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RESUMO

O leite € um alimento muito importante na alimeaétabumana, mas, quando contaminado
com residuos de antibibticos, pode ser considegatidterado e constituir risco a saude
publica. Desta forma, € importante que este alimesmpresente condi¢cdes sanitarias
adequadas e risco a saude minimizado ou inexistenpeesente estudo teve como objetivos
identificar os residuos de antibiéticos comumemeortrados em leite cru produzido em
propriedades rurais no Rio Grande do Sul (RS),javalpresenca de residuos de antibidticos
nas amostras analisadas quanto ao limite maximesiduos (LMR) descrito no Programa
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantd€R), averiguar o conhecimento dos
responsaveis pela ordenha do leite quanto aos amditos utilizados em seu rebanho, bem
como, identificar os residuos de antibiéticos corunta avaliados, na rotina, e a motivacao
para a escolha destes, em plataformas de recebingdenieite cru em estabelecimentos
industriais, inspecionados pelo servico oficial 8. Para tanto, foram realizados dois
estudos exploratorio-descritivos. No primeiro, efl2 foi realizada coleta de dados a
campo, mediante aplicacdo de questionario referanwdministracdo de medicamentos
veterinarios, bem como, da analise, no Laboratdaoional Agropecuario, de 388 amostras
de leite cru, oriundas de propriedades ruraisidigttas no Estado. No segundo estudo, que
ocorreu de 2014 a 2015, foi aplicado question@ferente aos testes de deteccéo de residuos
de antibidticos em 36 estabelecimentos industrsaib, inspecéo estadual. Os resultados do
primeiro estudo demonstraram que 96 (24,7%) anwsmesentaram algum residuo de
antibiotico dos 45 analitos pesquisados. Destag295b%) estavam conformes, segundo a
legislacdo vigente e, apenas, 5 (1,3%) foram staspeie violagdo do LMR descrito no
PNCRC. Dos residuos de antibiéticos identificadms,da classe dos macrolideos (n=51;
13,1%), seqguidos das quinolonas (n=49; 12,6%) etetaaciclinas (n=18; 4,6%) foram os
comumente encontrados em leite cru produzido no @$anto ao conhecimento dos
responsaveis pela ordenha, infere-se que 22,6% redtraram ou controlaram a
administracdo de medicamentos ao rebanho leitinbora, 87,4% (n=339) tenha assegurado
descartar o leite durante o periodo residual. Aimgieenas 3,4% (n=13) dos entrevistados
consideraram a bula do medicamento ou a orientdeaeeterinario (n=12; 3,1%), para o
descarte do leite, guiando-se, principalmente, pel@acdo da cooperativa a qual estiverem
associados (55,9%; n=217). No segundo estudo, @l@stabelecimentos participantes, 83%
foram classificados como fabrica de laticinios, deeros antibiéticos dos grupos dos

betalactamicos (100%) e das tetraciclinas (69%)casmumente pesquisados. Quanto a



escolha do teste para a pesquisa de residuos iedtands, esta foi influenciada pela
praticidade e rapidez na execucdo do mesmo (67#%d eo conhecimento, especificamente,
dos antibioticos utilizados pelos fornecedoreseie la industria (22%). Conclui-se que o
leite consumido no RS, quanto a presenca de residi@ntibioticos, no periodo da coleta,
apresentou resultados compativeis com aquelesfidatdds no PNCRC, oferecendo baixo
risco a saude publica. Mesmo assim, esfor¢os deeerdirecionados quanto & melhoria das
boas praticas agropecuarias nas propriedades mirags empresas quanto aos critérios de

escolha dos testes de deteccéo de residuos détcdi

Palavras-chave:Leite. Residuos de Antibi6ticos. Rio Grande da Sul



ABSTRACT

Milk is an important food for human consumptiont lshen contaminated with antibiotic
residues may be considered adulterated and rigilitic health. Thus, it is important that this
food presents sanitary conditions and minimizedesp risk to the public health. This study
aimed to identify the commonly antibiotic residuesind in raw milk produced in rural
properties in Rio Grande do Sul (RS), to evalubhte donformity of samples regarding the
maximum residue limit (MRL) established by the iNaal Plan for Control of Residues and
Contaminants in Animal in milk (PNCRC), to veriffhg knowledge level of people
responsible for the milking process, in regardhe medications used in the herd and the
withdrawal period, as well to identify the antib@otesidues commonly screened during the
dairy processing routine, and the reasons for setethem, at raw milk receiving points in
the dairy plant, inspected by official serviceshe RS. Therefore, it held two exploratory and
descriptive studies. In the first one, the milk gtas collection occurred in 2013. At the
moment of collection, a questionnaire was emplageatder to evaluate the use of veterinary
medicines by people responsible for milking. The8 3&amples of raw milk, from rural
properties distributed along the state were andlytethe National Agricultural Laboratory.
The second one, was from 2014 to 2015, which wasrastered questionnaire regarding the
testing of antibiotic residues in 36 industrialaddishments under state inspection. In the first
study, 388 samples were analyzed in which 96 (2%.@é6tained some antibiotic residue
from the 45 analytes searched; 91 of these sani@85%), were in conformance with the
current legislation. Only a total of five samplds3@6) were suspected of violating the MRL
described in the PNCRC. The antibiotic residuesrmonly found in the raw milk produced
in RS were the macrolides (n=51; 13.1%), followsadduinolones (n=49; 12.6%) and the
tetracyclines (n=18; 4.6%). The analysis of degre&nowledge of those responsible for
milking demonstrates that 22.6% do not record oitrob the drug administration to the dairy
herd. However, 87.4% (n=339) of the producers eatsto perform the discharge of the milk
during the residual period, although, only 3.4% 1B of them consider the instructions
present in the medicine bottle or the veterinastrirctions (n=12; 3.1%) for this procedure,
being guided by the cooperative in which they awoaiated (n=217; 55.9%). In the second
study, the results showed that from the 36 pasdtang facilities, 83% were classified as dairy
plants, in which it was observed that the most comgn screened antibiotics were those
belonging to the beta lactam group (100%) and dgttanes (69%), whereas the selection of

which antibiotic residues to screen, at the milkereing point of the plant, was influenced by



the practicality and quickness in performing theesning (67%) rather than by specific
knowledge on which antibiotics were used by milp@iers (22%). It was concluded that the
milk consumed in RS was in accordance with theiptesly results obtained by the PNCRC
in terms of the presence of antibiotic residuesnduthe collection period, offering negligible
health risk. However, efforts should be directedatmners on good agricultural practices and
to industries in regard to criteria for choice @dts for antibiotic residue detection.

Keywords: Milk. Antibiotic residues. Rio Grande do Sul.
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1 INTRODUCAO

7

O leite é, reconhecidamente, um dos alimentos mammpletos disponiveis a
alimentacdo humana, possuindo uma composicao ioucbalanceada, tanto para recém-

nascidos e criancas quanto para o individuo adtick e Haenlein, 2013).

Com o aumento da renda da populacédo e o aumemi@dacao, o leite e os produtos
lacteos se tornaram uma parte importante da dietdeterminadas regides do mundo, onde
pouco ou nenhum leite foi consumido em décadasiargs. Entre as areas que tiverem
crescimento rapido no consumo destes alimentospélacse a Ameérica Latina (Muehlhat
al., 2013).

O Brasil, atualmente, é o quinto maior produtorele mundial (USDA, 2015) e a
regido sul ocupa a segunda posi¢ao na producastedllido, tendo o Estado do Rio Grande
do Sul como o seu maior representante, sendoegiensavel por 15% da producao de leite
nacional (IBGE, 2014; USDA 2015). Em 2015, estiraagge o aumento da produtividade do
leite, no pais, seja em torno de 2% em comparac20l1d4. E, embora o0 pais esteja
enfrentando problemas econdémicos, tais como as txanflacdo, as industrias de laticinios
brasileiras apresentam-se otimistas sobre o ligeiescimento da producéo de leite e o
aumento das exportagfes de produtos lacteos (USDZS). Sendo assim, o leite € um
alimento que além de figurar na dieta do brasijeraima importanteommoditiepara o

agronegocio do Brasil (Feigt al, 2013).

Segundo Park e Haenlein (2013), o leite e os skwivados, dependendo do
comportamento sociocultural e dos habitos alimestala populagédo, apresentam consumo
destacado em determinadas areas geograficas domdeste sentido, conforme a ANVISA
(2006), o leite € o alimento de origem animal nz@issumido pela populacao brasileira e a
regido sul do Brasil, no que se refere ao consuentaticinios, apresenta média acima da
nacional e de outras regifes. Sendo assim, é hajueahaja uma pressao por parte dos
consumidores para que esses alimentos, quandeidfEsesejam sanitariamente seguros para
o consumo (Forsythe, 2010). Com este propésitoppditante que os estabelecimentos de
beneficiamento ou industrializacao do leite, reatizna plataforma de recepcao, os controles
necessarios para a avaliagdo da qualidade micégiital e fisico-quimica do leite cru
recebido, visando identificar perigos, sejam eli@sodbicos, fisicos ou quimicos (Forsythe,

2010; Tronco, 2010). Entre as possiveis contamesgdimicas do leite estdo as ocasionadas
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pela presenca dos residuos de medicamentos veiesindestacando-se, neste caso, 0s
residuos de antibidticos (Schrenk, 2012). A presedgstes pode ser considerada bastante
comum e €, frequentemente, consequéncia da tefaprastite em vacas em lactacéo, devido
ao uso incorreto do medicamento ou, ainda, quaddofoi observado o devido prazo de
caréncia (Schrenk, 2012; Baynes e Riviere, 2014¢mAdisso, Furtado (2005) também
ressalta, que os antibidticos podem ser encontradosleite, pela adicdo voluntaria
fraudulenta com a intencdo de prolongar a vida deiste produto, até que ocorra a entrega do
mesmo ao laticinio. Esta hipotese, tendo em vistaisio deste procedimento e a maior
probabilidade de ser detectado, € pouco provaeeénp ndo é descartavel (Tronco, 2010).
Sendo assim, varios sédo os estudos que apontaorr@razia de residuos de antibidticos no
leite, tanto no Brasil quanto em outros paisesd®eque 0s indices de contaminacao
apresentam grande variacdo (Netal, 2007; Biland# et al, 2011; Martin, 2011; Darwish

et al, 2013; Trombete, Santos e Souza, 2014).

A presenca de residuos de antibioticos no leitena do LMR estabelecido na
legislagcdo vigente, torna-o impréprio tanto paracosumo quanto para a industrializacao,
tendo em vista o risco a saude publica e os prasdstnoldgicos na elaboracdo de produtos
lacteos fermentados (Tronco, 2010; Martins e AnglrédtD12). No que se refere a saude
publica, a presenca de residuos de antibioticaseas metabolitos, no leite, podem implicar
em efeitos diretos ou indiretos. Os primeiros seragueles que ocasionam toxicidade ou
reacfes graves em individuos sensiveis, enquaet@sindiretos estariam relacionados ao
desenvolvimento da resisténcia aos antibiéticosnpiororganismos patogénicos causadores
de doencas nos animais e no homem (Lawley, Cuiliaves, 2012). Na industrializacdo, os
efeitos dos residuos de antibidticos no leite,aimuge em tragos minimos, se manifestam pela
inibicdo parcial ou total das bactérias lacticadizatlas para a elaboracdo de produtos
fermentados (queijos, iogurtes, manteigas), temdosista a alta sensibilidade destas a estes
medicamentos. Como consequéncia, as industriasmolp&juizos, os quais ndo sao
minimizados pelos tratamentos térmicos aos qudeit® cru é submetido (Furtado, 1999;
2005; Tronco, 2010).

Em func&o do exposto, considerando-se tanto a tédpma em sadde publica quanto
os efeitos negativos a producédo de derivados tioddvindos da presenca dessas substancias,
0 presente trabalho tem por objetivo geral avaliacorréncia de residuos de antibiéticos em

leite cru produzido em propriedades rurais no Estdd Rio Grande do Sul, através de
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cromatografia liquida de alta eficiéncia, visandwtear as acdes de controle sanitario e
politicas publicas de fiscalizagdo dos alimentos.

Quanto aos objetivos especificos, estes foram:

a) ldentificar os residuos de antibiéticos comumenimetrados em leite cru produzido
em propriedades rurais no Rio Grande do Sul,

b) Avaliar a presenca de residuos de antibioticos amasstras analisadas quanto ao
Limite Maximo de Residuos descrito no Programa dtaadi de Controle de Residuos
— MAPA,

c) Averiguar o conhecimento dos responsaveis pelanbededo leite, quanto aos
medicamentos utilizados em seu rebanho e a obséavé@ws prazos de caréncia;

d) Identificar quais sé&o os residuos de antibidti@maumente pesquisados, na rotina, e a
motivagdo para a escolha destes em plataformasaimento de leite cru em
estabelecimentos industriais, sob inspecéo estatméstado do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA DO LEITE NA ALIMENTACAO HUMANA

Segundo Kanekanian (2014), o leite faz parte d&diamana, ha milhares de anos,
em varias culturas ao redor do mundo, principalmegmla sua rica composicao nutricional e
a sua versatilidade em ser transformado em umadaate de produtos igualmente nutritivos
(Park e Haenlein, 2013). Este é o primeiro alimetde@ mamiferos e correlaciona-se a
inumeros beneficios a saude (Pereira, 2014), os géa se restringem apenas aos lactantes
ou as criancas em fase de crescimento, tendo emm gse o leite, por se tratar de um
alimento completo, equilibrado e que proporciorevatio aporte de nutrientes em relacao ao
conteudo caldrico (Fernandetal, 2014), também, desempenha importante papel imunaic
na dieta de adultos (Park e Haenlein, 2013).

Em média, o leite bovino é composto de 87% de aduana 5% de lactose, 3% de
proteinas, 3% a 4% de gordura, 0,8% de mineraj$% @e vitaminas (Pereira, 2014). Destes
nutrientes, destacam-se as proteinas com sua gamgleta de aminoacidos essenciais; a
gordura, com presenca de acidos graxos saturadosawrados; minerais como calcio,
magnésio e fésforo; as vitaminas liposolliveis AE® K, bem como, as solUveis em agua,
tais como B12, riboflavina e C, além da presenciactase e outros oligossacarideos, que séo
reconhecidas fontes de energia (Kanekanian, 20R€gsalta-se, ainda, que o leite possui
inUmeros compostos biologicamente ativos que aprase efeitos imunomoduladores,
antimicrobianos, anti-hipertensivos, antidiabéticoanticolesterol, anticarcinogenicos,
anticariogénicos e antiobesidade no organismo harfRark e Haenlein, 2013, Brandeti
al., 2015). Além disso, este alimento colabora pasalae nas varias faixas etarias e nas
diversificadas condicbes metabdlicas do organigieinfancia e na adolescéncia, o leite,
assim como seus derivados, é uma rica fonte dmcaéndo esse um mineral importante para
a integridade e o desenvolvimento dos 0ssos, bemo,coara a prevencéo da obesidade e do
sobrepeso infanto-juvenil. Na terceira idade, aldos beneficios da prevencdo contra
osteosporose, o leite, quando consumido nas vessirsdesnatado ou desnatado, também
contribui para a protecdo do sistema cardiovascdi&rido a presenca de minerais (célcio,
magneésio e potassio) e de peptideos com efeitedipattensivos (Fernandest al, 2014,
Pereira, 2014). Bem como, em condicbes metabdliikeyenciadas, como na pratica

desportiva, o leite fornece hidratacdo, aporte ggi®o e aumenta a sintese de proteinas
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musculares, através da agua, da lactose, dos apideoss essenciais e das proteinas lacteas
presentes nesse (Fernandeal, 2014).

