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Apresentacao

O leite é considerado como o alimento mais perfeito da natureza,
sendo o principal alimento de recém-nascidos e criangas. E considerado
pelos consumidores como exemplo de alimento nutritivo, seguro, saudavel
e natural.

Substéncias antimicrobianas sd3c empregadas normalmente para
tratamento e prevencdc de mastite ou outras doencas do gado leiteiro.
Quando sdo administradas em vacas em lactagdo, existe o potencial para
aparecimento de residuos no leite,

A contaminagdo do leite com residuos de drogas ou outras
substdncias quimicas é um componente importante da seguranga alimentar
e preocupa o consumidor, que deseja receber um produto de alto valor
nutritivo e livre de substancias estranhas. E também motivo de
preocupacdo para a industria laticinista, porque os residuos podem interferir
na preparagfio dos produtos licteos. Portanto, para que o leite possa
manter a reputagdo de alimento seguro e nutritivo, deve estar livre de
residuos de antimicrobianos.

Esta publicagdo tem a finalidade de apresentar aspectos relacionados
4 presenga de residuos de antimicrobianos no leite, as conseqliéncias para
a salde do consumidor, a interferéncia com processamento ldcteo, as
principais causas do aparecimento de resfduos, os testes de detecgdo e
destaca os principais pontos necessdrios para que estes sejam evitados.
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1. AGENTES ANTIMICROBIANCS

Agentes antimicrobianos sdo substincias usadas para inibir o
crescimento ou inativar 0§ microrganismos que se estabeleceram em um
organismo vivo. Uma propriedade destas substancias, que define seu uso
na terapéutica, ¢ a toxicidade seletiva, isto ¢, devem ter atuacio restrita
aos microrganismos, sem afetar as células do organismo hospedeiro. As
substéncias antimicrobianas mais usadas sfo os antibidticos. Antibidticas
sdo substéncias que ocorrem naturalmente e sdo produzidas total ou
parcialmente por microrganismos. Os principais microrganismos produtores
de antibidticos sdo os fungos. O termo quimioterdpico é usado para
designar os antimicrobianos produzidos totalmente por sintese quimica.
Dentre estes, os mais comuns s3o as sulfonamidas e os nitrofuranos.
Neste texto a palavra antimicrobiano serd usada para designar tanto os
antibidticos como os quimioterdpicos.

2. RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM PRODUTOS DE ORIGEM
ANIMAL

Logo apds a utilizagdo dos antimicrobianos para tratamento de
doengas humanas, eles foram introduzidos na préatica veterindria. Antes do
final da Il Guerra Mundial, infusdes de penicilina foram usadas para
tratamento de mastite em vacas. Em seguida, produtos injetdveis e
formulagdes com estreptomicina, c¢loranfenicol, sulfas e tetraciclinas
tornaram-se disponiveis.

Atualmente, agentes antimicrobianos sdo usados na producio animal
para prevengdo ou tratamento de doengas e como aditivo alimentar. Neste
ultimo caso, com a finalidade de melhorar a eficiéncia e utilizagdo dos
alimentos, resultando no melhor desempenho produtivo dos animais. No
tratamento de doengas infecciosas agudas, os antimicrobianos sido usados,
geralmente, por perfodos relativamente curtos, de 1-7 dias. Quando
utilizados como promotores de crescimento ou na prevengdo de doencas,
sao administrados por longos periodos que podem corresponder a maior
parte da vida do animal. Neste processo, os antimicrobianos ou seus
derivados metabdlicos podem se acumular ou depositar nas células, nos
tecidos ou nos 6rgdos do animal. Quando vestigios destas substancias sdo
detectados posteriormente nos alimentos, sio denominados de resfduos.
As quantidades residuais de uma droga ou substincia quimica e seus
derivados sd@o expressos em partes por peso ou volume, tais como, mg/kg
ou mg/L {ppm), ug/kg ou pg/L (ppbl.



Este documento trata de aspectos gerais do problema de residuos de
antimicrobianos no leite, e das conseqgliéncias para a salde pulblica e para a
industrializagao. Discute as bases dos principais testes para detecgdo de
residuos disponiveis no mercado e os principais aspectos a serem

observados para se evitar a presen¢a de residuos de antimicrobianos no
leite.

3. O LEITE COMO VEICULO DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANQS

Um componente importante dos programas de sadde dos rebanhos
leiteiros é o emprego de substancias antimicrobianas para a prevengéo ou
para o tratamento de doengas, principalmente mastite e doengas do trato
reprodutivo. Contudo, o wuso disseminado dessas substancias tem
ocasionado o aparecimento de residuos no leite ou nos produtos ldcteos.
Autoridades de Saidde Publica e consumidores se preocupam com ©0s
efeitos adversos decorrentes da exposicdo a esses residuos em produtos e
alimentos de origem animal.

A presenca de resfduos interfere diretamente na qualidade do leite e
nos processos industriais, além de constituir um problema de saldde
pdblica. Com respeito & importédncia para a sadde publica, os aspectos
toxicoldgico, desenvolvimento de reagtes de hipersensibilidade e
microbiol6égico devem ser considerados.

4, ACAO TOXICOLOGICA

A avaliagdo toxicoldgica de residuos de antimicrobianos nos
alimentos em geral segue os principios elaborados pela Organizagéo
Mundial de Sadde (OMS) e (Food Agriculture Organization - FAQ), érgées
das Nacdes Unidas, definidos pela Comissdo do Codex Alimentarius {Joint
FAO/WHO Food Standards Programme). O risco toxicoldgico é avaliado
determinando-se o nfvel de concentragdo da droga que ndo causa nenhum
efeito adverso (NQEL) em animais {incluindo o homem). Com este valor,
estima-se a concentragdo aceitdvel de ingestdo didria da droga {ou dose
didria aceitivel, ADI). A ADI é a dose didria que, se ingerida durante toda a
vida do individuo, ndo oferece risco aprecidvel a salde, com base nos
conhecimentos disponiveis no momento. N3o oferecer risco aprecidvel
significa a certeza préatica de que uma exposigdo durante toda vida ao
residuo n3o resultard em efeitos deletérios & salide. Valores de ADI sdo
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sempre sujeitos a revisdo, desde que novas informacdes se tornem
disponiveis, e s&do expressos em miligrama da droga por guilograma de
peso vivo {veja o glossério).

