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RESUMO

COSTA, Aline da Silva. Avaliacao da Presenca de Residuos de Antimicrobianos em
Leite e Bebida Lactea UHT por Teste de Inibicio Microbiana Comercial.Dissertacio
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Programa de P6s-
Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

A ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite tem sido objeto de preocupagdo
constante por parte das autoridades sanitdrias constituindo um sério problema na saide
coletiva, devido aos efeitos toxicos destes compostos ocasionando alergias, e até mesmo
alguns tipos de cancer, além da possibilidade de favorecer o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos e alterar a constitui¢do da microbiota do trato gastrintestinal. A
presenca de residuos de antimicrobianos no leite representa o principal ponto critico de
controle de contaminacdo quimica do leite, devendo ser observada na recepcdo da matéria
prima nas plataformas das industrias de laticinios. Para fiscalizacdo e monitoramento
eficientes dos niveis de residuos de antimicrobianos em produtos de origem animal, sdo
necessarios métodos analiticos validados que garantam a seguranca e confiabilidade dos
resultados gerados. Os objetivos deste trabalho foram: avaliar a incidéncia de residuos de
antimicrobianos leite UHT comercializado em Seropédica, Rio de Janeiro e avaliar o método
de andlise por kits comerciais de acordo com a sensibilidade. Para o teste de residuo
antimicrobiano foram obtidos leites esterilizados pelo processo UHT, coletados em
supermercados locais, entre Marco de 2007 a Julho de 2008 sendo estes armazenados sob
congelamento. As andlises das 175 amostras foram realizadas com teste microbioldgico
comercial Delvotest® SP-NT com G. steraothermophilus var. calidolactis, em meio dgar com
indicador. Do total de amostras analisadas , 2 (duas) foram positivas perfazendo um total de
1,1% de incidéncia em leite ja processado e ofertado ao consumo. Os kits foram testados
quanto a sua eficdcia, confrontando doses de alguns farmacos que compdem o “pool” de
sensibilidade do kit. Foram realizadas diluicdes dos seguintes antimicrobianos: Amoxilina,
Ampicilina, Gentamicina, Eritromicina, e Trimetoprima em doses diferentes a sensibilidade
indicada pelo fabricante, uma inferior, uma intermedidria e outra superior ao limite de
deteccao do método e todas foram confirmadas pelo kit testado. Uma estratégia de controle
voltada a correcdo do problema, com orientacdo zootécnica, extensao rural, no¢des higiénico-
sanitdrias, promocdo de acdes educativas pelos 6rgaos fiscalizadores € uma proposta diante
dos resultados obtidos neste estudo, visto que a mastite € grande colaboradora para ocorréncia
destes antimicrobianos no leite. E de fundamental importancia prevenir a presenca de residuos
de antimicrobianos no leite para reduzir problemas técnicos no processamento de produtos
l4cteos e a possibilidade da transmissdo desses residuos ao consumidor, o que pode acarretar
problemas de saude coletiva. A presenga de inibidores bacterianos encontrados nas amostras
analisadas, contrariando a legislacdo em vigor, torna enfatica a necessidade da atuagdo dos
orgdos de saude coletiva quer seja através da inspe¢do, quer seja através de amplos programas
educativos junto a populacdo envolvida na cadeia de produgdo.

Palavras-chave: Leite. Residuos de antimicrobianos. Teste de inibi¢do microbiana.
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ABSTRACT

COSTA, Aline da Silva. Evaluation of the presence of antimicrobials residues in Milky
Drink and UHT Milk by Microbial Inhibition Commercial Test. Dissertation (Master
Science in Food Science and Technology, Food Science). Instituto de Tecnologia, Programa
de P6s-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The occurrence of antimicrobials residues in milk has been the object of concern by the health
authorities, it’s a serious problem in public health due to toxic effects of these compounds,
allergies and even some types of cancer, and the opportunity to promote the development of
pathogenic microorganisms and change the constitution of the microbiota of the
gastrointestinal tract. The presence of antimicrobials residues in milk is the most critical point
control of chemical milk contamination, should be observed in receipt of raw material on the
platforms of the dairy industry. For efficient supervision and levels monitoring of antibiotics
residues in animal products, validated analytical methods are needed to ensure the safety and
reliability of the results generated. The objectives of this study were: to evaluate the incidence
of antibiotic residues in milk marketed in Seropédica, Rio de Janeiro and evaluate the method
of analysis by commercial kits according to sensitivity. To test for antimicrobial residues were
obtained by the process UHT sterilized milk, collected from local supermarkets, from March
2007 to July 2008 which are stored under freezing. The analysis of 175 samples were taken
with microbiological test commercial Delvotest ® SP-NT with G. steraothermophilus var.
calidolactis in agar medium with indicator. Of the total samples analyzed, 2 (two) were
positive for a total of 1.1% in incidence of milk already processed and offered for
consumption. The kits were tested for their effectiveness, comparing doses of some drugs that
make up the pool of sensitivity of the kit. Dilutions were made of the following
antimicrobials: Amoxilina, Ampicillin, Gentamicin, Erythromycin and Trimethoprim in
different doses to the sensitivity shown by the manufacturer, one less, one intermediate and
one above the detection limit of the method and all were confirmed by the test kit. A control
strategy aimed at correcting the problem, with guidance livestock, rural extension, sanitary-
hygienic concepts, promotion of educational activities by enforcement bodies is a proposal
before the results of this study, since mastitis is a major contributor to the occurrence of
antimicrobial in milk. It is vital to prevent the presence of antimicrobials residues in milk to
reduce technical problems in processing of dairy products and the possibility of transmission
of such waste to the consumer, which may cause public health problems. The presence of
bacterial inhibitors found in the samples, contrary to existing legislation, it emphatically the
need for action of the organs of Public Health, either through the inspection, either through
extensive educational programs among the people involved in the production chain.

Keywords: Milk. Residues of antimicrobial drugs. Microbial inhibition test.
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1 INTRODUCAO

A alimentac¢do influencia, decisivamente, na satide do homem, por relacionar-se com a
nutricdo, sobrevivéncia, desempenho na vida e conservacdo da espécie, além de ser,
recentemente apontada, como um dos fatores mais importantes para a longevidade com
qualidade de vida.

O leite € um alimento unico pelo seu valor nutritivo e pela sua composi¢ao, sendo,
portanto, um constituinte essencial da dieta dos recém-nascidos para todas as espécies de
mamiferos, em particular para a espécie humana, sendo também indicado em todas as idades.
Por isso € extremamente importante apresentar-se com qualidade.

Em relacdo a producdo de lacteos no Brasil também tem sido observado um
crescimento quantitativo. Porém, aliado a esse crescimento, iniciativas para a modernizagcao
do setor foram incrementadas, ndo s6 pelo valor dos técnicos e pesquisadores no campo
do melhoramento genético dos plantéis, aprimoramento da alimentacdo fornecida,
controle da satde dos animais, como também, pelo estabelecimento de padrdes de qualidade
e seguranga a fim de poder competir com a invasdo de l4cteos importados e
acompanhar as regulamentacdes, fixando padrdes de qualidade e identidade aos produtos
lacteos de maior interesse no mercado. A partir dos anos 90, foram realizados trabalhos
importantes visando a modificacdo de um modelo ultrapassado de produgdo de leite para mais
modernos conceitos nessa atividade econdmica primdria, trazendo ganhos de produtividade,
maior competitividade no setor, com pesquisas e trabalhos cientificos da maior expressao,
ampliando a qualidade dos produtos oferecidos aos consumidores (PROGRAMA
ALIMENTO SEGURO SEGMENTO CAMPO, 2005).

Entretanto, mesmo com os avangos tecnolégicos ocorridos ao longo dos dltimos anos,
a qualidade do leite produzido no Brasil ainda estd muito além do tecnicamente
recomendado, ficando comprometidas a inocuidade dos alimentos ldcteos ofertados a
populacdo e também as possibilidades do pais de se estabelecer como um forte competidor
no mercado internacional. A baixa qualidade da matéria-prima aqui produzida limita a
transformac¢do industrial desse leite a produtos de baixo valor agregado e sem um padrao de
mercado (DURR, 2005)

Assim como outros alimentos de origem animal, o leite, durante o seu processo de
producdo primdria, processamento, transporte € comercializa¢do, pode ser contaminado por
micro-organismos patogénicos, ou mesmo por outras substancias toxicas, que impliquem em
riscos a saide do consumidor (CERQUEIRA, 1995).

E de fundamental importincia prevenir a presenga de residuos de antimicrobianos no
leite para reduzir problemas técnicos no processamento de produtos lacteos e a possibilidade
da transmissdo desses residuos ao consumidor, o que pode acarretar problemas de saide
coletiva.

Os residuos de antimicrobianos no leite podem apresentar sérias conseqiiéncias
toxicoldgicas e técnicas. A presenca destes no leite retarda ou mesmo impede os processos
microbioldgicos utilizados na manufatura de determinados produtos lacteos (BRADY &
KATZ, 1998;DEWDNEY et al.,1991;CURRIE et al., 1998; PORTUGAL, 2001)



A terapia antibacteriana em bovinos tem sido incriminada como um fator catalisador
de resisténcia em bactérias isoladas de animais tratados, de outros animais na propriedade e de
alimentos derivados destes animais (BERGHASH et al., 1983; GRIGGS et. al. 1994;
PIDDOCK., 1996), sendo a mastite, processo inflamatério da glandula mamaria, a causa mais
frequente para uso de antibacterianos em bovinos produtores de leite (McEWEN et al.,1991,
COSTA et al.,2000; MOLINA et al.,2003)

Devido a relevancia da presencga de residuos de antimicrobianos no leite sob o ponto
de vista de satde coletiva, por contribuir para a selecdo de amostras resistentes e como fator
econOmico relacionado na interferéncia na produc¢do de derivados, tém sido realizadas
pesquisas para elucidar alguns aspectos que influenciam na persisténcia de residuos no leite.

Entre os fatores de risco estudados por Raia (2001), estd a intensidade da mastite, na
persisténcia de residuo de antimicrobianos em animais tratados.

A comissdo constituida para o Programa Nacional de Controle de Qualidade do Leite
(PNQL), implantado em 2005 recomenda maior rigor na avaliacao da presenca de residuos de
antimicrobianos no leite. Para tanto, sdo necessérios estudos sobre o assunto pra fornecer
subsidios aos produtores, médicos veterindrios e técnicos, no sentido de melhor orientar o uso
destes e prevenir residuos.



2 OBJETIVOS

Avaliar a incidéncia de residuos de antimicrobianos no leite UHT comercializado no
municipio de Seropédica, Rio de Janeiro;
Avaliar o método de andlise por kits comerciais de acordo com a sensibilidade.



3 JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite tem sido objeto de preocupagao
constante por parte das autoridades sanitdrias constituindo um sério problema na sadde
coletiva, devido aos efeitos toxicos destes compostos, alergias, e até mesmo alguns tipos de
cancer, além da possibilidade de favorecer o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos e alterar a constitui¢cdo da microbiota do trato gastrintestinal.

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite representa o principal ponto
critico de controle de contaminagdo quimica do leite, devendo ser observada na recepcao da
matéria prima nas plataformas das industrias de laticinios (FOLLY & MACHADO, 2001).

Por este motivo, recomenda-se o monitoramento frequente de residuos de
medicamentos e seus derivados metabodlicos no leite, adotando-se, como referéncia, os limites
estabelecidos através de agéncias internacionais. Historicamente, a principal referéncia
mundial para esse assunto é o Codex Alimentarius (FAO/OMS), que fornece subsidios
técnicos e serve de referéncia para vdrios paises do mundo. De acordo com o mesmo, o limite
maximo de residuo de antimicrobiano para o leite € um décimo do limite maximo para a
carne, pois o leite é alimento essencial para criangas e recém nascido (FONSECA, 2001). No
Brasil, o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal (PNCRB)
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) e o PAMvet (ANVISA)
regulamentam o assunto.

O conhecimento da dimensdo da exposi¢ao da populacdo aos antimicrobianos é de

fundamental importancia para nortear as acdes de controle visando a protecdo a saude do
consumidor.

Em funcdo desta realidade, o monitoramento do que vem sido consumido pela
populacdo faz-se necessdrio. Através dos resultados encontrados, serd desencadeada uma
estratégia de controle voltada a corre¢dao do problema, com orientacdo zootécnica, extensao
rural, no¢des higi€nico-sanitarias, promogao de a¢des educativas pelos 6rgaos fiscalizadores.



4 REVISAO DE LITERATURA

A mastite € um dos problemas mais importantes nas propriedades leiteiras e a maior
fonte de residuos encontrados no leite (McEWEN et al., 1991, MOLINA et al.,2003).

O tratamento da mastite € um dos fatores de impacto econdmico na produgio leiteira,
representado pelo custo com os medicamentos, mdo-de-obra e descarte do leite. Na pratica, a
administracdo do medicamento € realizada por via sist€émica ou por via intramamadria ou,
ainda, pelas duas vias concomitantemente. A via intramamdria € a mais utilizada por
apresentar menores efeitos colaterais, maior facilidade de aplica¢do e menor custo.

Os medicamentos disponiveis para o tratamento de mastite, de animais em lactagdo,
apresentam formulagdes com diferentes principios ativos. Os antimicrobianos betalactimicos
estdo entre os mais usados internacionalmente em medicina humana e veterinaria (SHITANDI
& GATHONI, 2004).

Na atualidade tem sido observado um predominio de aminogligosideos e
betalactaimicos na formulacdo dos medicamentos para mastite disponiveis no mercado
brasileiro.

A situagdo brasileira se diferencia da observada no estrangeiro onde predominam
betalactamicos para o tratamento de mastite, sendo que em alguns paises o tratamento desta
afeccdo € restrito ao uso destes antimicrobianos (SHITANDI & GATHONI, 2004). Esta
peculiaridade na utilizacdo de diferentes grupos farmacol6gicos no tratamento da mastite no
Brasil motivou a realizacdo de pesquisas no sentido de conhecer melhor os fatores que
interferem na presenga de residuos de antimicronianos no leite de vacas tratadas.

4.1 Leite

Segundo o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) de 1952, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que
proceda (BRASIL, 1952).

O leite como alimento balanceado foi sempre considerado como um dos melhores, e
que possui tudo o que se pode esperar em um alimento: acessibilidade, preco, qualidade
nutricional e caracteristicas sensoriais de grande aceitacdo pela populagio (MARTINEZ,

2006).

O consumidor percebe o leite como um alimento especial, por ser um componente
importante na dieta de recém-nascidos, criangas em fase de crescimento, adultos jovens e
idosos. Assim, o conceito nutricional do leite estd proximo do alimento completo, além da
impressao de pureza associada a cor branca (BRADY & KATZ, 1998; COSTA,1998;1999).

O leite e seus derivados ocupam um papel importante na nutricdo do homem. Um litro
por dia supre todas as necessidades de proteina de criancas até seis anos de idade, mais de



60% das necessidades protéicas dos adolescentes e 50% das necessidades protéicas dos
adultos. Em relacdo ao cdlcio, o consumo de um litro didrio supre cerca de 100% das
necessidades (COSTA,1999).

Pode ser considerado um produto fonte de mais de vinte diferentes nutrientes
essenciais, atendendo, proporcionalmente, as exigéncias nutricionais de cdlcio e proteinas,
consideradas de alto valor bioldgico, além de fornecer vitaminas (A, B2, B12 e D) e
minerais (célcio, fésforo e magnésio). O cdlcio € um nutriente essencial para o
funcionamento normal do metabolismo de todas as células, participando de intimeras

funcodes vitais (SANTOS et al., 2004).

