérias, embora
muitas estirpes bacterianas ja tenham desenvolvido mecanismos de resisténcia (COSTA, 2009)
e, de acordo com Silva, Souza e Caldas (2014), s&o medicamentos de baixo custo.

De acordo com Galvani (2016), os macrolideos, dentre eles a espiramicina, a tilosina e a
eritromicina possuem grandes vantagens no tratamento de doencgas bacterianas, como por
exemplo, mastite clinica por Streptococcus e Staphylococcus e infec¢des da glandula maméaria
por Mycoplasma, devido a sua grande distribuicdo tecidual, alta concentragdo intracelular e
meia vida prolongada. As quinolonas séo indicadas para o tratamento de mastite e de metrite em

bovinos.
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Segundo Silva (2009), os antimicrobianos presentes no leite tém duas origens principais: a
primeira e mais importante, proveniente do tratamento de mastite, infeccdo da glandula mamaria
e, a segunda, devido a adicdo intencional de quimioterapicos no leite, sendo dita como fraude.
Convem salientar que a adi¢do de antibidticos diretamente no leite é considerada uma fraude
menos provavel, tendo em vista a relacdo custo/beneficio desse método, oneroso ao produtor,
contudo, a sua possibilidade de ocorréncia ndo deve ser descartada (TRONCO, 2010). De
acordo com Nero et al. (2007), antibidticos sdo usualmente utilizados de forma ilegal como
agentes de preservacéo e de reducéo da carga microbiana do leite.

Conforme Brito (2000), o uso disseminado de antimicrobianos pode ocasionar 0
aparecimento de residuos no leite ou nos produtos lacteos, o que preocupa autoridades de Saude
Pablica e consumidores devido aos efeitos adversos decorrentes da exposi¢do a esses residuos
em produtos e alimentos de origem animal. Vérias classes de antimicrobianos sdo administradas
extensivamente em animais de producdo. Se boas praticas veterinarias ndo forem observadas,
residuos das drogas podem permanecer nos tecidos e fluidos de animais. (JANK et al. 2017). A
presenca de residuos interfere diretamente na qualidade do leite e nos processos industriais. No
que se refere a importancia para a satde publica, os aspectos toxicoldgico, microbiol6gico e o
desenvolvimento de reagOes de hipersensibilidade devem ser considerados (BRITO, 2000).

O Codex Alimentarius, diante do resultado de diversos estudos cientificos, identificou que ha
forte correlacdo entre a ingestdo de produtos de origem animal incluindo o leite contendo
residuos de antibioticos, e a inducdo de resisténcia aos tratamentos antimicrobianos pela
populacdo e a inducdo de cepas de bactérias resistentes aos antibidticos de Ultima geracao
(SILVA, 2009).

Os principais aspectos toxicoldgicos dos residuos de antimicrobianos no leite estdo
relacionados as acgBes carcinogénica, mutagénica e teratogénica. As reagdes de
hipersensibilidade, devido ao uso de substancias antimicrobianas manifestam-se, geralmente,
como reacdo de pele (urticarias e dermatites) e/ou sintomas envolvendo o sistema respiratorio
(rinite e asma brénquica). A acdo carcinogénica esta envolvida com a presenca de residuos de
cloranenicol, sulfometazina e nitrofuranos. O consumo de antibioticos, como, metronidazol,
rifampicina, trimetropim, estreptomicina, sulfonamidas, cloranfenicol e tetraciclina por
gestantes pode causar acao teratogénica com feitos toxicos ao embrido ou feto. Com relacdo aos
aspectos microbioldgicos, os residuos de antimicrobianos no leite podem ter acdo sobre
microrganismos do ambiente e da flora intestinal levando a um aumento de bactérias resistentes,
devido a presséo seletiva (BRITO, 2000).
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Segundo Galvani (2016), as reacOes de hipersensibilidade estdo frequentemente associadas
as penicilinas (beta-lactdmicos) e as estreptomicinas; a inducdo de resisténcia bacteriana, as
tetraciclinas; lesdes Oticas, hepaticas e renais, a gentamicina, além da possibilidade de
genotoxicidade e de anemia aplastica associadas ao cloranfenicol, de uso proibido na pecuéria
brasileira.

Além desses problemas, a presenca destas substancias em leite pode causar inibi¢cdo na
multiplicacdo de sua microbiota, interferindo nos resultados de andlises laboratoriais de controle
de qualidade, bem como na fabricacdo de derivados como queijos e iogurtes, sendo
responsaveis pela reducdo da producdo de acidos e sabores na manteiga e na maturagdo de
queijos. ConcentracGes de 1 ppb podem atrasar a atividade de culturas starter na producdo de
queijos, iogurtes e manteiga e, segundo Schlemper e Sachet (2017), danificar as caracteristicas
estruturais e sensoriais desses produtos. Conforme Tronco (2010), tracos minimos de
antibioticos sdo suficientes para a completa inibicdo das cepas de bactérias constituintes dos
fermentos lacticos.

De acordo com Galvani (2016), residuos de antibidticos no leite sdo a principal causa de
inibicdo da fermentacgdo lactica em queijos, levando a maturacéo inadequada, alteracdes em seu
sabor e sua textura, além do risco de desenvolvimento de coliformes, quando presentes, tendo
em vista que estes apresentam maior resisténcia aos antibidticos do que as culturas

fermentadoras.

2.3 Resisténcia bacteriana

Nunes (2013) define como resisténcia bacteriana um fendmeno bioldgico natural, conduzido
pelo principio evolutivo da adaptacdo genética de organismos a mudangas no seu meio
ambiente, que pode ser amplificado por uma série de fatores que aceleram a emergéncia e a
propagacdo de microrganismos resistentes. As bactérias desenvolvem diferentes mecanismos de
resisténcia, que podem ser de origem natural ou adquirida. De forma natural, a resisténcia
decorre de um fator inerente estrutural ou funcional, associado com espécie bacteriana ou
género. A resisténcia adquirida surge de alteracfes genéticas no genoma bacteriano.

Antibioticos sdo utilizados tanto na medicina humana quanto na veterinaria e,
frequentemente, pertencem as mesmas classes, possuem modos semelhantes de agdo e as
mesmas células bacterianas alvo (GALVANI, 2016). Alguns farmacos utilizados na medicina

veterinaria tém resisténcia cruzada com os utilizados na medicina humana, o que pode



22

contribuir com a aquisi¢do de resisténcia de microrganismos patdgenos humanos. A elevada
taxa de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é acentuada por, no minimo, dois fatores: o
primeiro relacionado aos interesses econémicos do setor agropecuario e farmacéutico; o
segundo refere-se a falta de conhecimento do produtor e do consumidor quanto a constituicdo e
aos efeitos negativos desses farmacos a sade humana, quando mal utilizados (NUNES, 2013).

Uma bactéria pode tornar-se resistente a um antimicrobiano por meio de mutacdo no seu
cromossoma ou por infeccdo por um plasmideo. Os plasmideos podem ser transferidos de uma
celula bacteriana para outra dentro da mesma espécie ou até mesmo entre espécies diferentes,
transferindo a resisténcia, o que apresenta maior problema, porque é mais prevalente e pode
envolver a transferéncia de resisténcia a multiplos agentes (BRITO, 2000).

Higham et al. (2018), em pesquisa com criadores de vacas leiteiras, verificaram que
antimicrobianos foram o0s medicamentos veterindrios mais comumente utilizados nas
propriedades rurais e classificaram a mastite como o desafio de salde mais importante e 0
motivo mais comum para 0 uso de medicamentos.

Segundo Santiago Neto (2015) Staphylococcus spp tem sido relatado como 0 microrganismo
mais prevalente em mastite bovina. Este grupo bacteriano pode transportar multiplos elementos
de resisténcia provenientes, inclusive, de outras populac6es bacterianas, tornando-se um grande
problema de salde publica, uma vez que também esta envolvido em varios processos de doenca
em humanos, incluindo infec¢bes da pele, septicemia e pneumonia. Conforme Zastempowska,
Grajewski e Twaruzek (2016), alguns patdgenos do leite abrigam genes resistentes a
antimicrobianos, que podem ser transferidos para bactérias comensais, destacando-se
Staphylococcus aureus, o que pode afetar negativamente o tratamento de infeccdes em
humanos.

Srednik et al. (2017), isolaram estafilococos coagulase-negativa de vacas com mastite
clinica e subclinica na Argentina, entre 2008 e 2014 e verificaram a capacidade de formacao de
biofilme associada a presenca de genes, incluindo os genes que codificam a resisténcia a
antimicrobianos das classes de beta-lactamicos, macrolideos e lincosamidas.

Os agentes antimicrobianos, portanto, ndo induzem resisténcia nas bactérias, mas atuam
como agentes seletivos, inibindo as bactérias sensiveis e permitindo o crescimento e
multiplicagdo das resistentes. Sob a presséo seletiva dos antimicrobianos, o numero de bactérias
resistentes aumenta, podendo tornar-se a flora dominante e até persistir por semanas apos a
cessacdo de seu uso. A ocorréncia de bactérias com resisténcia multipla no ambiente deve-se ao
uso extensivo de antimicrobianos e a administracdo de quantidades subterapéuticas de

antibidticos e, o risco para a saide humana, decorre de infec¢Ges por microrganismos resistentes
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ou transferéncia de resisténcia a bactérias patogénicas, podendo prejudicar o tratamento
posteriormente (BRITO, 2000). Segundo Alanis (2005) as bactérias resistentes sdo definidas
como aquelas que apresentam resisténcia a uma ou mais classes de antibidticos e as infecgdes
causadas por esses microrganismos apresentam maior preocupacéo, devido ao reduzido arsenal
terapéutico disponivel para tratamento nestes casos.

Conforme Dias, Monteiro e Menezes (2010) existe um decréscimo da eficacia de drogas
muito potentes, com 0 reaparecimento de microrganismos resistentes a todos os farmacos
disponiveis, levando a infecgbes ndo trataveis, como acontecia na era pré-antibiotico. Na
Europa, o sistema de monitorizacdo da evolucdo das resisténcias bacterianas, The European
Antimicrobial Resistance Surveillance System existe desde 1998 e disponibiliza, em tempo real,
dados validados recolhidos a partir de laboratérios publicos hospitalares, nos varios paises,
sobre a suscetibilidade de bactérias relevantes no continente europeu, permitindo a analise dos

padrdes de resisténcia bacteriana ao longo do tempo, entre diferentes regides e paises.