Quanto ao consumo, a maioria dos paises recomelnigesta de leite e possuem
diretrizes dietéticas com as recomendacdes de gundiario. Essas levam em consideracao
as necessidades nutricionais de cada faixa ef@igm, apresentam grande variabilidade,
conforme o pais, sendo muito reduzidas em Omaguabha a indicagdo do consumo diario
de 0,3 copos de leite as criancas de 01 a 05 afgs @pos aos grupos das demais faixas
etarias. Em contraste, as recomendac¢fes no Cangel@s o consumo diario de 750 a 1000
ml aos adolescentes entre 14 a 18 anos (Muehthaff, 2013). Segundo Haug, Hagstmark e
Harstad (2007), a ingesta diaria de 0,5 litroalelja seria capaz de fornecer uma parcela
significativa dos nutrientes necessarios as exigérmetabdlicas do organismo. No entanto,
no caso de criancas, adolescentes e mulheres ggdoud em amamentacdo, as porgdes
indicadas de leite e derivados, geralmente, saoragi{Muehlhoffet al, 2013). No Brasil,
atualmente, as diretrizes alimentares omitem astmlzales absolutas de cada alimento, pois
levam em consideracdo que as necessidades nudigida cada individuo, particularmente
de calorias, sdo muito variaveis, dependendo diejdsexo, tamanho (peso, altura) e nivel de
atividade fisica (Brasil, 2014). Contudo, em estadaegido sul do pais, Muniz, Madruga e
Araujo (2013), observaram que a prevaléncia do wapnsdiario de leite foi de 45,9%
(n=2732), destacando-se a ingesta entre individoas 60 anos ou mais (64,4%) e entre
agueles de maior escolaridade (62,9%). Dos indbgde informaram consumir algum tipo
de leite (n = 2015), 12,3% relataram que o fazianfrequéncia de 4 a 6 vezes por semana.
Ainda, conforme os dados apresentados pelo IBGE/R068/2009), a regido sul apresenta
média de consumo de leite e produtos lacteos supaoi restante do pais, levando-se em
consideracdo que a aquisicdo alimentar de latginer capita comparativamente, no
mesmo periodo, foi de 67,4Kg para esta regido,ariqujue a média nacional encontrava-se
em 43,7Kg.

Convém salientar que o leite € um alimento conpt@ntendo numerosos nutrientes.
Estes, em sua maioria, ndo agem isoladamente smgdnteragem com outros componentes,
estando, frequentemente, envolvidos em mais daigquerocesso bioldgico. Desta forma, é
possivel que, por vezes, tais processos estejacopfiito com os efeitos benéficos a saude
proporcionados por este produto (Muehlheff al, 2013). De forma a exemplificar a
dualidade entre os riscos e beneficios do conswneite, Haug, Hastmark e Harstad (2007)

relatam que, embora ainda existam discussdes gaastefeitos nocivos a salude ocasionados
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pela gordura presente neste alimento, o consumenada desta, na verdade, devido a alguns
de seus componentes, tais como 0s acidos palniicistico e laurico, tem sido associado a

beneficios ao organismo, motivo pelo qual o consdesie produto deve ser estimulado. Na
tabela 1, estdo descritos, resumidamente, os paiisciiscos e beneficios a saude provocados

pela ingesta do leite.

Tabela 1- Principais riscos e beneficios a saldeha em consequéncia a ingesta de leite.

Beneficios Riscos

Como fonte de macro e micronutrientes

Leite e derivados sdo uma fonte de energibate de vaca nao contém quantidades

proteina de alta qualidade e contribueapreciaveis de ferro e pode sobrecarregar os

significativamente com o0s requisitos dens de criangcas em comparacao com o leite

calcio, magnésio, selénio, riboflavinanaterno, devido aos seus maiores teores de

vitamina B12 e acido pantoténico. minerais e proteinas. De acordo com as
orientagdes da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), leite puro ndo deve ser
fornecido a bebés menores de 12 meses de
idade, exceto quando acompanhados de
suplementos de ferro/ alimentos fortificados
com ferro, enquanto que o queijo e o iogurte
podem ser administrados apds 0s 6 meses de
idade.

No crescimento e desenvolvimento

O leite de vaca esta associado comr Maior estatura adulta nem sempre esta
aumento do crescimento linear e pode ajt associada com melhor saude. Os fatores que
a prevenir a desnutricdo, especialmel levam a um adulto atingir uma maior altura,
durante os dois primeiros anos de vida. ou as suas conseguéncias, aumentam 0 risco
criancas mal nutridas, o leite é capaz dos tumores de mama e o0s colorretais (pos-
fornecer os nutrientes que sdo importar menopausa), e, provavelmente, aumentam o
para 0 crescimento e que se encont risco de tumores de pancreas, mama (pré-
deficientes na dieta. Em criangas b menopausa) e ovarios. A altura também é,
nutridas, o efeito do leite no crescimel geralmente, considerada um fator de risco

linear é, provavelmente, através para fraturas osteoporaoticas.
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(continuacao)

Beneficios Riscos

estimulacdo do fator de crescimento

semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1).

A gordura proveniente do leite é importal Cerca de 60% da gordura do leite consiste
na dieta de lactantes e criancas jove de acidos graxos saturados (SFA), incluindo
especialmente, em populagcbes com acido laurico (C12: 0), acido miristico (C14:
consumo muito baixo de gordura. Poder 0) e &cido palmitico (C16: 0).
auxiliar no tratamento de desnutrig
(desnutricdo moderada). O leite € um contribuinte de acidos graxos
trans, proveniente de ruminantes, na dieta.
Saude Ossea
O leite contém célcio e proteina, importan As necessidades de célcio variam de acordo
para a saude Ossea, bem como, al¢ com fatores dietéticos tais como a ingestao
derivados lacteos fornecem outros nutrier de vitamina D, proteinas de origem animal,
que, também, favorecem a salde 0s sédio e de outros fatores, tais como, a
como potassio, zinco, vitamina A, e, atividade fisica e a exposi¢cdo ao sol. Isto
fortificado, vitamina D. pode explicar o "paradoxo do calcio”,
ou seja, que as taxas de fratura de quadril
sdo mais elevadas nos paises desenvolvidos,
onde a ingestdo de célcio € maior do que em
paises em desenvolvimento, onde a ingestéo

de calcio &€ menor.

O impacto dos lacteos da dieta sobre a si
0ssea depende da fase de vida.

O nao consumo de leite, possivelmente,
associado com o aumento do risco de fra
em criangas.

O consumo de leite na infancia po
proteger contra o risco de fratur

osteoporoéticas em mulheres na
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(continuacao)
Beneficios

Riscos

pOs-menopausa.

Para as pessoas idosas, nos paises con
risco de fratura, ha evidéncias convincer
da reducao do risco de fratura osteoporé
com a ingestdo suficiente de vitamina L
calcio, em conjunto, especialmente,
pessoas que tém ingesta muito baixa
calcio, vitamina D ou ambos.
reduzir risco

Laticinios podem 0

raquitismo por deficiéncia de calcio.

Saude Oral

O leite possui propriedades anticariogénic

Ganho de peso e obesidade

Evidéncias observacionais nao suportar
hipotese de que a gordura do leite contri
para a obesidade.

Pode existir um efeito protetor do leite e ¢
produtos lacteos sobre o peso, devidt
componentes, tais como, as proteinas.
entanto, se tal efeito existe, a magnitude

provavelmente, pequena.

Sindrome metabdlica e Diabetes tipo 2

Ha moderada evidéncia demonstrando un

Laticinios sdo uma fonte de energia densa e
o balanco energético € fundamental para
manter o peso corporal saudavel. Estudos
epidemioldgicos transversais indicam que a
elevada ingesta de laticinios pode contribuir
para a manutencédo do peso. Porém, estudos
prospectivos e estudos randomizados de
intervencao controlados produziram
resultados inconsistentes.

Se o consumo de laticinios, na infancia, tem
papel etiologico no desenvolvimento de
obesidade, nas proximas fases da vida, é

uma area aberta a discussao.
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(continuacao)

Beneficios Riscos

associacdo entre o consumo de leite
produtos lacteos a uma menor incidénciz
diabete mellitus tipo 2 em adultos.

Alguns estudos sugerem que 0 consumc
alimentos lacteos pode ter um impa
benéfico sobre alguns componentes

sindrome metabdlica.

Doencas cardiovasculares

Embora os alimentos lacteos contribu Os produtos lacteos contém SFA. SFA pode
para o conteldo do SFA na dieta, out aumentar LDL colesterol e risco de DCV.
componentes do leite, tais como, o calci

os acidos graxos polinsaturados pod Acidos graxos trans provenientes da
reduzir fatores de risco para doer hidrogenacdo industrial estdo associados
coronariana. com um aumento do risco de doenga
A maioria dos estudos concluiram que arterioesclerética do coragédo. A evidéncia a
leite, com pouca gordura, e 0 consumo respeito de gorduras trans provenientes da
produtos lacteos ndo €, geralmer bio-hidrogenacao, na qual acidos graxos sao
associado com o0 risco de doer parcialmente hidrogenados por sistemas
cardiovascular (DCV), e pode, na verda enzimaticos da flora microbiana de
contribuir para uma reducdo desta doeng: ruminantes, e o risco de DCV ¢é

inconclusiva.

Cancer

Alguns componentes no leite e produ Consumo de leite, na infancia, pode ter um
lacteos, tais como, o calcio, vitamina efeito, subsequente, sobre cancros na idade
(leite fortificado), esfingolipidos, protein: adulta, através do eixo de IGF-1.
lacteas e o acido butirico podem ter efeita Evidéncias limitadas sugerem que o queijo é
protetor contra o cancer. uma das causas de cancer colorretal.
O leite e o calcio, provavelmente, proteg As dietas ricas em calcio e elevado consumo

contra o cancer colorretal. de leite e laticinios podem ser uma causa de
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(final)

Beneficios Riscos

Evidéncias limitadas sugerem que o le cancer de prostata.

protege contra o cancer de bexiga

Hipersensibilidade ao leite
A lactose é o principal carboidrato no leite.
Méa absorcdo (ou ma digestdo) da lactose
ocorre devido aos baixos niveis de lactase,
manifestando-se, assim, a intolerancia a
lactose. Conforme algumas estimativas,
cerca de 70% da populacdo mundial possui
deficiéncia primaria de lactase.
Incidéncia de alergia ao leite é relatada entre
2% a 6% em todo o mundo. O leite a partir
de outras espécies animais, tais como cabra,
ovelha, bufala, também, deve ser evitado por

aqueles com este tipo de reacdo alérgica.

Fonte: Muehlhoffet al. (2013).

Com base no exposto, ainda que existam discussdesgavel o papel nutricional que
o leite e seus derivados representam na alimentagéi@ana. Por esta raz&do e pelo fato de
estarem sujeitos a adulteragOes, estes produtés estre os alimentos mais testados e
avaliados em relacdo a qualidade e seguranca rel Bxéaluf, 2012; Corréa, De Sousa
Campos e Pinto, 2015).

2.2 RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS NO LEITE

Residuo de uma droga veterinaria € a fracdo daadsmys metabdlitos, produtos de
conversao ou reacao e impurezas que permanecelimeata originario de animais tratados
(Brasil,1999). Estes séo considerados perigos @esaiiblica, tendo em vista 0 seu potencial

risco toxicolégico (Feijeet al, 2013).
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Em alimentos, diversos sdo os contaminantes quémécoesiduos que podem ser
encontrados, entre eles, estdo as toxinas natyraisotoxinas), 0s pesticidas, 0s
contaminantes ambientais e/ou industriais (dioxibasenol) e os medicamentos veterinarios
(Schrenk, 2012). Neste ultimo grupo, € onde se extire a atencdo das industrias de
laticinios (Baynes e Riviere, 2014), tendo em vigtee a utilizacdo destes € comum na
atividade pecuaria, com destaque para a presaigsiagentes antibidticos (Regitano e Leal,
2010).

Os antibidticos sado substancias quimicas produzigdaek metabolismo de
determinadas cepas bacterianas, fungos e actinmsic&ém solucdes diluidas, podem
impedir temporariamente ou definitivamente as fescdvitais de outras bactérias,
determinando o0s conhecidos efeitos bacteriostagtou bactericida (BRASIL,1999).
Segundo Gualerzi (2014), desde a descoberta disdéinbs, a industria farmacéutica tem se
empenhado em desenvolver novas drogas sejam elasgéen natural ou derivados semi-

sintéticos.

Os antimicrobianos referem-se a qualquer substand& origem natural,
semissintética ou sintética, que mata ou inibe semelvimento de um microrganismo,

provocando pouca ou henhuma lesdo ao hospedegaédfai Prescott e Dowling, 2013).

Contudo, apesar de conceitualmente o termo atitibiée referir aquelas substancias
produzidas por microrganismos e 0 termo antimienobi estar associado a qualquer
substancia de origem natural, sintética ou semé&in, ambos possuem a capacidade de
inibir ou matar microrganismos e, atualmente, etdexos sdo utilizados indistintamente
(Wang, Macneil e Kay, 2012). Sendo assim, 0s cotoposintéticos, tais como as
sulfonamidas e as quinolonas, embora reconhecida® cantimicrobianos, podem ser

referidas como antibioticos (Garrido Frenich, 2010)

Desta forma, convém ressaltar que as legislacGesildiras vigentes, as quais se
referem a qualidade e identidade do leite, bem ¢@ma@ontrole de residuos em produtos de
origem animal, utilizam o termo antibidticos aoreéerirem as substéncias que devem ser
pesquisadas no leite cru, independentemente seiducese classifica na verdade como um
antimicrobiano (BRASIL, 1999; BRASIL 2011).

Quanto a identificacdo de residuos de antibidtitmdeite, varios sdo os paises que

desenvolveram estudos com este objetivo. Na CHinanget al. (2014), ao analisarem 26
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amostras de leite pasteurizado, observaram quercergeal de amostras contendo niveis
detectaveis de tetraciclinas, sulfonamidas, sulfan®a e quinolonas foram,
respectivamente, 0%, 20.2%, 7.4% e 95.7%. No Nkéwkthtari, Hosseini e Panahi (2013)
identificaram a contaminacé&o por residuos de hefatdcos em 32,9% das amostras de leite
analisadas (n=79). Bem como, na Roménia, Pogursthl.(2015) constataram que do total
de 210 amostras de leite cru, 12 estavam contaasnaor residuos de betalactamicos e 30

por residuos de tetraciclinas.

No Brasil, nos ultimos anos, estudos apontam aréaocia de residuos de antibidticos,
tanto em leite cru quanto industrializado, em \&ariegides e Estados produtores de leite do
pais, estimando-se que cerca de 8% deste alimezumeércializado com niveis de residuos
acima do permitido pela legislacdo vigente (Tromp8antos e Souza, 2014). Tal fato merece
atencao, pois € preocupante tanto do ponto dedessaude publica quanto do ponto de vista

tecnoldgico.