As propriedades do leite sdo determinadas por seus constituintes e por qualquer
processo ou operagdo que, alterando estes constituintes, possa interferi-las. O leite fresco
normal tem um sabor ligeiramente adocicado, devido principalmente ao seu alto contetido de
lactose. Entretanto, todos os elementos do leite, inclusive as proteinas participam de forma
direta ou indireta na sensacdo de sabor. J4 o odor do leite recém-ordenhado esté relacionado
com o ambiente de ordenha, porém este odor logo desaparece, tendo que se apresentar,
preferencialmente, isento de odores estranhos. Os principais elementos que influenciam
o odor do leite sdo provenientes do meio ambiente, de utensilios, outros alimentos e pela
presenca de microorganismos (BRITO e BRITO, 1998).

Sua perenidade na mesa dos consumidores de toda idade também estd baseada na
caracteristica de satisfazer as exigéncias de bem estar e saide e na habilidade de produzir
efeitos medicinais positivos (MONARDES, 2004).

Segundo Monardes (2004) outros componentes do leite possuem efeitos benéficos
sobre a saude. O 4cido butirico, assim como os esfingolipidios, na reducdo do cancer de
c6lon, os polipeptidios e proteinas do leite, na diminuicdo do risco de hipertensdo; o acido
linoléico conjugado ( em inglés: “Conjugated Linoleic Acid”, CLA) na fun¢do imunoldgica
na diminuicao do risco de certos tipos de cancer; o acido estedrico, no controle dos lipidios
sanguineos; a fermentacdo com probidticos, na absor¢do de lactose e outros nutrientes, na
melhoria da imunidade e na diminuic¢ao de certas doencas infecciosas.

Especificamente, no mercado de leite fluido observou-se nos tultimos anos, um
crescimento explosivo do consumo de leite tipo UHT, tornando tecnologicamente possivel o
fornecimento de leite vindo de regides distantes dos centros consumidores a precos baixos
(SANTOS & FONSECA, 2003).

O sexto produto agropecudrio brasileiro € o leite, com producdo de vinte e sete bilhdes
de litros em 2008 (EMBRAPA,2009). O Brasil €, o sexto maior produtor mundial de leite,
responsavel por cerca de 48% do volume produzido pelos paises que compdem o
MERCOSUL.

O Brasil apresenta baixo consumo de leite, per capita, cerca de 123 kg hab-1 ano-1, a
partir de 2003 o consumo vem aumentando, com taxas de 4,3% ao ano. Esse valor estd bem
acima do crescimento econdmico verificado no setor industrial e de servigos, bem como do
crescimento econdmico nacional. (BALBASSIN JR., 2006). Contudo, o consumo esta abaixo
do recomendado pela FAO que é 224kg hab-1ano-1 (CALIL, 2006).



Santos & Fonseca (2002) destacaram que, em termos mundiais, as normas utilizadas
para o comércio internacional sdo definidas pelo Codex Alimentarius, que é um férum
internacional de normalizacdo de alimentos, estabelecido pela Organizacdo das Nagdes
Unidas através da “Food and Agriculture Organization” (FAO) e Organizacdo Mundial da
Saiude (OMS). As normas Codex abrangem os principais alimentos, sejam processados,
semiprocessados ou crus. Também abrange substancia/produtos que sejam usadas para a
elaboracdo dos alimentos, na medida em que seja necessdrio alcancar os principais objetivos
do Codex. As diretrizes Codex referem-se aos aspectos de higiene e propriedades nutricionais
dos alimentos, abrangendo cddigo de pratica e normas de: aditivos alimentares, pesticidas e
residuos de medicamentos veterindrios, substancias contaminantes, rotulagem, classificagdo,
métodos de amostragem e andlise de riscos. Desde sua criacdo, o Codex gerou investigacdes
cientificas sobre os alimentos e contribuiu para que aumentasse, consideravelmente, a
consciéncia da comunidade internacional acerca de temas fundamentais, como a qualidade e
inocuidade dos alimentos e a saide coletiva.

No final do ano de 1996, foi criado o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do
Leite (PNMQL). O PNMQL faz parte do Programa de Modernizacdo do Setor Lacteo no
Brasil. Este programa vinha sendo discutido desde 1992 quando chegou ao fim o tabelamento
do preco do leite pelo Governo. Tal fato, acrescido de outros como criagio do MERCOSUL,
causou grandes modifica¢des no setor, que procurou se adequar a nova realidade. O conceito
de qualidade do leite até entdo pouco considerado no pais, mas exigido nos paises
desenvolvidos e de tradicional producdo leiteira, por ser essencial inclusive para exportagdo,
passou a merecer destaque.

O objetivo do PNMQL é melhorar a qualidade do leite, para que a populacdo possa
consumir produtos lacteos mais seguros, mais nutritivos e mais saborosos, proporcionando
aumento dos rendimentos dos produtores. Assim, torna-se importante produzir leite com
qualidade. A higiene do animal, do ordenhador e das instalagdes sdo a¢Oes necessdrias para
atingir esse objetivo. A producdo de leite de qualidade beneficia os produtores a medida que
se reduz a existéncia de doengas, resultando em maior producdo de leite e custos menores
(DURR, 2005)

Com este objetivo o governo brasileiro, sob orientagdo e coordenacdo do MAPA
aprovou regulamentacao para o controle e a melhoria da qualidade do leite. Foram formuladas
a Instru¢do Normativa n° 51 de 18 de Setembro de 2002 e a Portaria n°® 78 de 3 de Junho de
1998 que regulamentou os programas de qualidade e o controle de residuos em leite.

A qualidade do leite depende da genética, da alimentacdo e principalmente do estado
de saude dos animais. Diversos autores demonstraram que a inflamac¢do da glandula mamaria
(mastite) € responsdvel por alteracdes na composi¢do do leite, muitas vezes tornando o
produto improprio para consumo (SANTOS,2003). Além disso, o uso de medicamentos no
tratamento da mastite favorece a presenca de residuos de medicamentos (COSTA et
al.,1999;RAIA, 2001).

Conforme Santos & Fonseca (2002), para que o leite seja considerado de boa
qualidade, ha necessidade de atender, pelo menos quatro critérios: auséncia de agentes
patogénicos e contaminantes (residuos de antimicrobianos, pesticidas e substincias estranhas
ao leite); baixa carga microbiana; sabor agradavel e alto valor nutritivo.



Ainda, que nas décadas de 40-50 teve inicio o uso de antimicrobianos, na producdo
leiteira, com o objetivo principal de tratamento e preven¢dao da mastite bovina. Desde entdo,
um dos principais problemas, encontrados na industria de laticinios, é a presenca de residuos
de antimicrobianos no leite, o que resulta, além de potenciais riscos a saide do consumidor,
em efeito inibitério sobre o crescimento de culturas lacteas empregadas na fabricacdo de
queijos e outros produtos fermentados. Para evitar esses problemas basta, respeitar o prazo
minimo de caréncia estabelecido pelo fabricante do medicamento, que vem descrito na bula.
Esse prazo depende do tipo de medicamento utilizado e o regime de tratamento adotado.

4.2 Mastite

A mastite € o processo inflamatério da glandula mamaéria que afeta, qualitativa e
quantitativamente, a produgdo de leite. Observa-se um menor teor de lactose, caseina,
gordura, célcio e fosforo e um aumento nas células somdticas, imunoglobulinas, cloretos e
lipases. Com estas alteragdes, o leite torna-se inadequado para o consumo e para a producdo
de derivados (COSTA,1998;SANTOS,2003).

A doenga geralmente € classificada em duas formas: clinica na qual o diagndstico
pode ser feito pela deteccdo de alteracdes visiveis ou palpacdo da glandula e subclinica
quando € essencialmente diagnosticada pela determinacdo das células somaticas e/ou cultura
bacteriana. (SHITANDI; GATHONTI,2004).

Na mastite clinica os sinais da doenca sdo evidentes nos tetos e no ubere
(inchaco, aumento de temperatura, endurecimento, dor) ou no leite (presenca de codgulos,
grumos, flocos, aspecto aguado, com ou sem presenga de sangue ou pus). Essas altera¢des sdo
detectadas quando se ordenha os primeiros jatos de leite de cada quarto mamario sobre uma
caneca de fundo telado ou escuro (LEITE DPA, 2005).

A mastite subclinica causa alteracdes no leite que ndo sdo visiveis a olho nu como o
aumento na Contagem de Células Somadticas, aumento nos teores de cloro, soédio e
proteinas séricas, e diminui¢do nos teores de caseina, lactose e gordura do leite. Essas
caracteristicas s60 podem ser avaliadas por meio de testes auxiliares como o “California
Mastitis Test” (CMT), o “Wisconsin Mastitis Test” (WMT) e a Contagem de Células
Somaticas (CCS) (LEITE DPA, 2005).

Os testes de triagem de mastite sdo utilizados como guia auxiliar na decisdo de
tratamento (SHITANDI; GATHONI,2004).

Em levantamento realizado nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, o indice de
prevaléncia de mastite clinica foi de 17,45% e de 46% para a mastite subclinica. De todos os
animais examinados, 72% apresentaram pelo menos um quarto afetado (COSTA et al., 1995).

Segundo Costa (1991), a mastite pode ter origem fisioldgica, traumatica, alérgica,
metabdlica ou infecciosa. Assume maior importincia a mastite de origem infecciosa, que, em
muitos casos, pode acarretar perda da atividade funcional da glandula, quando nao forem
instituidas medidas de controle e tratamento imediato, além de representar importante
problema de saide coletiva.

Diversos micro-organismos podem ser considerados agentes etioldgicos de mastite,
tais como as bactérias, os protozodrios, os virus, os fungos filamentosos, as leveduras e as
algas. Fatores anatomicos, fisiolgicos, metabdlicos, ambientais e de manejo podem também



interferir, dificultando com issso, o tratamento e controle. Dentre os agentes etioldgicos, as
bactérias ocorrem com maior frequéncia, constituindo cerca de 80 a 90% dos casos, dentre as
quais as mais comuns sdo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus ssp, Staphylococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis, Corynebacterium spp.,
Escherichia coli, Nocardis ssp, Protoheca zopfii, entre outras (COSTA et al., 1997,
COSTA,1998; COSTA et al. 2000). Dentre estas, destacam-se as espécies do gé€nero
Staphylococcus.

No Brasil, Brabes et al.(1999), caracterizaram as espécies bacterianas isoladas de
mastite. Foram estudadas estirpes provenientes de amostras de leite de animais com mastite
clinica e subclinica nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Das 127 estirpes estudadas, as
espécies mais encontradas foram Staphylococcus aureus (39%), S. chromogenes (11%), S.
scuri (9%), S. simulans (7%), S. hyicus (6%), S. xylosus (5%), S. warneri (2%), S
.epidermidis (0,78%), S. hominis (0,78%), S. caprae (0,78%), S. saprophyticus (0,78%),
sendo que destas, 16 apresentaram producdo de enterotoxinas. A capacidade destas de
sintetizar enterotoxinas representa na atualidade um sério problema a satide coletiva.

Mc Ewen et al. (1991) obtiveram que a ocorréncia de residuo no leite, estava
associada com um aumento na frequéncia de tratamento de vacas em lactacdo, com
antimicrobianos por via intramamadria, indicando que proprietdrios devem ter um cuidado
extra, quando tratar as vacas por esta via. Muitos proprietarios, segundo os autores no estudo
referido, usavam antimicrobiano intramamadrio, quando achavam necessdrio, sem nenhuma
orientagdo direta do veterindrio.

Raia & Costa (2001) avaliaram 60 amostras de tanques resfriadores de diferentes
propriedades leiteiras, as amostras que apresentaram alta percentagem de mastite clinica
foram relacionadas com a detec¢do de residuo de antimicrobianos no leite,reforcando ser a
ocorréncia de mastite clinica um fator predisponente importante para a presenca de residuos
no leite de tanques resfriadores das propriedades.

Se a mastite € um problema, o seu controle através do uso de antimicrobianos impde
outro desafio para a manutencdo da qualidade do leite: o residuo de antimicrobianos
no produto. A contaminacdo do leite e, conseqiientemente, dos produtos l4cteos por
antimicrobianos, deve-se principalmente ao tratamento de vacas em lactagdo com
problemas de mastite ou ao tratamento durante o periodo seco, para controlar a mastite
(GIGANTE, 2004).

A presenca de residuo do antimicrobiano no leite constitui um problema por duas
razdes principais: primeiro, porque ¢ um problema de satde publica; segundo, porque
mesmo em baixos niveis pode afetar o comportamento e atividade das culturas
l4cticas, causando perdas considerdveis para a qualidade dos produtos e para a industria
laticinista (GIGANTE, 2004).

Uma vez que o leite contaminado com residuo de antimicrobiano dé entrada na
industria, praticamente nada pode ser feito para evitar sua presenca no leite fluido ou nos
produtos lacteos. Os tratamentos usuais aos quais o leite € submetido, como filtracdo,
resfriamento e tratamento térmico na faixa de 72-75°C por 15 a 20 segundos, tém
pouca ou nenhuma influéncia sobre o contetido de antimicrobianos. Mesmo o tratamento
UHT a 130-140°C por 2 a 4 segundos ndo € suficiente para destruir 100% dos

antimicrobianos (GIGANTE, 2004).



Dessa forma, através do consumo de leite fluido, o residuo de antimicrobiano chega a
mesa do consumidor e constitui um problema de sadde publica, cujos aspectos
toxicoldgicos, microbioldgicos e de desenvolvimento de reagdes de hipersensibilidade sao de
grande importancia (GIGANTE, 2004).

4.3 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo substincias quimicas inespecificas ou especificas que atuam
sobre os micro-organismos em geral, quer sejam eles patogénicos ou ndo. Pertencem ao
primeiro grupo os desinfetantes e anti-sépticos, ao segundo, 0s quimioteripicos e
antimicrobianos (SPINOSA, 2002).

Os quimioterdpicos sdo substancias sintetizadas em laboratdrio e, antimicrobianos sao
substancias produzidas parcial ou totalmente por seres vivos, em sua maioria fungos do
género Streptomyces e alguns do género Penicillium e Cephalosporium (ALTERTHUM,
1999). Porém, na prética, esta distincdo nem sempre é observada (TORTORRA et al., 2000).

Os antimicrobianos possuem agdo bacteriostitica ou bactericida, fungiostitica ou
fungicida (ENGLERT,1982; BRASIL, 1999) e sao importantes farmacos utilizados em
animais destinados a produc¢do de alimentos, com a finalidade terapéutica, profildtica ou como
promotores de crescimento (CANABRAVA et al., 2002; STILWELL & GONCALVES,
2002).

O uso de antimicrobianos em animais sempre acompanhou o desenvolvimento e a
utiliza¢do destes em medicina humana. Na década de 50, descobriu-se seu uso como aditivo
alimentar, aumentando o crescimento animal e a eficiéncia produtiva (MITCHELL et al.,
1998). S6 nos Estados Unidos, quase uma centena de quimioterdpicos, com predominio de
antimicrobianos, sdo utilizados na produ¢do animal, principalmente em aves. No Brasil esse
ndmero nao € muito menor (MfDIO, 2000).

Os antimicrobianos mais comumente utilizados em animais de produgdo podem ser
divididos em cinco classes incluindo os B-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), as
tetraciclinas  (oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina), os aminoglicosideos
(estreptomicina, neomicina e gentamicina), os macrolideos (eritromicina) e as sulfonamidas

(sulfametazina) (MITCHELL et al., 1998).