2.4 Pesquisa de antimicrobianos em leite cru

As crescentes demandas de leite e de produtos lacteos exigiram o uso de varios tipos de
produtos quimicos, 0s quais embora sejam essenciais na producdo a granel de leite, podem
causar sérios problemas de saude aos animais e aos consumidores. Para identificar e quantificar
o0s contaminantes no leite é desejavel estabelecer meios confiaveis para a deteccao instrumental,
0 que auxilia na tomada de decisdes réapidas necessarias ao cumprimento da legislacdo
(NADEEM e KI-HYUN, 2018).

De acordo com Silva (2009), o critério da pesquisa de residuos no leite é um fator
importante na sua desclassificacdo, visto que torna a matéria-prima inadequada para a inddstria
e para 0 consumo humano, uma vez que ndo existe tratamento tecnoldgico capaz de inativar 0s
residuos presentes no leite.

O leite contendo substancias inibitorias acima dos limites legais é considerado inaceitavel
para utilizacdo, podendo resultar em perda total para os produtores. Diante disso faz-se
necessaria a disponibilidade de testes sensiveis, rapidos e baratos para a pesquisa de residuos de
antimicrobianos no leite (TENORIO et al., 2009). As perdas econdmicas decorrentes de falhas
na fermentacdo, a influéncia dos antimicrobianos em determinados exames e 0s riscos do
desenvolvimento de reacdes alérgicas e toxicas nos individuos levaram ao desenvolvimento de

testes para a deteccdo de residuos no leite (BRITO, 2000).
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Existem varios Kits comerciais para pesquisa de residuos de antimicrobianos em leite,
disponiveis no mercado, de facil realizacdo, sem a necessidade de instrumentos sofisticados,
possibilitando a anélise de varias amostras a0 mesmo tempo (TENORIO et al., 2009). Esses
testes baseiam-se na inibicdo do crescimento bacteriano, na ligag&o a receptores especificos, em
reacbes imunoldgicas ou enzimaticas e na separacdo, identificacdo e quantificacdo do
antimicrobiano por meio de técnicas de cromatografia gasosa ou liquida, exibindo resultados
qualitativo, quantitativo (considerado confirmatorio) ou semiquantitativo. Os testes qualitativos
dardo resultado positivo ou negativo em relacdo a uma concentragdo determinada da droga. Os
quantitativos permitem a quantificagdo dos residuos, enquanto os semiquantitativos produzem
resultados em relacdo a uma faixa de concentracdo da droga, por exemplo, negativo, fracamente
positivo e fortemente positivo. A maioria dos testes comerciais disponiveis para aplicacdo no
campo é qualitativa ou semiquantitativa, e classificada como teste de triagem. O teste de triagem
deve fornecer uma indicagdo segura e confiavel da auséncia dos residuos na amostra examinada
(BRITO, 2000).

Os principais testes de triagem disponiveis no mercado sdao Charm-Test TM, Copan CH
ATK, Delvotest-P e Delvotest-SP, baseados na inibicdo do crescimento microbiano, e Charm
SL-Test TM, Cite Probe Gentamicin Test, Ridascreen chloramphenicol e Snap beta-lactam Test,
cujo modo de acdo é imunoenzimatico, ou seja, baseado em receptor especifico. Os primeiros,
incluindo também o Charm SL-Test TM tém amplo espectro, isto é, detectam varios tipos de
antibioticos. Os ultimos sdo especificos para um ou mais antibi6ticos de uma classe (PEREIRA
e SCUSSEL, 2017). Os testes de triagem, quando de amplo espectro, possuem a capacidade de
detectar a maioria das principais classes de antibidticos utilizadas na medicina veterinaria
(GALVANI, 2016).

De acordo com Pereira e Scussel (2017), os resultados suspeitos ou positivos nos testes de
triagem indicam que o limite m&ximo de residuo foi superado. A Decisdo da Comisséo Europeia
n°® 657, de 12 de agosto de 2002, institui que os métodos usados para confirmacdo devem
comprovar a estrutura do principio ativo do analito. Esses métodos geralmente utilizam técnicas
de cromatografia e espectrometria de massas, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM).

Os testes quantitativos incluem principalmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), eletroforese capilar (CE) e espectrometria de massas (MS ou MS/MS). A
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS ou LC-MS/MS) é a técnica

analitica mais empregada na deteccdo e na quantificacdo de residuos, devido a sua alta
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sensibilidade e seletividade, capaz de apontar limites de quantificacdo para a maioria dos
compostos (BITTENCOURT, 2017).

Chiaradia, Collins e Jardim (2008) explicam que a cromatografia pode ser combinada a
diferentes sistemas de deteccdo, tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de
melhor desempenho. O aclopamento de um cromatégrafo a um espetrdbmetro de massas
combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as
vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de informacdo estrutural, massa molar e
aumento adicional da seletividade). As técnicas cromatogréaficas mais comumente acopladas a
espectrometria de massas sd0 a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A combinacdo com outras técnicas de separacdo, como a eletroforese capilar é
possivel, mas usada com menor frequéncia.

Segundo Galvani (2016), a ndo confirmacdo de analitos em amostras que apresentaram
resultados positivos na triagem pode ser explicada pelo fato de que os limites de deteccéo destes
métodos sdo, na maioria das vezes, iguais ou menores que o limite maximo de residuo. Ja, nos
métodos confirmatorios, tendo em vista que é possivel quantificar o residuo da droga
encontrada, pode-se estabelecer se houve ou ndo a violacdo do limite m&ximo de residuo
estabelecido na legislagdo vigente.

Agéncias governamentais e organismos internacionais, como o Codex Alimentarius,
European Medicines Agency, Food and Drug Administration e ANVISA determinaram o limite
méaximo de residuos para diversas drogas veterinarias nos alimentos incluindo vérias classes de
antibioticos (European Commission 2010; de Queiroz Mauricio and Lins 2012; Im 2013). A
avaliacdo toxicologica de residuos de antimicrobianos nos alimentos em geral segue 0s
principios elaborados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e Food Agriculture
Organization (FAO), O6rgdos das NacOGes Unidas, definidos pela Comissdo do Codex
Alimentarius (Joint FAO/WHO Food Standards Programme). O risco toxicoldgico é avaliado
determinando-se o nivel de concentracdo da droga que ndo causa qualquer efeito adverso nos
animais e no homem. Com este valor estima-se a concentracdo aceitavel de ingestdo diaria da
droga (ou dose diaria aceitavel, ADI). A ADI ¢ a dose diaria que, se ingerida durante toda a vida
do individuo, nédo oferece risco apreciavel a satde, ou seja, ndo resultara em efeitos deletérios a
saude. Valores de ADI sdo sempre sujeitos a revisao, desde que novas informacgfes se tornem
disponiveis (BRITO, 2000).

A partir da avaliacdo de cada substancia e baseando-se nos estudos do metabolismo e
cinética de eliminacéo de residuos, é determinado o limite maximo de residuo (LMR) permitido

no alimento, que deve ser sempre mais baixo do que a concentracdo toleravel e ndo deve
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exceder a dose diaria aceitavel. A tolerancia para uma droga ou residuo quimico no leite é
estabelecida como a décima parte daquela da carne. Isto se deve ao fato de que o leite é o
principal alimento da dieta de criancas e recém-nascidos, que sdo considerados mais sensiveis
que os adultos. Tolerancias s@o estabelecidas para compostos ndo carcinogénicos. Para
substancias com acgdo carcinogénica, a tolerancia admitida é zero (BRITO, 2000).

Os LMR’s, portanto, consistem na quantidade maxima de determinada substancia que um
alimento pode conter, sem prejuizo da integridade organica dos seres humanos e animais, e
podem ser utilizados como medidas de detecgdo de ndo conformidades para tomada de acgdes
regulatérias. No Brasil, o controle oficial da seguranca do leite em relacdo a presenca de
residuos é realizado por meio do Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (PNCRC-MAPA), através da Instrucdo
Normativa n°® 42, de 20/12/1999, que avalia a seguranca da cadeia agroalimentar quanto a
presenca de residuos de medicamentos veterinarios e contaminantes inorganicos em produtos de
origem animal (PORTZ; COUTO; FERREIRA, 2014).

Para garantir que os LMR’s sejam respeitados, as metodologias analiticas utilizadas para a
determinacdo de substancias toxicas em alimentos devem ser capazes de quantificar residuos
dessas substancias em concentracbes muito baixas, assim como identificad-los de maneira
inequivoca. O emprego da cromatografia com deteccao por espectrometria de massas acoplada a
espectrometria de massas torna possivel obter uma grande quantidade de informacéo estrutural
acerca do analito, 0 que assegura sua identificacdo com maior exatiddo (CHIARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008).

Para as industrias de laticinios, a presenca de residuos de antimicrobianos pode causar
prejuizos considerdveis e a pasteurizacdo tem pouco ou nenhum efeito no conteudo de
antimicrobianos do leite. Portanto, se presentes no leite cru (matéria-prima), persistirdo nos
produtos finais, dai a importancia de sua deteccao pela indUstria. Quantidades pequenas podem
inibir culturas lacteas sensiveis, utilizadas na fabricacdo de queijos, iogurtes e de outros
produtos. O leite com residuos de antimicrobianos apresenta problemas na acidificacdo e na
textura dos queijos, acidificacdo e formacao de odores desfavoraveis na manteiga e no creme,
inibicdo dos cultivos de iogurte e de outros produtos fermentados (BRITO, 2000).

Os métodos convencionalmente utilizados para o tratamento térmico do leite, bem como os
processos tecnologicos de fabricacdo de derivados ndo degradam por completo os residuos de
antibioticos na materia-prima e os efeitos a sadde causados pelos produtos dessa degradacao sao
incertos, sendo provavel que, em certos casos, possam ser mais toxicos do que o antibidtico que

o0s originou. Ainda, o leite contaminado quando processado para a comercializagdo em po ou
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evaporado, além de ndo ter os residuos completamente degradados, pode apresenta-los de forma
concentrada (GALVANI, 2016).