2.2.1 Causas indiretas de residuos de antibiodticas leite

Conforme Laxminarayaet al. (2013 , ainda que estimativas precisas sejam escassas,
aproximadamente 100.000 a 200.000 toneladas dad@itds sédo produzidos anualmente no
mundo. Esses, em sua maioria, sdo destinados taoessda agricultura e veterinaria. Neste
sentido, na Africa, assim como na Unido Europeitima-se que 50% da producgéo anual total
de antibibticos seja empregada na producdo ani@eirilo Frenich, 2010; Darwisét al,
2013). No Brasil, ndo existem dados estatisticoarg@ntes acerca da quantidade desses
medicamentos utilizados na pecuaria (Regitano €, [240). A dificuldade em estimar
estatisticamente esta utilizagcdo em muitos paisesre da possibilidade da aquisicdo destes
medicamentos, em agropecuarias, cooperativas, eanmiteos, sem o0 registro desta
comercializacao (National Reseasetal, 1999).

Nos animais de produgédo, os antibiéticos podenad®inistrados na prevenc¢do ou na
terapia de doencas no rebanho, bem como, em bdpsasgens, como promotores de
crescimento (Guardabasst al, 2010). Esta ultima opcéo, € amplamente empregata
animais voltados para a producdo de carne, entoetafio € a pratica comum em rebanhos
leiteiros (Baynes e Riviere, 2014).
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Durante anos, tem ocorrido uma pressao para o aardarprodutividade do leite, o
que resulta, frequentemente, em infeccoes, tai @mastite, aumentando a utilizacdo de
antibioticos para combaté-las (Movassagh, 201juis#o Reddinget al(2014), em estudo
realizado no Peru, foi constatado que a mastiteaetaenca que mais afetava os rebanhos
leiteiros avaliados, seguida dos casos de diarigieccdes respiratérias e infeccdes pos-
parto, para os quais a escolha da terapia, pebosifmres rurais, consistia predominantemente
no uso de antibidticos. As vantagens da utilizagéstes medicamentos sdo percebidas
através da promocéo de saude animal e da dimindagiperdas financeiras ocasionadas pela
manutencgéo das doencas (Reddihgl, 2014), no entanto, o uso inadequado destes m®dut
pode ocasionar a presenca de residuos no leiteaats limites maximos estabelecidos pela
legislacdo vigente. Neste sentido, Schrenk (20B&m como, Baynes e Riviere (2014),
descrevem que as violagbes no LMR de residuos tilgddicos, em leite, podem ocorrer

pelos seguintes motivos:

(1) antibioticoterapia na forma e/ou dosagem diferedtesmdicado na bula,

(i) ndo observancia do periodo de caréncia,

(i)  auséncia de registro dos antibidticos utilizadosahanho,

(iv)  inadequada identificacdo dos animais tratados,

v) uso de drogas ilegais (ex. medicamento nao aprgva@oo gado leiteiro)
(vi)  adicdo acidental do leite de vacas tratadas acéathig ordenha de conjunto,
(vii) descarte, nas infusdes intra-mamarias, apenasattodratado,

(viii) equipamento de ordenha contaminado,

(iX)  uso da terapia de vacas secas, nos animais ergdacta

Além dos itens elencados, ha de se considerar gqiesconhecimento dos produtores
rurais sobre o que sdo, para que servem e comandsee utilizados os antibidticos pode
favorecer para que residuos sejam detectados t® destinado ao consumo humano.
Conforme National Reseatdt al. (1999), um numero substancial de produtores aglouir
medicamentos por conta propria, baseados em seai@xgia em reconhecer as doencas que
acometem seus rebanhos. No entanto, no Peru, dd4% 235/156) dos fazendeiros, de
pequenas propriedades leiteiras, que responderaen sagque sao antibidticos, apenas um,
descreveu que a finalidade desses era matar leac{&eddinget al, 2014). Ainda que a
correta identificacdo do animal tratado, o registes drogas utilizadas e os periodos de
tratamento sejam importantes para o adequado maasjwvacas em lactacdo, de modo a

evitar que o leite de animais tratados seja midtur@o leite destinado a industrializacao,
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constatou-se que o registro do tratamento comiétitibs em rebanhos leiteiros, era pratica
gue ocorria em 50% das propriedades (n=113) numdestonduzido na Pensilvania,
(Sawant, Sordillo e Jarayarao, 2005). Além dis&o, @incomum que os produtores rurais, ao
administrarem medicamentos aos animais, por nasupes 0s eguipamentos necessarios
para a pesagem destes, estimem a quantidade dealsag utilizada. Assim, Kromer (2015),
em estudo realizado na Inglaterra, identificou gaedministragcdo de medicamentos, através
da estimativa visual do peso dos bovinos em fazelait@iras, a probabilidade de que vacas
menos pesadas, em tratamento, recebessem baixasdioantibioticos era alta e, em vacas
mais pesadas, 0 grau de subdosagem era ainda ubatargial. Tal situacao propicia, nao
somente a ineficacia do tratamento, como tambéndesenvolvimento da resisténcia

bacteriana.

Com base no exposto, a implantacdo de boas pratioasiso de medicamentos
veterinarios torna-se importante para minimizar risgos da presenca de residuos de
antibioticos, acima do LMR, no leite destinado anstimo humano (Muehlhoét al, 2013).
Desta forma, segundo FAO e IDF (2013), entre as Ippaticas agropecuarias na pecuaria
leiteira, visando prevenir a ocorréncia de residpomicos no leite, pode-se citar:

(1) a utilizacdo de medicamentos veterinarios apravatss termos da legislacdo
vigente;

(i) a utilizacdo de medicamentos veterinarios de acooto a orientacdo técnica, o
calculo das doses de forma cuidadosa e a obserdaggweriodos de caréncia;

(i)  acondicionamento de produtos quimicos e medicarmergterinarios de forma
segura, bem como, adequado descarte;

(iv)  separacao do leite dos animais doentes e em tnatame

(v) manutencgéo de registros escritos de todos os tatasie identificacdo adequada

dos animais sob o uso de drogas veterinarias.

2.2.2 Causas diretas de residuos de antibioticos site

De acordo com Corréa, De Sousa Campos e Pinto \201&ite € um alimento sujeito
a sofrer alteracdes e contaminacdes através dacade substancias, como os conservantes,
objetivando-se mascarar a real qualidade do pragfotoelevar a sua vida util, o qual ja pode

estar em fase de deterioracdo ou com elevada cmatgéo por microrganismos. Nestes
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casos, 0s antibioticos sdo utilizados de formallegmo agentes na preservacao e reducéo da
carga microbiana (Neret al, 2007), principalmente, em paises tropicais, de@dalta de
refrigeracdo deste alimento (Muehlheffal, 2013). Este procedimento pode ser enquadrado,
na legislacdo vigente, como falsificacdo, adul@&wapu fraude, sendo o leite, nestas
condi¢des, considerado impréprio para o consumaahon(Brasil, 1952). Convém salientar,
que a adicdo de antibidticos, diretamente no léiegnsiderada uma fraude menos provavel,
tendo em vista a relacdo custo/beneficio destedngtoqual € oneroso ao produtor, contudo,

a sua possibilidade de ocorréncia ndo deve seadada (Tronco, 2010).

2.2.3 Consequéncias a saude humana da presencae&iduos de antibioticos no leite

Antibioticos sao utilizados tanto na medicina huengnanto na medicina veterinaria e
esses, segundo Diarra e Malouin (2014), frequentEmeertencem as mesmas classes,
possuem modos similares de acdo e as mesmas d#olasianas alvos. Sendo assim, ainda
que sejam escassos 0s dados que relacionem &nemistruzada dos microrganismos,
decorrente da semelhanca entre os antibidticagattds em humanos e em animais (Ketb
al., 2011), é possivel inferir que o uso indiscrimmasem precri¢cdo, e/ou incorreto destas
substancias, bem como, a utilizacado dessas emsh@nss por longo periodo pode induzir a

resisténcia bacteriana (Maron, Smith e Nachman3201

O desenvolvimento da resisténcia aos antibiotipedas bactérias, tem sido uma
preocupacado de 6rgdos governamentais ao redor ddanievando-se em consideracéo a
reducdo da eficicia da antibioticoterapia no tratémde doencas, tanto em humanos quanto
em animais (Wang, Macneil e Kay, 2012). Ainda, @spnca de residuos de antibiéticos no
leite, pode acarretar uma variedade de efeitosvo®@ saude dos consumidores, dependendo
da dosagem e da droga ingerida. Wang, Macneil e (R&$4) relataram que entre estes
efeitos estdo as alteragbes na microflora intddtmaana e, também, a toxicidade, que pode
ser fatal. Vieiraet al. (2012), descreveram que as reacOes de hiperdelagibi estao
frequentemente associadas a ingesta das penidbatsactamicos) e das estreptomicinas; a
inducdo de resisténcia bacteriana, associada @itdihas; as lesbes oOticas, hepaticas e
renais associadas a gentamicina, além da posaitalide genotoxicidade e anemia aplastica
associadas ao cloranfenicol. Este ultimo, inclysarebora seja eficaz no tratamento de uma

gama consideravel de doencas, teve 0 seu usoqoaibipecuaria brasileira, tendo em vista a
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sua alta toxicidade e os efeitos em individuosrhgresiveis (BRASIL, 1999). Além disso,
pelo potencial teratogénico de alguns grupos,te &Eintaminado ndo deve ser consumido por

gestantes (Fava e Pinto, 2010).

Com base no exposto e levando-se em consideragfiia tplerancia aos residuos de
antibioticos, presentes no leite, variam de umviiddio para outro, € fundamental que em
toda a cadeia do leite sejam adotados cuidadamdadsevitar que esses cheguem a mesa do
consumidor (Fonsecat al, 2009).

2.2.4Consequéncias a producado de derivados lacteos, dkvia presenca de residuos de
antibioticos no leite

Residuos de antibiéticos no leite podem afetaroalygéo de derivados, mediante a
inibicdo parcial ou completa das bactérias lactragprodutos fermentados (Muehlheffal,
2013). Segundo Furtado (2005), no Brasil, estar&ipal causa de inibicdo da fermentacéo
lactica em queijos. Mesmo quando a inibicdo dasukag ocorre parcialmente, pode-se
perceber a inadequada maturacdo desses, altesndssu sabor e textura, além do risco do
desenvolvimento de coliformes, quando presentedptem vista que esses apresentam maior

resisténcia aos antibiéticos do que as culturasdetadoras.

Convém ressaltar, que além dos tracos minimos tite@itos serem suficientes para
a completa inibicdo das cepas de bactérias constisudos fermentos lacticos (Tronco,
2010), os métodos convencionalmente utilizados pateatamento térmico do leite, bem
como, 0s processos tecnoldgicos de fabricacédo meades ndo degradam por completo os
residuos de antibioticos na matéria-prima e essabam interferindo nos processos

fermentativos de manteigas, iogurtes e queijos) d@lé permanecerem no produto final.

Kellnerova, Navratilova e Borkovca (2014), ao &awam os efeitos da pasteurizagdo
em residuos de tetraciclinas e oxitetraciclina eite| constataram que os analitos de uma
mesma classe possuiam diferencas quanto a tertiddatie, mas ndo atingiam a completa
degradacédo, motivo pelo qual, apds o processamemtitinuavam sendo detectados no leite.
Adetunji (2011), na Nigéria, observou que durant@rocesso tecnolégico de producdo,
amostras de queijos e iogurtes avaliados para semqga de residuos de estreptomicina,

penicilina G e tetraciclina, obtiveram reducdo nbeis destes residuos, mas, assim como no
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estudo descrito anteriormente, também néo obtivarama completa eliminacdo. Além disso,
houve amostras de queijos e iogurtes que, apesdrathmento térmico, apresentaram
residuos de penicilina G acima do LMR. Convém s#die que os efeitos a salude causados
pelos produtos da degradacdo dos antibidticos, lenergtos, sdo incertos, sendo provavel
gue, em certos casos, estes produtos possam seitdr@os do que o antibidtico que os
originou (Lawley, Curtis e Davis, 2012). Ainda,esté contaminado, quando processado para
a comercializacdo em po ou evaporado, além de eAoog residuos completamente

degradados, pode apresenta-los de forma conceli@adaavi, Mollayi e Eslami, 2013).

Assim, € importante para as fabricas de laticinmsando evitar prejuizos na
producao de lacteos, bem como, objetivando a mas®n da saude dos consumidores, que
seja realizada a correta identificacdo dos residaamntibiéticos, nas plataformas de recepc¢éo
do leite cru.

2.3 METODOS DE DETECCAO DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICO® LEITE

Para a pesquisa de residuos de antibioticos tw pedem ser utilizados testes de
deteccdo qualitativos, semi-quantitativos ou quaintos. Os primeiros sdo comumente
utilizados como testes de triagem e sdo amplamaiiteados em laticinios. Esses indicam,
mediante resultados positivos ou negativos, serrdegtada droga esta, ou nao, acima do
limite de deteccao do teste empregado para arddiseite, porém ndo permite quantifica-la
(Tronco, 2010). Nos testes de deteccdo semi-gaintis, oS resultados sao expressos em
faixas de concentracdo, sendo eficientes e com wsto anenor do que os sofisticados
métodos cromatograficos. Contudo, frente a respdtasuispeitos ou positivos, metodos
confirmatdrios sdo necessarios (Watson, 2004).0tnoo, refere-se aos métodos nos quais €
possivel identificar e quantificar os residuos déb#&ticos presentes na amostra, sendo
utilizados como testes confirmatoérios (Magnavi@l 2).

Entre os testes de triagem estdo aqueles cujoipivrenvolve a inibicdo microbiana,
bem como, os que empregam métodos imunolégicosmméaticos como os utilizados nos

kitsrapidos de deteccédo (Wang, Macneil e Kay, 2012).
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Os testes confirmatdrios abrangem os métodos cogmédicos, sejam esses gasosos

ou liquidos associados a métodos de deteccdo, pomexemplo, a espectrometria (Wang,

Macneil e Kay, 2012).

Na tabela 2, € possivel observar alguns dos proxcgm que se baseiam comumente

os testes de triagem empregados para a deteccéesideos de antibidticos em leite e a

descricéo destes.

Tabela 2- Principios dos testes de triagem pasecho de residuos de antibidticos em leite.

Principio do teste

Descricao

Inibicdo do crescimento microbiano

Receptores

Utilizam microrganismos sensiveis a baixas
concentragfes de antibidticos ou substancias
inibidoras, como  0s Streptococcus
thermophilus Bacillus stearothermophilus
var. calidolactis Bacillus subtilis entre
outros. Mediante a incubacdo da amostra de
leite inoculada com um microrganismo
conhecido, caso haja uma concentracdo de
antibiodticos suficiente, o crescimento deste
serd reduzido ou nem ocorrerd. A maioria
dos testes utilizados contém um meio de
cultura com um indicador de pH, como o
purpura de bromocresol, que auxilia na
leitura dos resultados. Quando ha a
multiplicagdo dos microrganismos, ocorre a
acidificacdo do meio e a cor do indicador de
pH muda, no entanto, se esta multiplicacéo
nao acontece, a cor do indicador de pH

continua a mesma.