ADl= Nivel de efeito adverso negativo (NOEL) x 70
Fator de seguranga (100, 1000}

ADI = mg/dia
NOEL = mg/kg em animais
70 = peso corporal médic dos consumidores

A concentragdo toxicologicamente tolerdvel do residuo em um
alimento pode ser calculada de acorde com a fdérmula abaixo: TC
{Concentracdo tolerdvel},

C = ADI x peso corporal
Fator de seguranga adicional

x kg do alimento consumido

A partir da avaliagcdo de cada substancia, e baseando-se nos estudos
do metabolismo e cinética de eliminagdo de residuos, é determinado o
limite mé&ximo de resfduo (MRL, do inglés "Maximum Residue Limit"},
permitido no alimento (veja glossério). Este deve ser sempre mais baixo
que a concentragao tolerdvel e n3c deve exceder a dose didria aceitavel. A
tolerdncia para uma droga ou resfduo quimico no leite & estabelecida como
a décima parte daquela da carne. Isto se deve ao fato de que o leite ¢ o
principal alimento da dieta de criangas e recém-nascidos, que sio
considerados mais sensiveis que os adultos. Tolerdncias s30 estabelecidas
para compostos nao-carcinogénicos. Para substidncias com agho
carcinogénica, a tolerdncia admitida é zero.

Na Tabela 1 sdo apresentados os limites mdximos permitidos de
algumas substancias antimicrobianas de acordo com regulamentagdes da
FAQ/OMS e da Unido Européia. Alguns desses valores est3o estabelecidos,
enquanto outros sdo preliminares e estdo sujeitos a revisdo, desde que
novas informagdes sobre as substancias se tornem disponiveis.




Tabela 1. Limite maximo permitido de resfduos de antimicrobianos no leite.

Substancia Limite méxitno permitido no leite {ug/L)
Ampicilina 4
Amoxicilina 4
Cefapirina 20
Ceftiofur 100
Cloranfenical 0
Clortetraciclina 100
Cloxacilina 30
Dihidroestreptomicina 200
Eritromicina 40
Espectinomicina 200
Espiramicina 200
Estreptomicina 200
Gentamicina 200
Neomicina 500
Oxitetraciclina 100
Penicilina 4
Sultadimidina 25
Tetraciclina 100
Tilosina 50

Fonte: Compilado de FAQ {1991} e de Heeschen & Suhren, 1993,

4.1 Aspectos toxicolégicos

Os principais aspectos toxicolégicos dos reslduos de antimicrobianos
no leite estdo relacionados as seguintes agdes:

= Carcinogénica: causam dano irreversivel ao DNA celular, portanto, ndo
se admitem residuos para esta categoria de substancias.

* Mutagénica: causam danos aos componentes genéticos das células ou
organismos.

« Teratogénica: causam efeito toxico ao embride ou feto.

Alguns exemplos que evidenciam a importéncia de estudos para
avaliar niveis de residuos aceitaveis no leite sio apresentados a seguir.
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Nitrofuranos: Compreendem um grupe de compostos sintéticos
derivados do anel furano, com um grupo nitro na posigdo 5. Estudos
realizados com nitrofuranos marcados com '*C mostraram que estes
compostos podem se ligar 4s moléculas de DNA e RNA, levando ao
rompimento de cadeias simples de DNA e até inibicio da sintese de
DNA. Em geral, os nitrofuranos s8o téxicos para o material genético
da célula e sdo mutagénicos em diferentes sistemas testados, bem
como aumentam a freqiléncia de tumores em animais de laboratério
como ratos (agdo carcinogénical. Uma ingestdo didria de < 0,002
Hg/kg de peso corporal equivale a um risco carcinogénico de menos
de 1:10°.

Cloranfenicol: Em animais de experimentacdo observam-se efeitos
adversos de cloranfenicol sobre a medula éssea. Supde-se que esta
aco seja conseqléncia da ligacdo covalente de metabdlitos do
cloranfenicol, com acdo sobre o DNA das células do individuo. Isto
resulta em anemia apldstica em individuos susceptiveis (cerca de
1/40.000). Parece que este efeito é independente da dose.

Cloranfenicol foi avaliado pelo Comité de Especialistas em Aditivos
Alimentares da FAO/OMS (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives, JECFA). Entre outras afirmativas o Comité salienta que "o
mecanismo para a patogénese da anemia aplastica é desconhecido e ndo
héd um modelo animal conveniente para seu estudo. Assim, nio pode ser
estabelecido um nivel ou uma dosagem em que ndo se observa nenhum
efeito adverso (NOEL), e nd3o pode ser alocada uma ADI para o
cloranfenicol, porque ndo & possfvel assegurar que residuos no tecido
animal seria seguro para individuos susceptiveis”. Portanto, nio existe um
nive! aceitdvel de residuo de cloranfenicol no leite.

O Comité recomendou que deveriam ser feitos esforgos para
substituir ou proibir o uso de cloranfenicol para animais de produgéo,
particularmente vacas em lactagdo, em que altos niveis de residuos no leite
sdo o problema principal. Em diversos palses do mundo, o uso de

cloranfenicol é aprovado somente para animais ndo utilizados como
alimento humano'.

' A Partaria n°448/93 de 10/09/98 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento, considerando que ndo 6
possivel g estabelecimento dos limites maximas de residuos para cloranfenicol, furazolidona e nitrofurazena
na carne, leite e ovos, proibe a fabricagdo, a importag3o, & comercializagda e o emprego de preparagdes
farmac&uticas de uso veterindrig, de ragdes e de aditivos alimentares com estas substancias para animais
cujos produtos sejam destinados & alimentagio humana.
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Sulfametazina: Tem sido empregada por muitos anos em Medicina
Veterinéria, tanto com finalidade terapéutica como para melhorar a
eficiéncia alimentar ¢ como promotor de crescimento. Contudo, o
"National Center for Toxicological Research" dos Estados Unidos
apresentou resultados de pesquisa mostrande que sulfametazina
causou adenomas de células foliculares na glandula tiredide de ratos e
camundongos que foram dependentes da dose. Este efeito foi
observado ap6s administragao de doses moderadas a elevadas de
sulfametazina por perfodos de 18 a 24 meses.