Industrias de laticinios devem realizar testes para a pesquisa de antimicrobianos no leite
recebido antes de cada processamento. Entre os métodos disponiveis para a deteccdo de
antibioticos no leite, verificou-se que os testes qualitativos sdo amplamente utilizados em
fabricas de lacticinios (TRONCO, 2010). Entretanto, segundo Galvani (2016) ha uma falta de
sincronia com relagdo aos antimicrobianos presentes nos testes de investigacdo dos residuos
desses medicamentos nas empresas sob inspecdo Estadual no Rio Grande do Sul e o que de fato
esta sendo utilizado no tratamento dos animais em lactacdo. A investigacdo de residuos de
antimicrobianos nesses estabelecimentos industriais, provavelmente, ndo seria capaz de detectar
os antimicrobianos utilizados no tratamento dos animais em lactacdo, além do que a legislacédo
vigente ndo determina que haja essa interacdo. Dessa forma, oportuniza-se que um leite
improprio (pela presenca de antimicrobianos) seja aceito na plataforma de recepcéo industrial,
ocorrendo assim seu beneficiamento ou a producéo de derivados lacteos, acarretando prejuizos a

salide dos consumidores.

2.5 Controle de residuos no leite e legislacédo

Segundo Nunes (2013), o diagnostico sobre os principais fatores que determinam os desvios
da qualidade do leite produzido em uma regido pode ser elaborado a partir da caracterizacdo do
perfil de uso de antimicrobianos nos animais. O monitoramento do uso de antimicrobianos, da
ocorréncia de doencas e do perfil de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos auxilia na
formulacédo de politicas publicas e na elucidacdo dos fatos relacionados a ecoldgica microbiana
e das doencas. Portanto, a elaboracdo de um estudo que investigue a presenca de residuos de
antimicrobianos no leite cru produzido em uma regido, e a utilizacdo desses farmacos no
rebanho bovino leiteiro € de grande importancia para a comunidade cientifica e o pablico em
geral, além de auxiliar na formulacdo de campanhas educativas voltadas as boas praticas de
utilizacdo de produtos de uso veterinario no campo.

A legislacéo brasileira estabelece os padrfes de qualidade para o leite cru e proibe a adi¢ao
de qualquer substancia quimica na sua conservacdo (AMORIM, 2017). Os parametros fisico-
quimicos estdo descritos na Instrucdo Normativa n° 76 (BRASIL, 2018), cujo objetivo é
regulamentar a producdo e fixar a identidade e as caracteristicas do leite cru no pais,

estabelecendo, entre outras, a proibicdo de apresentar substancias estranhas a sua composicao,
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tais como agentes inibidores do crescimento microbiano, além de residuos de produtos de uso
veterinario e contaminantes acima dos limites maximos previstos em normas complementares.

A Instrucdo Normativa n® 77 (BRASIL, 2018a) estabelece os critérios e procedimentos para
a producéo, acondicionamento, conservacdo, transporte, selecdo e recepcdo do leite cru em
estabelecimentos registrados no servigo de inspecdo oficial. Determina que o estabelecimento
deve realizar o controle para cada recebimento do leite cru refrigerado de cada compartimento
do tanque do veiculo transportador, contemplando, entre outras, a analise para deteccdo de
residuos de produtos de uso veterinario de, no minimo, dois grupos de antimicrobianos e, em
frequéncia determinada em seu autocontrole, andlise de leite para todos os grupos de
antimicrobianos para o0s quais existam especificacdes de triagem analiticas disponiveis. A Rede
Brasileira de Laboratérios de Controle da Qualidade do Leite (RBQL) também esta envolvida
na realizacdo de analise com frequéncia minima de uma amostra mensal, para residuos de
produtos de uso veterinario, entre outros parametros.

Conforme a Instrucdo Normativa n® 77 (BRASIL, 2018a), o estabelecimento que constatar
ndo conformidade no leite analisado na recepcdo deve proceder a avaliacdo individualizada das
amostras dos produtores, para fins de rastreabilidade e de identificagdo de causas da néo
conformidade. Além disso, os estabelecimentos industriais devem realizar andlise individual do
leite de todos os produtores para determinagdo, entre outras, de substancias conservadoras,
conforme cronograma definido em seu programa de autocontrole.

Sempre que for constatada ndo conformidade nas analises individualizadas, devem ser
realizadas, na captacdo subsequente, todas as analises previstas para o recebimento diario do
leite cru refrigerado, no leite do produtor identificado (BRASIL, 2018a).

De acordo com o inciso I1X do artigo 497, do Decreto n® 9.013, de 29 de marco de 2017
(BRASIL, 2017a), consideram-se impréprios para o consumo humano, na forma em que se
apresentem, no todo ou em parte, as matérias-primas ou os produtos de origem animal que
contenham contaminantes, residuos de agrotoxicos e de produtos de uso veterinario acima dos
limites estabelecidos em legislacdo especifica. O inciso Il do artigo 501 do mesmo Decreto,
estabelece que se considera impréprio para qualquer tipo de aproveitamento, o leite cru quando,
na selecdo da materia-prima, apresente residuos de agentes inibidores do crescimento
microbiano.

O bem-estar e a saude dos seres humanos sdo direitos universalizados, sendo dever do Poder
Publico. A garantia da inocuidade de grande parcela dos alimentos ofertada ao consumo, quanto
a presenca de residuos decorrentes do emprego de drogas veterinarias, € possibilitada pelo
controle de residuos (BRASIL, 1999). Por imposicdo de paises importadores, o0 governo
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brasileiro criou em 1986, o Plano Nacional de Controle de Residuos Bioldgicos em Produtos de
Origem Animal (PNCRB), que em 1999 passou a se chamar Plano Nacional de Controle de
Residuos em Produtos de Origem Animal (PNCR) e a partir de 2007 comecou a ser chamado de
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) (SILVA, 2009). Dessa
forma, a Instrucdo Normativa n° 42 (BRASIL, 1999) estabelece o0 PNCRC, realizado por uma
rede de laboratorios do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), cujo
objetivo € conhecer e evitar a violacdo dos niveis de seguranca ou dos LMR’s de substancias
autorizadas, bem como a ocorréncia de quaisquer niveis de residuos de compostos quimicos de
uso proibido no pais.

Dados das publicacdes anuais referentes aos resultados gerais do subprograma de
monitoramento e subprograma exploratério do Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes, realizadas pela Secretaria de Defesa Agropecuéria do MAPA mostraram que,
entre os anos de 2014 e 2016 foram analisadas 3322 amostras de leite cru e encontradas seis
violacdes relacionadas a antimicrobianos, sendo que destas, duas sugeriram a utilizacdo do
principio ativo cloranfenicol, de utilizacdo proibida de acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 9,
de 27 de junho de 2003 (BRASIL, 2003). No ano de 2017, das 888 amostras de leite cru
testadas, 4 apresentaram violagdes referentes a antimicrobianos e, em 2018, das 1081 amostras
analisadas, 6 apresentaram-se ndo conformes quanto a presenca de antimicrobianos.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desenvolveu o Programa de Analise
de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (Pamvet), com o
objetivo de operacionalizar sua competéncia legal de controlar e de fiscalizar residuos de
medicamentos veterindrios em alimentos, tendo como linhas bésicas de monitoramento,
residuos em alimentos e resisténcia bacteriana. Esse Programa complementa as acdes ja
desenvolvidas pelo MAPA no ambito da producdo primaria, pois avalia o alimento tal como é
apresentado ao consumidor (BRASIL, 2009).

Schlemper e Sachet (2017) verificaram que, no sudoeste do Estado do Parana, de 100
amostras de leite pasteurizado analisadas, 11 foram positivas para beta-lactamicos e 6 foram
positivas para beta-lactdmicos e para tetraciclinas, demonstrando que as moléculas de
antimicrobianos ndo sdo destruidas pelo processo de pasteurizacdo, permanecendo em sua
totalidade ou como forma de metabdlito, o que evidencia a presenca de tais substancias no
produto final. Em relacdo a pesquisa de quinolonas e de sulfonamidas, de 99 amostras
analisadas, 4 foram positivas para o grupo das quinolonas e 6 foram positivas para

sulfonamidas, demonstrando que, se a presenca dessas substancias ocorre no leite e ndo é
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verificada, certamente o alimento contaminado passa pelo processo de industrializagéo e,
consequentemente, para as prateleiras dos supermercados.

Em outros paises € comum a pesquisa de residuos no leite cru. Em um estudo na Coréia em
2009, usando testes de inibicdo e confirmagéo dos resultados por cromatografia, 269 amostras
de leite cru foram analisadas e destas, 15 foram positivas para sulfonamidas e 3 para quinolonas.
Em uma investigacdo conduzida em Nova York em 2014, utilizando imunoensaios enzimaticos,
das 34 amostras de leite cru testadas, 28 foram positivas para residuos de antibioticos. Na
Macedonia, em 2011, foi realizado um estudo em 497 amostras de leite cru, sendo que todas
apresentaram valores positivos para residuos de antibidticos (SCHLEMPER; SACHET, 2017).

Nos Estados Unidos, os residuos de drogas sdo regulados por programas federais e estaduais
de seguranca alimentar como, por exemplo, o Federal/State Cooperative Program, the National
Conference on Interstate Milk Shipments (NCIMS), estabelecido sob a Lei do Servi¢o de Saude
Publica, para garantir a seguranca e a integridade do leite e dos produtos lacteos da classe “A”.
A Food and Drug Administration (FDA) e as autoridades reguladoras dos Estados Unidos
participam com a industria no NCIMS para manter padrdes de garantia da seguranca do
suprimento de leite no pais. A FDA publica 0 Grade “A” Pasteurized Milk Ordinance (PMO),
como Portaria modelo para os Estados adotarem. No Programa NCIMS Grau “A”, as agéncias
reguladoras estaduais sdo obrigadas a relatar as atividades de testes em leite cru para o National
Milk Drug Residue Data Base (NMDRDB). Em 2012, mais de 3,7 milhdes de testes foram
reportados a0 NMDRDB e, no mesmo ano, foi conduzido o Milk Drug Residue Sampling
Survey do Center for Veterinary Medicine (CVM). Dessa forma, qualquer leite que contenha
residuos de drogas de forma ilegal sob o Programa NCIMS Grau “A”, ndo estd autorizado a
entrar no suprimento humano de alimentos. Esfor¢os como esse inquérito e o programa de testes
em leite NCIMS auxiliam a garantir que quaisquer problemas que possam existir sejam
identificados e mitigados através da educacao, acao voluntaria da industria leiteira e fiscalizacéo
(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2015).