Baseia-se na competicéo por sitios de ligacéo
em receptores de células bacterianas que sao
especificos para determinada classe de

antibidticos. A concentracdo de residuos na
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(final)

Principio do teste Descricao

amostra pode ser avaliada, por exemplo, por
colorimetria, sendo diretamente proporcional
ao numero de receptores ocupados pelo

antibiético ndo marcado.

Elisa Um antigeno desconhecido (antibiético) é
depositado sobre a superficie do orificio da
placa contendo o anticorpo especifico, de
modo a ligar-se ao antigeno. Uma vez ligado
0 anticorpo a enzima, estes formardo um
complexo de antigeno/anticorpo, que quando
adicionado o substrato cromdgeno, este ira
fluorescer de modo que, a quantidade de
antigeno na amostra pode ser inferida por

meio da fluorescéncia.

Enzimatico Nos testes enzimaticos o antibidtico €
capturado por uma proteina ligante em uma
matriz com suporte soélido absorvente
localizado em uma unidade plastica moldada.
A presenca de antibioticos na amostra resulta
no desenvolvimento de uspotcolorido, que
€ comparado a urspotcontrole, este ultimo
oriundo de uma concentracdo conhecida do
antibidtico a ser detectado, podendo assim se
determinar o nivel de antibiético da amostra.
A comparagao entre as cores dpstspode
ser feita visualmente, ou por meio de
instrumentos para fornecer interpretactes

numéricas dos resultados visuais.

Fonte Tronco (2010), Magnavita (2012), Matos (2014) et&n(2014).
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Os métodos de triagem séo importantes ferramemtademtificacdo de residuos de
antibiéticos em leite, ainda que exijam confirmag@ando os resultados sdo suspeitos ou
positivos, pois reduzem significativamente o cust@ tempo de realizacdo das analises
(ANVISA, 2009). Contudo, cabe salientar que estudpsntam diferencas nos resultados
encontrados nesses métodos quando comparados tmmoséonfirmatdrios. Na tabela 3,
estdo relacionados os resultados obtidos no pr@gdenanalise de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos de origem animal (PAMvetd periodo de 2002 a 2007,
permitindo avaliar as diferencas nos resultados atasstras avaliadas na triagem e na
confirmacgéo.

Tabela 3- Comparativo dos resultados obtidos pesaluos de antibidticos nos testes de triagem e nos
testes confirmatorios, no PAMvet, no periodo de229@007.

N° de amostras N° de amostras
com deteccao de acima do LMR

residuos na pelos métodos

Ano Antibiotico triagem confirmatdérios Referéncia
2002 Tetraciclinas 6 0 (ANVISA, 2005)
2003 Tetraciclinas 14 0 (ANVISA, 2005)
2003 Betalactamicos 8 0 (ANVISA, 2005)
2004 Tetraciclinas 21 0 (ANVISA, 2006)
2006-2007 Betalactamicos 6 6 (ANVISA, 2009)
2006-2007  Tetraciclinas 30 27 (ANVISA, 2009)
2006-2007  Cloranfenicol 62 5 (ANVISA, 2009)
Total 147 38

Fonte ANVISA (2005), ANVISA (2006) e ANVISA (2009).

Segundo Ferreir@t al. (2012), a ndo confirmacdo de analitos em amogjtes
apresentaram resultados positivos na triagem perdexplicada pelo fato de que os limites de
deteccéo destes métodos sdo, na maioria das Vguzais, ou menores do que o LMR. J& nos
meétodos confirmatorios, tendo em vista que € pebkgjuantificar o residuo da droga
encontrada, pode-se estabelecer se houve, realmemi&o, a violacdo do limite maximo de

residuos estabelecido na legislagéo vigente.
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A deteccdo de concentracdes abaixo do LMR, pelstes de triagem, do ponto de
vista de saude publica é interessante, pois miaimidsco de que os residuos de antibidticos
cheguem ao consumidor através do leite contamiramdyudo, do ponto de vista comercial,
h&a a possibilidade de que os produtores sejamipadas e o leite descartado, ainda que nas
amostras analisadas as concentracfes destes tirdb@stejam dentro dos LMR permitidos
nas normativas legais (Tendeod al, 2009). Assim, justifica-se a necessidade da samélas

amostras suspeitas e positivas mediante 0 empeeg@thbdos confirmatoérios.

Os limites de deteccdo de alguns dos testes dgemniadisponiveis, no mercado, para a

utilizacdo na pesquisa de residuos de antibidtooteite estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4- Limites de detec¢do dos testes de triggeapesquisa de residuos de antibiéticos em leite

Antibidtico LMR Testes de triagem (ppb)

(Ppb) : :

Delvotest SNAP  BetaSta Twinsensor Eclipse 50
ug/L ou
Duo BT
K

Ha/Kg BetaTetra

Brasil ST
Betalactamicos
Cetftiofur 100 50 50-80 75-150 10-15 100
Cefquinoma 20 - 18 - 20-30 150
Cefalbnio 20 5-10 20 7-15 3-5 -
Cefacetrila - 20 - - 30-40 -
Cefapirina 60 5 35 8-16 6-8 -
Cefazolina - - 40 - 18 - 22 35
Cefalexina 100 40-60 - - > 750 75
Cefaperazona 50 40 35 5-8 3-4 -
Cloxacilina 30 15 6 5-10 6-8 35

Dicloxacilina 30 10 6 5-10 6-8 -
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(continuagao)

Antibidtico

Nafcilina
Ampicilina
Amoxicilina
Oxacilina
Penicilina G
Tetraciclinas
Oxitetraciclina®
Clortetraciclind
Doxicilina @
Tetraciclina®
Macrolideos
Eritromicina
Espiramicina
Tilmicosina
Tilosina
Aminoglicosideos

Gentamicina

Kanamicina

LMR Testes de triagem (ppb)
(ppb) : .
Delvotest SNAP  BetaSta Twinsensor Eclipse 50
Hg/L ou
” Duo BT
HORg BetaTetra
Brasil
rasi ST
30 5 4 8-20 30-50 -
4 2-3 4 2-5 3-4 4-5
4 2 4 2-4 3-4 4
30 5 5 5-10 12-18 25
4 2 3 2-4 2-3 3-4
100 35-50 - 50-60 50
“Soma  100-150  35-50 i 30-40 i
igual a
100 - - - 10-15 100
100 35-50 - 80-100 100
40 50 - - - 400-800
200 200 - - - >400
50 - - - -
100 10-20 - - - 80-100
200 100-300 - - - >1000
(Codey

- 2500 - -

2000
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(final) LMR Testes de triagem (ppb)
(Ppb) : .
o Delvotest SNAP  BetaSta Twinsensor Eclipse 50
Antibidtico Hg/L ou
” Duo BT
HOR9 BetaTetra
Brasil
rasi ST
Diidroestreptomicina 200 300-500 - - - -
(Codex
Neomicina 1500 100-200 - - - 1500
(Codex)
Quinolonas/Fluorquinolonas
Enrofloxacina 20 - - - - -
Sulfonamidas
Sulfadiazind 50 - - - -
Sulfametazind 25 - - - 150
b Soma
Sulfadimetoxing& igual a 50 - - - -
o 100
Sulfanilamid® - - - - 600
Sulfatiazol? 50 - - - 100
Anfenicois
Cloranfenicol 0,3 2500 - - - -
Outros
Lincomicina 150 100 - - - 150

Fonte: DFSV (2013), Brasil (2015Y0dex(2015) e Cap-lab (2016).

Os testes de triagem, quando de amplo espectssupm a capacidade de detectar a
maioria das principais classes de antibidticoszatlias na medicina veterinaria. Contudo, 0s
LMR podem variar entre os paises e, assim, osidefetestes ndo estariam aptos a detectar

todos os compostos antibioticos nas concentracgj@sciicas requeridas (Wang, Macneil e
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Kay, 2012). Desta forma, observa-se que em detadus testes, h4 a descricdo em seu
escopo da deteccao das concentracdes de algurtssanalima do permitido pela legislacéo,
0 que pode gerar resultados falso-negativos paes&sogas e, portanto, esses ndao podem ser

considerados adequados para a finalidade de detdesfas (Tendriet al., 2009).

Quanto aos testes confirmatdérios, a utilizacatedeicas cromatograficas acopladas a
detectores permitem, simultaneamente, a separacéerdificacdo de varios analitos.
Atualmente, a cromatografia liquida de alta efici@né uma técnica de referéncia para a
separacado de residuos de antibioticos na mattez deuando associada a espectrometria de
massas, fornece uma identificacdo e confirmacas omifiavel dos analitos do que quando
associada a outros detectores convencionais. NesiBdo, a utilizacdo do analisador
quadruplo-tempo de voo (Q-TOF) tem sido emergeata p medicdo de massa precisa e
identificagdo inequivoca de residuos de medicarsengterinarios e seus metabolitos
(Garrido Frenich, 2010).

2.4 LEGISLACAO RELACIONADA A RESIDUOS DE ANTIBIOTIOS NO LEITE

A fiscalizagdo e o controle, em alimentos, de resddde pesticidas, contaminantes
ambientais e medicamentos veterinarios, tais cam@ntibidticos, sdo fundamentais para a

preservacao da saude publica.

O leite € um dos produtos alimentares mais fortéeneggulamentados do mundo e
isso se deve, principalmente, a preocupacao eragaobs consumidores dos efeitos diretos
da ingesta de residuos de antibiéticos, bem coram prevenir a resisténcia bacteriana
(Baynes e Riviere, 2014). Segundo Muehlredffil (2013), os riscos relacionados a presenca
desses residuos, em leite, parecem ser maiorepai®ss que possuem politicas nacionais
fracas, inadequadas ou inexistentes, no que tangeg@amentacdo de programas de

vigilancia e monitoramento do uso de drogas antobianas em animais de producéo.

No Brasil, no que se refere a presenca de residiiosedicamentos veterinarios em
alimentos de origem animal, observa-se uma atuagigunta entre o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e @&Agja Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para a fiscalizacao e regulamentacéo deste, objetivando a protecao da saude

publica.



39

O MAPA é o o6rgdo responsavel pelo registro e aalisacdo da industria, do
comércio e do emprego de produtos de uso vetasirgm todo o territério nacional (Brasil,
1969). Contudo, considerando-se que esses meditasmdem ser empregados em animais
de producdo, resultando em efeitos adversos a $aindana, antes de efetuar o registro, este
orgéo leva em consideracao a avaliacdo do setoons&vel na area de saude (Brasil, 2004).
Assim, cabe a Agéncia Nacional de Vigilancia SamaitdANVISA), pertencente ao
Ministério da Saude, regulamentar, controlar eafigar os produtos e servicos que envolvam
risco a saude publica, submetendo ao seu escopdinosntos, bem como, os limites de
contaminantes organicos, residuos de agrotoxicoslee medicamentos veterinérios
(Brasil,1999). Segundo Watson (2004), os produteterinarios com fins terapéuticos,
geralmente, para a sua aprovacado, devem obedereérios de seguranca relacionados ao

consumidor, ao operador e ao animal tratado.

Quanto a presenca de residuos de antibidticos ite ldesde a publicacdo do
Regulamento da Inspecédo Industrial e Sanitaria rddutos de Origem Animal, ja estava
prevista a proibicdo do emprego de substancias igasrma conservacdo deste produto
(Brasil, 1952).

Posteriormente, com a aprovacao dos regulameraogdd de producédo, identidade e
qualidade do leite, ficou explicita a proibicdo davio deste alimento aos postos de
refrigeracdo ou aos estabelecimentos industriaigndp proveniente de animais que
estivessem submetidos a tratamentos com drogas dicamentos de uso veterinario,
passiveis de eliminagdo através da glandula manNeites casos, visando assegurar que 0s
residuos da droga utilizada ndo violassem os nina@dos em normas especificas, os animais
em tratamento deveriam ser afastados da produga@odedurante o periodo de caréncia,
conforme indicado pelo fabricante do medicamenttenrério utilizado. Além disso, o
referido regulamento também determina a pesquisaesieluos de antibiéticos e outros
inibidores do crescimento microbiano, cujas corregdes no alimento ndo devem violar os
limites maximos previstos no Programa Nacional detfole de Residuos e Contaminantes
(PNCRC) do MAPA. Ainda, para a producao de lejppe #, na mesma norma, ha a exigéncia
de, pelo menos, uma analise mensal, em unidadaapeal da rede brasileira de laboratérios
para controle da qualidade do leite, independenttandas andlises realizadas na frequéncia

estipulada pelo programa de controle de qualidatgeno da granja leiteira (Brasil,2011).
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O PNCRC foi instituido, no Brasil, em 1986, visardidentificagcdo do potencial risco
de exposi¢cdo da populagdo aos residuos nocivasda sil@ consumidor, de modo a subsidiar
informacfes para a adocdo de politicas nacionaisadde animal e fiscalizacdo sanitaria.
Suas acdes buscam conhecer e evitar a violacamidels de seguranca ou dos LMR de
substancias autorizadas, bem como, a ocorrénciaudésquer niveis de residuos de
compostos de uso proibido no Brasil. No caso dgmgvama de monitoramento do leite,
para a coleta de amostras descritas no Plano, lzadea um sorteio aleatério, pela
coordenacdo do PNCRC, dos estabelecimentos sobcasfederal, que recebam o leite cru
(Brasil, 1999).

Os limites maximos de residuos, que podem ser ideincomo a maxima
concentracdo de residuos de uma substancia fawgémrhente ativa permitida em
alimentos de origem animal (Baynes e Riviere, 20h) Brasil, sdo estabelecidos pelo
Ministério da Saude, no entanto, na falta de dgimipelo referido 6rgao, utilizam-se os
internalizados no MERCOSUL, os recomendados @eldex Alimentariusos constantes nas
Diretivas da Unido Européia e os utilizados pelA\RISA (Brasil, 1999). Conforme Watson
(2004), as autoridades reguladoras precisam estaencidas de que as drogas veterinarias,
passiveis de serem excretadas no leite, ndo néguléan toxicidade ou outros efeitos nao
desejaveis nos consumidores. Neste sentido, congedkrecer que nem todos o0s
medicamentos veterindrios e compostos quimicosgaess 0s animais ficam expostos,
deixam residuos perigosos a saude humana e ammagsmo aqueles reconhecidos como
potencialmente nocivos, somente permitem tal c@wodiguando ultrapassam o LMR. Estes
limites sdo determinados em centros de comprovddaeidade cientifica, a partir de
apurados estudos toxicoldgicos, de curto e médazopr realizados por renomados
pesquisadores, em animais de laboratérios, miongges e genomas celulares (Brasil,
1999). Entre os estudos realizados estdo os deidade da dose repetida, de toxicidade
reprodutiva crbnica, de genotoxicidade, de car@nagdade, os efeitos sobre a flora
intestinal humana e, quando relevante para a sudigtém consideracao, outros efeitos, como
por exemplo, neurolégicos ou imunoldgicos, sdoiastak (Baynes e Riviere, 2014). Apos a
conclusdo destes estudos, organizacOes internaci@maolvidas com a saude publica
analisam os resultados e, posteriormente, recomermdalLMR dos diferentes compostos
aprovados, a consideracdo dos paises membrGsdiex AlimentariusPrograma das Nacdes
Unidas Sobre Harmonizacdo de Normas Alimentaregng@do pela FAO/WHO (Brasil,

1999). Contudo, conforme Schrenk (2012), frequeatee) sdo observadas diferencas entre
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0s LMR estipulados nos diversos paises, o que afetamercializagdo internacional de
produtos de origem animal, tendo em vista que @& paportador deve se adequar as
exigéncias de seu importador, mesmo que essas sefasseveras do que as aplicadas

internamente em ambito nacional. Os LMR, para aglos residuos de antibioticos em leite,

estipulados no Brasil, no Mercosul,
descritos na tabela 5.

na Unido Eér@p e noCodex Alimentariusestdo

Tabela 5- Limite Maximo de Residuos para antib@é®jem leite, aplicados em diferentes paises e 0s

indicados pel&€Codex Alimentarius.

