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Emissdes de Gases de Efeito Estufa da Rotacido de Soja e
Arroz Irrigado em Terras Baixas do Rio Grande do Sul
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Resumo - Aresisténcia aos antimicrobianos (RAM) representa uma ameaga crescente a saude publica mun-
dial. O uso inadequado na agropecuaria pode contribuir para o0 aumento da incidéncia da RAM em humanos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eliminacdo de residuos de antibiéticos em amostras de leite e comparar
com o periodo de caréncia informado pelo fabricante. Um experimento piloto foi realizado no rebanho experi-
mental do Sistema de Pesquisa e Desenvolvimento da Embrapa Clima Temperado (Sispel). Foram utilizadas
trés vacas da raga Jersey, cada animal recebeu um Unico tratamento, contendo: cloxacilina benzatinica (T1),
cefaperazona (T2) e medicamento com associagéo de benzilpenicilinas (penicilina G), estreptomicina e dihi-
droestreptomicina (T3). A cloxacilina benzatinica apresentou resultados negativos nas analises laboratoriais
a partir do terceiro dia, apesar do medicamento n&o ser indicado para vacas em lactagao. A cefoperazona
sodica apresentou resultado negativo apds o periodo de caréncia do medicamento, conforme o esperado.
A utilizacdo do medicamento com associagao de principios ativos de benzilpenicilina, estreptomicina e dihi-
droestreptomicina, com periodo de caréncia maxima de cinco dias, apresentou resultado positivo nos kits
comerciais até o 13° dia. Este estudo preliminar sera utilizado pelo Programa Leite Seguro para embasar a
realizacdo de experimentos com maior niumero de animais e avaliar a curva de eliminagao dos residuos des-
ses antibioticos.

Termos para indexagao: aminoglicosideos, antibiéticos, betalactamicos, resisténcia aos antimicrobianos,
seguranca do leite.
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Evaluation of Antimicrobial Residues in the Milk of
Lactating Jersey Cows: Pilot Experiment

Abstract - Antimicrobial resistance (AMR) represents a growing threat to global public health. The inappropria-
te use of antimicrobials in agriculture could contribute to the increasing incidence of AMR in humans. This work
aimed at evaluating antibiotic residues in milk and comparing them with the withdrawal period according to the
medication fabricator. A pilot experiment was performed using the experimental herd of Embrapa Temperate
Agriculture Research System (SISPEL). Three Jersey cows were used, and each animal received a single
treatment containing cloxacillin benzathine (T1), befaperazone (T2), and an association of benzylpenicillins
(penicillins G), streptomycin and dihydrostreptomycin (T3). Cloxacillin benzathine showed negative results
from the third day, although the drug is not indicated for lactating cows. Cefoperazone showed a negative re-
sult after its withdrawal period. The use of a medication with the association of benzylpenicillin, streptomycin,
and dihydrostreptomycin with a maximum withdrawal period of five days showed a positive result until day 13.
This preliminary study will be used by the Programa Leite Seguro as a basis for experiments with more animals
and to evaluate the elimination curve of residues of these antibiotics.

Index terms: aminoglycosides, antibiotics, antimicrobial resistance, beta-lactams, milk safety.



Avaliagcdo de Residuos de Antimicrobianos no Leite de Vacas Jersey em Lactagéo: Experimento Piloto 7

Introducao

A resisténcia antimicrobiana (RAM) p6e em risco a eficacia da prevengao e do tratamento de um namero
cada vez maior de infec¢des por virus, bactérias, fungos e parasitas. A RAM ocorre quando microrganismos
sofrem alteragbes quando expostos a antimicrobianos, tornando-se ultrarresistentes e, como resultado, os
medicamentos se tornam ineficazes. Segundo a Organizagdo Pan-Americana da Saude (Opas/OMS) (2022),
a resisténcia aos antimicrobianos representa uma ameacga crescente a saude publica mundial e requer agao
de todos os setores do governo e da sociedade.

O uso inadequado e excessivo de antimicrobianos na agropecuaria pode contribuir para o0 aumento da
incidéncia da RAM em humanos. Esses medicamentos s&o utilizados na produg&o animal com os propdsitos:
terapéutico (tratamento de infecgdes), uso profilatico (prevencéo), uso metafilatico (impedir que os animais
adoecam apds contato com determinados agentes e animais doentes) e como promotores de crescimento
(modulando a flora intestinal para aumentar o desempenho). Qualquer forma de uso exerce pressao seletiva
nos microrganismos, podendo levar a resisténcia, mas existem maneiras de minimizar o problema. A trans-
missdo para humanos pode ocorrer de forma direta, mediante contato, ou indireta, pelo consumo do alimento
(Roca et al., 2015).