O PMO exige que uma amostra de leite cru seja coletada de cada tanque na propriedade
rural, juntamente com uma amostra obtida de cada caminhdo transportador de matéria-prima
que chega a uma fabrica de laticinios. A amostra de cada veiculo deve ser testada para a
presenca de, pelo menos, quatro medicamentos beta-lactdmicos especificos (penicilina,
ampicilina, amoxicilina, cloxacilina, cefapirina e ceftiofur). Os resultados positivos levam ao
teste obrigatorio nas amostras de leite cru de cada propriedade rural (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2015).
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Dinamarca e Inglaterra possuem um constante controle de residuos de antibidticos no leite,
normatizado por legislacfes rigidas e campanhas educacionais focadas na conscientizagdo do
produtor. A Franca adotou a proibicdo de utilizacdo de antimicrobianos de indicacdo médica
humana, para tratamento de enfermidades animais e em alimentos (PEREIRA; SCUSSEL,
2017).

No Brasil, o Programa de controle de residuos em nivel de fiscalizacdo federal realiza o
monitoramento apenas dos estabelecimentos registrados no Servico de Inspecdo Federal. Sendo
assim, torna-se necessario estabelecer uma ferramenta de controle no Estado do Rio Grande do
Sul, a fim de promover as diretrizes para 0 monitoramento e para as a¢des de controle sanitario
e de fiscalizacdo agropecuaria da Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Desenvolvimento Rural —
RS, de modo a contribuir para que os consumidores tenham acesso a alimentos seguros, com
relagdo & auséncia ou inviolabilidade dos limites maximos permitidos de antimicrobianos na
matéria-prima (leite cru). Além disso, a proposta desse trabalho vem ao encontro da tendéncia
de equivaléncia entre os Servicos de Inspecdo no Brasil, conforme estabelecido no Decreto n°
5741, de 30 de marco de 2006 — Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuéria
(SUASA), sendo assim uma exigéncia do MAPA para que 0 Servico de Inspecdo Sanitéaria do
Rio Grande do Sul permaneca com adeséo ao Sistema Brasileiro de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (SISBI-POA).
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3 MATERIAL E METODOS

A fim de subsidiar dados concisos atualizados e de estimar a verdadeira proporcdo da
presenca de residuos de antimicrobianos acima dos limites méximos de residuos, foram realizadas
coletas de amostras de leite cru a partir dos compartimentos dos tanques de ago inoxidavel dos
veiculos que entregam essa matéria-prima para 0s estabelecimentos industriais registrados no
Servico de Inspecdo Estadual do Rio Grande do Sul, na plataforma de recebimento dessas
industrias. Em seguida foi descrito um esbogo de Plano Estadual para o Controle de Residuos de
Antimicrobianos em Leite Cru. As etapas para o desenvolvimento da pesquisa estdo descritas a

sequir.

3.1 Identificacdo dos grupos de antimicrobianos pesquisados, no leite cru, pelos laticinios

Atualmente ha 25 estabelecimentos de leite e derivados registrados no Servico de Inspecao
Estadual do RS, cujas classificacdes referem-se a fabricas de laticinios, usinas de beneficiamento e
micro usinas de beneficiamento e industrializacdo de leite, que recebem entre 3700 e 1.233.165
litros de leite cru/més a granel para beneficiamento e/ou industrializacao.

Foi realizado um levantamento, junto a esses estabelecimentos registrados, sobre quais
grupos de antimicrobianos estavam sendo pesquisados nos testes de plataforma, dentre as opcbes de
beta-lactamicos, tetraciclinas, sulfonamidas, aminoglicosideos, macrolideos ou outros, através do
preenchimento de um questionario Unico (ANEXO 1), com opc¢do de mdltiplas respostas e de
inclusdo de grupos ndo elencados. No questionario foram contemplados o0s seguintes itens:
identificacdo e classificacdo do estabelecimento, teste utilizado pelo estabelecimento para deteccéo
de antimicrobianos e motivo da escolha, grupos de antimicrobianos pesquisados e ha quanto tempo

pesquisavam os antimicrobianos informados no momento da investigacao.

3.2 Determinacéo das rotas a serem analisadas: o plano amostral

Na Tabela 1 estabeleceu-se o numero total de rotas pertencente aos estabelecimentos
industriais, bem como o nimero de amostras (rotas) de leite cru a serem coletadas em cada um
deles, de acordo com a andlise estatistica. Ainda, na Tabela 1, as inddstrias foram organizadas de

acordo com a supervisao regional a qual pertencem, conforme instituido pela SEAPDR.
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A unidade amostral a ser considerada foi a rota geogréfica de coleta onde estdo distribuidos
0s produtores. Neste caso, entende-se por rota, 0 caminho percorrido pelo veiculo transportador,
onde estdo localizados os produtores de leite fornecedores da matéria-prima. Apesar de saber que 0
volume de leite também poderia ter influéncia sobre a pesquisa, optou-se por ndo considera-lo neste
trabalho.

Cada compartimento do veiculo contém uma rota, havendo a identificacdo do leite de todos
0s produtores que contribuem para o volume contido naquele compartimento. As amostras foram
coletadas de forma probabilistica aleatdria simples, totalizando 103 amostras. O software estatistico
utilizado foi 0 Win Pepi, versdo 11.65, com confianga de 95% nas 103 amostras (rotas) e margem de
erro de 5%.

Foram coletados 50 mL de leite cru por rota nos compartimentos dos tanques de aco
inoxidavel presentes nos veiculos transportadores, acondicionados em frascos de polipropileno de
primeiro uso com tampa, devidamente identificados quanto a rota e quanto ao estabelecimento
industrial de origem, sendo que cada frasco foi acondicionado em envoltério plastico. As amostras
foram congeladas, acondicionadas em caixas de isopor com meio refrigerante e remetidas ao
LANAGRO - RS acompanhadas de requisicdo preenchida, para a realizagdo das andlises
laboratoriais. Essa, por sua vez, foi depositada em envelope com a identificacdo do laboratorio
destinatario e enviada juntamente com a amostra.

A Tabela 1 apresenta o numero de estabelecimentos industriais participantes da pesquisa,
inseridos em suas respectivas supervisdes regionais. Para cada um deles foi realizado o
levantamento do nimero total de rotas e, a partir dai, o delineamento estatistico indicou o numero

de rotas que deveriam ter o leite cru coletado, em cada estabelecimento.

Tabela 1 - NUmero de rotas a serem coletadas em cada estabelecimento industrial.

Estabelecimentos industriais por Identificacdo do Numero total NUmero de amostras a
superviséo regional da SEAPDR estabelecimento de rotas serem coletadas
ljui Al 5 3
A2 2 1
Caxias do Sul A3 13 9
A4 5 3
A5 3
Santa Rosa A6 6 4
AT 10 7
Sdo Luiz Gonzaga A8 6 4

(continua)
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(conclusao)

Tabela 1 - NUmero de rotas a serem coletadas em cada estabelecimento industrial.

Estabelecimentos industriais por Identificacdo do Numero total NUmero de amostras a
superviséo regional da SEAPDR estabelecimento de rotas serem coletadas
Pelotas AL0 ) )
A1l 3 5
Passo Fundo Al2 12 8
A13 1
Al4 1
AlS 12 8
Palmeira das Missdes Al6 21 15
Al7 5 3
Al8 4 3
Al19 6 4
Estrela A20 2 1
A21 9 6
Cruz Alta A22 5 3
Soledade A24 12 8
Santa Maria A25 3 2
Total 154 103

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

3.3 Coleta da matéria-prima nas industrias participantes da pesquisa

Foi confeccionado um memorando oficial (APENDICE D), determinando a coleta da
matéria-prima e contendo, em anexo a ele, 0 modelo de requisicdo (APENDICE C) para coleta de
amostras e um instrutivo (APENDICE B) quanto aos procedimentos que deveriam ser adotados
nessas coletas.

As coletas de leite cru foram realizadas pelos Fiscais Estaduais Agropecuérios da SEAPDR
nos compartimentos dos tanques de aco inoxidavel dos veiculos transportadores nos
estabelecimentos industriais e, as amostras, enviadas ao Laboratorio de Anélise de Residuos de
Pesticidas e Medicamentos Veterinarios (RPM) do LANAGRO - RS. A matéria-prima recebida por
essas empresas tem origem em propriedades rurais no Estado do Rio Grande do Sul. A amostragem
foi aleatdria, sendo realizado, pelos Fiscais, um sorteio a partir do total de rotas e levando em
consideracdo o delineamento estatistico, em cada um dos 25 estabelecimentos em atividade no

periodo das coletas, compreendido em marco e abril de 2019, que recebem leite cru a granel.
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A aplicacdo do questionario (ANEXO 1) e a realizagdo das coletas de leite cru foram
realizadas pelos Fiscais Estaduais Agropecuarios atuantes no servico de inspecdo sanitaria de
alimentos de origem animal responsaveis pela inspecdo e fiscalizacdo nos estabelecimentos
registrados na SEAPDR.

3.4 Ensaios laboratoriais

A metodologia de analise utilizada, cromatografia liquida acoplada ao sistema de
espectrometria de massa tandem, foi desenvolvida e validada para aplicacdo em varias matrizes,
incluindo leite bovino. O método é considerado instrumento adequado e suficientemente seletivo,
por reduzir o nUmero de amostras que necessitariam ser analisadas em um método confirmatério e
quantitativo. O método foi validado de acordo com os critérios da Comissao de Decisdo 2002
657/EC e pelo Guia de Garantia de Qualidade Analitica do MAPA (European Commission 2002;
Brasil, 2011), os quais apresentam 0s requerimentos minimos para os métodos de residuos de
drogas veterinarias. A técnica tem sido utilizada desde 2013 no Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes para determinacdo de residuos de antibioticos, fornecendo centenas de
resultados para amostras reais. Os critérios avaliados incluem capacidade de deteccéo,
especificidade/seletividade, estabilidade e aplicabilidade/robustez. (JANK et al., 2017).