Antibiotico LMR permitidos (ug/Kg)
Brasil Mercosul Uniao Codex
Européia
Clortetraciclina (a) (soma igual (a) somaigual 100 100
a 100 a 100
Oxitetraciclina (a) 100
Tetraciclina (a) 100
Doxiciclina (a) (**)
Sulfatiazol (b)
Sulfametazina (b)
Sulfadimetoxina (b)
Sulfaclorpiridazina (b) (b)somaigual (b) somaigual a (b) soma igual
a 100 100 a 100
Sulfadiazina (b)
Sulfadoxina (b)
Sulfamerazina (b)
Sulfametoxazol (b)
Sulfaquinoxalina (b)
Acido Oxonilico 20 (**)
Acido Nalidixico 20
Flumequina 50
Ceftiofur 100 100
Cefquinoma 20 20
Cefal6nio 20 20
Cefapirina 60 60
Cefalexina 100 100
Cefaperazona 50 50
Eritromicina 40 40 40 (NI
Espiramicina 200 200 200
Lincomicina 150 150 150
Tilosina 100 50 100

Clindamicina 10
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(final) LMR permitidos (1g/KQ)
Antibidtico
Brasil Mercosul Uniao Codex
Européia
Tilmicosina 50 50 (NI
Cloxacilina 30 30
Dicloxacilina 30 30
Nafcilina 30 30
Ampicilina 4 4
Amoxicilina 4 4 4
Trimetropim 50
Bromexina 50
Oxacilina 30 30
Penicilina G 4
Penicilina V 4
Ciprofloxacina (c) (ckoma igual
a 100
Enrofloxacina (c) 100
Sarafloxacina 20 (NI (NI
Danofloxacina 30 30 (NI
Difloxacina 100 (**)
Norfloxacino 10
Cloranfenicol 0,36 0 *) *)
Tianfenicol 10
Florfenicol 10 (**)

Fonte: Codex Alimentariug2015), Brasil (2015), UE (2010) Mercosul (2000).% Considera o
Limite de Deteccdo(*) Sem LMR seguro estabelecido, (**) Nao usar emwibos leiteiros, (NI) a
substancia consta na listagem descrevendo o LM&qdras matrizes, mas nao para o leite.

O Codex Alimentariugita, ao todo, o LMR para 25 antimicrobianos, adot apenas
15 fazem referéncia a matriz leite e, destes, &p&riazem correspondéncia aos descritos no
PNCRC.

Na Figura 1, observa-se as variagcbes na amostrpgeama pesquisa de residuos de
antibioticos, em leite, através do PNCRC, no peridel 2002 a 2015. O plano de amostragem
utilizado baseia-se na coleta e andlise de amom@ssentativas da matriz de interesse,
tendo como referéncia a metodologia recomendada@adlex AlimentariusDesta forma,
anualmente, o MAPA publica mediante Instrucdo Ndraa o plano de amostragem do
PNCRC necessério para que se reinam informacoesasegpbre a existéncia ou auséncia de
residuos em produtos de origem animal face a adgudeilaboratorial disponivel (Brasil,
1999).
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Figura 1- Amostragem para a pesquisa de residuastid®oticos, em leite, pelo PNCRC, no periodo de
2002 a 2015.

ne de amostras
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2100
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Fonte: Brasil (2002) a Brasil (2015).

Ainda, convém ressaltar a atuacdo da ANVISA, quespioa competéncia legal de
controlar e fiscalizar residuos de medicamentosrvetrios em alimentos (Brasil, 1999).
Esta, através do programa de analise de residuoedieamentos veterinarios em alimentos
de origem animal (PAMvet), iniciado em 2002, compdatou as acdes desenvolvidas pelo

MAPA, pois avaliou o leite que ja estava disponimel comércio, para 0 consumo.

Em ambito estadual, no que se refere a qualidadeit®p o RS, segue o descrito na
Instrucdo Normativa n°62/2011 do MAPA (Rio Grande $ul, 2013), bem como, exige o
cumprimento do cronograma de andlises fisico-qaisnino qual esta incluida a pesquisa de
residuos de antibidticos, no leite cru, diariamengs plataformas de recepcgdo, além da
pesquisa, destes, em laboratério oficial ou crededonca cada dois meses (Rio Grande do Sul,
2015).

Entretanto, convém salientar, que por falta dendgfo nos referidos instrumentos
legais, fica a critério das empresas a escolhadgms de antibidticos que seréo testados no
recebimento do leite cru, nas plataformas de rémepgurante a rotina de avaliacao diéria.
Deste modo, podem ocorrer falhas na identificagted residuos, com o consequente envio
do leite contaminado com antibiéticos para a inmthistacado de derivados e para 0 consumo

humano.
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3 ARTIGOS CIENTIFICOS

Os materiais e métodos, bem como, os resultadie dstudo estdo apresentados sob
a forma de artigos cientificos, conforme Artigo 82° da Resolucdo n° 03/2015 — PPGCTA
ICTA, de 08 de maio de 2015.

A formatacdo dos referidos artigos segue as normasperiddicos aos quais 0s

mesmos foram submetidos.
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Abstract

Screening for antibiotic residues and other miablgrowth inhibitors should be daily
performed in refrigerated raw milk in dairy plantaccording to Brazilian regulatory
standards. However, the group of antibiotics totésted remains at liberty of the dairy
companies. Therefore, this study aimed to identigyantibiotic residues commonly screened
during the dairy processing routine, and the rem$onselecting them, at raw milk receiving
points in plants inspected by official servicestlie State of Rio Grande do Sul (RS), from
January 2014 to February 2015. For this purposesariptive study was carried out in order
to analyze data obtained through a structured oumestire given to the legal representatives
of the companies under study. The results showatdatimong the 36 participating industries,
83% were classified as dairy plants, in which th@strcommonly screened antibiotics were
those belonging to the beta lactam group (100%)tatrdcyclines (69%). The selection of
which antibiotic residues to screen at the milkereing point was influenced by the
practicality and quickness in performing the sciegn(67%) rather than by specific
knowledge on which antibiotics were used by milp@iers (22%). Thus, internal control
programs in the dairy industry should be encouragederform the effective screening of

antibiotics used by dairy farmers that supply @& milk.

Keywords: antibiotic residues; dairy industry; detectiost$e food contaminants; milk
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1. Introduction

Milk and dairy products are very important worldejdnainly due to their socio-economic
and nutritional role (Kanekanian, 2014). Regardimg latter, it is worth mentioning not only
the complete and balanced composition of its muiisi®f high biological value, but also the
countless health benefits as a consequence ofcmiigumption, which is recommended for a
wide range of age groups (Pereira, 2014). For ribéson, it is important to minimize the
contamination risk of these products, includingséhdhat may occurs as a consequence of
using veterinary drugs in animal production, suslaatibiotics.

Brazil is currently the fifth world milk producernd Rio Grande do Sul, the
southernmost State of Brazil, reaches about 15f&idnal production (USDA, 2015). In Rio
Grande do Sul, the Secretariat of Agriculture, steek and Irrigation (SEAPI), through the
Department of Inspection of Products of Animal @rigDIPOA) is competent to perform
official sanitary surveillance in industrial fa¢iés that perform inter-municipal trade (Brasil,
1989). DIPOA operates under the scope of the Fedemanative Ruling No. 62 - MAPA
(Brasil, 2011) and the State Resolution No. 000{Rib6 Grande do Sul, 2015), which predict
the daily quality control of refrigerated raw mai industrial facilities, through screening for
antibiotic residues and other microbial growth mtars, according to the maximum limits
recommended by the Brazilian National Plan for @nof Residues, of the Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply (Brasil, 201Rio Grande do Sul, 2013).
Nevertheless, due to lack of specific guidelineamfrthe above mentioned legislation, it
remains at the discretion of the companies to s&lbah antibiotic groups will be tested at
reception of the raw milk in the industrial plandsiring the daily evaluation routine. In view
of these facts, synchrony between production faantsindustrial plants should occur, so that
the antimicrobials used in animal production shobélat a minimum the same as those

screened at the industry level, in the milk receéifer human consumption.
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Thus, this work aimed to identify which antibiotiesidues are commonly screened in
daily routines, and the reason why these are tlexted antimicrobials tested at raw milk
receiving points in industrial plants, under Statgpection, in Rio Grande do Sul (RS), from

January 2014 to February 2015.

2. Materials and methods
An exploratory descriptive study was performedpfrdanuary 2014 to February 2015, and
the data collection was performed through a questise, comprising 4 questions: (1)
Classification of the plant; (2) Group of antibiotesidues screened at the raw milk reception
point; (3) Reason for the selection of specifid fes the detection of antibiotic residues, by
the company; and (4) how long does the companypearmed the antibiotic residue
screening described above in item (2). This questoe was applied to 36 dairy companies,
which agreed to participate in this work, of the @ants in activity and registered in the
DIPOA, distributed among the 7 meso-regions of3tee of Rio Grande do Sul, representing
a 63% response rate from the searched plants.

The data obtained were tabulated in a structuredasgheet, being quantified and
analyzed according to the number of mentions faheeesponse. Figure 1 shows the
distribution of the companies under inspection oy Official State Veterinary Services and

those that participated in this study, within thea@so-regions.

3. Results and discussion

The analysis was based on the classification of 3&edairy plants, which were under
inspection by the Official State Veterinary Sergicda the State of Rio Grande do Sul,
participating in this survey, and subsequently,sadgrations were analyzed from the data

obtained using the questionnaire.
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The classification of the participating facilitissdepicted in Figure 2. It was observed
that dairy plants (83%) are predominant among nkerviewed industrial plants. This type of
plants have authorization to receive the milk amdfqgym dairy food processing such as
fermented dairy products (Rio Grande do Sul, 1989}his case, the presence of antibiotic
residues in milk, used as raw material to produmese, yoghurt, among others, is absolutely
unwanted, taking into account the risk of heighterlesses to the industry due to
technological problems caused by the inhibitionladtic acid bacteria involved in the
fermentation process (Lawley, Curtis, & Davis, 2D12

Thus, it was asked to the participating companibighvgroup of antibiotic residues
were screened at the raw milk receiving pointsmfrsix possible options (beta-lactams,
tetracyclines, sulphonamides, aminoglycosides, ohides, others), offering the option of
multiple choice responses and including groupscitetl using the open field. The results are
presented in Figure 3. In Figure 3A, data was dfiadtby repetition, i.e., how many times
each group was cited, and in Figure 3B, responses grouped according to multiple-choice
responses from the participating companies.

It can be observed that the beta-lactams and yelmaes, by repetition or
simultaneity, were the most frequently screenedantics in the raw milk evaluation routine
at the dairy plants under official sanitary sunegite in Rio Grande do Sul. The simultaneous
screening of both these antibiotic groups was tepgopby 17 (47%) of the interviewees. On
the other hand, when considering repeated citabieta-lactams were screened by 36 (100%)
of the plants, from which 11 (31%) screened exeklgi residues from this antibiotic,
whereas tetracyclines were screened by 25 (69%heoplants. Among the pathologies that
can affect dairy herds, mastitis stands out, and isommon cause for veterinary drugs
utilization in farms, with consequent presence miiltaotic residues in milk (Wyder, Boss,

Naskova, Kaufmann, Steiner, & Graber, 2011). Intitigdreatment, beta-lactams comprise



109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

51

the first choice antimicrobials used against streptci and staphylococci susceptible to
penicillin (Pyorala, 2009). Tetracyclines are usedystemic therapy, including treatment
against coliform infection (Chopra, & Roberts, 2R0&hich has a high incidence in cows
with clinical mastitis in Brazil (Oliveira, Hogevege Botelho, Maia, Coelho, & Haddad,
2015). Therefore, concerns regarding these residuegk by the dairy plants are justified.

In addition, Netto et al(2005) observed that among the main antimicrohiakd in
dairy herds in the State of Parana, in particulae beta-lactams, followed by the
aminoglycosides and tetracyclines, were the mostjuently used in dairy farms, and
presence of tetracycline residues was detecteainples of pasteurized milk (Prado, Ferreira,
Bando, & Machinski, 2015). Furthermore, Spisso |€2@10), in a study performed in the
metropolitan region of Rio de Janeiro, observed thwaytetracycline, belonging to the
tetracyclines group, was most commonly used iratamt herds by the farmers of that region.
In an international context, concerns regardingattia-lactams and tetracyclines are the same
as in Brazil. For example, in the USA, the PasiaatiMilk Ordinance (PMO) emphasizes the
test for the presence of antibiotic residues frbmn lheta-lactam group, and requires samples
collection directly in farms or in industrial faities for the presence of at least six
antimicrobials belonging to this group (specifigalpenicillins, ampicillin, amoxicillin,
cloxacillin, cephapirin and ceftiofur) (Food and ugr Administration, 2015). In Bosnia,
Fejzic, Begagic, Seric-Haracic, & Samijlovic (20bbserved that 95% of the detection tests
used in dairy plants were for screening beta-lastaransidering the broad use of this group
of antibiotics to treat mastitis in the herds. @a bther hand, tetracyclines comprise the most
used antimicrobials in Africa and consequently,sthantibiotics were the most commonly
found in foods of animal origin (Darwish, Eldaly|-Ebbasy, Ykenaka, Nakayama, &

Ishizuka, 2013). Both beta-lactams and tetracysliaee frequently reported as drugs of
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choice for the treatment of infections affectingrganerds and, probably, for this reason,
these antimicrobials receive more attention froendhiry plants.

Moreover, it was investigated the reason and pé&memf the dairy industry in
choosing the test used routinely for screeningbaotic residues in raw milk received at the
dairy plant. Four alternatives were offered, basedthe observations made by official
inspection service: price of the detection tesgvkdedge on the antibiotics used in the farms
from their milk suppliers, guidance by the techaiciresponsible for the dairy plant, and
others; allowing for multiple choice responses dmel addition of other reasons not cited
using the open field description. Figure 4A depitte answers that were individually
quantified according to how many times each reasas cited, and other reasons that were
not listed in the items offered in the questionmakurthermore, in Figure 4B, the responses
were grouped according to the multiple choice rasps of each participating plant.