5. REACOES DE HIPERSENSIBILIDADE OU ALERGICAS

Reacbes de hipersensibilidade ou reagdes alérgicas sdo reacdes
imunolégicas que aparecem apos o individuo se expor ao antigeno e tornar-
se sensibilizado. Apds nova exposigio, a reagdo imunoldgica ocorre e a
alergia se manifesta. As reagbes de hipersensibilidade, por causa de
substancias antimicrobianas se manifestam, geralmente, como reagio de
pele {ex.: urticdrias e dermatites} e {ou) sintomas envolvendo o sistema
respiratério (rinite e asma brdnquica). ReaglOes alérgicas que resultam em
choque anafildtico s@o mais raras. Os fatores que influenciam a
sensibilizagdo incluem a intensidade, duragde, via de administracdo e
freqliéncia de exposigdo ao alérgeno.

As penicilinas constituem o grupo mais importante de drogas que
causam reagdes alérgicas, embora saiba-se que, em menor proporgao,
outros antimicrobianos, comao tetraciclina, estreptomicina, sulfonamidas e
derivados dos nitrofuranos, possam também ter essa agdo. Considerando a
hipersensibilidade & penicilina, supfe-se que as pequenas concentragdes
encontradas no leite como resfduo ndo induziriam & sensibilizagdo. O risco
do desenvolvimento de reagdes alérgicas se relaciona a uma peguena
porcentagem de individuos alérgicos, previamente sensibilizados, que
podermn desenvolver reagbes sérias, mesmo com o consuma de quantidades
muito pequenas da droga. Tem sido mostrado que concentragbes tao
pequenas quanto 3-89 gg de penicilina no leite resultaram em reagdes
alérgicas em individuos susceptiveis.

Em 1969 a OMS propds que os limites para penicilina em leite de
consumo humano ndo deveriam exceder 0,006 ug/mL (0,01 Ul/mL}. Nos
paises da Comunidade Européia o nivel maximo permitido de 0,004 pg/mL
ou 4 ug/kg (ppb} foi introduzido para penicilina G em 1985. Considera-se
gque a principal via de contaminagcdo do leite com penicilina é apés o
tratamento intramamdrio de mastite bavina, quando o leite ndg foi retirado
do consumo durante ¢ periodo de excregdo da droga,
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6. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

Os residuos de antimicrobianos no leite podem ter agdo sobre
microrganismos do ambiente e da flora intestinal levando a um aumento de
bactérias resistentes, devido & pressado seletiva,

Uma bactéria pode se tornar resistente a um antimicrobiano por meio
de mutagdio no seu cromossoma ou por infecgdo por um plasmidio. No
primeiro caso a mutagdo pode surgir espontaneamente, em proporcoes
determinadas. No segundo caso, os genes da resisténcia estdo presentes
em fragmentos de DNA extra-cromossomiais {plasmidios). Os plasmidios
podem ser transferidos de uma célula bacteriana para outra dentro da
mesma espécie ou até mesmo entre espécies diferentes, transferindo a
resisténcia. Este (ltimo mecanismo apresenta maior problema, porque é
mais prevalente e pode envolver a transferéncia de resisténcia a mdltiplos
agentes,

Os agentes antimicrobianos, portanto, nao induzem resisténcia nas
bactérias, mas atuam como agentes seletivos, inibindo as bactérias
sensiveis e permitindo o crescimento e multiplicacdo das resistentes. Sob a
pressio seletiva dos antimicrobianos, o nimero de bactérias resistentes
aumenta, podendo tornar-se a flora dominante e até persistir por semanas
apds a cessagdo de seu uso. Uma bactéria & considerada resistente a um
agente antimicrobiano se a menor concentragio necessdria para inibir seu
crescimento (concentragdo minima inibitéria: veja o glossario) for maior do
que a concentragao atingida nos tecidos do animal durante o tratamento. A
ocorréncia de bactérias com resisténcia mdltipla no ambiente tem sido um
tenémeno freqlente. Muitos pesquisadores acreditam que este fendmeno
tem sido o resultado do uso extensivo de antimicrobianos, tanto em
medicina humana como na veterinéria.

A administragdc de quantidades subterapéuticas de antibiGticos
ocasiona um aumento na freqléncia de bactérias resistentes, tanto no
homem quanto nos animais. Nesse sentido, a presenca de resfduos de
antimicrobianos no leite pode ter um efeito adverso na flora intestinal
humana, prejudicando sua agdo protetora local, além de propiciar a
manutengao de uma flora resistente.

O risco para a salde humana decorre de infecgbes por
microrganismos resistentes ou transferéncia de resisténcia a bactérias
patogénicas, podendo prejudicar o tratamento posteriormente.

7. INTERFERENCIA NOS PROCESSOS DE INDUSTRIALIZACAO DO LEITE

A presenga de residuos de antimicrobianos no leite pode causar
prejuizas considerdveis para a indUstria laticinista. Quantidades pequenas
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podem inibir culturas ldcteas sensiveis, utilizadas na fabricagdo de queijos,
iogurtes e de outros produtos {(Tabela 2), O leite com resfduos de
antimicrobianos apresenta problemas na acidificacdo e na textura dos
queijos, acidificagdo e formagdo de odores desfavordveis na manteiga e no
creme, inibicdo dos cultivos do iogurte e outro produtos fermentados. Além
disso, a prova de redutase, utilizada para controle de qualidade do leite,
pode indicar uma qualidade aparentemente boa, o que ndo é verdade.

Tabela 2. Concentracdo média de antibidticos (ug/mL) requerida para inibir
em 50% o crescimento de bactérias usadas na fabricacdo de
queijos e iogurte.