As amostras de leite cru obtidas do Servico de Inspecdo Estadual foram submetidas a analise
pelo LANAGRO — RS nos meses de maio, junho e julho de 2019. Durante o transporte e até a
chegada ao laboratério as amostras foram mantidas congeladas. Apds o descongelamento, foram
homogeneizadas e seu preparo consistiu na extracdo da fase solida por solventes, colocacdo em
mesa agitadora durante 10 minutos, centrifugacdo por 5 minutos, transferéncia dos sobrenadantes
para tubos limpos de polipropileno de 50 mL contendo C18 para lavagem. Apos os tubos foram
agitados em agitador vortex por 5 segundos e centrifugados novamente durante 5 minutos.
Imediatamente os sobrenadantes foram transferidos para tubos de polipropileno de 15 mL e
submetidos ao passo de purificacdo em baixa temperatura. Depois disso foram centrifugados
novamente por 10 minutos e os sobrenadantes limpos foram transferidos para outros tubos de 15
mL e evaporados em banho maria a 45°C, até chegar em volume abaixo de 1 mL. Entdo o extrato
foi transferido para o equipamento e o volume foi completado para 1 mL com &gua ultra pura e
submetido a analise. Um volume de 10 pL do extrato foi injetado no sistema analitico.
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Na Tabela 2 estdo apresentados o LMR, a capacidade de detecgdo (CCP) e o limite de
quantificacdo (LQ) em matriz leite, para todas as substancias antimicrobianas analisadas pelo

laboratdrio, indicando, ainda, a respectiva classe a qual pertencem.

Tabela 2 — Limite de quantificacdo (LQ), limite maximo de residuo (LMR) na matriz leite para
cada analito, capacidade de deteccdo (CCp) e limite de quantificagdo (LQ)

Substéncia Classe LQ (/L) LMR no leite Capacidade de deteccéo
(ng mL™) (CCP) (ng mL™)
ERI Macrolideos 10 40.0 10.0
SPR Macrolideos 50 200.0 50.0
LNC Lincosamidas 37,5 150.0 375
TIL Macrolideos 125 50.0 125
AZT Macrolideos 25 100.0 25.0
CLN Lincosamidas 375 150.0 375
TLM Macrolideos 125 50.0 125
SMA Sulfonamidss 25 100.0 25.0
SDMX Sulfonamidas 25 100.0 25.0
SQX Sulfonamidas 25 100.0 25.0
SDX Sulfonamidas 25 100.0 25.0
SFX Sulfonamidas 25 100.0 25.0
STZ Sulfonamidas 25 100.0 25.0
SCP Sulfonamidas 25 100.0 25.0
SDz Sulfonamidas 25 100.0 25.0
SMR Sulfonamidas 25 100.0 25.0
SMz Sulfonamidas 25 100.0 25.0
NORF Fluoroquinolonas 2,5 10.0 25
DIFLO Fluoroquinolonas 25 100.0 25.0
CIPRO Fluoroquinolonas 12,5 50.0 125
ENRO Fluoroquinolonas 12,5 50.0 125
SARA Fluoroquinolonas 5 20.0 5.0
NALID Quinolonas 5 20.0 5.0
FLU Quinolonas 12,5 50.0 125
OXO0 Quinolonas 5 20.0 5.0
DANO Fluoroquinolonas 75 30.0 7.5
TMP Diidrofolato 125 50.0 125
inibidores da redutase
BMX Mucoliticos 125 50.0 125
TET Tetraciclinas 25 100.0 25.0
CTC Tetraciclinas 25 100.0 25.0
DOX Tetraciclinas 50 100.0 25.0
oTC Tetraciclinas 25 100.0 25.0
PNG Beta-lactamicos 1 4.0 1.0
PNV Beta-lactamicos 1 4.0 1.0
AMP Beta-lactamicos 1 4.0 1.0
AMX Beta-lactamicos 1 4.0 1.0
OXA Beta-lactamicos 7,5 30.0 7.5
CLX Beta-lactamicos 75 30.0 7.5
DCX Beta-lactamicos 75 30.0 7.5
CFT Beta-lactdmicos 25 100.0 25.0
CFQ Beta-lactdmicos 5 20.0 5.0
CFAP Beta-lactamicos 15 60.0 15.0
CFOP Beta-lactamicos 125 50.0 125
CFN Beta-lactamicos 5 20.0 5.0
NAFC Beta-lactamicos 75 30.0 7.5

CFX Beta-lactamicos 25 100.0 25.0
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Fonte: adaptado de Jank el al. (2017).

Segundo a ANVISA (2009), o limite de deteccdo do método representa a menor
concentracdo em exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental.

Os reagentes quimicos utilizados nas analises foram Tetraciclina (TC), Oxitetraciclina
(OXI), Clortetraciclina (CTC), Doxiciclina (DOX), Sulfadiazina (SDZ), Sulfatiazol (STZ),
Sulfametazina (SMZ), Sulfametoxazol (SMA), Sulfaquinoxalina (SQX), Sulfadimetoxina (SDMX),
Sulfadoxina (SDX), Sulfacloropiridazina (SCP), Sulfamerazina (SMR), Sulfizoxazol (SFX), acido
nalidixico (NALID), acido oxolinico (OXO), Flumequina (FLU), Ciprofloxacino (CIPRO),
Enrofloxacino (ENRO), Difloxacino (DIFLO), Sarafloxacino (SARA), Danofloxacino (DANO),
Norfloxacino (NORF), Penicilina G (PNG), Penicilina V (PNV), Ampicilina (AMP), Amoxicilina
(AMX), Oxacilina (OXA), Cloxacilina (CLX), Dicloxacilina (DCX), Ceftiofur (CFT), Cefapirina
(CFAP), Cefoperazona (CFOP), Nafcilina (NAFC), Cefquinoma (CFQ), Cefalonio (CFN),
Cefalexina (CFX), Eritromicina (ERT), Espiramicina (SPR), Tilmicosina (TLM), Azitromicina
(AZT), Tilosina (TIL), Lincomicina (LNC), Clindamicina (CLN), Trimetoprim (TRI) e Bromexina
(BMX).

Na tabela 3 estdo exibidos o limite de quantificacdo (utilizado pelo laboratério) e 0 LMR (de
acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 5 de 2019 do MAPA) para cada antimicrobiano. O limite de
quantificacdo é a concentracdo minima para a quantificacdo das substancias e € menor que 0 LMR,
exceto para o analito Clindamicina, para o qual ndo existia LMR disponivel, sendo desenvolvido
pelo LANAGRO um método de analise, utilizando como base o LMR da Espiramicina para realizar
a validacdo. O método foi ofertado a Coordenacdo Geral de Laboratérios Agropecuarios (CGAL) do
MAPA, que incluiu a Clindamicina no PNCRC, mas com um LMR diferente do utilizado para a

metodologia.

Tabela 3 - Limite de quantificacdo (LQ) e limite maximo de residuo (LMR), em leite.

Antimicrobiano LQ (ug/L) LMR (ug/L)
Tetraciclina 25 Soma igual a 100
Oxitetraciclina 25 Soma igual a 100
Clortetraciclina 25 Soma igual a 100
Doxiciclina 50 Soma igual a 100
Sulfadiazina 25 Soma igual a 100
Sulfatiazol 25 Soma igual a 100

Sulfametazina 25 Soma igual a 100
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(continua)

Tabela 3 - Limite de quantificacdo (LQ) e limite maximo de residuo (LMR), em leite.

Antimicrobiano LQ (ug/L) LMR (ug/L)
Sulfametoxazol 25 Soma igual a 100
Sulfaquinoxalina 25 Soma igual a 100
Sulfadimetoxina 25 Soma igual a 100
Sulfadoxina 25 Soma igual a 100
Sulfacloropiridazina 25 Soma igual a 100
Sulfamerazina 25 Soma igual a 100
Sulfizoxazol 25 Soma igual a 100
Acido Nalidixico 5 20
Acido Oxolinico 5 20
Flumequina 12,5 50
Ciprofloxacino 12,5 Soma igual a 100
Enrofloxacino 12,5 Soma igual a 100
Difloxacino 25 100
Sarafloxacino 5 20
Danofloxacino 7.5 30
Norfloxacino 2,5 10
Penicilina G 1 4
Penicilina V 1 4
Ampicilina 1
Amoxicilina 1
Oxacilina 7,5 30
Cloxacilina 7,5 30
Dicloxacilina 7,5 30
Ceftiofur 25 100
Cefapirina 15 60
Cefoperazona 12,5 50
Nafcilina 7,5 30
Cefquinoma 5 20
Cefal6nio 5 20
Cefalexina 25 100
Eritromicina 10 40
Espiramicina 50 200

Tilmicosina 12,5 50
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(continua)

(conclusao)

Tabela 3 - Limite de quantificacdo (LQ) e limite maximo de residuo (LMR), em leite.

Antimicrobiano LQ (ug/L) LMR (ug/L)

Azitromicina 25 25
Tilosina 12,5 100
Lincomicina 37,5 150
Clindamicina 37,5 10
Trimetoprim 12,5 50
Bromexina 12,5 50

Cloranfenicol 0,1 0,30
Tianfenicol 2 10
Florfenicol 1 10

Fonte: Brasil (2019).

3.5 Elaboracdo de esboco do programa estadual de controle de residuos de

antimicrobianos em leite cru

Apos a obtencdo dos dados foram delineadas as principais iniciativas para a elaboracdo de um
esboco do Programa Estadual de Controle de Residuos de Antimicrobianos em leite cru, a ser
proximamente estabelecido através de Instrucdo Normativa publicada pela Secretaria da
Agricultura, Pecuaria e Desenvolvimento Rural — RS. Como base, foi utilizado o Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal do MAPA, levando em
consideracdo somente o Programa de Controle de Residuos em Leite e as Instru¢cbes Normativas n°
76/2018 e 77/2018, ambas do MAPA, sendo realizadas as adaptacGes necessarias de acordo com a

realidade do Servico Veterinario Oficial do Rio Grande do Sul e com as demandas da SEAPDR.