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC/Animal) é ferramenta de gerencia-
mento de risco adotada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Mapa) com o objetivo de
promover seguranga quimica dos alimentos de origem animal produzidos no Brasil (Brasil, 2022) e prevé o
controle de residuos de 49 antimicrobianos em leite. Os testes realizados verificam nos alimentos de origem
animal o atendimento dos limites maximos de residuos quimicos (LMR) permitidos pela legislacdo brasileira.
Esse limite baseia-se no tipo e na quantidade de residuos que nao apresentam risco de toxicidade para a
salde humana, levando-se em consideragéo a ingestao diaria aceitavel (IDA) que, se ingerida durante toda a
vida do individuo, nao apresenta riscos a sua saude (Anvisa, 2009).

O resultado do monitoramento do PNCRC referente ao acompanhamento da presenga de antimicrobianos
em leite, no ano de 2021, nos quais foram avaliadas amostras aleatérias de leite in natura, indicou uma ocor-
réncia média de 1,68% de amostras com nao conformidades (Brasil, 2022).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2009), o leite pode ser contaminado por residuos
de medicamentos veterinarios, pesticidas ou outros contaminantes quimicos. Portanto, a utilizagdo das boas
praticas veterinarias, no que tange a saude da vaca leiteira, ao emprego de métodos adequados de ordenha
e a utilizagao correta de medicamentos autorizados, deve ser buscada para que se obtenha uma produgao
indcua e idénea. Por outro lado, os produtores relatam que, mesmo respeitando o periodo de caréncia previs-
to pelos fabricantes dos medicamentos, algumas vezes o leite apresenta resultado positivo para residuo de
antimicrobianos, levando a condenagao do leite e penalizagao do produtor.

Os antimicrobianos mais comumente utilizados no tratamento de bovinos com mastite podem ser divididos
em oito principais classes: beta-lactamicos, aminoglicosideos, lincosamidas, macrolideos, polimixinas, qui-
nolonas, sulfas e tetraciclinas (Silva, 2018). O maior responsavel pelos residuos antimicrobianos no leite € o
tratamento para mastite, que é feito pela aplicagdo do produto de uso veterinario pela via intramamaria. Silva
et al. (2020), em estudo realizado em Goias, relatam que fazendas com menor produtividade apresentam
maior uso de antimicrobianos por iniciativa do produtor. Segundo os autores, os agricultores goianos conhe-
cem a necessidade de descartar leite com residuos de antimicrobianos, mas nao fazem isso adequadamente.

E importante ressaltar que os residuos de antibiéticos sdo resistentes a tratamentos térmicos, tanto as
altas quanto as baixas temperaturas. O processo de pasteurizagéo, por exemplo, tem pouco ou nenhum efeito
sobre esses residuos no leite (Brito; Lange, 2005). Dessa forma, o ponto critico de controle para esses peri-
gos no leite deve ocorrer por meio da observancia de boas praticas de produgéo primaria (fazenda), de forma
a prevenir sua ocorréncia, pois, uma vez presentes no leite, nenhuma etapa posterior de processamento do
leite, ou de seus produtos, eliminara ou mesmo reduzira a presencga de residuos de antimicrobianos em nivel
seguro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eliminagao de residuos de antibiédticos no leite de vacas Jersey e
comparar com o periodo de caréncia indicado pelo fabricante.
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Material e Métodos

Um experimento piloto foi realizado no rebanho experimental do Sistema de Pesquisa e Desenvolvimento
em Pecuaria Leiteira (Sispel) da Embrapa Clima Temperado, no municipio de Capéo do Ledo, RS, em 2020,
o qual integra as pesquisas realizadas no dmbito do Programa Leite Seguro.

Foram utilizadas trés vacas da raca Jersey (identificadas por: A, B e C) em fase final de lactacdo, sem mas-
tite clinica, que apresentavam produgéao de leite média de 11 L/dia, cerca de 300 dias de lactagao e média de
2,5 partos. Cada animal foi submetido a apenas um tratamento (T1, T2 e T3), conforme Tabela 1. A cloxacilina
benzatinica, cefaperazona sddica e benzilpenicilinas (penicilina G) s&o antibidticos do grupo betalactamicos.
A estreptomicina e dihidroestreptomicina pertencem ao grupo dos aminoglicosideos.