It was found that for 24 (67%) of the plants, teasons for the selection of the test for
antibiotic residue detection is based on factongiothan those listed in the survey (Figure 4A
and 4B). Practicality and quickness in performing test was the desirable characteristics for
the acquisition of the test (Figud). Depending on the test used, there is a sizamfi
variation between the analysis time, since it magyvrom few minutes to hours. Thus, the
use of simplified and quick tests for antibiotisiclie detection is of extreme importance for
the plants, and are those which are preferredegimey allow the plant to quickly define the
destination of the milk batches (Nero, Mattos, BeBarros, & Franco, 2007). Furthermore,
for 14 (39%) of the plants interviewed, the guidageosen by the technical responsible for the
plant, followed by the price of detection (36%)hich may vary by more than 1000%
according to the test used, are the reasons éugk of tests in the plants (Figure 4A). In

addition, it was shown that knowledge, in particulan the antibiotics used by the milk
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suppliers, represents a concern by only 8 (22%hefinterviewees, demonstrating a lack of
synchrony between these two points of the milk @ssing chain.

Furthermore, the period in which the screeningafgpecific antibiotic was carried out
in each company was also assessed. The resultdeamenstrated in Figure 5, with the
screening of the same antibiotic groups for a pegreater than 3 years being performed in
21 (58%) of the plants. This information suggebts there is no intention on screening of

substances other than those commonly screened.

4. Conclusion

According to the data obtained in the present stutdyas concluded that the antibiotic
groups beta-lactams and tetracyclines were commsmnigened at raw milk receiving points
in dairy plants under state inspection in Rio Geadd Sul, Brazil. However, the choice of
screening these antimicrobials was not associatethe majority of industries, with prior
knowledge about which antimicrobials were usedhi milk supplier farms. Therefore, it is
of utmost importance to encourage the internal robrgrograms in the dairy plants, to
organize the antimicrobials used in dairy herds thgpply the raw milk, thus preventing
failures in the identification of residues, withneequent losses to the dairy industry and risk

to public health.
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Figure legends

Figure 1. (A) Distribution of registered and active dairkampts at the DIPOA/SEAPI, from

January 2014 to February 2015, among the 7 mesoae@f the Rio Grande do Sul state.
Black bars correspond to the participating plamd grey bars all the existing plants. (B)
Region under study in Brazil, which includes thatestof Rio Grande do Sul (in black, inset
map). Subdivision of the above mentioned meso-regaefined by the Brazilian Institute of
Geography and Statistics: (1) Southwest, (2) Cemtiest, (3) Northwest, (4) Northeast, (5)

Central East, (6) Metropolitan region of Porto Akegand (7) Southeast.

Figure 2. Distribution of the dairy plants, under state indm: by the DIPOA/SEAPI,

participating in the study, according their indigtclassification.

Figure 3. Antibiotic groups screened in raw milk in dairy pia under state inspection by the
DIPOA/SEAPI. Data was quantified (A) by repetitioof citation, (B) according to

simultaneity of residue screening by the antibio#sidue detection test.

Figure 4. Reasons for the selection of the tests for thecatien of antibiotic residues in raw
milk in dairy plants under the state inspectiortiiy DIPOA/SEAPI. Data was quantified (A)
by repetition of citation, (B) according to muli@pthoice responses from each company
participating in the study; (C) detailing the othmptions described, according to the open

field.

Figure 5. Period in which the same group of antibiotic desis were screened in raw milk by

the dairy plants, under state inspection by the@AFSEAPI.



58

(A)
il
&
l:f"@

I T T T
e o o (=] Lo o W
o~ o — - ()

sjueld jo Jaquinn

-regions

Meso

278

279

Galvani et al., Fig. 1

280



281

282

283

284

285

286

287

288

289

Galvani et al., Fig. 2

= Dairy Plant
* Micro Processing Plant
= Processing Plant

59



290

a0+ (A)

30
23

20 -

Number of mentions

10 - P " 8
0 I . I

Aminoglycosides Macrolides Sulphonamides Tetracyclines Beta-lactams

Antibiotic groups

(B)
Beta-lactams + tetracyclines 17
Beta-lactams 1"

Beta-lactams, tetracyclines, sulphonamides, 7
aminoglycosides and macrolides

Beta-lactams, tetracyclines 1
and sulphonamides

Tetracyclines | 0

Antibiotic groups

Sulphonamides o

Macrolides |0

Aminoglycosides 0

|
10 20

L=

291 Number of mentions

292

293  Galvanietal., Fig. 3

60



294

295

296

297

298

* KRNOWLEDGE ON THE ANTIBIOTICS USED BY THE MILK SUPPLIER
* PRICE

« GUIDANCE BY THE TECHNICIAN RESPONSIBELE FOR THE PLANT

* Practicality and quickness in performing the screening
Recommendation by the products supplier

« Easy in the delivary in the region

* Confidence in the test of the brand

* Few oplions in the market

Reasons for the selection of the detection test

l.IE'.I Cthars
Price + Others

Technical guidance + Others

Price + Technical guidance + Others
Knowdedge on antitiotics used

KRmwladge on antibotics » Technical guidance
Technical guidance

Knowiedge on antibiotics + Technical guidance
+ thers

Price + Knowledge on antibiobics « Others

All rEaSONS

Price + Technical guidance

Price

Knowledge on antibiotics + Others | 0

Price = Knowledge on antibiotics | 0

Reasons for the selection of the detection test

4 8 12
HNumber of mentions

Galvani et al., Fig. 4

61



299

300

301

25
w20
c
o
=
o 15
£
s
8 10~
E
=
Z 5|
1 2
[ pu— -
<6 months 6 months to 1 year 1to 3 years =3 years

Galvani et al., Fig. 5

Screening period of the same group of antibiotics

62



3.2 ARTIGO CIENTIFICO 2

Artigo a ser submetido ao periddico Food Additi@e€ontaminants.

63



64

Presence of antibiotic residues in raw milk produce in dairy farms in Rio

Grande do Sul, Brazil

Juliane Webster de Carvalho Galv&niGustavo Machadp Luis Gustavo
Corbellinf, Louise Jank Magda Targa Martids Fabiano Barrefp Eduardo
César Tondy Adriano Brandell

aSecretariat of Agriculture, Livestock and IrrigatioqSEAPI), Av. Getulio Vargas 1.384,
Menino Deus, Sala 12, CEP: 90150-004, Porto AleB®, Brazil

PInstitute of Food Science and Technology, Federalvérsity of Rio Grande do Sul
(ICTA/UFRGS), Av. Bento Gongalves 9.500, Campugale, Agronomia, CEP: 91501-970,
Porto Alegre, RS, Brazil

‘Faculty of Veterinary, University of Rio Grande @&ul (FAVET/UFRGS), Av. Bento
Goncalves 9.090, Agronomia, CEP: 91540-000, Potey#/RS, Brazil

dNational Agricultural Laboratory, Ministry of Agridture, Livestock and Supply
(LANAGRO/MAPA), Estrada da Ponta Grossa 3.036, &y CEP: 91780-580, Porto
Alegre/RS, Brazil

*Corresponding author: Dr. A. Brandelli, ICTA-UFRGAv. Bento Gongalves 9500, 91501-
970 Porto Alegre, Brazil; fax: +5551 3308 7048; aiimabrand@ufrgs.br

(Word count: 2905 tables: 3; figures: 1; referencg 29)



65

Presence of antibiotic residues in raw milk produce in dairy farms in Rio

Grande do Sul, Brazil

ABSTRACT

Milk is an important food for human consumption. wéver, contamination of milk with
antibiotic residues may be a public health concdimus, it is essential that milk meets
sanitation requirements to minimize the risk ofteomnation. Here, we analysed the presence
of antibiotic residues by liquid chromatography {LQuadrupole time-of flight mass
spectrometry (MS) and LC tandem MS at the Natidk@icultural Laboratory, State of Rio
Grande do Sul, using a total of 388 raw milk sampdetained during 2013 from farms
distributed along Rio Grande do Sul State, Bradile farms from which the samples were
collected were selected from 81,307 dairy farmsstered in the database of the Agricultural
and Livestock Service of Rio Grande do Sul. Of 888 samples, 96 (24.7%) contained
antibiotic residues from the 45 analytes invesddatFive (1.3%) of these samples were
suspected of violating the maximum residue limga@ed in the National Plan for Control
of Residues and Contaminants in Animal ProductsQR®N). The other 91 samples (23.5%)
were in conformance with the current legislatiomeTantibiotic residues most commonly
found in the raw milk produced in Rio Grande do $ure macrolides (n = 51; 13.1%),
followed by quinolones (n = 49; 12.6%) and tetrdiogs (n = 18; 4.6%). We concluded that
the milk consumed in Rio Grande do Sul, Brazil weaccordance with the previously results
obtained in the PNCRC in terms of the presencantibiotic residues during the collection

period, offering negligible health risk.

Keywords: milk; antibiotic residues; Rio Grande do Sul
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Introduction

Milk and its derivatives are high-nutrition foodsat are widely consumed by individuals of
all ages (Kanekanian 2014). Rio Grande do Sul éssiecond biggest national producer of
milk in Brazil and, according to a survey of faradl budgets carried out by the Brazilian
Institute of Geography and Statistics (IBGE/POF &R009), inhabitants of the southern
region of Brazil consume more dairy products thlae national average. Therefore, milk
destined for human consumptions should be suitadyenic, and contamination risks, such

as physical, chemical, and microbial contaminatstruld be minimised.

Due to the use of veterinary medications for herdnagement, the control of
antibiotic residues has become critical, and mangiss aimed to identify residues from
various classes of antibiotic and antiparasiticngg€Schrenk 2012). For antibiotics, residues
may be present in the raw material as a consequdrdisease treatment in the lactating herd
or through deliberate use as preservatives, airtongxtend the shelf life of milk due to
inappropriate cooling procedures (Muehlhefffal. 2013). Within the last few years, antibiotic
residues have been frequently detected in milk fBrawil, potentially representing a public
health risk (Trombete et al. 2014). These risks associated with hypersensitivity
manifestation; anaphylactic shock; increased astitbiresistance; lesions of the eyes, liver,
and kidney; genotoxicity; aplastic anaemia; intedtiflora imbalance; and secondary
collateral effects, depending on the specific nesgdpresent in milk (Vieirat al. 2012). In
many situations, the reactions caused by exposurantibiotic residues are difficult to
characterise and may be under-reported. Moreovasteprisation and manufacturing
processes may not completely degrade antibactesalues in milk, and their presence may
be disadvantageous to the industrial sector anduoar health because these substances
interfere with the fermentation of yogurts, butfersd cheeses and may remain in the finished
product (Adetunji 2011; Kellnerova et al. 2014).

Therefore, in this study, we aimed to identify batterial residues in raw milk
produced in rural properties in Rio Grande do Salkes Brazil, evaluate the conformity of
samples to the maximum residue limit (MRL) estdidis by the National Plan for Control of
Residues and Contaminants in milk, and verify thevildedge of individuals responsible for
the milking process with regard to the medicatiased in the herd and the withdrawal

period.



67

Materials and methods
Samples

A total of 388 samples collected from farms in Bi@ande do Sul State, Brazil were analysed.
The farms from which the samples were collectedewsalected from 81,307 dairy farms

registered in the database of the Agricultural Biv@stock Service of Rio Grande do Sul as
previously reported by Machado et al. (2015). Téeqa of collection was from July 2013 to

November 2013, and samples were collected by sts@ms located in each mesoregion
(Figure 1). At the time of collection, a questioimaavas employed in order to evaluate the
knowledge of individuals responsible for milkingtiviregard to the medications used in the

herd and the withdrawal period.

Samples were collected from milk in bulk tanks athefarm, representing the milk of
all lactating cows at the time of collection. Thalected raw milk samples were stored in 14-
mL plastic bottles with screw caps and were kepteurcooling in isothermal boxes with
recyclable ice for transport, followed by freeziag -20°C and shipment to the National
Agricultural Laboratory Services (LANAGRO/RS) tosass the occurrence of antibiotic
residues. Forty-five analytes were evaluated ubigf-performance liquid chromatography
(HPLC).

Reagents, standards, and equipment

HPLC grade acetonitrile and formic acid were pusegtafrom J.T. Baker (Phillipsburg, NJ,
USA). High-purity water was obtained from a Milli-Qater system (Millipore, Billerica,

MA, USA). Methanol was purchased from Merck (Dam$t Germany). Disodium

ethylenediaminetetracetate @E®DTA) was obtained by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Veterinary drug reference standards, includingatsiciine (TC), oxytetracycline
(OTC), chlortetracycline (CTC), doxycycline (DOXlxulfadiazine (SDZ), sulfathiazole
(STZ), sulfamethazine (SMZ), sulfamethoxazole (SMA¥ulfaquinoxaline (SQX)
sulfadimethoxin (SDMX), sulfadoxine (SDX), sulfaohbpyridazine (SCP), sulfamerazine
(SMR), sulfizoxazol (SFX), nalidixic acid (NALIDpxolinic acid (OXO), flumequine (FLU),
ciprofloxacin (CIPRO), enrofloxacin (ENRO), diflosia (DIFLO), sarafloxacin (SARA),
danofloxacin (DANO), norfloxacin (NOR), penicillilc (PNG), penicilin V (PNV),
ampicillin (AMP), amoxicillin (AMX), oxacillin (OXA), cloxacillin (CLX), dicloxacillin
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(DCX), ceftiofur (CFT), cephapirin (CFAP), cefopeome (CFOP), naficilina (NAFC),
cefquinome (CFQ), cefalonium (CFEN), cephalexin (§F&rythromycin (ERT), spiramycin
(SPR), tilmicosin (TLM), azithromycin (AZT), tylosi(TIL), lincomycin (LNC), clindamycin
(CLN), and trimethoprim (TMP), and the internalretards deuterated enrofloxacin (ENRO-
Ds), sulfapyridine (SPY), and demeclocycline (DTC)revgpurchased from Riedel-de-Haen
(Buchs, Switzerland) or Sigma-Aldrich.

Liquid chromatography (LC)-electrospray ionisati@8l1)-tandem mass spectrometry
(MS/MS) measurements foB-lactams were carried out using an Agilent 1100ieSer
chromatographic system (Santa Clara, CA, USA) caippp an AB Sciex API 5000 triple
quadrupole mass spectrometer (Applied BiosystenosteF City, CA, USA) with an
electrospray source in positive ionisation modstrioment control and data processing were
carried out using Analyst 1.6.1 software. For thmaining analytes, the measurements were
carried out using an Agilent 1260 Series chromatpigic system coupled to an AB Sciex
gTOF 5600. Instrument control and data processiagewarried out using MultiQuant 2.1.1

software.

The antimicrobial multiresidual analysis methodglagsed to analyse samples was
developed and validated by the National Agricultluaboratory Services (LANAGRO, Porto
Alegre, Brazil) and is the current methodology usethe analysis conducted for the National
Plan for Control of Residues and Contaminants im¥sh Products (PNCRC)he samples
sent to LANAGRO-RS were subjected to semiquantigatinalysis using LC-MS/MS and
LC-quadrupole time-of-flight (QTOF) MS, as previbuseported (Janket al 2013), to
determine the occurrence of antibacterial resididéss method is based on liquid-liquid
extraction, followed by centrifugation and evapmnatto concentrate the samples, primarily
becausei-lactams exhibit small MRLs. This method is suieafdr detection of 45 different
analytes from different classes, including tetrdiogs, sulfonamides, quinolones,
fluoroquinolonesp-lactams, macrolides, lincosamides, trimethopring Bromhexine.

