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RESUMO

O leite é um alimento amplamente consumido pela populagéo, sendo crucial que seja
produzido em condic¢des higiénicas adequadas e livre de contaminantes quimicos de
varias origens. O objetivo deste estudo foi testar a presenca de residuos de
antibiéticos em leite fresco proveniente de tanques de expansdo municipais no Estado
de Alagoas. Foram coletadas 42 amostras de leite em frascos estéreis de
aproximadamente 50 mL. Essas amostras foram congeladas e enviadas para serem
submetidas aos meétodos oficiais de analise do Ministério da Agricultura. No
laboratério, foram realizadas andlises qualitativas de multi-residuos em diferentes
matrizes e determinacado de residuos de antibidticos beta-lactamicos em leite bovino
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Em
95,2% (40/42) das amostras analisadas, ndo foi detectada a presenca de residuos de
antibioticos; no entanto, em duas amostras (4,8%), a presenca de residuos foi
detectada, mas em niveis que ndo puderam ser quantificados. As amostras estavam
dentro dos limites estabelecidos pela legislacéo brasileira. Este estudo concluiu que
nao havia residuos de antibiéticos em niveis quantificaveis nas amostras analisadas.
Portanto, sugere-se que esses antimicrobianos sejam monitorados no leite para
garantir a auséncia desses residuos e assegurar um produto de qualidade, essencial
para a saude publica.
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1. INTRODUCAO

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite representa um potencial risco para
a saude publica, e uma das principais preocupacdes é garantir a seguranca da
matéria-prima, uma vez que a presenca de substancias quimicas altera a qualidade e
causa danos econdmicos a cadeia industrial de laticinios, comprometendo relacfes
comerciais e colocando em perigo a saude dos consumidores nos aspectos

microbioldgicos, imunopatoldgicos e toxicofarmacoldgicos (Rosa et al., 2023).

Esta avaliagdo de residuos de antibioticos baseia-se no uso indiscriminado de
medicamentos veterinarios para tratar mastite em bovinos leiteiros, onde, na maioria
dos casos, o periodo de caréncia ndo € respeitado, resultando em residuos desses
medicamentos nos produtos animais, contribuindo para e promovendo a selecao de

bactérias super-resistentes (Brown, 2020).

A legislacdo brasileira exige a medicdo regular dos tanques de cada veiculo que
transporta leite para a industria de processamento, com pelo menos duas classes de
antibioticos sendo testadas, em conformidade com os Limites Maximos de Residuos

(LMRs) para cada grupo especifico (Brasil, 2018).

Vale ressaltar que os medicamentos usados para tratar animais que séo prejudiciais
a saude devem ser mensurados e estabelecidos LMRs, que fornecem um limite de
tolerancia para sua presenca nos alimentos sem causar danos a humanos ou animais
(Quintanilla, 2021).

7

Portanto, € importante observar que o0s beta-lactamicos sdo antimicrobianos
amplamente utilizados em animais com mastite bovina. No entanto, algumas bactérias
que causam patologias nos animais sdo capazes de induzir mecanismos de
resisténcia apos a exposicdo a esses antimicrobianos, o que afeta a eficacia dos
tratamentos, como a producéo de beta-lactamase, que é o0 mecanismo de resisténcia
mais comum encontrado em Staphylococcus spp. (El Behiry et al., 2012).
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Taxas elevadas de contaminacdo por residuos podem ocorrer quando héa falta de
controle sobre a venda e uso de antimicrobianos veterinarios, conscientizacdo entre
os agricultores e melhorias nas condi¢cdes de higiene e eficacia da inspecdo de
alimentos (Silva et al., 2023). Considerando a importancia para a saude publica e a
indastria da presenca de residuos de antimicrobianos no leite, o objetivo deste estudo
foi investigar residuos de antibidticos em leite fresco proveniente de tanques de