Antibiticos Streptococcus lactis Streptococcus cremoris Culturas comerciais
Penicilina G 0,12 0,11 013
Cloxacilina 2.2 1,68 1,86
Tetraciclina 0,14 0,14 on
Estreptomicina 0,563 0,67 0,57

Fonte: Cogan, 1972,

A pasteurizacio tem pouco ou nenhum efeito no conteldo de
antimicrobianos do leite. O cloranfenicol é completamente resistente ao
aquecimento a 100°C. A fervura ou o aquecimento do leite a 100°C destréi
estes antibiéticos nas seguintes porcentagens: penicilina; 50%,
estreptomicina: 66% e oxitetraciclina e tetraciclina: 90%.

8. ORIGEM DOS RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS NO LEITE

A contaminagdo do leite de consumo por antimicrobianos &
decorrente do tratamento de vacas em lactagdo por problemas de mastite,
metrite ou outra deenga infecciosa, ou como resultado do tratamento
durante o perfodo seco para controlar mastite, Apds a aplicacdo pelas vias
parenteral, oral e intra-uterina, os antimicrobianos passam do sangue para
o leite, Mesmo apds a aplicag3o intramamadria, ocorre a passagem para o
sangue e dal para o leite. O aparecimento de residuos em quartos nao
tratados, apés tratamento intramamério, se deve a essa passagem via
corrente sanglinea, e ndo pela passagem direta de um quarto para outro.

A excregdo de antimicrobianos no leite varia de produto para
produto. Apds aplicagdo intravenosa, dependendo do tipo de preparagio e
da dose administrada, poderdo aparecer residuos por um periodo de 12 a
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48 horas. O padrao de excre¢do apds aplicagédo intramuscular é semelhante
ao da aplicacdo intravenosa, sé que o periodo de excrecdo & prolongado
{entre 6 a 150 horas)., Os produtos utilizados para tratamento durante a
lactagdo, por via intramaméria, geralmente apresentam um perfodo de
excregao entre 24 e 96 horas. Preparagbes de bases oleosas podem ser
excretadas em até sete dias, ndo sendo recomendadas para tratamento de
vacas em lactagdo. A administragdo intramamdria de antibiéticos para
tratamento de mastite é considerada a principal fonte de contaminagio do
leite,

Um levantamento realizado no Reino Unido {Booth & Harding, 1986)
mostrou que, de 3.484 casos de contaminagdo do leite com antibibticos,
80% foram devidos a tratamento intramamdrio para mastite, Mais de 50%
dos casos de contaminagdo foram relacionados com o tratamento
intramamdério durante a lactagdo e aproximadamente 27%, resultado do

tratamento & secagem. As principais razbes para o aparecimento de
residuos foram:

* nao-observagdo de um perfodo de caréncia para a retirada do leite para
consumo humano apés o tratamento (16,5%);

= mistura acidental do leite contaminado com antibidtico ao ndo-
contaminado (16,7%]);

« excregdo prolongada do antibidtico {8,2%);

« parigdes antes do periodo esperado (7,3%);

* contaminagdo dos equipamentos de ordenha {7,29%).

Outras causas observadas foram: ordenha acidental de vacas no
periodo seco, descarte somente do leite dos quartos tratados, deficiéncia
ou falta de anotagdo dos tratamentos realizados, ndo-identificagdo das
vacas tratadas ou perda da identificagdo, falha de notificagdo do periodo
de retirada do leite para consumo e use de produtos indicados para o
perfodo seco durante a lactagéo.

Quando uma vaca tratada com antibidtico pela via intramamdéria &
ordenhada mecanicamente, mesmo que o© leite seja recolhido
separadamente, um pequeno volume de leite & retido nas tubulagdes ou
nos recipientes coletores. Em um estudo realizado por Pugh et al. (1977),
este volume foi de aproximadamente 25 mL e foi suficiente para
contaminar o leite produzido por até 20 vacas. Por esta raz3o, recomenda-
se ordenhar as vacas tratadas separadamente.
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9. PERIODO DE RETIRADA DO LEI;I'E PARA O CONSUMO

Este periodo corresponde ao intervalo de tempo apés a administragéo
da ultima dose do antimicrobiano até o leite estar seguro para o consumo.
Neste perfodo, a concentragdo detectdvel da substancia caird para dentro
de limites estabelecidos. Este intervalo é necessdrio para prevenir o
aparecimento de residuocs.

A persisténcia dos resfduos de antimicrobianos no leite depende de
uma série de fatores, tais como o tipo da preparagdo que estd sendo usada
(substancia ativa e formulagdo), dosagem empregada, intervalo entre o
infcio do tratamento e a primeira ordenha, absorgdo pelos tecidos do Gbere,
quantidade de leite produzido ne momento do tratamento, o estado de

' saude e fatores individuais do animal. Na Tabela 3 sdo apresentados dados

de residuos de benzil penicilina no leite apés administracdo de doses
varidveis pelas vias intramuscular e intramamdéria. As avaliagdes foram
feitas apds a administrag3o da primeira dose. Cada valor corresponde a
média de cinco animais e o valor mais alto foi colocado em baixo, entre
parénteses. Como pode ser observado, a persisténcia foi afetada pela
formulagdo do produto comercial. Os animais tratados pela via
intramuscular {tratamentos A, B, C e D} receberam a mesma dosagem do
antimicrobiano. Dentre estes tratamentos, o que deu origem a menos
resfduos no leite fol 0 A, em que os antimicrobianos foram preparados em
solugdo aquosa. Algumas preparagdes, como, por exemplo, a que continha
polivinilpirrolidona (tratamento B) e lecitina ({tratamento D) foram
eliminadas por mais tempo. As prepara¢des usadas nos tratamentos
intramamérios foram em bases oleosas. O perfodo de eliminagio foi
influenciado pela base e pela dosagem empregada.

Os produtos desenvolvidos para tratamento durante a lactagio e
para o periodo seco diferem na formulagdo do antibiético. Os primeiros séo
liberados mais rapidamente porque sdo, geralmente, sais solGveis em bases
de liberagdo rédpida. Os produtos para tratamento no perfodo seco sio,
geralmente, sais insollveis em bases de agdo longa, para permitir a
liberagdo continua do antibidtico no udbere por vérias semanas. Por
exemplo, o tempo de persisténcia de penicilina benzatina no organismo &
superior a trés semanas. Portanto, o tratamento de uma vaca com esta
droga deve ser no minimo 28 a 30 dias antes do parto ou no inicio do
perfodo seco.
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Tabela 3. Residuos de benzil penicilina no leite {ug/l) apés aplicacio
intramuscular e intramaméria de benzilpenicilina procaina {PBP)

e (ou)

benzilpenicilina

{BP).

As

informacges

sobre os

tratamentos {A, B, C, D, E, F e G} e doses utilizadas sdo dadas
abaixo. Cada valor corresponde 4 média de cinco animais e o
valor mais alto encontrado estd colocado entre colchetes.

Ordenha Intramuscular Intramamaria
e AM? B C D E F G -
2 126 80 72 126 29100 174600 34800
[168] {1501 [108] [216] 142000] [234000] (48000
1 A 22 4] 40 1590 109380 420
(35] [80] (84] (78] [3072] [192000] [870]
1 114 120 a0 120 51650 173400 20520
[162] [246] [132} [246] (76800] [264000] [31200]
2 23 34 38 29 3096 b5b6 184
127] [71] (85] 53] 18040] 111700) {405]
3 7 16 20 N 329 331 15
[15] [36] [56] 18] [636] [690] [48]
4 2 5 8 13 48 26 1
(4] (16;  [28] [13] [140] {341 (4]
5 ND? 4 2 2 7 4 <1
i1 (1] [8] (23] 7 i2]
B ND 2 2 1 1 1 <1
[7] 14 15] (5] (2] M
7 ND 1 <1 <1 <1 < 1 ND
5] [2] (3] (2] (<1
8 ND <1 ND <1 <1 ND ND
[ (3] 1l
ND ND ND ND <1 ND ND
S [1
10 ND ND ND ND ND ND ND
' Tratamentos utilizados: A: 40% BP, 60% PBP em solugio aquosa; B: PBP e

dihidroestreptomicina em solugdo aquosa com polivinilpirrolidona; C: B mais lecitina; D: B
mais carboximetilcelulose; E; PBP mais sulfato de neomicina em &lcoois e petrolato; F:
PBP mais dihidroestreptomicina, polisorbato 80 e silica celoidal em propilene glicoésteres
de 4cidos graxos saturados; G: PBP e glicerolmonoestearato em éleo de amendoim,

Dosagens utilizadas nos tratamentos citados acima: A,B,C,D: duas injec8es intramuscular

de 6,0 mg/kg peso corporal cada 24 horas; E: duas aplicagdes de 270 mg/quarto cada 24
horas; F: Trés aplicagfes de 600 mg/quarto mamério apds trés ordenhas consecutivas; G:
duas aplicagbes de 60 mg/quarto com 24 horas de separagdo entre elas,

3 ND: Nenhum residuo detectado.

Fonte: FAQ, 1991.
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Estudos baseados em esgotamento do Ubere, empregando-se testes
quantitativos, sdo utilizados para determinar o tempo em gue o antibiGtico
esta sendo excretado e, conseqUentemente, determinar o periodo no qual o
leite nd0 deve ser enviado para consumo. Coma este periodo varia de
produto para produto, cada preparagdc comercial deve indicar claramente
na bula o pericdo em que o leite deve ser retirado do consumo humano e
este prazo deve ser rigorosamente respeitado. Os antimicrobianos que ndo
trazem este tipo de informagdo nio devem ser usados em vacas em
lactagdo cujo leite é destinado ao consumo humano, seja na forma de leite
fluido, seja na forma de derivados ldcteos. Os produtos indicados para
tratamento no inicio do perfodo seco devem propiciar concentragdes abaixo
da permitida no quarto dia apés o parto.

Sempre gue um antimicrobiano é recomendado para tratamento de
vacas em lactagdo ou no infcio do periodo seco, o produtor e o veterindrio
responsédvel devem estar familiarizados com o periodo de tempo em que o
leite deve ser retirado do consumo. E muito importante que o veterinario

alerte o produtor para a necessidade de observar este perfodo apds o
tratamento.

10. CUIDADOS NO TRATAMENTO DA MASTITE

A administragdo de antimicrobianos para tratamento da mastite é a
fonte mais importante de contaminagio do leite com residuos. A mastite &
uma doenga multifatorial, e para que ela seja controlada em um rebanho, é
necessario um conjunto de agdes, dirigidas para ¢ animal, o ambiente, o
homem, o manejo, as instalagbes etc. E necessaria a adogdo de medidas
gue incluam higiene durante a ordenha, higiene do ordenhador, controle
dos equipamentos de ordenha e manutengdo de ambiente limpo e seco
para as vacas. Neste processo ndo existem atalhos ou abreviagdes e a
alternativa é a observancia rigida e permanente de um conjunto de medidas
profitdticas e higiénicas.

Nao se deve esquecer a aglo benéfica dos antimicrobianos para
tratamento dos casos clinicos, mas o controle da mastite subclinica requer
um enfoque racional e ndo deve ser baseado na utilizacdo de
antimicrobianos durante a lactagdo. O tratamento deve ser realizado ao se
interromper a lactagdo, no momento da secagem da vaca. Resultados de
pesquisa de varios paises que possuem uma inddstria leiteira desenvolvida
apontam nesta diregdo. H4 necessidade, portanto, de um programa de
controle da mastite que considere as caracterfsticas da doenga e a
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utilizagdo estratégica dos antimicrobianos. O tratamento deve ser norteado
pelos objetivos basicos citados abaixo (Bramley et al., 1996),

A preocupagio central do trataments da mastite deve ser com
a saide, o bem-estar animal e a seguranga alimentar,
Os objetivos basicos da terapia antimicrobiana na mastite devem incluir:

. Retorno & produg¢do e composi¢io normal do leite

. Prevenc¢do da mortalidade dos casos agudos

. Eliminagio dos microrganismos infecciosos

. Prevencdo de novas infecgdes durante o perfodo seco

. Eliminagdo de praticas que possam ocasionar residuos
de antimicrobianos no leite

bW -

Para que esses objetivos possam ser atingidos, & necesséria a execugio
continua de um programa de controle da mastite, uso cuidadoso de antibidticos
€ outros medicamentos e anotagdo de todos os tratamentos realizados.

Outro aspectc que deve ser considerado quanto ao tratamento da
mastite € que os antimicrobianos tém sido, muitas vezes, usados de modo
indiscriminado, isto €, intensivo e com alterndncia elevada dos principios
ativos disponiveis. Muitas vezes, considera-se que a nao-atuacio de um
antimicrobiano é resultado da resisténcia dos microrganismos, enguanto
outros fatores poderiam ser responsabilizados, Problemas relacionados 3
baixa dosagem, duragdo inadequada do tratamento, formulagic que nio
propicia uma boa difusdo ne Ubere ou o alcance do sitio da infecgédo,
podem ser responsdveis por falhas do tratamento, mesmo quando
resultados de laboratério apontam para a sensibilidade da droga.

11. TESTES PARA A DETECCAO DE RESIDUOS

Logo apds a introdugdo de antimicrobianos para tratamento de
infecgOes em vacas leiteiras, foram observados os efeitos adversos do leite
de vacas tratadas nos produtos lacteos fermentados. As perdas
econdmicas decorrentes de falhas na fermentacdo, a influéncia dos
antibidticos em determinados testes e os riscos do desenvolvimento de
reagdes alérgicas e tdxicas nos individuos levaram ao desenvolvimento de
testes para a detec¢do de residuos no leite.
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Atualmente, ha varios métodos descritos com essa finalidade. Estes
se baseiam na inibigdo do crescimento bacteriang, na liga¢do a receptores
especificos, em reag¢des imunolégicas ou enzimdticas e na separagéo,
identificagdo e quantificacdo do antimicrobiano por meio de técnicas de
cromatografia gasosa ou liguida. Os testes podem dar um resultado
qualitativo, gquantitative ou semiquantitativo. Os testes qualitativos darfo
resultado positivo ou negativo em relagdo a uma concentracio
determinada da droga. Os quantitativos permitem a quantificacdo dos
residuos, enquanto os semiguantitativos dardo resultados em relacdo a
uma faixa de concentragdo da droga, por exemplo, negativo, fracamente
positivo e fortemente positivo.

A maioria dos testes comerciais disponiveis para aplicagdo no campo
sdo qualitativos ou semiquantitativos, e sio classificados como testes de
triagem. O teste de triagem deve fornecer uma indicagdo segura e
confidvel da auséncia do residuos na amostra em teste. Para isso devem
possuir um limite de detecgdo abaixo do limite méximo de residuo
permitido para cada antimicrobiano.

11.1 Testes de inibicdo do crescimento bacteriano

Estes testes baseiam-se na propriedade geral de que todos os
antimicrobianos inibem bactérias sensiveis. A amostra de leite é colocada
em contato com um microrganismo sensivel. Adicionam-se nutrientes e
ap6s um periodo de incubac&o, se houver a presenga de residuos, nota-se
a auséncia do crescimento bacteriano. Na ausé&ncia de residuos, o
crescimento bacteriano é evidenciado pela produgédo de Acido, redugio de
corantes ou formagdo de uma camada visive! de crescimento na superficie
de 4gar.

O método da difusdo em &gar utilizando discos de papel de filtro
impregnados com as amostras de leite tem sido adotado oficialmente em
muitos paises. A bactéria Bacillus stearothermophilus é usada e apresenta
alta sensibilidade & penicilina G: 0,006 Ul/mL. Esta amostra apresenta
também sensibilidade conhecida para outros antimicrobianos. Antes da
realizagdo do teste no leite ¢ru, a amostra deve ser aquecida a 82°C por
dois minutos numa tentativa de controlar substéncias inibidoras naturais
que possam estar presentes e também para reduzir o numero de
microrganismos. O tempo de incubacdo para a leitura é de duas horas e
meia a cinco horas. A presenca de antimicrobianos no leite é indicada pelo
aparecimento de uma zona clara de inibigdo do crescimento bacteriano, em
volta do disco. O tamanho da zona depende da concentragdo da
substancia inibitéria presente no leite.
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Este tipe de teste ndo permite a especificacdo e quantificagdo da
substancia inibitoria presente. A adi¢do de certas substidncias 4 amostra
positiva e a reandlise permite fazer determinadas identificagdes. Por
exemplo, a adigdo de penicilinase permite confirmar se a substancia
inibidora é penicilina. Para confirmar a presenca de sulfonamidas, faz-se o
mesmo procedimento adicionando-se Aacido p-amino benzdico. Se nédo
aparecer a zona de inibigdo ou se aparecer uma zona de inibicdo menor do
que a observada previamente, significa que a amostra continha penicilina
(guando se adiciona penicilinase), ou sulfonamidas {quando se adiciona
acido p-amino benzdico).

Outras amostras de bactérias usadas em testes de inibigdo do
crescimento sdo: Streptococcus thermophilus, Baciilus subtilis, Bacillus
megaterium, Sarcina futea e as bactérias do iogurte (cultura mista de
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus). O limite de
detecg¢do destas amostras de bactéria para diversos antimicrobianos é
conhecido, podendo haver variagdo nestes limites com a amostra utilizada
e com o teste empregado. Nao existe um teste de inibicdo do crescimento
bacteriano que detecte todos os antimicrobianos dentro dos limites
méaximos de residuos permitidos.

Dentre os testes que se baselam na inibigdo do crescimento
bacteriano h4 disponibilidade de testes especificos para penicilina ou
sulfonamidas na forma de kits, que podem ser utilizados na prépria
fazenda.

11.2 Testes imunolégicos, com base em receptores, enzimas e
outros

Embora os testes microbiclégicos tenham um papel destacado na
deteccdo de residuos de antimicrobianos no leite, eles apresentam
limitagdes, pois requerem tempo para incubagdoc e o resultado somente &
conhecido apés duas a cinco horas, na maioria dos casos. Posteriormente
foram desenvolvidos métodos mais rapidos, que possibilitam obter o
resultado dentro de 15 minutos ou menos. Existem testes especificos para
diferentes classes de antimicrobianos, come, por exemplo, para beta-
lactdmicos, macrolidios, aminoglicosidios, tetraciclinas, cloranfenicol e
sulfonamidas.

Dentre estes estdo os testes que se baseiam no reconhecimento dos
antimicrobianos pela ligacdo com receptores ou na reagio com enzimas.
Os receptores sdo adicionados & amostra com um antimicrobiano da classe
que estd sendo testada (por exemplo, C-penicilina para os beta-
lactamicos ou *H-sulfametazina, para as sulfonamidas). Quando a amostra
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n&o contém residuos destes antimicrobianos, todos os sitios dos receptores
serdo ocupados com o antimicrobiano adicionado, mas quando a amostra
contém residuos, estes se ligardo aos receptores. O numerc de sitios
ocupados pela droga ndo-marcada serd propercional & concentragdo de
antimicrobianos na amostra. A marcagio dos antimicrobianos adicionados
pode ser por meio de substancia radioativa ou por meio de enzimas.

Outro grupo de testes sdo os conhecidos como imunolégicos, pois
se baseiam na reagdo do antibidtico {antigeno} com um anticorpo
especifico. Nestes métodos, anticorpos especificos ou anticorpos
monoclonais se ligam ao residuo do antimicrobiano, quando presente na
amostra. Alguns destes testes utilizam métodos de andlise que empregam
substancias radioativas, ou empregam enzimas, na técnica conhecida
como ELISA. Na técnica de ELISA, quando uma amostra é positiva, ha
alteragdo de cor, que pode ser visualizada.

Além destes, hd outros métodos de detecgdo de residuos no leite
que empregam cromatografia gasosa, em camada fina, ou liquida de alto
desempenho (HPLC), eletroforese, biorradiografia, outros métodos
enzimaticos e alguns métodos microbiolégicos que empregam receptores
ou anticorpos. Ndo sdo usados na rotina, mas para propdsitos especiais,
como, por exemplo, em casos que necessitam confirmagdo. Na maioria
dos casos ha necessidade de equipamentos sofisticados e que demandam
pessoal treinado para o uso. Para alguns métodos quimicos, o leite
necessita ser desengordurado e desproteinizado antes da avaliacio. Estes
permitem identificar o antibiético presente na amostra e quantifica-lo.

12. DADOS SOBRE O BRASIL

No Brasif, estudos para avaliar a presenca de inibidores ou de
residuos de antimicrobianos no leite foram realizados em diversos estados.
Alguns destes estudos {1965-1984}) sio mostrados na Tabela 4. As
amostras de leite foram coletadas na plataforma de recepcgédo da inddstria,
em caminhdes-tanque ou no leite ensacado colocado & venda. Foram
detectados residuos, em porcentagens varidveis, comprovando a
relevéncia deste tema para a saude publica e para a inddstria leiteira
nacional. Os testes realizados possufam sensibilidade conhecida para
penicilina, mas isto ndo significa auséncia de residucs de outros
antimicrobianos.

E provavel que tenham ocorrido variagdes nas porcentagens a partir
da época em que foram obtidas até o momento atual. Deve-se considerar
que um maior ndimero de antimicrobianos esta disponivel atualmente no
comércio, e existe a necessidade de se dar maior atenc3o aos animais, que
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atualmente possuem maior potencial produtivo. Contudo, os resultados
mostram que existe o problema de residuos de antimicrobianos no leite no
Brasil e que ha necessidade de se ter atengdo para o problema e tomar
todo o cuidado para que ele seja evitado.

Tabela 4. Resultados de testes de deteccdo de antimicrobianos ¢ outros

inibidores em amostras de leite nas cidades de Sdo Paulo, Belo
Horizonte e Porto Alegre.

N® de amostras % de amostras

Local Leite analisadas positivas Referéncia
S3o Paulo C 1.000 ; e Mellg Filhe et al., 1965/67
{1,9% penicilina)
Bela B 183 54
Harizonte c 80 1,25 Fagundes et al, 1982
490 (produtores) 15,04
Sa0 Paulo B 80 (carros-tangue) 21,25 Barres & Perches, 1981
32 [pasteurizado) 21,87
Belo B 96 4,16 .
Horizonte  3,2% gordura 288 0; 1,04; 3,08 Silva & Sena, 1984
Sio Paulo B 404 3.6e11,63 Gelli et al., 1984
Porto Alegre - 1.045 11,68 Fonseca & Zolin, 1984

{42,15% penicilina)

! Resultado de trés marcas analisadas.
2 0 resultade de 3,6% foi obtido com o teste de inibi¢do de disco € 11,63% foi obtido com ¢

Delvotest, para as mesmas amostras.

13. CUIDADOS PARA SE EVITAR RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS NO

LEITE

Nao disponibilizar para consumo o leite de wvaca tratada com
substancias antimicrobianas, Portanto, ndo se deve comercializar o leite
durante e apds o tratamento, enquanto o antimicrobiano estiver sendo
eliminado. Toda vaca tratada durante a lactagdo deve ser identificada,
para se evitar a mistura acidental do leite com residuos ao restante do
leite do rebanho. Quando um quarte mamario é tratado, os outros
também podem eliminar residuos, devide & passagem do antimicrobiano
via corrente sangiinea.

Respeitar rigorosamente o prazo de retirada do leite do consumo para
cada produto utilizado. Este prazo varia de acordo com o produto.
Antimicrobianos que nio trazem esta informagéo ndo devem ser usados
para tratamento de vacas em lactagéo.
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= Evitar tratamentos desnecessarios, principalmente o da mastite
subclinica durante a lactagdo. O tratamento feito na ocasido da
secagem da vaca apresenta maior taxa de cura.