3.6 Analise dos resultados

A andlise qualitativa dos resultados levou em consideracdo os grupos antimicrobianos, sendo
que os anfenicdis (Cloranfenicol, Tianfenicol e Florfenicol) s&o principios ativos proibidos para
uso veterinario e na alimentacdo animal. Dessa forma, verificou-se apenas a presenga ou

auséncia destes compostos.
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Os demais principios ativos foram testados quanto a presenca ou auséncia e, estando

presentes, seriam quantificados e comparados ao LMR.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélise do questionario aplicado aos laticinios

A anélise foi baseada a partir dos dados obtidos através do questionario (APENDICE A)
aplicado nos 25 estabelecimentos registrados no Servigco de Inspecdo Estadual do RS. De acordo
com o questionario foi verificado que a totalidade dos estabelecimentos realizava a pesquisa
simultanea de beta-lactamicos e de tetraciclinas na recepcao do leite cru, como pode ser observado
na Figura 1. Dos 25 estabelecimentos, apenas 8 utilizavam testes para deteccdo de outros
antimicrobianos, além de tetraciclinas e de beta-lactdmicos, sendo sulfonamidas, aminoglicosideos,
macrolideos e cefalosporinas, como apontado na Figura 1. Com relacdo a eleicdo das marcas dos
testes de triagem, foi verificado que 15 industrias utilizavam o teste Twinsensor BT® (CAP-LAB),
6 usavam o Beta Star® (NEOGEN), 3 faziam uso do Snap® (IDEXX Laboratories) e 1 do Eclipse
50® (CAP-LAB).

Dessa forma, a investigacdo de residuos de antimicrobianos nesses estabelecimentos
industriais propicia a presenca de residuos de outros principios ativos utilizados nos animais em
lactacdo, oportunizando-se que um leite impréprio (pela presenca de antimicrobianos) possa ser
aceito na plataforma de recepcao industrial, ocorrendo assim seu beneficiamento ou a producao de
derivados lacteos.

A analise do questionario demonstrou, ainda, que a maioria dos estabelecimentos industriais
utilizava os testes eleitos ha mais de trés anos e os escolheu por orientacdo do Responsavel Técnico,
por possuirem boa leitura e resultados confidveis e pelo preco do teste. Apenas oito das industrias
optaram por determinado teste, levando em consideracdo o conhecimento dos antimicrobianos
utilizados nas propriedades rurais dos seus fornecedores de leite.

A figura 01 descreve a quantidade e quais as classes de antimicrobianos pesquisadas nos
testes de triagem, em relacdo aos estabelecimentos registrados na SEAPDR. Na figura 1 é possivel
observar que a maioria dos estabelecimentos realiza a pesquisa de antimicrobianos apenas para a
classe dos beta-lactamicos e das tetraciclinas e, apenas 8 industrias pesquisam, além desta, outras

classes, sendo tetraciclinas, sulfonamidas, aminoglicosideos, macrolideos e cefalosporinas.
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Figura 1 — Identificagdo e quantidade de classes de antimicrobianos pesquisadas nos testes de
triagem, em relagdo aos estabelecimentos industriais registrados na SEAPDR.

Fonte: elaborado pela autora, a partir dos dados obtidos no questionario (2019).

Galvani (2016) aplicou 0 mesmo questionario em 36 estabelecimentos de leite e derivados
dos 57 registrados na SEAPDR, a época. Observou que beta-lactamicos eram avaliados pelos 36
estabelecimentos, dentre os quais, 11 pesquisavam exclusivamente residuos desse antibi6tico.
Tetraciclinas eram monitoradas por 25 dos estabelecimentos. Verificou, ainda, que para 24 das
unidades industriais, o0 motivo da escolha pelo teste de triagem foi praticidade e rapidez no
procedimento, demonstrando que, na maioria das indudstrias registradas na SEAPDR, a escolha de
analisar determinados antimicrobianos, ndo esta associada com o conhecimento prévio sobre quais

dessas substancias sdo utilizadas pelos fornecedores de leite no tratamento dos animais.

4.2 Estabelecimentos industriais, rotas e amostras coletadas

Na figura 2 estd descrita a distribuicdo dos estabelecimentos industriais por supervisao
regional.

Conforme a figura 2 podemos observar um total de 154 rotas estabelecidas, das quais foram
coletadas 103. A Supervisdo Regional de Palmeira das MissGes apresentou 0 maior nimero de rotas

(42) e de amostras coletadas (29), seguida pela Supervisao Regional de Caxias do Sul com 24 rotas
e 16 amostras coletadas.
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Figura 2 - Distribuig&o das rotas dos estabelecimentos de leite e derivados por superviséo regional da
SEAPDR.

Fonte: elaborado pela autora (2019).

4.3 Andlise dos dados laboratoriais das amostras de leite

A andlise laboratorial demonstrou que as amostras apresentaram resultado abaixo do limite
de quantificacdo (LQ) para todos os analitos nas trés datas verificadas.

A tabela 5 revela o LQ e o limite maximo de residuo (LMR) em matriz leite para as
substancias Cloranfenicol, Tianfenicol e Florfenicol. O resultado da andlise laboratorial das
amostras apresentou-se abaixo do LQ para os analitos listados, nas trés datas verificadas. Para esses
principios ativos, a capacidade de detec¢do ndo é determinada, pois, de acordo com a Decisdo da
Comunidade Europeia (657/EC, 2002), em caso de substancias relativamente as quais ndo se
encontre definido um limite permitido, a capacidade de deteccdo € a concentracdo mais baixa a que
0 método é capaz de detectar amostras realmente contaminadas. Essa determinacdo é importante,

Vvisto que se trata de substancias proibidas para uso no Brasil.

Tabela 4 - Limite de quantificacdo (LQ) e limite maximo de residuo (LMR) em matriz leite para
Anfenicois.

LQ (ug/L) Limite maximo de
residuo (LMR)
Analitos TECNICA 02/05/2019 04/06/2019 05/07/2019
Cloranfenicol LC-MS/MS 0,1 0,1 0,1 0,3
Tianfenicol LC-MS/MS 2 2 2 10
Florfenicol LC-MS/MS 1 1 1 10

unidade de medida - pug/L
Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Segundo Jank et al. (2017) o método amostral desenvolvido e validado utilizado pelo
LANAGRO realiza a analise de 49 residuos de antibioticos pertencentes as classes das quinolonas,
fluoroquinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas, beta-lactdmicos, cefalosporinas, trimetropim e
bromexina. O método € factivel para determinacdo de residuos de antibioticos de varias classes em
diversos tipos de matrizes alimentares. Para cada classe farmacoldgica, métodos quantitativos e
confirmatorios foram previamente desenvolvidos e validados. Quanto ao limite de deteccdo do
método, existe a capacidade para que todos os analitos sejam detectados corretamente em niveis de
concentracdo de pelo menos metade do limite maximo de residuo (LMR). Espectrometria de massa
tandem € uma técnica altamente especifica. O detector utilizado permite dados de massa altamente
acurados que, se combinados com dados de tempo de retencdo, levam a resultados considerados
muito especificos.

Jadhav et al. (2019), em uma abordagem unificada de preparagdo de uma Unica amostra de
leite bovino, para analises multirresiduos de alto rendimento de medicamentos veterinarios e de
pesticidas medidos por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massa em modo tandem,
recomendam a técnica como ideal para analises regulatérias de analitos.

Zhao et al. (2018) indicaram que a cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massa
em modo tandem foi capaz de quantificar medicamentos veterinarios de mdltiplas classes e
multiplos residuos em diferentes matrizes de carne. Os resultados mostraram que a extracdo liquido-
liquido em duas etapas foi eficiente para todo o espectro de medicamentos veterinarios.

Os dados obtidos ap6s a analise das amostras pelo LANAGRO — RS indicaram que nenhum
dos compostos de interesse encontrava-se acima do LQ do método, ou seja, sua concentracdo, se
existentes, era tdo baixa que ndo superava nem a concentracdo minima para a quantificacdo das
substancias, ndo sendo possivel realizar uma analise da quantidade presente, uma vez que limite de
quantificacdo é definido como a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.
Porém, como o método utilizado ndo possui estipulado o limite de detecgdo, ou seja, a concentracao
minima para que possa distinguir o sinal do composto de interesse de demais sinais, como efeito
matriz ou coeluentes, ndo ¢é possivel afirmar nem que ha a presenca dos compostos, nem que eles
ndo estejam presentes, embora se estivessem, estariam presentes em niveis entre o limite de
deteccdo e o limite de quantificagdo dos compostos. Nesse mesmo contexto, segundo a ANVISA
(2009), o limite de deteccéo é a menor concentracdo, em teste analitico, que pode ser detectada, mas

ndo necessariamente quantificada, dos compostos nesta matriz.



44

Chiaradia, Collins e Jardim (2008) consideraram a cromatografia com deteccdo por
espectrometria de massas uma técnica bastante eficiente na analise de substancias toxicas em nivel
de tracos, em alimentos, no sentido de terem sido atingidos, na maioria das técnicas de analise
desenvolvidas, limites de quantificacdo abaixo dos LMR’s dos compostos de interesse, de ter sido
possivel detectar a maioria dos compostos que se desejou analisar, de ter sido detectado um grande
numero de analitos de diferentes classes simultaneamente, no caso de analises multirresiduais, e da
possibilidade de confirmar a identidade dos compostos analisados, com exatidéo.

Silva et al. (2013), a partir de verificagdo de que amostras de leite de areas rurais
apresentaram uma propor¢do muito maior de residuos do que amostras colhidas em &reas urbanas,
sugerem que a deteccdo de antimicrobianos é mais frequente em amostras provenientes da mistura
do leite de poucos animais, quando comparada a mistura de grandes volumes, provavelmente pela
diluicdo resultante da mistura do leite nos laticinios, reforcando a necessidade da realizacdo de
testes para a pesquisa de antimicrobianos previamente a mistura do leite de diferentes tanques, ao
posterior transporte em veiculos com tanque de aco inoxidavel.

A sugestdo de Silva et al. (2013) corrobora com o presente estudo, uma vez que a mistura de
leite dos diversos produtores pertencentes as rotas de coleta pode ter interferido na concentragdo dos
antimicrobianos, pela diluicdo em grandes volumes de matéria-prima nos compartimentos de aco
inoxidavel dos veiculos transportadores.