Em relacdo as estirpes multi-resistentes desenvolvidas no Brasil, tem-se observado
uma preocupagdo com o uso indiscriminado e indevido de antimicrobianos na terapia de
infec¢des intramamdrias bovinas, causadas por coliformes e outros agentes (COSTA et
al.,2000; GARINO Jr et al.,2000)

Um agravante destacado por Garino Jr. et al (2000) é que os sorogrupos de EPEC,
com resisténcia multipla elevada a antimicrobianos, foram isolados de mastites subclinicas, o
que representa risco a saude coletiva, pois o leite de casos subclinicos de mastite, por nao

apresentar alteracOes visiveis, é muitas vezes comercializado para consumo humano,
principalmente pela venda informal.

Sob ponto de vista de alimento seguro e o Programa da FAO, ¢é importante

salientar que, para determinados antimicrobianos, a ingestdo didria admissivel (IDA) é
relativamente elevada, de maneira que a concentracdo encontrada em produtos de origem
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animal, na maioria dos casos, estd abaixo da concentracdo estabelecida. Portanto, a
toxicidade destes residuos € relativa, sendo mais importante o0s problemas
microbiol6gicos que podem ocasionar. Quanto aos antimicrobianos, que podem causar
efeitos toxicos graves na populacdo, como nitrofuranos, possiveis mutagénicos, ou o
cloranfenicol, causador de anemias graves, e que tem seu uso proibido em animais destinados
a producdo de alimentos, inclusive no Brasil (Portaria Ministerial n.° 448, de 10/09/1998) e
seus residuos, sdo inaceitiveis sob o ponto de vista toxicolégicos (TETZNER &

BENEDETTI, 2005)
4.4 Tratamento da Mastite Bovina

Antimicrobianos s3o largamente utilizados no manejo do gado leiteiro para o
tratamento de doencas e como suplementos alimentares. Eles podem ser administrados
oralmente como aditivos alimentares ou diretamente por injecdo. O uso de antimicrobianos
pode resultar em residuos desses farmacos no leite, especialmente se eles nao sdo usados de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Cerca de 87% do emprego dos antimicrobianos em medicina veterindria, sdo para fins
de tratamento, controle e prevengdo. Outros 13% sdo usados para o aumento da eficicia
nutricional, com o ganho de peso como indicador de resposta ao uso do antimicrobiano. Essa
pratica € proibida no Brasil e em muitos outros paises.(GRANJA,2004)

Dos antimicrobianos empregados na produgdo animal, 47% sao de uso exclusivo em
medicina veterindria e somente poderdo ser usados depois de aprovados por 6rgdos oficiais. A
aprovacdo depende da apresentacdo de resultados de estudos quanto a dose, duracdo e
caréncia do tratamento na espécie de interesse.(GRANIJA,2004)

Ao se abordar a questdo da presenca de residuos no leite, € importante que se
diferencie corretamente os termos ‘“‘antimicrobianos” e ‘“residuos de antimicrobianos”.
Spinosa et al. (1999) definiram antimicrobianos, sob o aspecto farmacolégico, como
substancias quimicas (medicamentos) produzidas por alguns micro-organismos ou Sseus
equivalentes sintéticos capazes de, em pequenas doses, inibir o crescimento (bacteriostasticos,
fungistdticos etc.) ou destruir (bactericidas, fungicidas) micro-organismos causadores de
doencas. Brandao (2002) e Alvim (2005) propuseram definir antimicrobianos como inibidores
especificos de sistemas enzimadticos de estruturas celulares vitais para a sobrevivéncia de
micro-organismos, enquanto “residuos de antimicrobianos” como compostos bioativos que
restam nos animais devido ao seu uso terapéutico, podendo causar acdes biolégicas nos seres
humanos consumidores de produtos de origem animal.

A quantidade de residuo de antimicrobiano excretada no leite varia entre os diferentes
individuos, consoante a quantidade de leite que a vaca produz e o excipiente de preparacdo
utilizado. A administracdo de doses elevadas e a producdo de quantidades escassas de leite
determinam largas permanéncias de antimicrobianos no ubere (GRANJA,2004).

Em um programa bésico de controle da mastite, recomenda-se que vacas que
apresentem mastite clinica devem ser tratadas imediatamente, e que todas as vacas devem ser
tratadas durante o periodo seco. Nesse caso, com o uso de antimicrobiano, o leite do animal
tratado somente poderd ser destinado a alimenta¢do humana apds o prazo minimo de caréncia
estabelecido pelo fabricante na bula. Esse prazo depende do tipo de medicamento utilizado e
regime de tratamento adotado (FONSECA & SANTOS, 2000).
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Em relacdo a utilizagao de associagdes no tratamento de mastite bovina ha posicoes
conflitantes. Assim, apesar da base tedrica para o uso destas ser a ampliagdo de espectro e a
acdo sinérgica contra certos micro-organismos, alguns autores argumentam que, nao foi
devidamente comprovada em protocolos clinicos de tratamento de mastite bovina, a
superioridade da formulacdo betalactamicos associados aos aminiglicosideos (TAPONEN et
al.,2003). Nos Estados Unidos as associagdes deste tipo foram retiradas do mercado hé alguns
anos, devido as restricdes impostas pela “Food and Drug Administration”. Entretanto, na
Unido Européia e em vérios paises as associacdes sdo amplamente utilizadas no tratamento de
mastite.

O processo inflamatério da glandula mamaéria aumenta o risco da presenga de residuos
de antimicrobianos no leite, podendo inclusive, determinar periodos de eliminacdo além
daqueles estabelecidos nas bulas dos medicamentos (RAIA et al., 1999; RAIA et al., 2003).

E imprescindivel, entdo, descartar o leite durante o tratamento das vacas em

lactagdo, seguindo rigorosamente os prazos prescritos nas bulas de cada medicamento
(LEITE DPA, 2005).

Figural. Aplicagdo de antimicrobiano para o tratamento da mastite pela via intra-mamadria.
4.5 Aminoglicosideos no Tratamento da Mastite Bovina

Na medicina veterindria, os aminoglicosideos sdo amplamente utilizados no
tratamento de infecgdes bacterianas, como nas enterites € mastites. Os mais comumente
usados como agentes terapéuticos sdo: gentamicina, neomicina, diidroestrepomicina e
estreptomicina (TAPONEN et al.,2003).

Os aminoglicosideos estdo entre os medicamentos mais utilizados para o tratamento de
mastite, sendo também encontrados associados aos betalactimicos na composi¢do de muitos
dos medicamentos disponiveis no comércio. Vérios trabalhos avaliaram a utilizacdo dos
aminoglicosideos no tratamento de mastite bovina (LANGONI et al. 2000;).

Entre os aminoglicosideos utilizados no tratamento da mastite destaca-se a
gentamicina. Como se verifica pelos dados apresentados na Tabela 1, o limite madximo para
este aminoglicosideo no leite varia acentuadamente, sendo para Unido Européia (EU) o FDA
admite o maximo de 100 ppb, para os Estados Unidos o FDA admite o maximo de 30 ppb e
no Brasil ndo hd informagdo, com relacdo a diidroestrepomicina e neomicina, os limites sdo
de 125 e 150 ppb respectivamente.
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Tabela 1. Limite mdximo permitido de residuos de antimicrobianos no leite (ug/Kg), de acordo com a Comissao
do Codex Alimentarius (CODEX), “Food and Drug Administration” (EUA), Unido Européia e Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).

Codex EUA/FDA EU LMR Brasil'
Substancia LMR Tolerancia (ng/Kg) LMR
(ng/Kg) (ng/Kg) (ng/Kg)
Penicilina G 4 5 4 4
Ampicilina - 10 4 4
Amoxilina - 10 4 4
Oxacilina - - 30 -
Cloxacilina - 10 30 -
Diocloxacilina - - 30 -
Penetamato - - 4 -
Ceftiofur 100 50 100 100
Cefquinone - - 20 -
Cefapirina - 20 - -
Etraciclina 100 80 100 100
Clortetraciclina 100 30 100 100
Oxitetraciclina 100 30 100 100
Espiramicina - - 200 200
Tylosina - 50 50 -
Eritromicina - 50 40 40
Espectinomicina 200 30 200 -
DH/Estreptomicina 200 150 200 -
Gentamicina 200 30 100 -
Neomicina 500 150 500 500
Sulfonamidas - - 100 -
Sulfadimidina 25 10 - -
Sulfadimetoxina - 10 - 100
Sulfametazina - 10 - -
Sulfatiazol - 10 - 100
Sulfadiazina - 10 - -
Trimetoprim - - 50 -
Furazolidona - - - -
Ronidazol - - - -
Cloranfenicol 0 0 0 -
Novobiocina - 100 - -

1Programa de Controle de Residuos em Leite; PCRL/2000, Instru¢do Normativa n° 42 de 20 de Dezembro de
1999.
Fonte: BRITO,2003.

Costa et al.(1996), avaliaram,em protocolo de campo, que englobou 154 vacas com
mastite, num total de 214 quartos, a utilizacdo de gentamicina por via intramamdria obtendo-
se cura de 83,9%.Neste mesmo trabalho foram avaliados tratamentos com cefacetril
(betalactamico) com 80,8% de cura, também foi realizado o tratamento a base de enzimas sem
a inclusao de antimicrobianos, com resultados de 68% de cura.

Apesar da ciéncia terapéutica comprovada, alguns aminoglicosideos podem
determinar persisténcia prolongada de residuos em animais tratados (ZIV,1980).

Ha uma preocupacido sobre residuos de aminoglicosideos desde que estes foram

apontados como causadores de dano aos rins e aos nervos cranianos, levando a uma perda de
audicgdo.
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4.6 Betalactamicos no Tratamento da Mastite Bovina

Os antimicrobianos B-lactamicos sao representados pelas penicilinas e cefalosporinas.
Apresentam estrutura B-lactamico condensada, grupo carboxilico livre € um ou mais grupo
amino substituido na cadeia lateral. S0 os antimicrobianos mais utilizados em veterindria e
de grande emprego na quimioterapia humana (MIDIO, 2000).

Uma grande variedade de betalactamicos € utilizada em vacas leiteiras. Os mais
empregados no tratamento de doengcas em vacas em lactacdo sdo: penicilinas, ceftiofur,
cloxacilina, cefapirina, cefacetril, amoxilina e ampicilina (COSTA 2002).

Muito embora, como se observa pelos dados da literatura, os betalactimicos
constituem importante ferramenta, o uso inadequado pode causar residuo no leite,
aumentando o risco de selecdo de estirpes resistentes. A prevaléncia de resisténcia para
cefalosporinas em estirpes patogénicas de Escherichia coli, foi descrita por Garino Jr et al.
(2000).

Os antimicrobianos do grupo beta lactimicos (penicilinas) sdo os antimicrobianos
mais administrados as vacas de leite. Estima-se que aproximadamente 10% das pessoas sao
alérgicas as penicilinas e aos seus metabdlitos (WEAVER, 1992).

Considerando-se a alta porcentagem de pessoas alérgicas a penicilina e seu amplo uso
nas propriedades leiteiras, os residuos de penicilina constituem a maior preocupagdo, com
relacdo aos riscos oferecidos aos humanos (LARANJA & MACHADO, 1994).

Em relagcdo ao uso de associagdes, varios estudos foram conduzidos em protocolos de
campo com penicilinas no tratamento de mastite clinica e subclinica, comparando com
associacdo de penicilinas e aminoglicosideos, nenhum desses estudos demonstrou qualquer
vantagem da associag@o sobre o uso do betalactamico isoladamente (TAPONEN et al.,2003).
Taponen et al. (2003) concluiram que nesses casos dever-se-ia evitar a utilizacdo da
associagdo, reduzindo o risco de resisténcia a ambos grupos de antimicrobianos.

Autores como Whittem & Hanlon (1997) e Osteras et al.(1999) ressaltaram que o uso
desnecessdrio de associacdo de antimicrobianos pode contribuir para o aumento da pressao
seletiva de estirpes resistentes e, portanto, deve ser sempre avaliado criteriosamente.

Taponen et al. (2003) realizaram um estudo de campo para comparar a estatistica do
tratamento intramamadrio somente com penicilina G ou uma combinacdo de penicilina G e
neomicina em mastite clinica bovina causada por bactéria Gram positiva. Estes pesquisadores
sugerem evitar o uso da associacdo de betalactimico com aminoglicosideos para diminuir o
risco de residuo no leite, pois os aminoglicosideos se ligam aos tecidos e favorecem a
persisténcia de residuos por longos periodos

Na mastite a absor¢do do medicamento pode ser aumentada devido a alteracdo na
integridade da barreira entre o sangue e o leite e a persisténcia do farmaco pode ser
prolongada. Residuos de aminoglicosideos foram encontrados nos rins de vacas com mastite
até 60 horas apds aplicacdo intramamaria (Z1V, 1980).
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4.7 Cloranfenicol

E um antimicrobiano de amplo espectro utilizado para o tratamento de uma variedade
de organismos patogénicos.

O cloranfenicol € responsavel por causar anemia apldstica em um pequeno percentual
de pessoas expostas a esta fairmaco, ndo possuindo assim o uso aprovado pelo FDA para
produtos de origem animal.

4.8 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo largamente utilizadas para o tratamento da mastite bovina e tem
seu uso também na alimentacdo do rebanho, em doses subterapéuticas, como profilaxia.

O FDA determinou os niveis para residuos de clortetraciclina, oxitetraciclina e
tetraciclina como 30,30 e 80 ng/mL.

4.9 Quiolonas

Estes compostos sdo altamente ativos contra bactérias Gram positivas, Gram negativas
e micobactérias (SCHROEDER, 1989, USP, 2000), embora cada vez mais estejam
aparecendo estirpes bacterianas resistentes.

As quiolonas sdo compostos amplamente utilizados na medicina humana, e em
veterindria. Em medicina veterindria, sao comumente utilizadas para tratar e/ou evitar
infecgdes respiratdrias, do trato urindrio e gastrointestinal.

A utilizacdo de quiolonas tem sido associada ao aparecimento de estirpes
bacterianas de Salmonella sp. e Campylobacter sp. resistentes (LOVINE & BLASER 2004).

Devido ao alto metabolismo da enrofloxacina a ciprofloxacina em algumas espécies
animais, o LMR para o enrofloxacina é definido como a soma de ambos os compostos
(enrofloxacina + ciprofloxacina) e ela estd entre 100 e 300 mg / kg, dependendo do tecido
alvo (muscular,tecido adiposo, figado, rim e leite) e de espécies animais (Anexo I do
Regulamento 2377/90/CE, Regulamento 1181/2002/CE).
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Quadrol. Estrutura quimica das quinolonas.

Nome da quinolona R R; Rs X
Acido nalidixico C,Hs H CH; N
Ciprofloxacino(CPR) ‘ F HN NH C
Danofloxacmo (DAN) < ‘ F HN | N—CHs C

Difloxacino (DIF) F HN N—CH5 C

Enrofloxacio (ENR) *l:\ F HN N—CoHs C

Marbofloxacmo (MAR) 0. N F HN: N—CHs C
~ TCH, Y

Sarafloxacino (SAR) ¢ —F  F W NH c

4.10 Sulfonamidas

Em medicina veterindrias sdo amplamente utilizadas. As sulfonamidas sio comumente
utilizadas para tratar e/ou evitar Actinobacilose como infec¢des agudas, coccidiose, mastites,
metrites, infec¢des respiratdrio e toxoplasmose.

O LMR fixado em 100 mg/kg, para todas as substancias pertencentes a este grupo
compostos em diferentes tecidos-alvo (musculo, tecido adiposo, figado, rim e leite)
(Anexo I do Regulamento 2377/90/CE e Regulamento 508/1999/CE).