expansao municipais no Estado de Alagoas.
2. MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 42 amostras de leite fresco de tanques de expansdo comunitaria
pertencentes a uma Cooperativa de Produtores de Leite no estado de Alagoas. Foram
entrevistados 100 produtores que forneciam leite para esses tanques comunitarios. O
estudo foi realizado em 23 municipios pertencentes as trés mesorregides do estado,
que apresentam diferentes caracteristicas fisicas, econémicas, sociais e culturais
(Agreste Alagoano, Leste Alagoano e Sertdo Alagoano). As amostras foram coletadas
em frascos estéreis de aproximadamente 50 mL, congeladas e enviadas para o
Laboratdrio Nacional Agropecuério do Rio Grande do Sul para serem submetidas aos
métodos oficiais do Ministério da Agricultura. No laborat6rio, foi realizada uma anélise
qualitativa de multi-residuos em varias matrizes, e foram determinados os residuos de
antibioticos beta-lactamicos no leite bovino usando cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Para a andlise de multirresiduos, foram utilizados 500 pL de leite e seguido o protocolo
recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Foram utilizados controles positivos fortificados no LMR e CCp (niveis de adigdo nos
quais os procedimentos deste método tém uma taxa de falso negativo inferior a 5%)
e trés amostras fortificadas ap0s o processo de extragdo. As amostras de leite foram
entdo extraidas e controles preparados, seguidos pela deteccdo de residuos no
cromatografo. Os resultados sdo expressos como positivos e negativos para a
presenca de residuos. Os resultados positivos foram confirmados usando o método
LC-MS/MS para quantificar os niveis detectados. Os analitos estudados pertencem as

classes: Tetraciclinas (Tetraciclina, Oxitetraciclina, Clortetraciclina, Doxiciclina);
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Sulfonamidas (Sulfadiazina, Sulfatiazol, Sulfametazina, Sulfametoxazol,
Sulfacinoxalina, Sulfadimetoxina, Sulfadoxina, Sulfaclopiridazina, Sulfamerazina,
Sulfizoxazol); Quinolonas (acido nalidixico, acido oxolinico, flumequina);
Fluoroquinolonas  (ciprofloxacino, enrofloxacino, difloxacino, sarafloxacino,

danofloxacino, norfloxacino).

Para a determinacdo de residuos de antibidticos beta-lactamicos no leite bovino,
foram utilizados 2 mL de leite de acordo com o protocolo recomendado pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). As amostras de leite foram
extraidas com um solvente organico para obter um extrato purificado. A amostra foi
extraida com acetonitrila, passou por uma etapa de limpeza, evaporada, retornada a
fase movel, e o sobrenadante foi analisado diretamente no sistema LC-MS/MS. Os
resultados sdo expressos como niveis de residuos quantificaveis. Os analitos testados
pertencem as classes beta-lactamicas (penicilina G; penicilina V; ampicilina,;

amoxicilina; oxacilina; cloxacilina; dicloxacilina; ceftiofur; trimetoprima).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras analisadas qualitativamente para a presenca ou auséncia de residuos
de antibidticos, uma porcentagem de 95,2% (40/42) das amostras de leite nao
detectou a presenca de residuos de antibiéticos, enquanto 4,8% (2/42) detectaram a
presenca de niveis ndo quantifichveis pela analise confirmatéria. Esses niveis estdo
acima do limite de deteccao e abaixo do limite de quantificacédo, estando assim dentro
dos padrdes estabelecidos pela legislacao para a presenca de residuos de antibiéticos

no leite.

Os niveis que ndo podem ser quantificados pela analise confirmatoria representam o
desempenho analitico (incerteza de medi¢cdo) em um determinado nivel de confianca,
detectando a sensibilidade aos Limites Maximos de Residuos (LMRs), bem como
valores de limite de decisao (CCa) e capacidade de detecg¢ao (CCpB), sendo que CCa
€ 0 menor nivel de concentracdo no qual o método pode discriminar a presenca de

um composto com 95% de certeza estatistica (Brasil, 2006).
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O Codex Alimentarius considera residuos de medicamentos como a fragdo do
medicamento e de seus derivados biotransformados presentes em alimentos de
origem animal que foram tratados, e estabelece que o leite deve estar livre de
contaminantes em niveis prejudiciais & popula¢do consumidora. Portanto, a legislacao
recomenda a deteccdo de antimicrobianos no leite de tanque, respeitando os LMRs

para cada grupo especifico (Brasil, 2018).

Durante a pesquisa, 100% (100/100) dos produtores de leite relataram que n&o
tiveram casos de mastite em seu rebanho durante o periodo da pesquisa e que ndo
utilizaram nenhum tipo de tratamento antibiotico para qualquer doenca. No entanto,
ao serem guestionados sobre o tipo de antibiético utilizado quando ocorriam casos de
mastite e outras doencas no rebanho, 3% (3/100) dos produtores disseram usar
antibidticos a base de tetraciclina, 2% (2/100) utilizavam fluoroquinolonas, enquanto
9% (9/100) utilizavam beta-lactamicos. A maioria restante relatou que ndo houve
doencas de nenhum tipo no rebanho (25%), e a maioria ndo conseguiu lembrar o tipo

de medicamento utilizado quando necesséario (61%).

Vale ressaltar que, de acordo com o estudo de Silva, Silva e Ribeiro (2012), os
antimicrobianos mais comumente utilizados nos artigos analisados em sua revisao

sistemética sdo as tetraciclinas (17,24%) e os beta-lactamicos (13,79%).

Embora nenhum tratamento antibiotico tenha sido realizado de acordo com o
fabricante, as classes fluoroquinolona (norfloxacina) e tetraciclina (oxitetraciclina)
foram detectadas nessas amostras. Apesar de detectados, esses medicamentos néo

foram quantificados, como descrito na Tabela 01.
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Tabela 01: Pesquisa de residuos de antibioticos em leite fresco no estado de Alagoas

Antibiotic Classes ND (%) Det. (%) NQ (%) Quant. (%)
Tetracyclines 87,6 2.4 100 0
Sulfonamides 100 0 100 0

Quinolones 100 0 100 0

Fluoroquinolones 87,6 2.4 100 0

Beta-lactams 100 0 100 0

ND = Not detected/ Det. = Detectable/ NQ = Non-Quantifiable/ Quant.= Quantifiable

Fonte Autores, 2023.

Dessa forma, todas as amostras analisadas estdo em conformidade com a Instrugéo
Normativa 76, que recomenda a auséncia de residuos de antibitticos no leite de vaca
(Brasil, 2018).

De acordo com os produtores, os laticinios que compram o leite controlam a qualidade
do produto testando a presenca de residuos de antibidticos, o que é feito

internamente.

Cansan, Gorodicht e Kindlein (2023) encontraram a presenca de residuos de
antimicrobianos em 38,05% (242/636) das amostras de leite cru de laticinios no Rio
Grande do Sul, das quais (394/636) foram negativas, representando 61,95%, com

beta-lactamicos identificados em 39,67%, seguidos por aminoglicosideos em 25,21%.

Nenhum residuo de antibidticos pertencentes a classe dos beta-lactamicos foi
detectado neste estudo; no entanto, a literatura mostra que os beta-lactamicos sao os
antibioticos frequentemente utilizados para tratar mastite em bovinos leiteiros
(38,22%), seguidos pelas tetraciclinas com 15,41% (Sachi, 2019).
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Alves et al. (2023) testaram a presenca de residuos de antibiéticos em leite cru
refrigerado de 18 fazendas em Vitéria da Conquista - BA, e encontraram residuos de

antibioéticos das classes beta-lactamicos e tetraciclinas em duas amostras.

Carvalho et al. (2012), utilizando o Kit Delvotest - SP, que utiliza metodologia
microbiana (cepas bacterianas de Bacillus stearothermophilus), examinaram 18
propriedades na zona rural do municipio de Araioses - MA durante as estacfes
chuvosa e seca para a presenca de residuos e encontraram 100% das amostras como

negativas, conforme observado neste estudo.

Vieira et al. (2012) detectaram residuos de antimicrobianos em 19% (15/79) de
amostras de leite pasteurizado de estabelecimentos comerciais no estado do Parana.
Eles utilizaram kits ELISA comerciais e encontraram cloranfenicol, tetraciclinas,

gentamicina, estreptomicina e beta-lactamicos nas amostras positivas.

De acordo com Poupaud et al. (2021), as razBes para controlar os residuos de
antibioticos no leite devem-se a introducéo desses residuos na cadeia alimentar, o
que contribui para a resisténcia aos antimicrobianos, causa problemas econémicos
para a indastria de laticinios, contribui para alergias humanas devido ao consumo de
matérias-primas contaminadas, uma vez que a pasteurizacdo ndo é capaz de inativar
os residuos de antibidticos presentes, comprometendo assim a seguranca alimentar

da populacéo.
4. CONSIDERAC;()ES

Este estudo demonstra que ndo foram encontrados residuos de antibiéticos em niveis
guantificAveis nas amostras analisadas. Sugere-se que esses antimicrobianos sejam
monitorados no leite para assegurar a auséncia desses residuos e garantir um produto

de qualidade, fundamental para a saude publica.
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