O resultado obtido (valores abaixo do limite de quantificacdo) por si s6 ja indica que a
amostra coletada de cada rota, caso apresentasse residuos de antimicrobianos, estes estariam abaixo
do LMR, visto que os limites de quantificacdo sdo ainda menores que aqueles, sendo assim possivel
afirmar que, do ponto de vista dos residuos de antimicrobianos estudados, o produto esta apto ao
consumo. Nao se pode, no entanto afirmar que o leite de todas as propriedades de cada uma das
rotas esta livre de residuos de farmacos, visto que a presenca destes no produto recebido de alguma
das propriedades pode ter sido mascarada por conta da diluicdo causada pela mistura da matéria-
prima de vérias propriedades em um mesmo compartimento do veiculo transportador. A Unica
maneira de afirmar que todo o leite armazenado nas propriedades rurais de cada rota esta livre
desses residuos seria a obtencdo de amostras individuais de cada tanque de refrigeracdo do leite. A
partir das coletas realizadas por rota e os resultados que foram obtidos nos testes laboratoriais, é
possivel apenas concluir que o produto composto da mistura de todas as propriedades rurais
pertencentes a determinada rota esta abaixo do LMR para residuos de antimicrobianos e apto ao
consumo humano.

A partir do estudo realizado com a aplicacdo do questionario para verificar os principios

ativos utilizados pelas industrias, na triagem para pesquisa de residuos de antimicrobianos e da
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realizacdo de ensaios sensiveis e especificos para os analitos existentes, pretendeu-se demonstrar a
importancia da implantacdo de um Programa Estadual de Controle de Residuos de Antimicrobianos
em leite cru no Estado do Rio Grande do Sul, para a protecdo da saude publica. Embora ndo tenha
sido detectada a presenca de residuos de antimicrobianos nas amostras pesquisadas, ressalta-se que
esse resultado apenas indicou a isen¢do do perigo direto ao consumidor, entretanto ndo revelou as
praticas realizadas nas propriedades rurais.

Nesse sentido, a Instrucdo Normativa n° 77 (BRASIL, 2018a) estabelece que os
estabelecimentos industriais devem manter, como parte de seu programa de autocontrole, o plano de
qualificacdo de fornecedores de leite, o qual deve contemplar a assisténcia técnica e gerencial, bem
como a capacitacdo de todos os seus fornecedores, com foco em gestdo da propriedade e
implementacdo das boas praticas agropecuarias. Dentre estas, destaca-se o0 uso racional e a
estocagem de produtos quimicos, agentes toxicos e medicamentos veterinarios. Determina, ainda,
andlise de, no minimo, dois grupos de antimicrobianos, para cada recebimento de matéria-prima e
analise do leite para todos os grupos de antimicrobianos para os quais existam especificacdes de
triagem analiticas disponiveis, na plataforma das inddstrias, em frequéncia determinada em seu
programa de autocontrole.

A elaboragdo do Programa Estadual deve contemplar, também, a necessidade de empenhar
esforcos para que os principios ativos testados na plataforma de recepcdo dos estabelecimentos
industriais sejam, no minimo, 0s mesmos constantes nos medicamentos utilizados no tratamento
dos animais a campo, além de contribuir para as acdes de controle sanitério e politicas publicas de
fiscalizacdo de alimentos.

Justifica-se, ainda, para demonstrar aos diferentes agentes da cadeia produtiva do leite, a
necessidade de constante aprimoramento das boas praticas agropecuarias e de fabricacdo e a
verificacdo do uso correto e seguro dos medicamentos veterinarios a fim de reduzir a probabilidade
de violacdo dos limites de referéncia estabelecidos para residuos e contaminantes em produtos de
origem animal, visando a evitar a presenca desses principios-ativos, comportando todo um esforco
no sentido de ofertar aos consumidores do Rio Grande do Sul, alimentos lacteos seguros.

Ibach et al. (1998), verificaram que os produtores rurais ndo respeitam o periodo de espera
entre a utilizacdo de antibioticos e a ordenha, sendo detectados residuos de oxacilina no leite apds
28 dias de utilizacdo. Dessa forma, a populacdo que tem por habito o consumo desse produto
frequentemente, na forma primaria ou em derivados, estd constantemente ingerindo residuos de
antibioticos. Segundo Galvani (2016), a forma mais efetiva de minimizar a presenca de residuos de

medicamentos no leite é através da mudanca de comportamento do produtor rural, mediante
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assisténcia técnica veterinéria, contemplando entre outras orientacfes, esclarecimento quanto ao
correto periodo de caréncia.

Lopes, Carraro e Veiga (2002) realizaram uma pesquisa em 80 propriedades leiteiras na
regido de Curitiba, no Parana, e detectaram a prevaléncia expressiva de residuos de antimicrobianos
em 75% das amostras de leite pesquisadas.

Lapierre et al. (2019) pesquisaram a presenca de residuos de antimicrobianos em carne de
cordeiro e leite, provenientes de fazendas familiares camponesas selecionadas em oito regiGes do
Chile. Verificaram que 4 das 14 amostras de carne de cordeiro e 11 de 9 amostras de leite
apresentaram resultados positivos para diferentes classes de residuos de antimicrobianos, como
tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos e beta-lactamicos, sendo que trés amostras excederam
0 LMR para essas matries.

Galvani (2016) realizou a coleta de 388 amostras de leite cru em propriedades rurais no Rio
Grande do Sul, diretamente dos tanques de armazenamento, representando o leite de todas as vacas
lactantes no momento da coleta, no periodo de julho a novembro de 2013. Verificou que das 388
amostras de leite cru analisadas, 96 apresentavam algum residuo de antimicrobiano, de 45 analitos
pesquisados e, destas, 5 foram consideradas suspeitas para violacdo do LMR estipulado na
legislagdo. Em 91 amostras, observou que a deteccdo de residuos ndo ultrapassou a metade da
concentracdo do LMR. Das classes de antimicrobianos detectadas, constatou que os macrolideos,
seguidos das quinolonas e das tetraciclinas foram os mais comumente encontrados em leite cru de
propriedades rurais do Rio Grande do Sul e, inclusive, das 5 amostras consideradas suspeitas para
violagdo do LMR, todas referiam-se a classe dos macrolideos. Em 21 amostras de leite cru
identificou a presenca de mais de um de antibiotico. Salienta, ainda, que os residuos de antibioticos
da classe dos beta-lactamicos ndo obtiveram expressiva presenca nas amostras de leite cru
analisadas. A justificativa para esses resultados pode estar no fato de que o principal agente
causador da mastite, Staphylococcus aureus, ja demonstra resisténcia aos beta-lactdmicos, enquanto
que os antibidticos da classe dos macrolideos, destacando-se a eritromicina, surgem como opcao

terapéutica para a mastite estafilocécica.

4.4 Confeccéo de esbogo do programa estadual de controle de residuos de antimicrobianos

em leite cru

Apesar de a andlise das amostras realizadas pelo LANAGRO — RS ter demonstrado que

todos os resultados obtidos ficaram abaixo do limite de quantificacdo, considera-se importante a
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implantagdo de um Programa Estadual de Controle de Residuos de Antimicrobianos em Leite Cru
(APENDICE B), a ser proximamente estabelecido através de Instrucdo Normativa publicada pela
SEAPDR - RS, para gque se tenha o constante monitoramento dessas substancias na matéria-prima e
para manter a equivaléncia do Servico de Inspecdo Estadual do Rio Grande do Sul ao Sistema
Brasileiro de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (SISBI — POA), sendo esta, uma exigéncia
do Ministério da Agricultura e Abastecimento, determinada em auditoria.

Galvani (2016), pelos dados obtidos em seu estudo, recomenda a ado¢do de um programa
regular no Rio Grande do Sul, para monitorar a presenca de residuos de medicamentos veterinarios
no leite.

Muitas acdes de fiscalizacdo sdo baseadas em Programas de Estado, cujo objetivo é de
orientar, regulamentar e padronizar a¢6es sanitarias, como os Programas Federais de Satude Animal
(de Brucelose e Tuberculose, de Febre Aftosa, de Raiva dos Herbivoros e Encefalopatia
Espongiforme Bovina, de Sanidade Avicola, de Sanidade Apicola, de Sanidade dos Equideos, de
Sanidade de Caprinos e Ovinos, de Sanidade dos Suideos e de Sanidade dos Animais Aquaticos) e
os Programas relacionados ao Servigo de Inspecdo Federal (de Controle de Patdgenos, de Avaliacao
de Conformidade de Padrbes Fisico-quimicos e Microbioldgicos de Produtos de Origem Animal
Comestiveis e Agua de Abastecimento e o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes) (BRASIL, 2019).

Partindo da premissa de que o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento ja realiza
o controle de residuos e contaminantes nos estabelecimentos sob sua chancela, um controle
realizado pela SEAPDR nas industrias sob sua fiscalizacdo abrangeria a maioria das propriedades
fornecedoras de leite cru, fazendo com que os Servicos de Fiscalizacdo (Federal e Estadual)
atuantes no Estado do Rio Grande do Sul tenham grande parte do controle dessa matéria-prima no
que se refere ao monitoramento de residuos de antimicrobianos. Com a publicacdo da Instrugédo
Normativa 77 (BRASIL, 2018a), a atuacdo da SEAPDR no controle de residuos de antimicrobianos
em leite cru nas industrias registradas no Servico de Inspecdo Estadual torna-se mais factivel, uma
vez que a proposta estabelece a coleta de amostras de leite cru para a pesquisa de violacdo do LMR
de antimicrobianos a partir dos resultados das amostras individuais de todos os fornecedores de leite
cru. Dessa forma, as amostras individuais remetidas aos laboratérios da Rede Brasileira de
Laboratorios de Controle da Qualidade do Leite (RBQL), que apresentarem resultado positivo para
a presenca de antimicrobianos terdo as propriedades rurais de origem fiscalizadas pelo Servigo
Veterinario Oficial da SEAPDR, para levantamento das possiveis causas da ndo conformidade

identificada, com colheita de amostra de leite cru.
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5 CONCLUSAO

No que se refere a presenca de residuos de antimicrobianos em leite cru, os resultados da
presente pesquisa demonstraram que, nas amostras testadas, 0s principios ativos ndo estavam
presentes, ndo sendo possivel realizar a quantificacdo para verificar a violacdo ou ndo do limite
maximo de residuo.

Entretanto, a presenca de residuos de antimicrobianos em leite cru deve ser um motivo de
preocupacao para autoridades sanitarias e para estabelecimentos de leite e derivados, pelo risco
que pode causar a saude do consumidor e pelos prejuizos na producdo de derivados lacteos,
respectivamente. Essa constatagdo confirma-se pelo fato de que, conforme levantamento
realizado nesta pesquisa através da aplicacdo de questionario, apenas as classes de
betalactamicos e de tetraciclinas sdo pesquisadas pela totalidade das inddstrias, além de um
numero reduzido delas que verifica, também, sulfonamidas, aminoglicosideos e macrolideos.

Dessa forma, existe a possibilidade de haver matéria prima contaminada com residuos de
antimicrobianos e estes, por consequéncia, estarem presentes no leite fluido de consumo direto e
nos derivados, acarretando prejuizos a saude dos consumidores.

Portanto, acdes que culminem em elementos de monitoramento de residuos de
antimicrobianos coordenadas pelo Poder Publico sdo essenciais para avaliar a exposicao
humana a esses compostos e 0 potencial risco a satde publica, o que possibilita, a partir dos
dados gerados nesse estudo, a estruturacdo do Programa Estadual de Controle de Residuos de

Antimicrobianos em Leite Cru.
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ANEXO | — Questionario

AVALIACAO DA PESQUISA DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS NA PLATAFORMA DE
RECEBIMENTO DO LEITE - DIPOA ) |
Classifit cacao do estabelecimento: CISPOA Nn°:

__IFabrica de Laticinios L_lusina de Beneficiamento de Leite
L_IMicro Usina de Beneficiamento
1- Teste-Kit de detecgao de residuos de antibiéticos utilizado na empresa

Nome:

Marca:

2- Grupos de residuos de antibiéticos pesquisados (é possivel marcar mais de

uma opgao):
__IBetalactamicos L_ITetraciclinas L_ISulfonamidas
l—]Aminoglicosideos (ex. gentamicina) uMacroIideos

Outros? Quais:

3- Motivo da escolha, pela empresa, do Teste-Kit para pesquisa dos residuos de
antibioticos descritos no item 2 (é possivel marcar mais de uma opgao):

L] Prego do Teste-Kit

__IConhecimento dos antibiéticos utilizados nas propriedades rurais dos seus fornecedores
de leite

L Orientagao do Responsavel Técnico do Laticinio

Qutro. Qual?

4- Ha quanto tempo pesquisa os residuos de antibidticos descritos no item 02?

[—J<6meses L) 6 meses a 1 ano u1a3anos |—|+de3anos
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APENDICE A - Eshogo de Programa Estadual de Controle de Residuos de Antimicrobianos em
Leite Cru

Introducéo:

O Programa tera suas acGes direcionadas para se conhecer e evitar a violagdo dos LMR’s de
substancias antimicrobianas autorizadas, bem como a ocorréncia de quaisquer niveis de residuos de
compostos quimicos antimicrobianos de uso proibido no pais. Os antimicrobianos podem, em
solugdes diluidas, impedir temporariamente ou definitivamente as funcdes vitais de bactérias. O uso
seguro e correto dessas drogas para O tratamento e prevencdo de doengas estd amplamente
difundido na pecuéria. O uso indiscriminado dessas substancias promove o desenvolvimento de

microrganismos resistentes, dificultando a acdo da antibioticoterapia.

Objetivo:

Tornar a SEAPDR parte integrante do esforco destinado a melhoria da produtividade e da
qualidade do leite e dos seus derivados colocados a disposi¢cdo dos consumidores. Para isso, as
metas estardo direcionadas para a verificacdo do uso correto e seguro dos antimicrobianos, de
acordo com as praticas recomendadas, no sentido de garantir a producdo e a produtividade do leite
no Rio Grande do Sul, com acGes direcionadas ao conhecimento das violagdes em decorréncia do

uso indevido desses medicamentos.

Operacionalizagao do Programa:

1. Todos os fornecedores de leite cru, cujas amostras individuais remetidas aos laboratérios da Rede
Brasileira de Laboratorios de Controle da Qualidade do Leite (RBQL), conforme a Instrucédo
Normativa n® 77/2018 (BRASIL, 2018), apresentarem resultado positivo para a presenca de
antimicrobianos terdo suas propriedades fiscalizadas pelo Servigo Veterinario Oficial da SEAPDR,
para levantamento das possiveis causas da ndo conformidade identificada, com colheita de amostras
de leite cru em triplicata (BRASIL, 2009) diretamente do tanque de armazenagem da matéria-prima
na propriedade rural de origem do leite, ap6s a ordenha de todos os animais, seguindo o
procedimento prévio de homogeneizacao.

2. A amostra devera ser enviada aos laboratorios da rede oficial (LANAGRO) do MAPA.

3. Se o resultado da analise da amostra for negativo nenhuma agéo é recomendada.

4. Confirmada a violagdo do LMR:

4.1 Notificar o proprietario e o estabelecimento industrial receptor;
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4.2 A propriedade fica impedida de comercializar a matéria-prima até a apresentacdo de resultado
negativo em uma nova analise, a partir de coleta oficial.

5. Confirmada a utilizacdo de substancias proibidas:

5.1 Notificar o proprietario e o estabelecimento industrial receptor;

5.2 Cabe recurso da analise da contraprova até 15 dias ap0s a notificacéo;

5.3 Confirmado o resultado da primeira analise pela contraprova, fica o proprietario sujeito a
sancOes decorrentes de sindicancia da Policia Federal, bem como do Ministério Publico Federal,

5.4 A propriedade fica impedida de comercializar a matéria-prima até a apresentacdo de resultado

negativo em uma nova analise, a partir de coleta oficial.

Colheita, preparacao, acondicionamento e envio de amostras sob investigacao, para anlise:
Sera rigorosamente observado o disposto no Manual de Coleta de Amostras do
PNCRC/MAPA (BRASIL, 2011).
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APENDICE B - Instrutivo de procedimento para coleta de leite

De acordo com 0 Manual de Coleta de Amostras do PNCRC/MAPA (BRASIL, 2011).

Passo 1: Homogeneizar o leite a ser amostrado por aproximadamente 3 minutos;

Passo 2: Coletar 50 ml de leite cru de cada rota sorteada;

Passo 3: Acondicionar a amostra no frasco de polipropileno com tampa, completando o volume;
Passo 4: identificar o frasco de acordo com a rota e o n° de registro CISPOA do estabelecimento.
Passo 5: Preencher a requisicdo, carimbar e assinar;

Passo 6: Acondicionar a amostra no envoltério plastico;

Passo 7: Congelar a amostra;

Passo 8: Apds o congelamento, acondicionar hermeticamente a amostra e o meio refrigerante na
caixa de isopor, proporcionando as condi¢des necessarias para que chegue ao laboratoério de destino
em condi¢des adequadas para a realizacdo das anélises;

Passo 9: depositar a via da requisi¢cdo em um envelope;

Passo 10: identificar o envelope (AMOSTRA DO PROGRAMA DE CONTROLE DE RESIDUOS
LEITE/DIPOA/SEAPDRY);

Passo 11: Fixar o envelope contendo a requisicdo com uma fita adesiva na face externa da caixa de
isopor;

Passo 12: Enviar a amostra para a DIPOA, aos cuidados da Secao Técnica de Laticinios.

Podera ser enviado mais de um frasco em uma mesma caixa de isopor, desde que identificado e
devidamente acondicionado conforme as orientacdes desse instrutivo e desde que as requisices
respectivas estejam depositadas no envelope que devera ser fixado a caixa com fita adesiva.



APENDICE C — Requisi¢io para analise

ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL
SECRETARIA DA AGRICULTURA, PECUARIA E DESENVOLVIMENTO RURAL
Departamento de Defesa Agropecuaria
Divisdo de Inspecéo Industrial de Produtos de Origem Animal

REQUISICAO PARA ANALISE DE LEITE

NOME DO
ESTABELECIMENTO:

CISPOA:

ENDERECO:

MUNICIPIO:

PRODUTO COLETADO: LEITE CRU REFRIGERADO

DATA DE PRODUCAO:

IDENTIFICACAO DA ROTA:

ANALISES SOLICITADAS

MICROBIOLOGICAS FISICO-QUIMICAS

X | Multiensaios Leite 2

DATA E HORA DA COLETA:

EMPRESA TRANSPORTADORA E CNPJ:

NOME DO MOTORISTA E CPF:

N° DO COMPARTIMENTO COLETADO:

PLACA DO VEICULO:

ROTA DO VEICULO:

FUNCIONARIO QUE REALIZOU A
COLETA:

TIPO DE PRODUTO
RESFRIADO
X | CONGELADO
TEMPERATURA AMBIENTE

ASSINATURA E CARIMBO
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APENDICE D — Memorando de solicitagio de coleta

ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL
SECRETARIA DA AGRICULTURA, PECUARIA E DESENVOLVIMENTO RURAL
Departamento de Defesa Agropecuaria
Diviséo de Inspecéo Industrial de Produtos de Origem Animal

MEMORANDO N.° XX/2019

Para: De:
Secdo Técnica de Laticinios, Ovos e
Supervisado Regional Mel/DIPOA
Data: ( X )URGENTE Rubricado  |Rubrica do Referéncia

/___ /2019 |( ) CONFIDENCIAL [remetente destinatario

Assunto: Coletas de leite cru

Senhor Supervisor:

Tendo em vista projeto em andamento nesta SEAPDR, em parceria
com o LANAGRO — RS, para a pesquisa de residuos de antimicrobianos em leite cru,
solicitamos suas providéncias para o atendimento da seguinte demanda:

Coleta de amostra de leite cru no estabelecimento Fulano de Tal Ltda. — CISPOA XXX.
Deve ser realizado pelo FEA responséavel, um sorteio do total das (n° de rotas) rotas

do estabelecimento, sendo que destas, (n° de amostras) devem ter o leite cru coletado

(uma amostra de leite cru por rota).

A coleta devera ser realizada a partir dos compartimentos do tanque de ago inoxidavel
do veiculo, podendo ser feita pelo transportador sob acompanhamento do FEA
responsavel.

O material para coleta (frasco, envoltorio, gelo e caixa isotérmica) devera ser
retirado na DIPOA (Nivel Central).

Anexos a este Memorando estdao sendo remetidos o modelo de requisi¢cdo e as
instrugdes para coleta.

Atenciosamente,

De acordo: Secado Técnica de Laticinios, Ovos e Mel