Apesar dos controles efetuados, as sulfonamidas t€ém sido ainda utilizadas com
frequéncia, mesmo sem cumprir o periodo de retirada (aproximadamente 28 dias na carne).
Prova disso s@o os resultados do Plano Nacional de Residuos de 2002, na qual
26 notificacbes de LMR superagio acima de 50% foram devidos a
presenca de substincias pertencentes a essa familia de compostos (COMISSAO EUROPEIA,
2002).

As sulfonamidas estdo ativas contra um amplo espectro de bactérias, embora
atualmente muitas estirpes bacterianas desenvolveram mecanismos de resisténcia, como
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resultado de mais de cinqgiienta anos de uso. Estes compostos atuam preferencialmente sobre
Gram negativas e tém um efeito significativo contra alguns patégenos anaerdbios
como Clostridium spp., mas também mostram um ligeiro efeito sobre alguns
protozodrios como o Plasmodium spp. e Toxoplasma spp. e em algumas
Chlamydia e Micobactérias (FLOREZ, 1997).

Quadro 2. Estrutura quimica das sulfonamidas.

Estrutura Quimica da Sulfonamida
NH- SO, NH—R,
Nome Nome quimico R1
CHy
_ o N—
Sulfametacina (SMZ) N'-(4.6-dimetil-2- .
pirinudinil)sulfanilanuda \ /
N
CHay
Sulf i1a (SMR N'-(4-metil-2- N—
Sulfameracina (SMR) pirindinil)sulfanilamida ) {\ /
M
CHy
Sulfame toxazol . N-(Ii-mcrﬂ-li- . —
soxazolil)sulfanilanida - A\ O
~
Sulfacetamida N-sulfacetanuda _COCH3
N—
Sulfadiacina (SDZ) N'-2-primudinilsulfanilanida ’_<\ /
M
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4.11 Qualidade do Leite

O controle de qualidade € a manutencdo dos produtos e servigos dentro dos niveis de
tolerancia aceitdveis para o consumidor, ou comprador. Desse modo, para avaliar a qualidade
de um produto alimentar, deve ser mensurado o grau em que o produto satisfaz os requisitos
especificos, sendo que esses niveis de tolerancia e requisitos expressam-se por meio de
normas, padroes e especificacdes (COSBY, 1990).

Tradicionalmente, é atribuida a inspe¢do sanitdria a prevencao e controle de Doengas
Veiculadas por Alimentos (DVA). As inspecdes, porém, nem sempre podem ser realizadas
com a frequéncia e com o cuidado suficientes para garantirem um grau satisfatério de
seguranca sanitdria do alimento (IAMFES, 1997).

Um dos requerimentos atuais da sociedade € a disponibilidade de alimentos seguros,
sauddveis e nutritivos de todos os segmentos das redes de empresas, dos estabelecimentos
produtores, das organizacdes, dos aparelhos reguladores do Estado e instituicdes que
constituem a cadeia produtiva do leite. O direcionamento da pesquisa e da transferéncia de
tecnologias para que tais demandas sejam atendidas € compromisso institucional e social
inquestiondvel (BRESSAN & MARTINS, 2004).

Pela necessidade de aperfeicoar processos especificos, tem-se buscado novos sistemas
de gerenciamento que permitam produzir alimentos mais seguros, €, conseqiientemente, de
melhor qualidade. Os mecanismos utilizados sdo os programas de qualidade, os quais
mostram ser possivel melhorar os seus produtos e aumentar a produtividade, e as técnicas
utilizadas s@o de facil assimilagdo. Porém, ndo se consegue resultados duradouros se nao
houver verdadeiro comprometimento dos envolvidos no processo. A necessidade de melhorar,
sempre, deve ser cultural (BORGES et al., 1998).

Para garantir a qualidade dos produtos, hd necessidade de um sistema de melhoria
continua que precisa de mecanismos de controle efetivo que a garanta (VIALTA, 2002).0
grande objetivo dos programas de qualidade e produtividade é a melhoria continua que, € a
transi¢do para um melhor estado ou condi¢do, normalmente, gerando vantagens. A melhoria
continua deve ser um procedimento normal e enraizado na cultura organizacional, de forma
que isso ndo seja uma excecdo, mas sim, uma forma rotineira e integrada a qualquer processo
(WEBSTER, 2001).

Destaca-se entdo a atuacdo da tecnologia de alimentos, que cada vez mais tem
adaptado o leite de outras espécies as necessidades do ser humano, criando produtos para cada
idade e para cada fase da vida. A tnica excecdo fica por conta do leite materno, que nao
necessita de nenhuma tecnologia ou ciéncia para ser o melhor leite para a crianca nos dois
primeiros anos de vida (CTENA & PIROLI, 1999).

Melhorar continuamente um processo significa reestruturar continuamente seus
padrdes. Cada melhoria corresponde ao estabelecimento de um novo nivel de controle que € a
fase de replanejamento e reprogramacdo de novas atividades a partir dos resultados
alcancados pelo atual patamar de padronizagcao da organizacao (TACHIZAWA & SCAICO,
1997).

A industria de alimentos tem grande preocupacdo com a qualidade, pois esta é uma
exigéncia crescente no mercado consumidor. A qualidade na inddstria de alimentos,esta
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diretamente ligada ao sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC
(TRONCO,1997).

O conceito do sistema APPCC teve origem na década de 50, em setores relacionados a
inddstria quimica da Gra-Bretanha. Nas décadas de 50,60 e 70 foi utilizado pela Comissao
Americana de Energia Atdmica. Ao final dos anos 60, a “National Aeronautics and Space
Administration” (NASA) sugeriu que o sistema APPCC fosse utilizado para a producao de
alimentos seguros, diminuindo a probabilidade de ocorréncia de doengas de origem alimentar
nos tripulantes dos voos espaciais (BRYAN,1981). Assim, utilizando conceito que analisa
simultaneamente principios de microbiologia dos alimentos, controle de qualidade e a
avaliacdo de risco para obtencdo de um alimento seguro, desenvolveu-se o Sistema APPCC,
aplicado a qualidade do leite (BRYAN,1981)

A qualidade do leite € um compromisso ético da cadeia produtiva com o0s
consumidores de lacteos, sendo uma necessidade real e ndo mais uma opg¢do, diante do
mercado globalizado. Se o setor perceber a oportunidade que tem nas maos (IN 51) pode dar
um salto na melhoria da qualidade do leite semelhante ao que ocorrer com a produgao, pois o
efetivo uso de informagdes sobre o negdcio permite a otimizacdo do uso de recursos € a
defini¢ao de metas e indicadores de desempenhos compativeis com o momento vivido pela
cadeia produtiva (DURR, 2005).

Em relacdo a qualidade do leite, alguns fatores que levam a alteracdo na sua
composi¢ao quimica tais como raga, idade e alimentagdo do animal, estdgio de lactagdo,
variagOes climadticas, ou ainda infec¢des do ubere da vaca (OLIVEIRA & CARUSO, 1984).

As infeccdes no ubere, mesmo que subclinicas, influenciam grandemente a
composi¢do do leite, sendo que o principal efeito € o abaixamento da concentracdo de
gordura, lactose e caseina, e aumento no conteido de proteinas do soro e cloretos. Estados
mais avangados de infeccdo resultam em um leite com composi¢do quimica diferente da
normal. A mastite bovina é uma doenca multifatorial, de etiologia complexa e variada, e se
encontra disseminada em todas as regides produtoras de leite. A maioria das infec¢des tem
origem bacteriana, predominando o Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae

(PELCZAR et al., 1996).

Em fun¢do dessas infec¢Oes, os antimicrobianos t€ém sido bastante utilizados nos
estabelecimentos produtores e até em muitos casos, de maneira indiscriminada, seja para fins
terapéuticos, principalmente visando a cura de mamites, ou ainda incorporados a alimentacao
animal como suplemento dietético, atuando de forma preventiva. Tais procedimentos
conduzem a presenga de residuos de antimicrobianos, representando um risco ao consumidor
e sendo portanto, um sério problema na drea econdmica e de saide coletiva. A presenca de
residuos de antimicrobianos como conseqiiéncia de tratamentos terapéuticos aplicados no
animal em lactacao, principalmente no combate as doencas infecciosas da glandula mamaria é
portanto, uma fonte indireta de contaminacdo do produto. A contaminacdo direta ocorre
quando ha adulteracdo com objetivo de prolongar o tempo de vida util do leite O abuso de
medicamentos veterindrios, especialmente nos paises onde o seu emprego nao é controlado
rigorosamente, poderia ser corrigido através de orientagdes aos manipuladores, informacdes
suficientes e exatas aos usudrios, veiculadas por cooperativas e centros de apoio técnico
governamentais. A difusdo de boas praticas veterindrias e agricolas levaria a uma reducgao dos
niveis destas substincias, deixando de ser motivo de preocupacdo publica. No Brasil, ndo ha
uma politica de longo prazo de organizar, e principalmente, manter a estrutura adequada para
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o controle do uso de medicamentos veterinarios (MINIUSSI, 1992). Segundo Brito et al.
(1997), o sucesso desses programas depende de mudangas de atitude e de manejo, em que o
produtor e os funcionérios desempenham um papel primordial.

Segundo Benedetti & Pedroso (1996) a obten¢do higiénica do leite preservando a
saude do ubere, ainda constitui um sério problema na maioria das granjas leiteiras. A adogao
de novas ordenhadeiras, modernos estdbulos e/ou salas de ordenha, alimentacao diversificada,
podem ter alterado o quadro etioldgico responsdvel pelas mastites, como também pelos
mecanismos biolégicos inerentes ao animal. Estes mesmos autores citaram que o tipo de
constru¢do mostrou-se significativo no aumento da mastite, como também a varidvel cria ao
pé (lactente direto na mae), pois levaram a um maior tempo de ordenha. Maiores relacdes
homem/vaca/hora, rebanhos mais especializados para obtencdo de leite e instalacdes mais
adequadas, favoreceram menores indices de mastite.

Segundo Brito & Charles (1995) o emprego de antimicrobianos para tratamento de
mastite no Brasil resultou na selecdo e proliferacdo de amostras resistentes, a semelhanca do
que aconteceu em outros paises. Do ponto de vista tecnoldgico, o problema é relacionado a
extrema sensibilidade aos antimicrobianos dos micro-organismos usados para a obtencao dos
derivados do leite. O leite que contém residuos de antimicrobianos impede o desenvolvimento
desses micro-organismos e, conseqiientemente, a producdo desses derivados € prejudicada.

As pesquisas realizadas por Costa et al. (1999), Raia et al.(1999) e Raia, (2001)
constataram a presenca de residuos de medicamentos veterindrios em periodo superior ao
recomendado pela industria farmacéutica para o descarte do leite apds tratamento do quarto da
glandula mamadria ou do animal. Alguns fatores que podem contribuir para uma maior

persisténcia dests residuos no leite tém sido avaliados por pesquisadores nacionais e
estrangeiros (MITCHELL et al.,1998; COSTA,2002).

Coelho (2003) constatou que antimicrobianos de quartos mamadrios ndo tratados de
disposi¢cdo anatomica diagonal, ipso, contra-laterais aos quartos com mastite tratados por via
intramamadria ou melhor, apds tratamento de um dos quartos detectou-se residuo em quartos
ndo tratados de um mesmo animal.

4.12 Legislacao Brasileira Direcionada a Qualidade do Leite

A legislacio de alimentos teve inicio com as primeiras civilizagdes e incluia a
proibi¢do de consumo da carne de animais que morriam de outras causas que nao o seu abate.
Existem varios regulamentos alimentares que recomendam a utilizagao dos alimentos através
da histdria, desde a Idade Média e Revolucdo Industrial até os séculos XIX e XX. Com o
estabelecimento das legislacdes modernas nas nacdes desenvolvidas geralmente com
implicagdes internacionais os regulamentos para a producdo e transformacdo do leite
tornaram-se mais rigorosos (ICMSF, 1997).

Em relac@o ao controle de residuos biolégicos, o Ministério da Agricultura, através da
Portaria n°51, de 06 de Fevereiro de 1986, Instituiu o Plano Nacional de Controle de Residuos
Biolégicos em Produtos de Origem Animal — PNCRB, com a finalidade de sistematizar os
meios de controle da contaminacdo desses produtos por residuos de compostos de uso na
agropecudria, bem como de poluentes ambientais. Posteriormente, pela Portaria Ministerial
n°527, de 15 de Agosto de 1995, procedeu-se a definicdo deste Plano prevendo a adogdo de
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programas setoriais de acordo com as Portarias n°110 para carne n°71 para mel, n°72 para
leite e n°73 para pescado. (BRASIL,1998).

O PNMQL, foi criado com o objetivo de possibilitar avangos no setor lacteo brasileiro
0 que envolve pontos criticos de ordem social e econdmica. O programa estd baseado nos
seguintes parametros: implantacdo do resfriamento/granelizacdo no estabelecimento e de
limites gradativa da contaminac¢do do leite por micro-organismos, redu¢cdo do nimero de
células somdticas por mililitro de leite e auséncia de residuos de antimicrobianos. A
globalizagdo exige que sejam adotadas, de imediato, medidas que permitam inserir a produgao
leiteira brasileira no mercado internacional. Por outro lado, o impacto da implementagdo
destas medidas provoca muita preocupacdo. E uma situacio polémica que envolve muitos
interesses, muitas vezes, conflitantes que deverdo ser harmonizadas. A melhoria do setor
lacteo permitird alcancar a moderniza¢do do agro-negécio leite e obtencdo de produtos de
qualidade internacional.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) juntamente com vérios atores
do governo e da sociedade civil, em 2002, instituiu o Programa de Andlise de Residuos de
Medicamentos Veterindrios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet), no qual critérios
foram estabelecidos e o leite bovino foi selecionado como a primeira matriz de andlise para a
pesquisa de residuos de medicamentos veterindrios (BRASIL, 2005).

No exterior, hd uma ampla disponibilidade de medicamentos aprovados para uso em
vacas leiteiras com betalactamicos. Os mais utilizados com esta finalidade sdo penicilina,
ceftiofur, cloxacilina, cefapirina, cefacetril, amoxilina e ampicilina. (PRESCOTT, et
al.,1988). No Brasil esta situacdo € um pouco diferente, entre os produtos registrados no
Ministério da Agricultura, para o tratamento de vacas leiteiras por via intramamaria ha grande
ocorréncia de aminoglicosidios e associacdes

Na auséncia de programas de controle, como no caso de muitos paises de baixa renda,
o uso de antimicrobianos em animais leiteiros leva a residuos indesejaveis no leite com
conseqiientes problemas para saide coletiva e inddstria leiteira (SHITANDI,
GATHONI,2004).

A eliminacdo dos riscos e o conseqiiente controle das doencas veiculadas por
alimentos de origem animal requerem a colaboracdo entre diversos setores, como saude,
servicos de inspecdo, setor da educacdo, agroindustrias, comerciantes, consumidores, meios
de comunicagdo e setores politicos. A justificativa é sua importancia em sadde coletiva, ja que
as infeccodes, intoxicagdes alimentares e outras doencas, agudas ou cronicas, além de
reduzirem grandemente a qualidade de vida, apresentam Onus econdmico, ainda que ndo
facilmente mensurdvel. Os prejuizos podem ser estimados levando-se em consideracdo o
decréscimo da produtividade, o absenteismo, assim como os custos diretos ou indiretos de
tratamentos médicos, ndo raramente, com necessidade de hospitalizacdo, além das perdas no
setor de produgdo pecudria. As dentncias de contaminagdo e a baixa qualidade de muitos
produtos preocupam os consumidores, de modo que inspecionar alimentos precisa ser sempre
prioridade para as autoridades sanitdrias. (MOURA et al.,2001)

21



4.13 Residuos de Antimicrobianos

A presenca de residuos de medicamentos veterindrios em alimentos € uma
preocupacdo mundial. Residuos de antimicrobianos no leite decorrem principalmente do uso
abusivo destes medicamentos ou da sua utilizacio de maneira inadequada: uso de
medicamentos nao recomendados e com farmacocinética nao perfeitamente estabelecida, uso
de doses excessivas e nao obediéncia ao periodo de caréncia do leite de animais que
apresentam uma prolongada retencdo do medicamento e em casos em que ocorre a
antecipacao do parto (COSTA,1999;COSTA et al.,2000).

Residuos sao motivo de preocupacdo devido aos seus possiveis efeitos adversos em
pessoas alérgicas aos antimicrobianos, o potencial de acimulo de organismos resistentes aos
antimicrobianos nos seres humanos, e inibicdo de arranque em culturas utilizadas para
produzir produtos lacteos tais como iogurtes e queijos (MERCER, 1975; LINDEMAYR et al.,
1981; JONES & SEYMOUR,1988).

Embora os residuos antimicrobianos ndo possam reduzir significativamente as vendas
do leite, custo e esfor¢o considerdveis sdo necessdrios a partir de grupos publicos e produtores
de leite para assegurar uma produto seguro. De acordo com inquéritos realizados pelo FDA, o
uso inadequado de antimicrobianos para controlar a mastite bovina é em grande parte
responsavel pela adulteragdo do leite ofertado (OUDERKIRK,1979). Um rigoroso programa

de evasdo de residuo € essencial para prevenc¢do destes no leite.

Kang’ethe et al.(2005) testaram 854 amostras de leite cru e 110 amostras de leite
pasteurizado colhidos de diferentes locais, entre 1999 e 2000. Utilizaram testes de triagem
especificos para betalaciAmicos e tetraciclinas e verificaram que as amostras de 4reas rurais
apresentaram uma propor¢ao muito maior de residuos de que as amostras colhidas em dreas
urbanas, provavelmente pela dilui¢do resultante da mistura do leite nos laticinios.

Barros et al. (2001) analisaram 26 amostras de leite pasteurizado tipo C, para laticinio
de Minas Gerais. Um total de 11% das amostras continha niveis detectaveis de oxitetraciclina.

Rosério (2002) avaliou a ocorréncia de residuos de betalactimicos e tetraciclinas nos
diferentes tipos de leite (A,C e UHT) comercializados no municipio de Pirassununga, SP. As
amostras foram analisadas por testes analiticos qualitativos do tipo enzimético (IDEXX SNAP
Test). Residuos de tetraciclinas foram encontrados em 6,25% a 8,69% e de betalactimicos em
2,08% a 2,17% nos diferentes tipos de leite coletados.

Medeiros et al., (2004) avaliaram 30 amostras de leite in natura consumido no
municipio de Patos (Paraiba), quanto a presenca de residuo de antimicrobianos. Foram
utilizados testes imunoenzimadticos para betalactamicos, tetracilclinas e sulfonamidas e
detectados residuos em 43% das amostras.

Os resultados de Barros et al.,(2001), Denobilie (2002), Rosario (2002) e Medeiros et
al. (2004) reforcam a importancia de se orientar o produtor e técnicos sobre 0s principais
fatores de risco, que podem contribuir para a ocorréncia de residuos no leite para consumo,
pois em relacdo a presenca destes, a existéncia de regulamentacdo ndo basta, € importante
orientar o produtor, que deverd ser informado dos procedimentos para evitar que leite
apresentando residuos de antimicrobianos chega a industria e ao consumidor.
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Um dos procedimentos para que seja evitada a presenga de residuos de
antimicrobianos € a adocao de testes de triagem confidveis, rdpidos e praticos. Além disso, a
fiscalizacdo deverd dispor de meios e subsidios técnicos para avaliar a qualidade do leite.
(COSTA et al., 1999; COSTA et al., 2000; RAIA, 2001; GIBONS-BURGENER et al., 2001;
COELHO, 2003; FAGUNDES, 2004).

E grande o risco de ocorréncia de residuo além do periodo de caréncia apds o
tratamento sistémico. Raia (2001) também detectou residuos em amostras de leite de animais
tratados por via intramamaria, que ultrapassaram o periodo de caréncia recomendado em bula.

Apdés o tratamento intramamadrio, muitos fatores podem contribuir para a presenga de
residuos de antimicrobianos no leite. Com a inten¢do de diminuir os prejuizos econdmicos
causados pelo tratamento de mastite, ainda € comum observar na préatica, o descarte do leite
apenas da glandula tratada por via intramamdria. No entanto, também foi verificada a
presenca de residuo nos quartos ndo tratados de animais por esta via (COSTA et al. 2000;
COELHO,2003)

Raia (2001) verificou que hé influéncia do processo inflamatério no periodo de
eliminacdo do antimicrobiano no leite. Observou, no mesmo estudo, que havia alta correlagcdo
(r = 1) entre o nivel de ocorréncia de mastite clinica e a presenca de residuo no leite
armazenado em tanques resfriadores de propriedades leiteiras nos Estados de Sao Paulo e
Minas Gerais. O autor referiu que somente a informagdo do fabricante do medicamento
quanto ao periodo de caréncia, algumas vezes, ndo € suficiente para garantir um leite livre de
residuo, sendo, portanto, importante a orientacdo aos produtores e veterindrios sobre os
procedimentos para evitar residuos de antimicrobianos no leite.

Coelho (2003) verificou que do total de animais avaliados, 397 quartos de glandulas
mamadrias de 139 vacas holandesas em lactagdo, de cinco rebanhos brasileiros, 14,3% das
amostras de leite de quartos ndo tratados apresentaram  residuos de
antimicrobiano,independente do medicamento utilizado por via intramamadria na glandula com
mastite (betalactimicos, aminoglicosideos e associagdes de antimicrobianos). Deve-se referir
ainda, que no mesmo estudo Coelho (2003) verificou residuo em 7,5% dos 139 animais
pesquisados nas trés glandulas ndo tratadas, adjacentes a tratadas por via intramamdria,
utilizando teste microbiolégico comercial (Delvotest). Este resultado € altamente significante,
uma vez que quanto maior o nimero de quartos residuo-positivos, maior € o volume de leite
contaminado e conseqiientemente mais elevado serd o risco de comprometimento do leite da
mistura do tanque de resfriamento.

No exterior, o0 denominado tratamento da vaca seca ou “dry cow therapy”, isto €, o uso
de antimicrobianos por via intramamadria, na udltima ordenha anterior ao periodo seco tem sido
muito empregado no controle de mastite. Este periodo entre as lactacdes constitui fase de alto
risco em relacdo a prevaléncia de mastite (NATZKE,1975; THIERS,1999).

O periodo seco corresponde a um estidgio de involu¢do da glandula mamaéria
extremamente importante para lactacdo subseqiiente e deve ter, no minimo, 50 a 60 dias de
duracdo (OLIVER,SORDILLO,1988). Durante este periodo, a glandula mamaria € altamente
susceptivel a novas infec¢des (OLIVER,SORDILLO,1988; NICKERSON,1989).
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Segundo estudos realizados por Nickerson (1989) a infec¢do do quarto durante o
periodo seco poderd determinar uma diminuicdo de até 35% da producdo deste durante a
lactagdo seguinte.

Um leite de alta qualidade apresenta como caracteristicas: sabor agradavel, alto valor
nutritivo, auséncia de patégenos e contaminantes, reduzida carga microbiana, baixa Contagem
de Células Somaticas (CCS) e auséncia de residuos de antimicrobianos.

Determinantes sao multiplos fatores que contribuem para ocorréncia de um evento. O
conhecimento dos determinantes facilita a identificacdo das situacdes sujeitas a ocorréncia
deste, bem como as populagdes mais susceptiveis. O conhecimento dos fatores determinantes
de um evento, € portanto, um pré-requisito para preven¢do e controle, constituindo um
elemento auxiliar no diagnéstico de situacao (THRUSFIELD,2004).

Os determinantes sdo classificados em primérios ou secunddrios, intrinsecos ou
extrinsecos. Os determinantes primdrios sdo aquelas variagdes que exercem um maior efeito
na indug¢do do evento, freqiientemente, sdo suficientes para que ocorra o evento, mas
contribuem de forma decisiva para uma maior probabilidade da ocorréncia do mesmo.
(THRUSFIELD,2004).

Analisando desta forma, indubitavelmente a administracdo de antimicrobianos
constitui o determinante primdrio para presenca de residuos, ¢ um determinante primario
extrinseco ou exdgeno. Os determinantes secunddrios ndo exercem efeito isoladamente, mas
interagem para induzir o fendmeno. A interagdo entre os fatores pode ser aditiva, sinérgica ou
ndo. Dois ou mais fatores podem interagir e produzir um efeito maior que o esperado quando
atuam isoladamente, isto €, sinergismo. (THRUSFIELD,2004).

Segundo Borges et al, 2000 ndo se descarta a possibilidade a adi¢do proposital de
antimicrobianos com a finalidade de mascarar uma deficiéncia na qualidade higiénica do leite
e, conseqilientemente, aumentar sua vida til.

De acordo com PYORALA (2002) para uma grande parte dos antimicrobianos
utilizados no tratamento de mastite foram realizados estudos farmacocinéticos bem
planejados, conduzidos para definir o periodo de descarte apropriado do leite, enquanto que,
para outros as recomendagdes foram formuladas com base em dados limitados. Portanto, para
se garantira seguranga alimentar e evitar residuos de antimicrobianos € extremamente
importante que veterinarios e fazendeiros mantenham registros confidveis de todos os animais
tratados no rebanho, nao apenas dos casos de mastite € que sejam obedecidos os periodos
recomendados de descarte do leite. Os autores citados também preconizam, que o0s
fazendeiros sejam orientados e treinados para realizar testes de deteccdo de residuos na
propriedade.

Segundo Fonseca (2001) citado por Tetzner & Benedetti (2005) recomenda-se o
monitoramento freqiiente de residuos de medicamentos e seus derivados metabdlicos no
leite, adotando-se como referéncia, os limites estabelecidos através de agéncias
internacionais. Historicamente, a principal referéncia mundial para esse assunto é o Codex
Alimentarius (FAO/OMS), que fornece subsidios técnicos e serve de referéncia para varios
paises do mundo. De acordo com o mesmo, o limite maximo de residuo de antimicrobiano
parao leite € um décimo da carne, pois o leite é alimento essencial para criangas e
recém-nascidos.
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Moura et.al, (2001) afirma que o controle apropriado, na origem, implica sempre
menor nivel de contaminacdo, bem como apresentacdo de forma adequada a legislacdo, com
respeito, por exemplo, a rotulagem e embalagem. Isso exige das autoridades sanitdrias uma
fiscalizag@o rigorosa, muito mais intensa e cuidadosa, a fim de manter o controle sobre os
estabelecimentos, com fomento as boas praticas de fabricac@o e obtencao de melhor qualidade
de tais produtos.

De acordo com Heescher & Suhren (1993), a avaliacio toxicoldgica dos residuos de
antimicrobianos em alimentos segue os principios elaborados hd cerca de trinta anos pela
OMS dentro do programa Codex alimentarius. Os riscos para a saude incluem os
toxicoldgicos-farmacoldgicos, microbiolégicos e imunopatoldgicos. A maioria dos testes
disponiveis para essas andlises, leva em conta geralmente, a seguranca do processo
tecnolégico que envolve o uso de leite (producdo de derivados), mas ndo enfatiza a
toxicologia. A persisténcia de residuos de antimicrobianos no leite varia com o produto e
depende de vérios fatores, como por exemplo, dose e via de administracdo, excipiente
utilizado e a solubilidade, entre outros. Sob o ponto de vista de seguranca alimentar, ¢
importante salientar que para determinados antimicrobianos, o nivel de Ingestdo Didria
Admissivel (IDA) estabelecido pelos 6rgados reguladores € relativamente elevado, de maneira
que a concentracao real encontrada em produtos de origem animal e ingerida pela populagao,
na maioria dos casos, esta abaixo do limite. Portanto, a toxidade destes residuos € relativa
uma vez que a ingestao € inferior ao limite t6xico, assim sdo mais preocupantes os problemas
microbiolégicos que podem ser produzidos pela ingestdo residual freqiiente. Segundo Costa
(1996) e Albuquerque et al. (1996), a presenca desses residuos no leite pode ocasionar uma
série de problemas:

1. Selecdo de estirpes bacterianas resistentes no ambiente. E comum o aumento
gradativo das dosagens de antimicrobianos utilizadas na terapia de animais, uma vez que o
emprego dessas farmacos, possibilita a selecdo de bactérias resistentes, principalmente
quando seu uso € indiscriminado. A ingestdo de residuos de antimicrobianos presentes nos
alimentos supde risco para a saide humana, seja exercendo pressdo seletiva sobre a
microbiota intestinal, favorecendo o crescimento de microorganismos com resisténcia natural
ou adquirida, ou dando lugar, direta ou indiretamente, para o aparecimento de resisténcia em
bactérias enteropatogénicas.

O problema crescente da resisténcia microbiana a firmacos em bactérias patogé€nicas
humanas tem sido extensivamente discutido (COHEN, 1992; NEU, 1992; WEY, 1996) e esta
resisténcia € principalmente causada pelo uso inadequado e freqiientemente indiscriminado de
antimicrobianos. Como conseqiiéncia, tanto as farmacos consideradas cldssicas no arsenal
terapéutico, como aquelas de introdugdo recente no comércio, vem se tornando ineficientes.
Neste sentido, este quadro tende a se agravar, principalmente nos casos de patégenos, que
tanto infectam animais como humanos. Mesmo quando estes ndo sdo coincidentes, sempre ha
possibilidade de transferéncia dessa resisténcia entre bactérias, inclusive em espécies
diferentes.
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2. Hipersensibilidade e possivel choque anafildtico em individuos mais sensiveis
(DAYAN, 1993). Lederer (1991), relata casos de reacdes de hipersensibilidade (tipo asmatico,
digestivas e cutaneas) apds consumo de leite, em pessoas que apresentaram testes cutaneos
positivos a penicilina e negativos ao leite. O autor enfatiza que para provocar estas reacoes,
ndo € relevante a quantidade destas farmacos em alimentos, ou seja, pequenas quantidades ja
sdo suficientes para desencadear o processo. Dewdney et al. (1991) e Woodard (1991), porém,
ressaltam que os mecanismos que levam a hipersensibilidade com relacdao ao uso terapéutico
dos antimicrobianos, principalmente beta lactamicos, ja sdo bem conhecidos, afirmando que é
muito raro ocorrer por ingestdo de alimentos contendo antimicrobianos. Segundo estes
autores, efeitos provocados pelos macrolideos em leite sdo ainda mais incomuns. Estudando
50 pessoas com urticdria cronica, os autores observaram que somente em alguns poucos
casos, houve alguma associagdo deste problema com a ingestdo de residuos de
antimicrobianos em alimentos.

3. Alteracdes no processo fermentativo (produgdo de queijos e iogurtes). As bactérias
laticas sdao mais sensiveis aos antimicrobianos, impedindo que a fermentacdo ocorra
satisfatoriamente - inviabilizam o processamento lidcteo na industria, para a obtencdo de
iogurtes, bebida fermentada, queijos e outros produtos (BRITO, 1998). A presenca do
antimicrobiano poderd inibir as bactérias lactofermentadoras, e ndo afetar a maioria das
bactérias indesejdveis, como colibacilos entre outros, dificultando o seu pleno aproveitamento
industrial.