Tabela 1. Tratamentos com antimicrobianos realizados em vacas Jersey do rebanho experimental do Sispel, em 2020,
na Estagdo Experimental Terras Baixas, Capdo do Ledo, RS. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2022.

Tratamento/ _ . . . Periodo caréncia conforme
. Antimicrobiano Via aplicacao .
Animal fabricante
Cloxacilina benzatinica - . Nao recomendado para vacas

T1-A Intramamario 1 bisnaga M

500 mg em lactacado
T2-B CaepEEeii) eeelE Intramamario. 1 bisnaga 84 horas

250 mg

Benzilpenicilinas

T3_C 240.000 Ul/mL, estrepto-  Injetavel intramus- 5mL /100 kg 4-5 dias

micina e dihidroestrepto- cular peso vivo
micina 100 mg/mL

As amostras de leite foram coletadas na ordenha da manha, utilizando-se um coletor acoplado a orde-
nhadeira. Foram coletados 50 mL de leite dos animais antes do tratamento (DO: dia zero), durante o periodo
de tratamento e caréncia. Apds as coletas, as amostras foram acondicionadas em frascos sem conservante
e refrigeradas até a avaliagdo da presenca de residuos de antibiéticos. O numero de dias de coleta variou
conforme o tipo de antibiético utilizado. Foram coletadas amostras até obtengéo de resultados negativos para
residuo de antibiético nos kits comerciais por dois dias consecutivos, tendo sido coletados, 4 dias (T1eT2) e
14 dias (T3) apds a aplicacgao.

Os dias 0, 1, 2 e 3 foram analisados pelo teste comercial rapido Kit Charm EZ® (QUAD1: betalactamicos;
QUAD3: aminoglicosidios) e a partir do tempo 4, pelo Devoltest® T (teste microbioldgico) e Charm® Blue
Yellow Il Test (teste imunolégico), ambos testes lentos. Também foram realizadas as analises cromatograficas
para deteccdo e quantificagdo dos residuos de antimicrobianos de acordo com o método descrito por Jank et
al. (2015), usando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS). O método foi validado
de acordo com a diretiva 657/CE/2002 para analise quantitativa.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos no T1 do experimento, em que foi utilizado antibiético cloxacilina benzatinica, en-
contram-se na Tabela 2. Observou-se que as amostras D1 e D2 apresentaram resultado positivo para o teste
Charm® ED. As demais coletas apresentaram resultados negativos para o teste rapido até o D3 e nos dois
testes lentos avaliados até o D5.

Esses resultados foram confirmados por LC-MS, em que se observou a presenca de cloxacilina no D1 e
D2. O LMR para a cloxacilina é de 30 ug/L; assim, apenas o valor quantificado no D1 encontra-se acima do
LMR, mesmo observando-se resultado positivo no kit rapido no D2. A partir do D3, o leite apresentou resultado
negativo nos testes avaliados.
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Tabela 2. Detecgao de residuo de antimicrobiano cloxacilina benzatinica (T1), em experi-
mento com leite de vacas Jersey, utilizando os testes Blue-Yellow e Delvotest e quantifica-
¢ao por LC-MS, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2022.

Dia_s de~ Blue-Yellow/ Charm® ED Cloxacilina
aplicagao/Coleta Delvotest (ng/L)
DoO* - Negativo <LQ

D1 - Positivo 1983,97
D2 - Positivo 10,22
D3 - Negativo -

D4 Negativo - <LQ*
D5 Negativo - -

*Antes da aplicagéo do antimicrobiano.
**LQ - Limite Quantificagdo = 7,5 ug/L

Mesmo esse medicamento n&do sendo utilizado para vacas em lactagao, verificou-se ser oportuno a reali-
zagao deste experimento, considerando-se a possiblidade de ocorrerem falhas de manejo, tais como: uso de
medicamentos de vacas secas para vacas em lactacao, falhas na identificagdo dos animais, partos anteci-
pados por razdes fisioldgicas ou por erros da previsao da data da pari¢do, os quais podem aumentar o risco
de residuos no leite. Neste experimento, quantificou-se niveis acima do LMR apenas no primeiro dia apds
a aplicagdo do medicamento cloxacilina benzatinica. Em Rondonia, Estevdo Neto et al. (2015) avaliaram a
presenca de residuos de antimicrobianos no leite de animais tratados no periodo pré-parto, com antibiéticos
cloxacilina benzatinica aos 60 dias pré-parto, em uma unica aplicagao. O leite dos animais foi avaliado 5 a 10
dias pods-parto e foi constatada a presenga em 3,44% dos animais tratados. As razdes para essa diferenca
entre as recomendacdes de uso, coerentes com o relato de Estevao Neto et al. (2015) e os resultados deste
experimento piloto, merecem investigacdo detalhada. Fatores como a procedéncia dos produtos utilizados,
forma e ambiente de aplicagédo, forma de amostragem, alguns aspectos fisiolégicos intrinsecos dos animais
experimentais e o método/teste de diagndstico podem constituir fontes de variagdo. Ndo se pode fazer infe-
réncias acerca dessas questdes sem outros estudos que confirmem os dados apresentados e/ou se dete-
nham nas possiveis causas.

A Tabela 3 apresenta os resultados do T2 do experimento, no qual foi utilizado cefoperazona sédica.
Observou-se resultado positivo nos testes lentos no D1, D2 e D3. Esse resultado foi confirmado pela quantifi-
cagao do composto cefoperazona sodica. O LMR da cefoperazona sddica é de 50 pg/L, indicando que apenas
a amostra D1 encontrava-se acima do limite maximo permitido.

Tabela 3. Deteccao de residuo de antimicrobiano cefoperazona sédica (T2), em
experimento com leite de vacas Jersey, utilizando os testes Blue-Yellow e Delvotest e
quantificagédo por LC-MS. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2022.

Dias de Aplicagao /

Coleta Blue-Yellow Delvotest Cefoperazona (ug/L)
DO* Negativo Negativo <LQ**

D1 Positivo Positivo 7.480,64

D2 Positivo Positivo 41,07

D3 Positivo Positivo 13,14

D4 Negativo Negativo <LQ

D5 Negativo Negativo -

*Antes da aplicagao do antimicrobiano.
**LQ — Limite Quantificagdo = 12,5 ug/L
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Segundo Tasci et al. (2021), os testes de triagem de inibigdo imunoldgica e microbiana apresentam de-
teccao de resultado positivo com quantidades de antibi6ticos abaixo dos limites de seguranga estabelecidos
pela legislagdo. No estudo, verificou-se resultado positivo nos kits comerciais com 26% do LMR, e resultado
negativo apods o periodo de caréncia do medicamento.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos no T3 do experimento, com uso de medicamento com asso-
ciacao de benzilpenicilinas, estreptomicina e dihidroestreptomicina. Com base nos resultados obtidos a partir
dos testes realizados com kit comerciais para identificagdo de presenca de residuos de antibidticos, obser-
va-se que o DO foi negativo, conforme esperado; os trés primeiros dias apos a aplicagado do antibiético (D1 a
D3) foram positivos para o QUAD1 (penicilina G) e positivo para QUAD3 (estreptomicina) apenas no primeiro
dia (D1) ap6s aplicagdo do medicamento. As amostras apresentaram resultado positivo para Blue-Yellow® e
Devoltest®, mesmo apds o periodo de caréncia do medicamento.

Tabela 4. Detecgao de residuo de antimicrobiano benzilpenicilina (penicilina G), estreptomicina e Dihidroestreptomicina
(T3) em experimento com leite de vacas Jersey, utilizando os testes Kit Charm EZ® (QUAD1: betalactamicos; QUAD3:
Aminoglicosidios); Blue-Yellow e Delvotest e quantificagdo por LC-MS, em que LQ corresponde ao limite de quantifica-
¢ao do antibiético. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2022.

Dia.s de~ Penicilina G Estreptomicina Dihidroestreptomicina
aplicagado/ QUAD1 QUAD 3 Blue-Yellow Devoltest

coleta (ng/L) (ng/L) (Mg/L)
DO* Negativo Negativo - - <LQ** <LQ <LQ
D1 P‘zglt_i;m P(%sTit;}’)O - - 37,00 242,12 188,28
D2 P‘(’giii;m - - - 2,92 <LQ <LQ
D3 Pc(>§||t|;/o _ : _ _ _ _
D4 - - Positivo Positivo 3,09 <LQ <LQ
D5 - - Positivo Positivo - - -
D6 Positivo Positivo - - -
D7 Positivo Positivo 2,34 <LQ <LQ
D8 Positivo Positivo - - -
D9 Positivo Positivo - - -
D10 Positivo Positivo 1,57 <LQ <LQ
D11 Negativo Positivo - - -
D12 Negativo Positivo - - -
D13 Negativo Positivo <LQ <LQ <LQ
D14 Negativo  Negativo <LQ <LQ <LQ
D15 Negativo Negativo - - -

*Antes da aplicagédo do antimicrobiano
**LQ: benzilpenicilina (penicilina G) 1 pg/L; estreptomicina 50 pg/L; hidroestreptomicina 50 pg/L.

A partir da andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, para a quantifica-
¢ao dos compostos, observou-se que, no primeiro dia de aplicagdo, para os trés compostos analisados, a
concentracdo estava acima do LMR para os residuos de benzilpenicilina 4 ug/L; estreptomicina 200 ug/L;
dihidroestreptomicina 200 pg/L. Esse resultado corrobora a indicagdo do fabricante, uma vez que o periodo
de eliminagdo é de 4 a 5 dias. Observou-se que, a partir do segundo dia de aplicagéo, os trés compostos ja
estavam em quantidade abaixo do LMR (Brasil, 2019). Entretanto, nos testes realizados com kit comerciais
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para identificagcdo de presenca de residuos de antibiéticos, observou-se que no D1 as amostras apresentaram
resultado positivo no teste rapido para betalactdmicos e estreptomicina, e no D2 e D3 apenas para betalacta-
micos, neste caso benzilpenicilina. Apds o periodo de caréncia do medicamento, os resultados continuaram
positivos para a benzilpenicilina até o D10 para o teste Blue-Yellow, com 39% do LMR; e até o D13 para
Devoltest, abaixo de 25% do LMR. Na industria, esse resultado positivo ja € um fator de condenacao do leite,
considerando-se inadequado para o uso e para o consumo humano (Brito; Lange, 2005; Mendes et al., 2008).

Os testes comerciais utilizados nas plataformas dos laticinios séo testes qualitativos de multirresiduos, ou
seja, apresentam resultado negativo/positivo quanto a identificagdo de antimicrobianos no leite. A sensibilida-
de dos testes deve garantir a seguranca dos alimentos, por isso, com detecgéo abaixo do LMR, corroborando
a diretiva 808/CE/2021, que preconiza que a determinagao da capacidade de detecgdo de um ensaio seja
mediante a fixagao inicial da concentragao, tdo baixa quanto razoavelmente possivel, garantindo detecgéo
do verdadeiramente positivo. Dessa forma, garantido que nenhum leite falso negativo chegue a mesa do
consumidor.

A cloxacilina benzatinica utilizada neste experimento piloto, em vacas em lactagéo, apresentou resultados
negativos nos testes avaliados a partir do terceiro dia, sendo necessarios novos testes para avaliagcdo com
vacas apos periodo seco. Enquanto que a cefoperazona sédica apresentou resultado negativo apés o periodo
de caréncia do medicamento, conforme o esperado. Ja a utilizagdo do medicamento com associagéo de prin-
cipios ativos de benzilpenicilina, estreptomicina e dihidroestreptomicina, com periodo de caréncia maxima de
cinco dias, apresentou resultado positivo nos kits comerciais até o 13° dia, podendo resultar em condenagao
do leite para processamento e consumo humano, no entanto, garantindo a seguranga do alimento para o
consumidor.

Os limites maximos de residuos previstos na legislagdo sdo estabelecidos com base nos parametros
toxicologicos, tais como a ingestao diaria aceitavel (IDA). Nao houve, até o momento, o estabelecimento de
correlagdes diretas entre os diferentes niveis de residuos, abaixo e acima do LMR legalmente aceito, e a
possibilidade de indugao de resisténcia aos antimicrobianos. Apesar do reconhecimento tacito de que maiores
exposicoes caracterizam aumento da pressao seletiva de microrganismos resistentes, permanecem duvidas
quanto ao tipo de correlacado e a amplitude do risco associado as diferentes concentragdes as quais sao sub-
metidos os microrganismos nos diferentes ambientes e organismos aos quais sdo associados. Os dados en-
contrados neste piloto apontam para a necessidade de prosseguimento dos estudos propostos no Programa
Leite Seguro e da complementagdo com experimentos que permitam inferéncias sobre os niveis de exposi¢ao
e o risco de resisténcia associado, em pessoas e animais.

Conclusoes

Neste experimento piloto, a cloxacilina benzatinica, usada experimentalmente em vacas em lactagao,
apresenta resultado negativo apés o terceiro dia. A cefoperazona sédica apresenta resultado negativo apés
o periodo de caréncia indicado pelo fabricante. A utilizagdo do medicamento com associagao de principios
ativos de benzilpenicilina, estreptomicina e dihidroestreptomicina apresenta resultado positivo nos kits co-
merciais apds o periodo de caréncia indicado. Recomendam-se estudos com maior numero de animais para
avaliar a curva de eliminagao dos residuos destes antibidticos e a correlagédo entre os testes utilizados.
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