The MRL for each analyte and the CCbeta value @mhecompound are listed in
Table 1. The CCbeta is the lowest level at whieghghesence of a compound can be detected
with 95% of reliability.

Results and discussion
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The analysis of 388 milk samples was stratifiecbadiong to the mesoregion (Table 2, Figure
2). From all samples, 96 (24.7%; IC 95%: 20.4—-29.08ftained antimicrobial residues from
some of the 45 analytes examined; in 91 of theswkes (23.5%; IC 95%: 19.2-27.7%), the
residues were detected at less than half the MREsribed in the National Plan for Control
of Residues and Contaminants in Animal ProducthefMinistry of Agriculture, Livestock
and Food Supply. Only a total of five samples (1.3%295%: 0.17-2.41%) were suspected
of violating the MRL established by the currentiségfion. A study conducted by Nero et al.
(2007) found that 6% (3/50) of the samples coll@dtePelotas, a city located in the southeast
region of Rio Grande do Sul, were contaminated aithbacterial residues at concentrations
higher than the MRLs. Additionally, the results abhed in the Vale do Taquari (central
eastern mesoregion of Rio Grande do Sul), revehigdwithin a 16-month period, a total of
1.54% (31,973 of 2,078,495 L) of produced milk wdiscarded due to the presence of
antibacterial residues (Fava and Pinto 2010).imortant to highlight that the differences in
the present study in comparison with those previiudies could be a consequence of the
methodology used to screening antibiotic residuat® sample size. In the previous studies,

qualitative tests were used to screen for antibia@sidues in milk.

Considering all residues, even those below the MHtlis study shows that antibiotic
residues belonging to the macrolide class, followgdjuinolones and tetracyclines, were the
most common residues found in raw milk producedaans in Rio Grande do Sul State,
Brazil. Cerqueira (2014) also identified the preseof quinolone (2.86%) and tetracycline
(11.43%) residues by analysing 70 samples of ralk mi Minas Gerais; however, these
samples violated the MRL established by the curdesgislation. The individual antibiotics for
which residues were identified at a higher freqyewere spiramycin (37 samples; 9.5%),
enrofloxacin (29 samples; 7.5%), and tetracyclib2 ¢amples; 3.1%). Detailed data are
presented in Table 3.

Macrolides have great advantages in the treatnfeacierial diseases owing to their
wide distribution in tissues, high intracellulameentrations, and prolonged half-life (Giguére
et al. 2013). Within the macrolide class, spiramyisiindicated for the systemic treatment of
clinical mastitis in bovines, caused Byreptococcusnd StaphylococcugGuardabasset al.
2008). The antimicrobial susceptibility of thesecrabrganisms to this antibiotic may reach
89.9% (Beuron et al. 2014). However, due to ithhigsue concentration, the residues of this
antibiotic remain in milk for a longer time, whichay make this antibiotic inconvenient for

the treatment of mastitis in lactating cows. Anothecrolide, tylosin, is indicated for the
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treatment of mammary gland infections caused byptlesence of Mycoplasma, anaerobic
bacteria, and gram-positive bacteria; however,tipe of antibiotic is not as effective against
most bacteria as erythromycin (Giguere et al. 20E3ythromycin is the most beneficial

alternative among macrolides and is used for int@mary infusion in the treatment of
mastitis in lactating and dry cows owing to its shwithdrawal period. However, this

antibiotic is widely used in humans, and resistatceerythromycin may result from the

consumption of food containing erythromycin ressluédareestrup et al. 2001; Watson
2004).

Within the quinolones identified in this study, efloxacin and norfloxacin were the
most common. Quinolones are indicated, among gihiggoses, for the treatment of mastitis
and metritis in bovines. In Brazil, enrofloxacin &proved for use in lactating cows.
However, in United States of America, this medmatis exclusively approved for the
treatment of acute pneumonia in beef cattle (Gig@tral., 2013), even though this drug has
high effectiveness against bacterial agents adsociaith the occurrence of bovine clinical
mastitis (Soujala et al., 2010). Based on conc@&ngublic health, Forsythe (2010) stated
that the veterinary use of enrofloxacin may be @#seaf resistance to quinolones in humans,
as observed in the treatment of infections cause@dmpylobacter jejun{Takahashi et al.
2005).

We also found that tetracycline was commonly idadiin the milk samples in this
study. Tetracyclines are indicated for metritisréipy and for the treatment of bovine mastitis,
reaching concentrations in the milk similar to tlo@iserved in the blood after intravenous
administration. Therefore, this type of antibioic considered a parenteral second choice
treatment against severe infections of the udderserh by gram-positive bacteria and
coliforms (Guardabasst al. 2008; Giguere et al. 2013). Several stutd@se shown the
occurrence of these residues in milk, althoughantiast to our study, tetracycline residues
have previous been observed at levels higher than MRL indicated in the current
legislation. De Albuquerque Fernandes et(2014) found that among 252 pasteurised milk
samples from 21 different marketed brands in Brazitotal of 20 (8%) were considered
positive, and 25 (10%) were considered suspecthi®mpresence of antibacterial residues of

tetracyclines.

Notably, antibacterial residues of tfdactam class unexpectedly were not identified
at a higher frequency in the analysed samples wf malk. Therefore, although these

antibiotics are less stable than antibiotics withie other evaluated groups, the results of this
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study showing the absence of concentrations higtzer the MRL were consistent with those
obtained by Portz et al. (2014), Robim et al. (30Bhd Becker et a(2010), who found
residues of antibiotics of thglactam group at concentrations lower than the MRImilk

samples.

Furthermore, in unique raw milk samples, it wassgase to identify the presence of
more than one analyte; 75 (19.3%) of the analysedpkes of milk harboured only one type
of antibiotic, whereas 18 (4.6%) of the sampleda&ioed residues of two different antibiotics,
and three (0.8%) of the samples contained residiigwree different antibiotics. Among the
21 samples in which more than one analyte was @ete88.1% (n = 8) contained both
macrolides and quinolones, i.e., the classes tleaé iound with the highest frequencies in

this study.

In addition to the laboratory analysis conductedhwihe raw milk samples, a
questionnaire about medication administration aggldue control was applied to farmers
from where the samples were collected in ordervi@uate the knowledge of individuals
responsible for milking. From these results, wenfibthat 53.6% (n = 208) of the respondents
stated they had not given any medications to thtatimg animals within the last 60 days
before sample collection. However, the presencantibacterial residues was identified in
22.6% (n = 47) of the samples from these farmssé&ldata indicated that it is necessary to
register the medications administered to dairy fieFdirthermore, we observed that the
veterinary medicines were administered by ruratipoers in 91.5% (n = 355) of the cases in
this study. In a study conducted in Pennsylvani@AUSawant and colleagues (2005) found
that registration of the treatment of dairy herdhwantibiotics occurred in 50% of the studied
properties (n = 113), despite that antibiotics wemleninistered by rural producers at most of
the properties (93%).

In Brazil, with regard to the incentive to produlgh-quality milk, certain dairy
companies establish different reward programs,attarised by penalties or bonuses for rural
producers based on the quality of the milk delidete the company, with the goal of
improving raw milk quality (Botaro et al. 2013). #tal of 57.5% (n = 223) of the rural
producers stated that they had been rewarded aecgotd the quality of the milk they
produced, and 84.5% (n = 328) of producers wergaitet the company to which they sell
their milk conducts tests for detecting residuesmadications in the product. Moreover,
88.7% (n = 344) of producers stated that they festnhad medication residues detected in

the milk of their herd by the company that receitressraw material. This could be explained
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by the fact that 90.7% (n = 352) of the produceesenalready informed of the possibility that
these residues remain in the milk after administnatThus, 87.4% (n = 339) of the producers
attempted to discard milk produced during the nesigheriod. However, only 3.4% (n = 13)
of producers indicated that they considered thegunsons on the medicine bottle or from the
veterinarian (n = 12; 3.1%), choosing instead teksguidance from the cooperative with
which they were associated (n = 217; 55.9%). Ingudly, prescription of drugs for
therapeutic use, diagnosis, or production auxédmrin animals must be performed by a
veterinarian, not technicians, students, or sell@nsng to the risks that may result from the
incorrect use of these medications. Moreover, gssential that antibiotics are administered
according to the recommended dosage in order tamse therapeutic failure, explore the
drug effectiveness potential, and meet the recomdegkntreatment duration to avoid

contamination of milk with antibiotic residues (Riet al. 2010; Guardabasstial. 2008).

Conclusion

The samples evaluated in this study were in cordoica with the previously results obtained
in the National Plan for Control of Residues andn@minants in milk. However, even
though the results indicated that the milk consume®io Grande do Sul State was offering a
negligible risk to public health, directed effort®ncerning good practices of veterinary
medication use by farmers should be promoted. Farmsbkould be able to register the
medications used in lactating herds and respeovitielrawal period according to veterinary
and medication guidelines, thereby minimising trsk of residues being present in milk
intended for human consumptiofhese data provide information about the actudlstaf
milk contamination in Rio Grande do Sul and regagdihe procedures used by farmers in
dairy herds. Based on these results, it is possibévaluate and outline a regular program in
Rio Grande do Sul to monitor veterinary medicatiesidues in milk, further those covered

by screening tests in the dairy industry.
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Tables

Table 1. Maximum Residue Limit and @®alues for different antibacterials in milk.

Analyte LMR CcCp Analyte LMR CCp Analyte LMR CCp

ERT 40 10 SMZ 100 25 OTC 100 25
SPR 200 50 NOR 10 2.5 PNG 4 1
LNC 150 37.5 DIFLO 100 25 PNV 4 1
TIL 50 125 CIPRO 50 125 AMP 4 1
AZT 100 25 ENRO 50 12.5 AMX 4 1
CLN 150 125 SARA 20 5 OXA 30 7.5
TLM 50 125 NALID 20 5 CLX 30 7.5
SMA 100 25 FLU 50 125 DCX 30 7.5
SDMX 100 25 OXO 20 5 NAFC 30 7.5
SQX 100 25 DANO 30 7.5 CFN 20 5
SDX 100 25 TMP 50 125 CFQ 20 5
SFX 100 25 CFT 100 25 CFAP 60 15
STZ 100 25 TC 100 25 CFOP 50 12.5
SCP 100 25 CTC 100 25

SDZ 100 25 DOXI 100 25

SMR 100 25 CFX 100 25

Tetracycline (TC), Oxytetracycline (OTC), Chlortatycline (CTC), Doxycycline (DOXI),
Sulfadiazine (SDZ), Sulfathiazole (STZ), Sulfameiha (SMZ), Sulfamethoxazole (SMA),
Sulfaquinoxaline (SQX), Sulfadimethoxin (SDMX), adoxine (SDX), Sulfachloropyridazine
(SCP), Sulfamerazine (SMR), Sulfizoxazol (SFX), iNixic Acid (NALID), Oxolinic Acid
(OX0O), Fumequine (FLU), Ciprofloxacin (CIPRO), Eflaxacin (ENRO), Difloxacin (DIFLO),
Sarafloxacin (SARA), Danofloxacin (DANO), Norfloxac(NOR), Penicillin G (PNG), Penicillin
V (PNV), Ampicillin (AMP), Amoxicillin (AMX), Oxacillin (OXA), Cloxacillin (CLX),
Dicloxacillin (DCX), Ceftiofur (CFT), Cephapirin (€AP), Cefoperazone (CFOP), Naficilina
(NAFC), Cefquinome (CFQ), Cefalonium (CFN), Cephale(CFX), Erythromycin (ERT),
Spiramycin (SPR), Tilmicosin (TLM), Azithromycin @), Tylosin (TIL), Lincomycin (LNC),
Clindamycin (CLN), and Trimethoprim (TMP).
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Table 2.Frequency of antibacterial residues in raw milklestied from farms distributed
along seven mesoregions of Rio Grande do Sul Stata,July 2013 to November 2013.

Presence

Mesoregion Samples (n)

n %
Central West 6 0 0
Southwest 9 0 0
Metropolitan Region of Porto Alegre 12 2 16.7
Southeast 16 3 18.8
Central East 27 3 11.1
Northeast 41 22 53.7
Northwest 277 66 23.8

Total 388 96 24.7
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Table 3.Individual frequencies of antibiotic residues imvrailk from farms distributed along
seven mesoregions of Rio Grande do Sul State, Jtdgn2013 to November 2013.

Samples with residues

Antibiotics n %
Macrolides 51 131
Spiramycin (SPR) 37 9.5
Tylosin (TIL) 9 2.3
Erythromycin (ERT) 3 0.8
Tilmicosin (TLM) 2 0.5
Lincosamide 1 0.3
Clindamycin (CLN) 1 0.3
Quinolones 49 12.6
Enrofloxacin (ENRO) 29 7.5
Norfloxacin (NORF) 12 3.1
Oxolinic Acid (OXO) 4 1.0
Ciprofloxacin (CIPRO) 4 1.0
Tetracyclines 18 4.6
Tetracycline (TC) 12 3.1
Doxycycline (DOXI) 2 0.5
Chlortetracycline (CTC) 2 0.5
Oxytetracycline (OXI) 2 0.5
Beta-lactams 1 0.3

Penicillin G (PNG) 1 0.3
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Figure Legends

Figure 1.Map of the region under study in Brazil, which unbés the state of Rio Grande do
Sul (in black, inset map). Subdivision of the abowentioned state according to the
mesoregions defined by the Brazilian Institute @oGraphy and Statistics: 1- Southwest of
Rio Grande do Sul, 2- Central West of Rio GrandeSdg 3- Northwest of Rio Grande do

Sul, 4- Northeast of Rio Grande do Sul, 5- Certiiadt of Rio Grande do Sul, 6- Metropolitan
region of Porto Alegre, and 7- Southeast of Rion@deado Sul.

Figure 2. Frequency of antibiotic residues classesw milk from farms distributed along
seven mesoregions of Rio Grande do Sul State, dtdgn2013 to November 2013.
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4 DISCUSSAO GERAL

No primeiro artigo, obteve-se a informacdo refezeas classes de antibidticos,
comumente pesquisados, na rotina diéria, nas piata de recepcdo do leite cru, em
estabelecimentos industriais sob a inspecao daceeveterinario oficial no Estado do Rio
Grande do Sul. Com base nos resultados obtidostaton-se que os testes de detecgao para
as classes dos antibidticos betalactamicos (n=36%) e o das tetraciclinas (n=25; 69%)
foram, frequentemente, utilizados pelos laticinisando o cumprimento da pesquisa de
residuos de antibiéticos, em leite cru, previstdegaslacdo vigente. Contudo, poucas foram
as plantas industriais (n=8; 22%) que consideravaronhecimento prévio dos antibidticos
utilizados, nas propriedades rurais fornecedordsitée para a tomada de decisédo na escolha
do referido teste de deteccdo. Ainda, observouuse ayperiodo de pesquisa dos mesmos
grupos de residuos de antibioticos era superiopeatodo de trés anos na maioria das

empresas avaliadas (n=21; 58%).