* Evitar aumentar a dosagem recomendada na bula de cada antimicrobiano.
Né&o se deve também reduzir a quantidade recomendada. Por exemplo, a
bisnaga ou seringa para aplicagdo intramaméria deve ser aplicada
integralmente em um quarto mamdrio, e nao dividida para dois ou mais.

* Evitar o uso de mais de um antimicrobiano diferente, pois isso pode
aumentar o periodo de excregdo de resfduos no leite e,
consequentemente, alterar o praze de retirada do leite para consumo.

* Adotar um plano de controle da mastite que contemple a adocdo de
medidas preventivas e de higiene, ambiente limpo para as vacas,
manutencgédo e limpeza adequadas dos equipamentos de ordenha.

* As preparagbes de antimicrobianos recomendadas para tratamento de
vacas secas ndo devem ser utilizadas em vacas em lactagdo, porque
sdo formuladas para persistirem por mais tempo no Ubere. Vacas
tratadas na secagem que parirem antes da data esperada devem ter o
leite retirado do consumo até completar o periodo recomendado.

= Observar cuidados rigorosos de higiene na aplicagdo intramamdria de
antimicrobianos. Para isto as tetas devem estar limpas, secas e
previamente desinfetadas. As cénulas de aplicagdo devem estar
completamente limpas, e ndo devem ser reutilizadas. Esses
procedimentos si3c necessdrios para evitar que o préprio tratamento
veicule uma nova fonte de infecgdo com microrganismos do ambiente.

14. CONCLUSOES

O leite e seus derivados sdo produtos de alta qualidade nutricional e
exemplo de alimento natural e seguro. Para preservar esta reputacdo,
deverd ter padroes adequados de composicio, pureza e auséncia de
residuos de antibidticos ou outros produtos quimicos. Para tanto, ha
necessidade de um esforgo de todos os segmentos da cadeia produtiva.

A inddstria tarmacéutica tem um papel importante neste processo
para orientar os usudrios sobre o prazo de retirada do leite do consumo,
enquanto persistir a eliminagdo de residuos, e também o governo, por meio
da fiscalizagdo e regulamentagdo do uso de antimicrobianos, especialmente
aqueles recomendados para tratamento de mastite.

O produtor de leite e os técnicos que dido assisténcia a rebanhos
leiteiros precisam compreender o potencial para o aparecimento de resfduos
de antibidticos sempre que esses produtos sdo utilizados. O veterindrio tem
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um pape! destacado quando se trata de evitar residuos de antibiticos no
leite. Sempre que h& necessidade de prescrever esses produtos. para
tratamento de uma vaca em lactacdo, o veterindrio deve alertar o
responsével pelo rebanho ou o produtor sobre o prazo adequado de retirada
do leite do consumo, enquantc houver possibilidade de eliminagdc de
residuos no leite.

15. GLOSSARIO

Antibiético: Compreende um grupo variado de substéncias quimicamente
diferentes, produzidas por microrganismos {geralmente fungos) durante seu
metabolismo e que inibem o crescimento de outros microrganismos.
Antibiéticos sdo empregados geralmente contra infecgbes causadas por
bactérias, mas tém sido também utilizadecs como promotores de
crescimento para animais de criaco.

Antimicrobiano: Termo geral aplicado a todas as substincias que apresentam
agio antimicrobiana, e que atuam inibindo o crescimento ou inativando
uma variedade de formas de vida microscdpicas e submicroscépicas.

Concentracdo minima inibitéria: £ a menor concentragio de uma
substincia capaz de inibir o crescimento ou inativar um determinado
microrganismo. Essa concentragdo varia de acordo com cada produto, seu
mecanismo de agdo e com caracteristicas dos microrganismaos.

Ingestdo didria aceitdvel (ou ADI, do inglés: "Acceptable daily intake"}:
Corresponde a dose didria aceitdvel de uma droga ou de seu residuo
quimico, que, guando ingerida durante toda a vida do individuo, ndo parece
oferecer risco aprecidvel & sua salde, na base dos fatos conhecidos no
momento presente. Nao oferecer risco aprecidvel significa a certeza préitica
de que uma exposicdo durante toda a vida aos residuos néo resultard em
efeitos deletérios. Para antibidticos e sulfonamidas, a determinagdo da ADI
se baseia no nivel de concentracdo que nao causa nenhum efeito adverso
ao individuo [NOEL: Non-{observable} adverse effect levell].

Limite méximo de residuo permitido {ou MRL, do inglés: "Maximum Residue
Limit"}: E o nivel maximo permitido ou a concentragdo maxima permitida
de uma droga ou seu derivado metabélico no alimento, e que ndo excede a
dose didria aceitdvel {(ADI}, de acordo com concentragdes estabelecidas por
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um grupo de especialistas da Organizacdo Mundial da Satde. E expresso
em partes por milhdo (mg/kg ou mg/L) ou partes por bilhdo (ug/kg ou
ugiL).

Periodo de caréncia: E o periodo requerido para que o residuo de uma droga
atinja o nivel méximo permitido para cada substancia, também definido
como tolerdncia. Para os antimicrobianos no leite, é o periodo em que um
antimicrobiano esta sendo eliminado no leite, apés aplicacdo da dltima dose
do tratamento.

Quimioterapicos: sdo substancias antimicrobianas obtidas totalmente por
sintese quimica, como as sulfonamidas e nitrofuranos e que tdm a
propriedade de destruir ou inibir 0 crescimento microbiano sem causar
efeitos deletérios aos tecidos do hospedeiro. Este termo ndo é aplicado aos
antibiéticos. O cloranfenicol, um antibidtico obtido originalmente por meio
de microrganismos, hoje é totalmente produzido por sintese quimica.

Residuo: Um residuo de uma droga é a prépria droga ou um derivado
metabdlico desta que pode se acumular, ser depositado ou estocado dentro
das células, tecidos ou 6rgdos de um animal apds ¢ uso desta droga para o
controle ou tratamento de uma doenga ou como aditivo alimentar ou
promotor do crescimento. Todos os reslduos sio considerados ter
importancia toxicolégica. Os residuos sfe expressos em partes por peso
ou volume, tais como, mg/kg cu mg/L {(ppm), pg/kg ou ug/L (ppb).
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