Os principais problemas que ocorrem em queijos oriundos de leites com residuos de
antimicrobianos incluem uma ma dessoragem da coalhada, fermentacdo indesejivel, com
producdo de gds e uma maturacdo irregular, isto acontece devido a interferéncia dos
antimicrobianos sobre os fermentos utilizados para fabricacdo de queijos. Considerando que a
cultura latica utilizada na fabricacdo de iogurte ¢ uma das mais sensiveis a acdo dos
antimicrobianos, a triagem do leite a ser utilizado no seu processamento deve ser a mais
rigorosa possivel, para se evitar prejuizos para a industria e saide dos consumidores

(SBAMPATO, 2000).

4. Modificacdo dos resultados de anélises laboratoriais. Induzindo a uma falsa idéia da
boa qualidade do produto, principalmente nos testes do tempo de redutase e de contagem
microbiana, devido ao efeito antimicrobiano destes medicamentos no leite.

5. Desequilibrio da microbiota intestinal. Isto pode ocorrer principalmente em criancas
abaixo de um ano de idade, que ainda encontram-se em formacdo. H4 alguns anos,
pesquisadores vém mostrando interesse no estudo dos possiveis efeitos de residuos de
farmacos microbiologicamente ativas sobre a microbiota intestinal humana. Os efeitos
adversos dos antimicrobianos sobre a microbiota intestinal sdo preocupantes devido ao
importante papel que desempenham na manutencdo da saude dos individuos. Além disso,
perturbacdes na microbiota intestinal podem comprometer a eficicia de outras substincias
terapéuticas e, deste modo, afetar negativamente a satide coletiva (PAIGE, 1998).

6. Discrasias sangiiineas associadas ao cloranfenicol.
7. Efeito teratogénico. O risco do consumo de antimicrobianos (metronidazol,

rifampicina, trimetropim, estreptomicina e tetraciclina), por gestantes, se deve ao potencial
teratogénico destes que podem causar otoxidade e alteragdo no desenvolvimento ésseo fetal.
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Em virtude da preocupacdo em associar resisténcia bacteriana e saude infantil, a
atencdo com a qualidade quimica de alimentos para bebés e criancas ¢ fundamental, ndo
devendo ocorrer acimulo ou concentracdo indesejavel (ALVIM, 2005). Além disso, a
preocupacdo com as gestantes deve ser considerada, pois, ndo apenas Os nutrientes
consumidos por elas, mas, também, residuos e contaminantes presentes nos alimentos
ingeridos podem ser passados para o bebé via amamentacdo, podendo causar efeitos
teratogénicos. Em estudo com mulheres lactantes observaram a ocorréncia de diarréia em
criancas alimentadas com leite materno de maes que haviam recebido antimicrobianoterapia
durante esta fase; mesmo em doses terapéuticas, as diarréias neonatais atribuidas a
antimicrobianoterapia materna foram da ordem de 13%. (TADDIO, 1994).

Quanto aos antimicrobianos, que podem causar efeitos téxicos graves na populagdo,
como nitrofuranos, possiveis mutagénicos ou o cloranfenicol, causador de anemias graves, e
que tem seu uso proibido em animais destinados a produgdo de alimentos, inclusive no Brasil
(BRASIL,1998) e seus residuos, sdo inaceitdveis sob o ponto de vista toxicoldgico
(CANABRAVA, 2002).

A maioria dos paises estabelece, em suas legislacdes sanitdrias, regulamentagdo para o
uso de antimicrobianos na pecudria, definindo os Limites Médximos de Residuos (LMR) nos
alimentos de origem animal. Estes limites sdo instituidos de acordo com as recomendacdes do
Codex Alimentarius, podendo ser inferiores aos recomendados se houver justificativa para tal
decisao (FAURE, 1998).

O LMR ¢ baseado na Ingestao Didria Aceitavel (IDA) para um determinado composto,
que é a quantidade de uma substancia que pode ser ingerido diariamente durante uma vida
inteira sem risco considerdvel para a saide. Os LMR sdo fixados com base nos dados
toxicoldgicos pertinentes, incluindo informacdes sobre a absorcao, distribui¢cdo, metabolismo
e excrecdo (ANADON & MARTINEZ, 1999).

As organizagdes internacionais envolvidas com a satide coletiva, como o JECFA -
Comité para Aditivos Alimentares da FAO/WHO e o FDA dos Estados Unidos, estabelecem
as diretrizes para o Limite Médximo de Residuo ou Limite de Tolerancia definidos como a
concentracdo maxima de residuo resultante do uso de um medicamento veterindrio, expresso
em parte por milhdo (ppm) ou parte por bilhdo (ppb), que € legalmente permitido, ou
reconhecido, como aceitidvel no alimento e € estabelecido para cada antimicrobiano e
sulfonamida aprovados para uso em animal produtor de alimento, sendo o valor de limite
méaximo de residuo correlaciondvel a Ingestdo Didria Aceitdvel obtida a partir de ensaios de
experimentacdo animal avaliando-se a toxicidade, teratogenicidade, e carcinogenicidade
desses aditivos ndo intencionais (KISER, 1984; MITCHELL et al., 1998).

No Brasil, foram estabelecidos pelo Plano Nacional de Controle de Residuos em
Produtos de Origem Animal (PNCRB) do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA,1999) niveis mdximos com a finalidade de sistematizar os meios de
controle da contaminagao desses produtos por residuos de compostos de uso na agropecudria,
bem como de poluentes ambientais (BRASIL, 2001), conforme os limites determinados pelo
Codex Alimentarius (Tabela 1). Entretanto, para fiscalizagdo e monitoramento eficientes dos
niveis de residuos de antimicrobianos em produtos de origem animal, sdo necessarios métodos
analiticos validados que garantam a seguranga e confiabilidade dos resultados gerados
(EURACHEM, 1998; PETZ, 1996).
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Os métodos para detec¢dao de residuos de antimicrobianos em alimentos baseiam-se
em trés principios bdsicos: o efeito direto em um micro-organismo teste; o reconhecimento da
forma tridimensional molecular, utilizado em técnicas imunolégicas e o uso das
caracteristicas  fisico-quimicas dos antimicrobianos, que fundamentam técnicas
cromatogréficas e/ou espectrométricas (PETZ, 1996).

Dentre as desvantagens das técnicas microbioldgicas, destacam-se: baixa seletividade
na identificacdo do antimicrobiano; restritos limites de deteccdo para muitos compostos;
demora na obtencdo dos resultados e incidéncia de resultados falsos positivos (MARTIN &
MORAGA, 1996; NEUBAUER, 1998; MCINTOSH & SHELDON, 2002). J4 as técnicas
imunoldgicas ndo sdo seletivas o bastante para a identificacdo inequivoca de um composto,
necessitando métodos fisico-quimicos de confirmacdo. Entretanto, permitem que muitas
amostras sejam analisadas em pouco tempo (PETZ, 1996; THACKER et al., 1996).

Estas técnicas encontram-se disponiveis no mercado sob a forma de conjuntos de
reativos prontos para uso em condicdes de campo. Os conjuntos foram inicialmente
desenvolvidos para utilizacdo em plataformas de recebimento de leite nas usinas, porém tém
sido aplicados, também, em propriedades rurais, para verificar a presenga de residuos no leite
armazenado nos tanques ou proveniente de vacas mantidas sob tratamento com
antimicrobianos (ANDREW, 1997).

A partir dos anos 50, o método de ensaio de disco com Bacillus subtilis e suas
modificagdes foram usados para detectar residuos de antimicrobianos no leite. Durante os
anos 70 e 80 ocorreu o desenvolvimento de técnicas radioimunoldgicas e enzimadticas para
determinar a presenca de betalactdmicos e outros antimicrobianos, tais como tetraciclinas,
estreptomicina, eritromicina, novobiocina e sulfonamidas. Finalmente, durante os anos 80
foram introduzidos testes utilizando anticorpos para residuos especificos (BISHOP et al,1992;
RAIA,2001).

Os conjuntos mais antigos apresentam como principio, a inibi¢do do crescimento de
espécies de bactérias sensiveis, o que possibilita a sua aplicacdo em diferentes tipos de
amostras, como urina e soro varios tecidos. A andlise € executada em placas, utilizando-se um
disco ou suabe estéril posto em contato com o fluido ou tecido suspeito de conter residuos. O
suabe €, entdo posicionado na placa de dgar contendo a bactéria sensivel ao antimicrobiano, é
incubado por 8 a 12 horas, dependendo do conjunto utilizado. A zona de inibicdo de
crescimento bacteriano circundante ao suabe indica a presenga de antimicrobianos na amostra.
Na atualidade, estes conjuntos sdo utilizados, principalmente, para a detec¢do de residuos de
farmacos antimicrobianas em carcacas de animais de abate (BISHOP et al,1992; RAIA,2001).

A inibicdo do crescimento microbiano pode ser avaliada, também através de
indicadores colorimétricos. Os sistemas que empregam esta técnica sdo conhecidos pela sigla
BsDA (“Geobacillus stearothermophilus Disk Assay”), considerados oficiais para a deteccao
de residuos de antimicrobianos B-lactimicos no leite (KATZ & SIEWIERSKI, 1995).
Diferentemente dos testes de placa, inibicao microbiana é constatada usando-se um indicador
de pH, cuja cor € alterada na presengca de compostos 4cidos produzidos pelo Geobacillus
stearothermophilus. Deste modo, se a amostra contém residuos, o crescimento bacteriano é
inibido e a mudanca de cor ndo ocorre.

O método de inibicdo microbiana pela presenca de residuos de antimicrobianos no
leite é o mais utilizado em virtude do custo e da capacidade de evidenciar uma ampla gama de
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antimicrobianos e quimioterdpicos (BARBERIO; SIGNORINI, 1996).Este método utiliza uma
cultura de microorganismo teste, geralmente Geobacillus stearothermophilus, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Bacillus megaterium ou

Streptococcus thermophilus, semeada em meio de crescimento agar ou liquido
(MITCHELL,et al.,1998; RAIA,2001).

Entre os usados como triagem, destacam-se os microbioldgicos por inibi¢do de
Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis, tais como BRTAiIM® (Brillant Black
Reduction Test), Delvotest® e CH®-ATK Microplate P&S. Estes foram principalmente
desenvolvidos e testados para leite bovino(SEYMOUR et al.,1988; SISCHO; BURNS 1993;
ANDREW et al.,1997). Alguns testes, tais como Delvotest® e BRTAIM® foram também
avaliados para leite de ovinos frente a diferentes antimicrobianos, com base nos limites
maximos de residuos permitidos nos Estados Unidos e Unido Européia (ALTHAUS et
al.,2001; MOLINA et al.,2003).
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Figura 2. Delvotest SP-NT.
Fonte: www.dairyreporter.com/pubNL.asp?id=joiwzxcjip acesso em 22/02/2008.

Diversos trabalhos indicam que os produtores de leite que utilizam testes seletivos
para avaliacdo de antimicrobianos no leite possuem menor incidéncia de residuos em seus
produtos. Deve-se ressaltar, contudo, que o desempenho dos conjuntos pode variar
amplamente quando utilizado no leite de diferentes animais, afetando, principalmente, a
capacidade do teste em detectar residuos em amostras comprovadamente positivas. Com
relacdo aos antimicrobianos B-lactdmicos, alguns trabalhos demonstram que a especificidade é
menor quando realizado no leite de animais acometidos de mastite clinica (CORASSIN &
OLIVEIRA, 2000).

Raia et al. (2003) evidenciaram a influéncia de inibidores naturais (como por exemplo,
lactoferrina e peroxidadse) oriundos do processo inflamatdrio nos testes microbiolégicos de
detccao de residuos. Deste modo, para impedir a ocorréncia de falso-positivos por inibidores
naturais, padronizaram o tratamento térmico prévio das amostras prévio das amostras de leite
como preconizado anteriormente por alguns autores estrangeiros (AERTS et al., 1995).

Outro método muito utilizado para detec¢ao de residuos de antimicrobianos no leite é
o imunoenzimadtico, conhecido como “Enzyme Linked Immunoadsorbant Assay” (ELISA).
Os conjuntos que empregam principios imunolégicos baseiam-se na competi¢do por sitios de
ligacdo em receptores de células bacterianas que sdo especificos para vdrias classes de
antimicrobianos. Os receptores bacterianos sdo adicionados a amostra de leite, juntamente
com antimicrobianos conjugados com isétopos radioativos (radioimunoensaio) ou enzimas
(ELISA). A concentracdo de residuos na amostra pode ser avaliada através de radiometria ou
colorimetria, sendo diretamente proporcional ao nimero de sitios receptores ocupados pelo
antimicrobiano nao marcado (SEYMOUR et al., 1998) .
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Indiferente do objetivo da andlise, todos os testes ELISA envolvem duas etapas
basicas. Na primeira etapa, um antigeno e um anticorpo, um conhecido e outro proveniente da
amostra a ser testada, sdo unidos para reagir, com a formac¢do de imunocomplexos. Na
segunda etapa, a deteccdo da reacdo € realizada pela adi¢do de uma enzima conjugada. O
conjunto € um antigeno ou um anticorpo quimicamente unido a uma enzima, como exemplo,
a fosfatase alcalina. O conjugado ao reagir com o imunocomplexo forma um produto
colorido. A intensidade de cor determina a presenga ou auséncia do antigeno ou anticorpo
primariamente desconhecido e permite a sua identificacio (MITCHELL et al.,1998)

A escolha do tipo de conjunto deve levar em consideragdo a sensibilidade desejada
para o antimicrobiano pesquisado. Isto possibilita ao produtor a deteccdo de farmacos
especificos usadas no tratamento do animal, o que conseqiientemente aumenta a precisao
analitica para tais substancias.

Os conjuntos de reativos necessitam de condi¢des adequadas de armazenagem e
execugdo, pois, como material bioldgico, sdo sensiveis as variagdes do ambiente. Assim,
deve-se procurar manté-los em temperatura conveniente para conservagio, bem como realizar
o teste em sala apropriada para esta finalidade, evitando a ocorréncia de resultados falso-
positivos.

Os métodos fisico-quimicos, como os que empregam a técnica de cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), possuem maior sensibilidade para detectar residuos de
antimicrobianos em alimentos de origem animal (BOISON & KENG, 1998; CARSON, 1993;
FLETOURIS, et al.,1992.; MINEO & KANEKO, 1992). Métodos fisico-quimicos como
cromatografia gasosa e cromatografia em camada também sdo utilizados para detec¢do de
residuos de antimicrobianos no leite (HONKANEN-BUZALSKI e REYBROEK, 1997).

Estes métodos requerem sempre algum tipo de extracdo e, ou, desproteinizacao prévia,
dependendo da matriz e residuo a ser pesquisado, além de instrumentacdo complexa e pessoal
treinado (BOISON & KENG, 1998; MINEO & KANEKO, 1992). No entanto, a capacidade
desses métodos em identificar seletivamente e quantificar niveis de residuos na ordem de
ng/mL ou ng/g tem garantido seu uso, principalmente para a confirmacdo de amostras
positivas em métodos de triagem (MITCHELL et al., 1998; MOATS & HARIK-KHAN,
1995).

Em relacdo a especificidade de alguns dos testes de triagem verificou-se na literatura
estrangeira que alguns trabalhos de pesquisa estudaram este aspecto. Uma das propriedades
que caracterizam os métodos microbioldgicos de triagem ¢ a especificidade, que foi definida
por Sischo, Burns (1993) como a relacdo entre o nimero de resultados negativos no total de
amostras analisadas por um determinado método, utilizando-se leite livre de residuos. Sischo
(1993) obteve valores de especificidade usando o Delvotest® com amostras de leite de vaca
de 98% e 95%, respectivamente.

O método de inibi¢cdo microbiana pela presenca de residuos de antimicrobiano no leite
€ o mais utilizado em virtude do custo e de capacidade de evidenciar uma ampla gama de
antimicrobianos e quimioterdpicos. (REYBROECK, 1995). Alguns dos Kits de inibi¢do
microbiana e imunoenziméticos disponiveis no mercado sdo listados nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Kits para detec¢do de residuos de antimicrobianos no leite disponiveis no mercado.

Teste Principio do Teste

Disco Inibi¢do microbiana

'BR teste (Brillant Black Reduction Test) Inibi¢do microbiana Geobacillus
stearothermophilus var. calidolactis

’Charm Farm Teste Inibicao microbiana Geobacillus
stearothermophilus

*Delvotest® Inibicao microbiana Geobacillus
stearothermophilus var. calidolactis

4SnapMT(beta-lactémicos) Imunoenzimatico (ELISA)

5SnapMT(tetlraciclina) Imunoenzimatico (ELISA)

°CITE Probe®gentamicina Imunoenzimatico (ELISA)

"CITE®Sulfa-trio Imunoenzimatico (ELISA)

(sulfametazina,sulfatiazol,sulfametoxina)

8Lactek (beta-lactdmicos); (Lactek sulfametazina); Imunoenzimaético (ELISA)
(Lactek gentamicina);

Signal gentamicina, (Signal sulfametazina); (Signal Imunoenzimatico (ELISA)
neomicina).

Penzyme® Enzimético

Fonte: Costa, 1996

1BRtest,(Idetek,Inc.,Sunnyvale,Calif.), 2Chram Farm(Charm Sciences, Inc.,Malden,Md), *Delvotest® (Gis brocades Food
Ingreients,Inc.,Netherlands), **%'CITE Probe® (IDEXX,Portland,Maine), °Lac Tek (Idetek,Inc), *Penzime®(UCB
BioproductsSA,Chemin du Foriest, Belgium)
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Tabela 3. Kits para detecgdo de residuos de antimicrobianos no leite e especificagoes.

Teste de nome Fabricante Antimicrobianos Matrizes Tipo / Principio
analitico
SNAP B-lactdmicos IDEXX ampicilina, Tanque leite Teste de rastreio /
Test Kit Laboratories, Inc. cefapirina, bovino inibicdo do
ceftiofur, crescimento bacteriano
penicilina,
amoxicilina
Delvotest SP DSM Foods amoxicilina, Tanque leite Teste de rastreio
ampicilina, bovino
cefapirina,
ceftiofur
Penzyme milk e UCB Biopdts / ampicilina, Tanque leite Teste de rastreio /
Penzyme III CDH. Hansen, cefapirina, bovino Enzimatico
Inc. ceftiofur,
penicilina,
amoxicilina
LacTek ™ CEF & Idetek ampicilina, Tanque leite Teste de rastreio /
LacTek ™ B-L (Sunnyvale, CA) cefapirina, bovino sistema enzimatico
ceftiofur, competitivo
penicilina,
amoxicilina
Parallux™ IDEXX ampicilina, Tanque leite Teste de rastreio /
B-Lactam Assay Laboratories, Inc. cefapirina, bovino Imunoreceptor de
System ceftiofur, fluorescéncia de fase
penicilina, sélida
amoxicilina
New SNAP 8 - IDEXX ampicilina, Todo leite Teste de rastreio/
Lactam Assay Laboratories, Inc cefapirina, bovino cru Sistema captura
(Westbrook, ME) ceftiofur, misturado Antimicrobiano-
penicilina, antigeno
amoxicilina
Charm II sequential ~ Charm Sciences, ampicilina, todo leite Teste de rastreio /
and Charm I Inc. (Malden, cefapirina, bovino ligagdo competitiva ;
cowside MA) ceftiofur, misturado deslocamento de
penicilina, penicilina
amoxicilina

Fonte: Shitandi & Gathoni (2004)
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O Delvotest® (método de inibi¢do microbiana) é um teste simples, sensivel e
relativamente rapido, quando comparado a outros. Embora vdrios autores tenham relatado
enfaticamente a ocorréncia de resultados falso-positivos, o Delvotest® SP-NT é amplamente
utilizado individualmente em vacas e seu uso estd, inclusive, recomendado no programa de
seguranca da qualidade do leite e da carne existente nos EUA (CULLOR et al., 1994). Seu
uso € aprovado pelo FDA e € reconhecido e aprovado pelo Association Official of Analytical
Chemist (AOAC) desde 1982 (BARBERIO & SIGNORINI, 1996).

A sensibilidade dos principais testes utilizados para detec¢do de residuos de
antimicrobianos no leite, de acordo com Honkanen-Buzalski & Reybroeck (1997) € listada a
seguir na Tabela 4.

Tabela 4. Limite de sensibilidade (ug/Kg) de diferentes testes de inibicdo do crescimento microbiano para
diferentes antimicrobianos.

Geobacillus Streptococcus salivarius
stearothermophilus var. spp. thermophilus
Antimicrobianos calidolactis
Método de Difusao em Delvotest® SP Valiotest T101
tubo

Benzilpenicilina 3 3 5
Ampicilina 6 6 25
Amoxilina 6 6 40
Cloxacilina 25 25 200
Ceftiofur 40 50 20
Oxitetraciclina 750 1000 400
Tylosina 20 50 20
Eritromicina 10 200 75
Espectinomicina 750 3000 1500
DH/Estreptomicina 250 1500 400
Gentamicina 50 200 1500
Sulfadimidina 500 150 >5000
Dapsona 2 2 >2000
Cloranfenicol 5000 7500 1500

Fonte: Honkanen-Buzalski & Reybroeck (1997)

Um dos aspectos mais relevantes dos testes de inibi¢do microbiolégica advém do fato
destes apresentarem sensibilidade a um amplo espectro de antimicrobianos, o que evita a
necessidade do emprego simultaneo de vérios testes para uma tnica amostra de leite, como €
o caso dos testes imunoenziméaticos que sao especificos, ora para betalactamicos, ora para os
aminoglicosideos ou entdo para as tetraciclinas.

Na Portaria n° 8 de 26 de Junho de 1984 do Servi¢o de Inspecdo Federal do Ministério
da Agricultura, publicada no Didrio Oficial da Unido em 11 de Julho de 1984 h4 citacdo de
que pelo menos uma vez por semana deve ser realizada, obrigatoriamente a pesquisa de
inibidores em amostras de leite de pequena mistura (em nivel de produtor) pelo cloreto 2-3-5
trifenil tetrazélio (TCC), método de disco em placas, Delvotest® ou outro aprovado. Os
antimicrobianos podem ser administrados em doses diferentes das preconizadas na bula.
Assim, os periodos de caréncia podem ndo corresponder ao esperado, o que obriga a execugao
das andlises apds um periodo maior ao recomendado para uma determinada farmaco.

Existem diversas vantagens em analisar individualmente o leite de vacas que foram
tratadas com antimicrobianos, porém, as principais estdo relacionadas aos aspectos

economicos e de qualidade do leite produzido (CORASSIN & OLIVEIRA, 2000). Na
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abordagem tradicional de controle de residuos de antimicrobianos no leite é preconizada a
andlise de amostras colhidas nas plataformas das usinas ou no tanque de armazenagem de
leite nas propriedades rurais.

O primeiro aspecto benéfico na andlise individual dos animais estd relacionado ao fato
de que, se a andlise do tanque for positiva para residuos, o impacto financeiro serd muito
maior que o decorrente de um resultado positivo para uma vaca. A qualidade do leite
produzido, por outro lado, também € assegurada, pois o teste individual das vacas previne a
contaminacio de todo o produto ordenhado e recolhido no tanque. E importante lembrar que a
adicao de leite contendo antimicrobianos, ao leite ndo contaminado, nem sempre consegue
diluir os residuos no leite de mistura até os niveis de tolerdncia (CORASSIN & OLIVEIRA,
2000).
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S METODOLOGIA

Para o teste de residuos de antimicrobianos foram obtidas amostras de leite
esterilizado, todas as embalagens continham selo de inspe¢do sanitdria e armazenadas sob
congelamento, em recipientes plasticos (garrafinhas) de 300 mL.

Figura 3. Distribuicdo das amostras coletadas em frascos de 300 mL para posterior congelamento.

Foram analisadas 175 amostras de leite e¢ bebida lactea UHT, as 16 marcas
investigadas foram codificadas como mostra a Tabela 5, com predominancia das marcas D, K
e N (Figura 4). A Tabela 5 também apresenta o tipo de leite conforme a padronizagdo do teor
de gordura sendo: I (integral), D (desnatado), SD (semi desnatado) e BL (bebida lactea).

Tabela 5. Quantidade e marcas das amostras analisadas.

Numero
Marca I D SD BL Amostras %
Testadas

A 5 5 0 0 10 5,7
B 0 0 0 4 4 2,3
C 1 0 0 0 1 0,6
D 27 12 4 0 43 24,6
E 1 0 0 0 1 0,6
F 1 1 0 0 2 1,1
G 10 5 0 0 15 8,6
H 10 5 0 0 15 8,6
I 6 3 0 0 9 5,1
J 4 1 0 0 5 2,9
K 13 7 7 0 27 15,4
L 4 0 0 0 4 2,3
M 3 4 0 0 7 4,0
N 13 4 3 0 20 11,4
(0) 5 1 0 0 6 34
P 0 6 0 0 6 34

Total 103 54 14 4 175 100
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Figura 4. Distribuicio das amostras analisadas segundo a classificag@o pelo teor de gordura.

As andlises foram realizadas com teste microbioldgico comercial Delvotest SP-NT
(Cap-Lab Indistria e Comércio Ltda), com Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis,
em meio semi-sélido com indicador, juntamente com todos os nutrientes necessarios para o
crescimento bacteriano.

Os testes obedeceram a seguinte seqiiéncia: 1- abertura das ampolas (Delvotest®SP-
NT) com retirada da tampa de aluminio, 2- foram adicionados volumes de 0,1 mL das
amostras de leite a serem analisadas nas ampolas (Delvotest® SP-NT) 3- estas ampolas
permaneceram incubadas em banho-maria a 64°C + 0,5°C por 3 (trés) horas (Figuras 5 e 6),
segundo a recomendacdo técnica, sempre acompanhadas de controle negativo. Apds este
periodo foram realizadas as leituras e consideram-se positivos os testes que apresentaram cor
purpura e negativo aqueles que apresentaram uma mudanca da cor purpura para amarela,
conforme ocorre no controle negativo (Figuras 7 e 8).

Figuras 5 e 6. Incubacdo das amostras nas ampolas do Delvotest®SP-NT em banho-maria a 64°C por 3 horas.
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- - Resultado Positive

Figuras 7 e 8. Coloracio indicativa dos resultados das amostras analisadas.

Apbs o periodo de incubacdo, 4cido suficiente € produzido pelo crescimento e
multiplicacdo das bactérias que utilizam a glicose. A alteracdo da cor do indicador de pH
(ptrpura de bromocresol),indica uma amostra livre de antimicrobianos. Se, no entanto, o
crescimento e multiplicacdo da bactéria forem retardados ou inibidos, ndo ocorre a
acidificacdo do meio e este permanece purpura. A coloracdo intermedidria entre amarelo e
purpura também é considerada positiva para residuo de antimicrobiano.

As ampolas do teste forma mantidas sob refrigeracdo a temperatura de
aproximadamente 4°C, conforme recomendagdo do fabricante, e no momento da utilizagao,
permaneceram a temperatura ambiente, apenas as ampolas que foram utilizadas.

Para descartar a presenca do inibidor formol nas amostras de leite UHT, foi realizado
o teste do formaldeido conforme a Instrucdo Normativa n°68 (BRASIL,2006) objetivando
evidenciar a presenga de residuos de antimicrobianos nas amostras positivas com a finalidade
de verificar se a inibicdo do crescimento do Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis
possa ter sido determinado por este conservador (Figuras 9 e 10).

Figuras 9 e 10. Realizacdo do teste do formaldeido.

Os kits foram testados quanto a sua eficdcia, confrontando doses de alguns dos
farmacos que compdem o “pool” de sensibilidade do kit. Realizaram-se dilui¢cdes dos
seguintes antimicrobianos: Amoxilina, Ampicilina, Gentamicina, Eritromicina, e
Trimetoprima em doses diferentes a sensibilidade indicada pelo fabricante, uma inferior, uma
intermedidria e outra superior ao limite de detecgdo do método, como mostra a Tabela 6.
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Para Eritromicina, o limite de inferior de deteccao do kit (LI) € 40ng/mL e o limite
superior de deteccdo (LS) de 200ng/mL, sendo também testado um valor de 20 ng/mL (abaixo
do LI). Para Amoxilina, o LI € 2ng/mL e o LS de 5Sng/mL, sendo também testado um valor de
Ing/mL (abaixo do LI). Para Gentamicina, o LI é 50ng/mL e o LS de 200ng/mL, sendo
também testado um valor de 25 ng/mL (abaixo do LI). Para Ampicilina, o LI € 7ng/mL e o LS
de 200ng/mL, sendo também testado um valor de 25 ng/mL (abaixo do LI).Para
Trimetoprima, o LI é 50ng/mL e o LS de 300ng/mL, sendo também testado um valor de 25
ng/mL (abaixo do LI).

Tabela 6. Antimicrobianos e dilui¢des utilizadas para o teste de sensibilidade do Kit Delvotest®SP-NT.

Sensibilidade do Kit Delvotest®SP-NT
Diluicoes analisadas

Atibiético Nivel de deteccao (ng/mL) Apés  Nivel de deteccio (ng/mL) Apés
o tempo de controle tempo de leitura 3 horas (ng/mL)
200
eritromicina 40-80 200 40
20
5
amoxicilina 2-3 3-5 %
200
.. 50
gentamicina 50 200 25
7
ampicilina 4 6-7 3
300
trimetoprima 50-100 200-300 50
25
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as 175 amostras de leite UHT investigadas, 02 (duas) amostras apresentaram-se
positivas no teste de deteccdo de residuos de antimicrobianos (Tabela 7), revelando uma
freqiiéncia de contaminacdo de 1,1%. As duas amostras positivas eram Integrais, indicando
uma tendéncia de veiculacdo pelo conteido lipidico. Estes resultados sao similares ao
apresentado por Souza et al. (2008) que também encontraram 1% das amostras de UHT
positivas pelo mesmo método.

Tabela 7. Resultado das analises.

Marca /

Resultado Positiva Negativa

=]

10
4
1

43
1
2

14

15
8
5

27

20

SOZECRE=EZOmETAQFP

N OO OO OO O O MmO OO oo

Total 173

No relatério PAMVet referente aos anos 2004/2005 das 312 amostras em que foram
procedidas andlises de triagem para tetraciclinas, 21 amostras (7%) apresentaram resultado
nao conforme, sendo seis (2%) em leite UHT . De 306 amostras avaliadas na triagem para
cloranfenicol, 22 (7%) foram insatisfatorias, 13 (5%) de leite UHT e nove (28%) de leite em
po. resultado este que deixa ddvidas se estd havendo ou ndo, a utilizacdo indevida deste
antimicrobiano que é proibido no Brasil para uso em animais produtores de alimentos;

Conforme os resultados encontrados neste trabalho, 2 (duas) amostras positivas
correspondem a centenas de produtos do mesmo lote comercializados que poderiam também
estar com niveis acima do LMR permitido pela legislacdo, podendo assim ser consumido
justificando a necessidades deste tipo de controle fiscal com regularidade uma vez que o leite
¢ consumido principalmente por criancas. Deve-se atentar para o fato de que estas amostras
serem do tipo UHT, possivelmente a leite cru de origem teria niveis maiores que os
detectados.

Outros trabalhos foram realizados utilizando o principio da inibicdo microbiana,

porém ndo na forma de kits comerciais. Borges et al. (2000), que analisaram a ocorréncia de
residuos de antimicrobianos em leite, pasteurizado integral e padronizado produzido e
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comercializado no Estado de Goias através do método de difusdo de residuos de antibidticos
em d4gar, tendo o Bacillus subtilus e o Geobacillus stearothermophilus como
microorganismos-teste, observaram que das 533 amostras analisadas, 53 apresentaram
residuos de antimicrobianos, representando 9,95% das amostras analisadas.

Nascimento et al. (2001), em estudo sobre a ocorréncia de residuos de antibidticos no
leite tipos A, B e C comercializado em Piracicaba, SP, utilizaram, também, o método de
difusdo de residuos de antibidtico em &dgar, porém empregaram somente a cultura teste de
Geobacillus stearothermophilus, e observaram 50,0% das amostras positivas.

Dentre os resultados das diluicdes dos antimicrobianos testados: Amoxilina,
Ampicilina, Gentamicina, Eritromicina, e Trimetoprima em doses diferentes a sensibilidade
indicada pelo fabricante, todas que estavam dentro da faixa sensivel do método foram
confirmadas pelo kit, de acordo com a Tabela 8, a seguir.

Tabela 8. Resultado das andlises do teste de sensibilidade do Kit Delvotest® SP-NT

o ege Diluicoes analisadas .
Atibiédtico (ng/mL) Resultados positivos
200 200
eritromicina 40 40
20 -
5 5
L 2
amoxicilina 1 -
200 200
entamicina 20 20
g 25 -
7 7
L 4 4
ampicilina
2
300 35000
trimetoprima 50 )
25
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7 CONCLUSOES
Diante dos resultados observados pode-se concluir que :

Todas as amostras analisadas foram provenientes de estabelecimentos com registro no
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, portanto a presenca de amostras
positivas significou um controle ineficaz, seja no processo de producdo ou de
comercializacao.

Programas de monitoramento sdo necessarios, desde que associado a estes, campanhas
para educacdo dos produtores e funciondrios envolvidos e, capacitacdo técnica, sao
primordiais para fomentar as boas préticas agropecudrias e obtencao de melhor qualidade no
leite e seus derivados..

Especificamente, para o leite, a realizacdo de analises com kits de inibi¢do microbiana,
mostrou-se eficaz para a triagem de residuos de antimicrobianos. Neste estudo, o kit
comercial Delvotest®SP-NT, um dos mais utilizados para este fim, teve sua sensibilidade aos
antimicrobianos testados, comprovada.

A qualidade do leite apesar de estar normatizada, deve ser implementada de fato, tanto
em atencdo aos consumidores no mercado interno bem como no atendimento das exigéncias
internacionais.

A obtenc¢ao de um produto com qualidade — o alimento seguro - depende da integracao
entre os produtores, industria, centros de pesquisa e 6rgaos fiscalizadores. Além disso a figura
do consumidor € importante, fazendo valer dos seus direitos, dai a extrema relevancia em
promover uma educacao sanitdria em toda a cadeia produtiva, do campo a mesa.

41



8 CONSIDERACOES FINAIS

Algumas situagOes verificadas nas condi¢des brasileiras merecem especial atencdo,
este € o caso das informagdes técnicas que acompanham alguns produtos veterindrios, as
quais muitas vezes apresentam incongruéncias € mesmo incoeréncias. Além disso, usualmente
os procedimentos nao estdo descritos de forma clara. Por exemplo, em relacdo ao periodo de
descarte do leite apds final do tratamento, ndo existe uma padronizacdo quanto ao tipo e a
forma das informag¢des fundamentais disponibilizadas nas bulas, que permita uma orientagao
mais segura para utilizacdo adequada do medicamento. Estas deficiéncias podem induzir a
erros no descarte do leite, além dos fatores fisioldgicos, clinicos e farmacoldgicos analisados
na presente pesquisa.

O exposto revela a necessidade da ado¢do de medidas rigorosas pelas autoridades
responsaveis para coibir estas irregularidades que afetam direta e indiretamente os animais, 0s
produtores, os consumidores e comprometem a expansio do agro-negécio do setor leiteiro e
as exportacdes do leite e derivados.

A presenca de residuos de farmacos de uso veterindrio acima dos padrdes legais
interfere no processamento de leites fermentados e de queijos, com expressivos prejuizos aos
produtores e as industrias, além de ocasionar problemas a satide humana. Por isso o produtor
deve prestar atencdo as causas mais comuns de aparecimento de residuos no leite, como
mostra o Quadro 3.

Quadro 3. Principais causas de ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite.

Principais causas de ocorréncia de residuos
Nao observacgdo do periodo de caréncia do produto.
Erros na identificagdo dos animais tratados e na anotacdo dos dados do tratamento.
Uso de farmacos em diferentes dosagens ou diferentes esquemas de tratamento.
Descarte do leite apenas do quarto tratado.
Vacas que t€m parto antecipado ou curto periodo seco
Uso de produtos de vaca seca para tratamento de vacas em lactag@o.
Ordenha acidental de vacas secas.
Erro durante a ordenha e mistura de leite com e sem residuo.

NI R DD =

Fonte: http://www.itambe.com.br/Cmi/Pagina.aspx?1814 acesso em 17/02/2008

Identificadas as principais causas, o produtor deve atuar no controle e preven¢do, que
sd0 as principais acdes para evitar a veiculacdo de residuos de farmacos veterindrias no leite.
Sdo agdes simples, que devem fazer parte da rotina da propriedade e que dependem de uma
boa relagdo entre produtor e retireiro, como estd no Quadro 4.

42



Quadro 4. Cuidados a serem utilizados no tratamento de animais.

Cuidados a serem observados ao tratar os animais

1. Usar antimicrobianos e outros antimicrobianos apenas com orientacdo de um médico veterindrio,
seguindo rigorosamente as recomendacdes do fabricante do produto.

2. Marcar visivelmente as vacas tratadas com colares e/ou pulseiras.

Observar periodo de caréncia do tratamento.

4. Anotar todos os tratamentos em um quadro na sala de ordenha com informag¢des do nimero do

animal, dia do inicio e do término do tratamento e o periodo de caréncia do produto usado.

Ordenhar vacas tratadas por tltimo ou separadas.

Limpar o sistema de ordenha apds a ordenha de vacas tratadas.

7. Utilizar somente antimicrobianos registrados, com bula e pela via recomendada pelo fabricante.

(O8]

S

Fonte: http://www.itambe.com.br/Cmi/Pagina.aspx?1814 acesso em 17/02/2008
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ANEXO

Anexo A. Produtos de uso veterindrio empregados no tratamento da mastite.

Produto

Laboratorio

Advocin® 180

Agrobidtico Solucio Extemporinea
Agrodel

Agrodel Plus Com Antiinflamatério
Agromastit* Antimastite

Agrosil

Agrothal Com Antiinflamatério
Agrovet 5.000.000

Agrovet Plus

Agrovet Ps
Albadry® Plus Suspensio

Amoclox’S
Anamastit L - 200
Anamastit S
Bactrosina

Baytril Injetdvel 10%
Bio Pen
Biogental-La
Biomox 20% Ps
Borgal®

Bovigam L

Bovigam Vs
Bravecilin Forte

Calbidtico
Cefa-Lak
Cefa-Dri
Cefavet

Cepravin® - Anti-Mastitico Para Vacas Secas

Chemitril Injetdvel 10%
Clamoxyl® La

Cloxacum

Cobactan®

Cobactan® VI

Coxulid Plus

Curinfec

Cyamicina*La 20%

Danettril Plus

Diclopen 10 Milhdes - Grande Porte
Diclopen 3 Milhdes-Pequeno Porte
Diclopen 5 Milhdes - Médio Porte
Diclotril

Doxiciclina Univet Solucéo Injetavel

Doxigram 10
Ememast® Plus

Ememast® Vs

Enro Flec 10% Injetavel
Enrofloxacina 10%
Enrotec 50 Injetavel
Estreptomax Injetavel
Flotril® 10%
Estreptomicina
Floxivet® Plus 10%
Fortlozin

Genta F

Pfizer

Champion

Jofadel Industria Farmacéutica S/A
Jofadel Industria Farmacéutica S/A
Industria Farmacéutica Vitalfarma Ltda
Vansil Laboratério Veterinario
Pharmalogic/Minerthal

Novartis

Novartis

Novartis

Pfizer

Sespo - Divisdao Vetbrands Saude Animal
Univet

Univet

Bayer

Bayer

Calbos

Mogivet

Ceva

Intervet

Bayer

Bayer

Laboratério Bravet Ltda

Calbos

Fort Dodge

Fort Dodge

Sespo - Divisdao Vetbrands Saude Animal
Schering-Plough

Chemitec

Pfizer

Hertape Calier Saide Animal S/A
Intervet

Intervet

Novartis

Provets Simoes

Fort Dodge

Indubras

J.A.

J.A.

J.A.

J.A.

Univet

Interchange Veterinaria

Merial

Merial

Vansil Laboratério Veterinario
Tortuga Cia Zootécnica Agraria
Fatec S.A.

Ouro Fino

Schering-Plough

Fort Dodge

Intervet

Vansil Laboratério Veterinario
Trajetoria
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Gentaflex

Gentasil

Gentatec Mastite 250 Mg
Gentatec Vaca Seca
Gentatec®

Gentocin® Mastite 150mg
Gentocin® Mastite 250mg
Gentocin® Mastite Vaca Seca

Gentrin Injetdvel

Ibatrim Injetdvel

Intramast

Kanainjecto 250

Mamithal Com Antiinflamatério
Mastical

Masticel

Masticine L Plus

Masticine S Plus

Mastifin

Mastifin Vaca Seca

Mastijet® Forte

Mastijet® Vaca Seca

Mastilac

Mastiplus Intramamario Vi Suspensao
Antibidética/Antifingica
Mastissulfa

Mastivet Intramamario
Mastizone

Mastizone V.S. ( Vaca Seca )

Mastyclox - L
Mogipen

Nafpenzal® S
Neomastic

Newmast

Norflomax Injetavel

Novapen 10.0000.000 U. I
Ourotetra

Qurotetra L.A.

Qurotetra Plus L.A.

Oxiplus La 200

Oxitec

Oxitetraciclina L. A. 20% Injetavel
Oxitetraciclina L.A. Bayer

Oxitrat- La Plus

Oxitrat-La

Oxivet La

Pangram 10%

Partocilina

Pathozone®

Pencivet® Plus Forte

Pencivet® Plus Ppu

Pencivet® Plus Superforte

Penfort Ppu

Penfort Reforcado

Penikel L.A.

Penjet 7.000.000

Penjet 7.000.000 Plus

Penjet Plus Pronto Para Uso
Penjet Ps Pronto Para Uso
Pentabidtico* Veterinario Reforcado
Pentabidtico*Veterinario Pequeno Porte

Pearson Saude Animal
Vansil Laboratério Veterinario
Chemitec

Chemitec

Chemitec
Schering-Plough
Schering-Plough
Schering-Plough

Ouro Fino

Laboratério Ibasa Ltda
Vallée

Fatec S.A.
Pharmalogic/Minerthal
Calbos

Mogivet

Swissbras Chemical
Swissbras Chemical
Ouro Fino

Ouro Fino

Intervet

Intervet

Leivas Leite S/A
Vitafort

JA.

Champion

Uzinas Chimicas Brasileiras S/A
Uzinas Chimicas Brasileiras S/A
Jofadel Industria Farmacéutica S/A
Mogivet

Intervet

Calbos

Pearson Saude Animal

Ouro Fino

Trajetoria

Ouro Fino

Ouro Fino

Ouro Fino

Sespo - Divisdao Vetbrands Saude Animal
Calbos

Industria Farmacéutica Vitalfarma Ltda
Bayer

Vallée

Vallée

Novartis

Virbac Do Brasil

Sespo - Divisdao Vetbrands Saude Animal
Pfizer

Intervet

Intervet

Intervet

Ouro Fino

Ouro Fino

Sespo - Divisdao Vetbrands Saude Animal
Clarion

Clarion

Clarion

Clarion

Fort Dodge

Fort Dodge

57



Pentacilin Grande Porte
Pentakel

Pirsue® Solucdo Estéril
Promastic

Pronto Pen

Pulmocilin Veterinario
Pulmodrazin Plus
Pulmodrazin Reforcado
Pulmodrazin Veterinario
Quinolon 10%
Quinolon 2,5%
Quinotril

Quinotril Plus
Reverin® La Plus
Rilexine 150 Injetavel
Rilexine 200

Rilexine 500

Salcol

Selvitrex Injetavel 10%
Selvitrex Injetavel 2,5%

Septipen

Septipen Plus
Solutetra Endovenoso

Solutetra La
Solutetra Plus
Solutetra Pronto Para Uso

Streptomic
Sulfamax

Sulfatec Injetdvel
Supertrin Injetavel
Supra Pen

Talcin 1g

Talcin Cp

Teldrin Ap
Terraflan LLa 200

Terralon 20% La
Tetrabion
Tetraciclina La Spv®
Tetra-Delta®
Tetradur

Tetralong L.A
Topcef

Topmast - Noxon (Gentamicina)

Tormicina 100
Tormicina La
Treciclin

Tribactan
Tribrissen® Injetavel
Tridiazin Injetavel
Tridox La

Tripen-Plus

Trissulfin Solucdo Injetdvel

Tyladen
Tylan 200 Liquido

Tylan 50 Injetavel
Tylex 20% Injetavel
Ungiiento Intramamadrio
Vetimast

Vetimast Vs

Vitalpen Plus

Fort Dodge

Sespo - Divisdao Vetbrands Saude Animal
Pfizer

Vila Real Sauide Animal

Vallée

Pearson Sadde Animal

Pearson Sadde Animal

Pearson Sadde Animal

Pearson Saude Animal

Laboratério Bravet Ltda
Laboratério Bravet Ltda

Vallée

Vallée

Intervet

Virbac Do Brasil

Virbac Do Brasil

Virbac Do Brasil

Ceva

Jofadel Industria Farmacéutica S/A
Jofadel Industria Farmacéutica S/A
Vallée

Vallée

Laboratério Ibasa Ltda
Laboratério Ibasa Ltda
Laboratério Ibasa Ltda
Laboratério Ibasa Ltda

Vallée

Vallée

Fatec S.A.

Pearson Sadde Animal

Vallée

Novartis

Novartis

Jofadel Industria Farmacéutica S/A
Clarion

Virbac Do Brasil

Calbos

Schering-Plough

Pfizer

Merial

Uzinas Chimicas Brasileiras S/A
Pearson Sadde Animal

Noxon

Tortuga Cia Zootécnica Agraria
Tortuga Cia Zootécnica Agraria
Champion

Clarion

Schering-Plough

Vansil Laboratério Veterinario
Laboratério Bravet Ltda

Sanphar

Ouro Fino

Sespo - Divisdao Vetbrands Saude Animal
Elanco

Elanco

Industria Farmacéutica Vitalfarma Ltda
Vallée

Novartis

Novartis

Industria Farmacéutica Vitalfarma Ltda
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