No segundo artigo, que objetivou a) identificar wesiduos de antibidticos,
frequentemente encontrados em leite cru produzidprepriedades rurais no Rio Grande do
Sul, b) avaliar a presenca de residuos de antibedtias amostras analisadas quanto ao LMR
descrito no Programa Nacional de Controle de Residu MAPA e c) verificar o
conhecimento dos responsaveis pela ordenha dpdedato aos medicamentos utilizados em
seu rebanho e a observancia dos prazos de catstes, constatou-se que dos residuos de
antibioticos identificados, os do grupo dos madewns (n=51; 13,1%), seguidos das
quinolonas (n=49; 12,6%) e das tetraciclinas (n#18%) foram os comumente encontrados
em leite cru produzido em propriedades rurais no BSn como, verificou-se que ha a
necessidade de trabalhos, junto aos produtoress,rura que se refere as boas praticas
agropecuérias do uso de medicamentos veterindeindp em vista a constatacdo de que a
determinacdo do periodo de caréncia ndo levava amideracdo, na maioria das vezes
(n=363; 93,6%), 0 constante na bula do medicamatiizado ou as recomendacbes de

médicos veterinarios.

Assim, observa-se que ha uma falta de sincrori@ @stes dois elos da cadeia, ou
seja, as propriedades rurais leiteiras e as indgéstle laticinios. Conforme os resultados
obtidos, a pesquisa de residuos de antibiéticoemgsesas, provavelmente, ndo seria capaz

de detectar os residuos, realmente utilizados miosags em lactacdo, exceto para os residuos
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da classe das tetraciclinas. Consequentemente it dentaminado com residuos de
antibiéticos ndo seria refutado na plataforma deepedo, sendo destinado para o
beneficiamento ou a producdo de derivados lacteinatmente, para 0 consumo humano.
Tal fato € comprovado mediante estudos realizadodeée pronto para o consumo, tanto
pasteurizado quanto UHT, no Brasil, nos quais telm constatada a presenca de residuos de
antibidticos em varios Estados e com variada frecjaé conforme tabela 6 (Trombete,
Santos e Souza, 2014) .

Tabela 6- Resultados dos estudos referentes aipastpresiduos de antibidticos em leite comercidb
no Brasil, no periodo de 2004 a 2012.

Amostra Estado Método de Amostras (n) Amostra
deteccao Positiva
Leite Pasteurizado Parana Imunoenzimatico 79 1% (1
Leite Pasteurizado Bahia HPLC 240 7.9% (19)
Leite Pasteurizado Parana Imunoenzimatico 260 BO% (
Leite Pasteurizado Rio de Janeiro  Imunoenzimatico 7 5 65% (37)
Leite Pasteurizado Parana Imunoenzimatico 151 246%
Leite Pasteurizado Rio de Janeiro HPLC 43 37.218p (1
Leite UHT Varios Inibicao 100 4% (4)
microbiana

Fonte: Adaptado de Trombete, Santos e Souza (2014).

Ainda, conforme o artigo 1 do presente trabalhas mmpresas entrevistadas,
constatou-se que em 58% destas, 0s mesmos grup#ibdiBticos foram pesquisados por
periodo superior a 3 anos. Além disso, apenas 22plhntas industriais consideravam o
conhecimento prévio dos antibiéticos utilizados peopriedades rurais fornecedoras de leite,
para a tomada de decisdo na escolha dos testetsedged@b. No entanto, seria interessante, de
modo a ampliar as chances de deteccdo de resiquesa procura de diferentes classes
ocorresse a partir da identificacdo dos medicamsemtiitizados nas propriedades rurais e/ou
variasse conforme o historico de dados ja obtidosotina de avaliacdo diaria. Nos Estados
Unidos, a Portaria do Leite Pasteurizado tipo Aonma a pesquisa para os residuos dos
antibioticos do grupo dos betalactamicos, no eatadicionalmente, outras classes podem
ser avaliadas, empregando-se um programa de agesti@ndomizada (Baynes e Riviere,
2014)

Além do exposto, considerando que a deteccdo ducessde antibidticos no leite, na
plataforma de recepcao das industrias, implicaom@enacao e descarte do produto, uma vez

gue 0 mesmo € considerado improprio para o consdewve-se ressaltar que, devido a erros
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de manejo nas propriedades rurais, ocorre, neases,ca perda de um alimento de alto valor
nutricional e com grande importancia na alimentagdopopulacdo. Bem como, convém

esclarecer que o descarte, devido a mistura nospartimentos do caminhdo de

recolhimento, ndo ocorrera apenas do leite daqoedpriedade que nado seguiu as boas
praticas do uso de medicamentos veterinarios, masde todo o leite que ja estava ou que
sera adicionado ao mesmo tanque, ainda que, dnwnge, ndo possuisse residuos. Além
disso, ndo deve ser esquecido, que o descartatdaden residuos de antibidticos também

traz impactos ao meio ambiente.

Desta forma, € importante que aclOes sejam diredt&enas propriedades rurais
fornecedoras de leite, no que refere ao uso decam@entos veterinarios, em especial aos
antibiéticos. Segundo Baynes (2014), o meio magivef de minimizar a presenca de
residuos de medicamentos no leite, € através damgadde comportamento do produtor
rural, mediante a assisténcia veterinaria. Atragésta, o produtor rural pode receber
orientacdes em relacdo as doencas que acometembsalno, bem como, receber protocolos
de tratamento adequados para esta finalidade. Al&so, as orientacfes abrangem o
armazenamento adequado dos medicamentos, a adagacicorreta destes, a identificacédo
dos animais tratados, como manter e entender ostro=g de tratamento, além do
esclarecimento quanto ao correto periodo de caérain relacdo a este ultimo item,
conforme exposto no artigo 2 desta dissertacamaap®d,4% (n=13) dos produtores rurais
entrevistados consideraram a informacéo existemtbula do medicamento ou a orientacao
de médico veterinario (3,1%; n=12), guiando-se,maoria dos casos, pela indicacdo da
cooperativa a qual estiverem associados (55,9%]17f)=2ara Borsanelkt al. (2015), as
praticas inadequadas dos produtores rurais s&xoeflo processo tradicional de fomento a
producdo animal, da caréncia da assisténcia téenita auséncia de politicas publicas de
educacao sanitaria. Embora as industrias tenhagngmmas de incentivo a qualidade do leite,
dos quais 57,5% (n=223) dos entrevistados no ag@igelataram fazer parte, as questdes
sanitérias relacionadas a administracdo de drogasal veterinario e 0 manejo dos animais
em tratamento sdo de exclusiva responsabilidaderddsitores rurais.

Adicionalmente, além dos esforcos, nas propriedidesras, quanto a melhoria das
boas praticas no uso de medicamentos veterinariogs industrias, visando aumentar a
capacidade de deteccao de residuos de antibidtecdsite, alteracdes no compartilhamento
de informacdes entre estes dois elos, a exemptpeacorre em outras cadeias da producao

agropecudria, poderiam contribuir para minimizarrisgos da presenca de residuos de
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antibioticos neste alimento. No caso de aves dadB ao abate, o regulamento técnico da
inspecdo tecnoldgica e higiénico-sanitaria de cdmaves prevé a apresentacdo de boletim
sanitario para avaliacdo, prévia ao abate, dasniaigdes relativas as enfermidades ocorridas
naquele lote de animais, bem como, permite avaligggistro de medicamentos utilizados,
possibilitando a identificacdo de lotes de avestqnbam sido tratados com antibioticos para
efeito de sequestro, objetivando a realizacdo déises laboratoriais, com vistas a possivel
presenca de residuos na carne (Brasil, 1998). Bammdéorma, para o abate de suinos, o
boletim sanitario que descreve as enfermidadestdplbem como, as drogas utilizadas neste
e 0 atendimento ao periodo de caréncia, € exigalo pervico veterinario de inspecéo
sanitaria oficial, de modo a fornecer informagéesapcompor a avaliacdante mortem
(Brasil, 2009).

Quanto aos resultados laboratoriais descritos tigoa2, verificou-se que das 388
amostras de leite analisadas, 96 (24,7%) apresemtalgum residuo de antibiético, dos 45
analitos pesquisados e, destas, apenas 5 (1,38 fwonsideradas suspeitas para a violacao
do LMR estipulado na legislacéo vigente (Brasill20 Nas demais 91 amostras (23,5%),
observou-se que a detecgdo de residuos ndo ucapasmetade da concentracdo do LMR
descrito no PNCRC. Assim, embora ndo tenha sidsiypelsconfirmar os resultados das 5
amostras suspeitas, devido a escassez da amosfraa pguantificacdo destas, quanto a
presenca de residuos de antibibticos, no periodmldta, obteve-se 98,7% das amostras em
conformidade com a legislacdo vigente. Por conséguos resultados encontrados eram
compativeis com aqueles identificados no PNCRCual, mos anos de 2012, 2013 e 2014
identificou indices de conformidade, para a presaelggresiduos de antibidticos em amostras
de leite analisadas, de 98,7% (1/75), 99,6% (1/228),7% (1/309), respectivamente (Brasil,
2013b; Brasil 2014b; Brasil, 2015b).

Das classes de antibidticos detectadas, conssatogde os macrolideos (n=51;
13,1%), seguidos das quinolonas (n=49; 12,6%) eadeiclinas (n=18; 4,6%) eram 0s mais
comumente encontrados em leite cru produzido eprigaades rurais no RS e, inclusive, das
5 (1,3%) amostras consideradas suspeitas pardagaddodo LMR, todas referiam-se a classe
dos macrolideos. Ainda, diferentemente do que peraga, 0s residuos de antibidticos da
classe dos betalactamicos (n=1; 0,3%) n&o obtivexgpnessiva presen¢a nas amostras de
leite cru analisadas. A justificativa para essesltados pode estar no fato de que o principal
agente causador da masti&aphylococcus aureusatualmente, conforme varios trabalhos

realizados no Brasil, jA demonstra resisténcisbateactamicos, enquanto que os antibiodticos
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da classe dos macrolideos, destacando-se a edinamsurgem como opc¢éao terapéutica para
a mastite estafilocécica (Siha al, 2012).

5 CONCLUSAO

Conclui-se que 98,7% das amostras avaliadas, es&tdo, se encontravam de acordo
com os padrdes previstos no Regulamento Técniddatgidade e Qualidade do Leite e no
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contat@san MAPA. Portanto, o leite
consumido no Estado Rio Grande do Sul, no que feeré presenca de residuos de
antibioticos, no periodo da coleta, apresentou lteekas compativeis com aqueles

identificados no PNCRC, oferecendo baixo riscot@eagublica.

Contudo, observou-se que € necessario envidar¢esfora educacdo sanitaria, no
incentivo da utilizacdo de assisténcia técnica anpéementacédo das boas praticas do uso de

medicamentos veterinarios nas propriedades ruraied¢edoras de leite.

Da mesma forma, os estabelecimentos beneficiadoes industrializadores, deste
alimento, necessitam reavaliar os pré-requisitos @ escolha dos testes de deteccao
utilizados na plataforma de recepcédo do leite daumodo que os grupos de antibioticos

avaliados sejam, no minimo, os mesmos utilizadegprapriedades rurais leiteiras.

Assim, os cuidados a campo, o controle nas in@&stai fiscalizacdo sanitaria oficial e
o compartilhamento de informacfes entre esses tanges elos da cadeia produtiva leiteira,
contribuirdo para minimizar os riscos da permargr® residuos no leite destinado ao

consumo humano e as suas possiveis consequésaadepublica.
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APENDICE A — Questionario de avaliacido da pesquisaresiduos de antibioticos, na
plataforma de recebimento de leite cru, em estaimedmtos sob inspecdo sanitéria oficial do

Rio Grande do Sul (utilizado para a elaboracao digé1).

AVALIACAO DA PESQUISA DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS N A
PLATAFORMA DE RECEBIMENTO DE LEITE CRU

1- Classificacdo do estabelecimento: CISPOA n°

[_| Fabrica de Laticinios

[ ] Usina de Beneficiamento de Leite

[ ] Micro Usina de Beneficiamento de Leite

** Teste de deteccdo de residuos de antibioticos w#do na emprese

Nome:

Marca:
(**) — Questdo apenas para fins de confirmacédo dos aitds@esquisados.

2- Grupos/classes de residuos de antibioticos pesquisa (€ possivel marcar mai
de uma opc¢ao):
[__IBetalactamicos__] Tetraciclina__]  Sulfonamidi__| Aminoglicosideos

| Macrolideos

Outros? Quais:

3- Motivo da escolha, pela empresa, do teste de detgogara a pesquisa de
residuos de antibidticos descritos no item 2 (é migel marcar mais de uma

opcao):

[_] Preco do teste de detecgéo

[ ] Conhecimento dos antibidticos utilizados nas pemfailes rurais dos seus
fornecedores de leite

[ ] Orientagdo do Responsavel Técnico do laticinio

Outro motivo? Qual:

4- Ha quanto tempo a empresa pesquisa os residuos agilioticos descritos no
item 2 ?

E <6 mesesj 6 mesesal anD la3 an 3radms
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ANEXO A — Questionario de avaliagdo do conhecimeihds responsaveis pela ordenha,
quanto a aplicacdo de medicamentos e controle siduies(utilizado para elaboragdo do
Artigo 2).

" GOVERNO DO ESTADO

RIO GRANDE DO SUL o
SECRETARIA DA AGRICULTURA, Emlab
PECUARIA E AGRONEGOCIO :

Epidamiolagh Veterniri - UFRGS

Parte do questionario utilizado no estudo soro epamiolégico de doencas reprodutivas
em bovinos e fatores de risco associados no.RS

Aplicacdo de medicamentos e controle de residuos

39.0 Quem aplica medicamentos nos animais?
( ) Funcionarios de lojas agropecuarias
( ) Médico veterinario ( )céco agricola

( ) Leigos (vizinhos, amigos) () O prépprodutor

40.0 Nos ultimos 60 dias, foi aplicado algum medicgnto nos
animais em lactacao?
( ) néo

() sim; caso sim, Qual (nome comercial)?

43.0 O que determina o periodo de descarte do le@pos o uso de
medicamentos?
() Orientacdo de médico veterinario

( ) Orientacdo de técnico agricola

( ) Orientacédo de vizinhos, amigos ou outrogyter
() A bula do medicamento

( ) A cooperativa

Outro:

44.0 O/A Sr.(a) € remunerado de acordo com a qualde* do leite?
( )néo

( )sim

*Parametros nutritivos (ex.: gordura) e sanitaes: CCS e contagem bacteriana)
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45.0 Qual empresa recolhe o leite?

() Nao aplicavel

45.1 Qual marca vende o leite?

() Nao aplicavel

46.0 O/A Sr.(a) sabe se a empresa que compra o &gte realiza
testes para deteccéo de residuos de medicamentodeite?
( )néo

() sim; caso sim, Quais?

47.0 Alguma vez ja foram detectados residuos de meamentos no
leite de seu rebanho pela empresa que realiza acothimento?
( ) néo

() sim; caso sim, Quantas vezes?

Quais medicaitos?

Observacoes:

Identificacdo Funcional
Data da aplicacéo: / /

Nome do médico veterinario:

Carimbo funcional do Médico Veterinario responsdada coleta:



