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RESUMO

Titulo: Pesquisa microbioldgica e de residuos antimicrobianos em amostras de leite

comercializadas no municipio de Brejdo-PE

Apesar do continuo crescimento da bovinocultura de leite e deste fazer parte da
alimentacdo humana como uma das principais fontes de proteina animal, muitos
brasileiros consomem leite sem nenhum processamento, ou seja, in natura, o qual
muitas vezes tem sua qualidade comprometida, tanto nos padrdes fisico-quimicos e
microbiologicos, quanto na presenca de contaminantes ou residuos acima dos niveis
permitidos pela legislacdo. Nos ultimos anos, a questao da qualidade e da seguranca dos
alimentos tem recebido maior atencdo por parte das autoridades, dos produtores, dos
industriais, dos profissionais responsaveis pela qualidade dos alimentos e por parte dos
consumidores. Objetivou-se com este trabalho avaliar a qualidade do leite bovino in
natura frente a presenca de contaminacdo microbiana e de residuos antimicrobianos.
Para tanto foram analisadas 42 amostras de leite provenientes de propriedades no
municipio de Brejdo-PE, as quais foram submetidasacultura microbiana para
identificacdo de Staphylococcus spp., realizacdo de antibiograma frente a Penicilina,
Amoxicilina, Tetraciclina, Estreptomicina e Gentamicina e a deteccdo de residuos
microbianos através do teste qualitativo de inibicdo microbiana (ECLIPSE-50%). Em
88,09% das amostras ocorreu crescimento de Staphylococcus spp.Das cepas analisadas,
97,62% apresentaram resisténcia a algum dos antimicrobianos analisados, sendo
observada em 76,19% das cepas resisténcia a Gentamicina, 83,33% a Estreptomicina,
80,95% a Tetraciclina, 33,33% a Amoxicilinae 47,62% a Penicilina. Em relacdo a
presenca de residuos de antimicrobianos em 45,24%, detectou-se niveis acima dos
limites permitidos na analise qualitativa. Concluindo-se que as amostras de leite
comercializadas no municipio de Brejdo apresentaram contaminagdo quimica e

biologica, tornado-se improprio para 0 consumo humano.

Palavras-chave: residuos medicamentosos, contaminacéo, antibioticos,
Staphylococcus.



ABSTRACT

Title: Search microbiology and antimicrobial residues in milk sold in the municipality
Brejdo-PE

Although the continuos growth of dairy cattle and its portion in human
alimentation as one of most important source of animal protein, many Brazilians
consume milk without any processing, that is, fresh milk, which, in many cases, has
compromised its quality, such as under physicochemical and microbiological patterns,
and the presence of contaminants or residues above the levels permitted by legislation.
In the last years, the quality matter and food safety has been of major concern by the
authorities, producers, industry and professionals responsible for food quality and by
consumers. The piece of work has the objective to evaluate the quality of fresh milk
dairy cattle agains the presence of microbial contamination and antimicrobial residues.
For that, 42 samples of milk were analised from properties in the city of Brejdo-PE,
which were submitted to microbial culture for identification of Staphylococcus spp.,
realization of antibiogram gains penicillin, amoxicillin, tetracycline, streptomycin and
gentamicin and for detection of microbial residues through the qualitative microbial
inhibition test (ECLIPSE-50 ®). In 88,09% of the samples Staphylococcus spp. grew
from the analised strains, 97,62% presented resistance to some antimicrobial analysed,
observing 76,19% resistance to Gentamicin, 83,33% to streptomycin, 80,95% to
tetracycline, 33,33% to amoxicillin and 47,62% to penicillin. In relation with the
presence of antimicrobial residues, in 45,24% were detected levels above permitted
limits in the qualitative analysis. It is concluded that the milk samples comercialized in
the city of Brejdo present chemical and biological contamination, making them

inappropriate to human consume.

Keywords: drug waste, contamination, antibiotics, Staphylococcus.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

Percentual da contaminagdo de Staphylococcus spp. nas
amostras de leite analisadas...

Percentual de  resisténcia das amostras de
Staphylococcus spp. frente aos antimicrobianos
pesquisados...

Percentual de amostras positivas e negativas para a

presenca de residuos de antimicrobianos.

Pégina
52

53

54



Quadro
01

Quadro
02

LISTA DE QUADROS

Antimicrobianos monitorados no leite de acordo com o PNCRC
(Programa  Nacional de Controle de  Residuos e
CONLAMINANTES).....c.veeeeie et
Limite Maximo de Residuo de alguns antimicrobianos no leite
estabelecidos pelo Codex Alimentarius, Estados Unidos, Unido
Européia e Brasil.........ccccocooeoviiinieiiiiiins

Pégina

24

26



10

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

(R): Resistente.

(S): Sensivel.

pL: Microlitros.

BHI: BactoBlain Heart.
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Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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PNCRB: Plano Nacional de Controle de Residuos Biol6gicos em Produtos de Origem
Animal.

PNCRC: Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes.
PNQL: Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite.

ppb: parte por bilh&o.

ppm: parte por milhdo.

RDC: Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
S.: Staphylococcus.

SIDAN: Sindicato Nacional da Inddstria para Satde Animal.

UHT: Ultra Alta Temperatura.

ug: Microgramas.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, as legislagdes como a Portaria MA n° 301 de 19 de abril de 1996, que
regulam os produtos de uso veterinario delegam competéncia ao Ministério da
Agricultura quanto as normas relativas ao registro e fiscalizacdo destes produtos e dos
estabelecimentos que os fabriqguem, manipulem, fracionem, comercializem, importem
ou exportem (BRASIL, 1998).

Dentre os produtos de origem animal, o leite € um dos alimentos de maior
importancia para a sociedade humana, do ponto de vista de saide publica, pois ocupa
lugar de destaque na nutrigdo humana, constituindo um alimento essencial para todas as
idades (POSANO et al.,2001).

O leite deve apresentar condi¢Oes sanitarias adequadas, sendo sua qualidade
higiénica influenciada principalmente, pelo estado sanitario do rebanho, manejo dos
animais e dos equipamentos durante a ordenha, além da presenca de microrganismos,

residuos de drogas eodores estranhos (BRITO, 1997).

O uso indiscriminado de medicamentos em animais € cultural; criadores se acham
aptos a diagnosticar, prescrever e medicar seus animais seja por conta propria ou atraves
de terceiros sem competéncia também para fazé-lo, desconsiderando que essa pratica
pode vir a prejudicar seu animal, seu rebanho, ocasionando prejuizos econémicos, além
de poder determinar riscos a saude humana atraveés de residuos medicamentosos
presentes em produtos e subprodutos de origem animal utilizados na alimentacéo
humana (VILLA e PINTO, 2008).

A utilizacdo inadequada destes medicamentos € de grande relevancia, tendo em
vista que desencadeia diversos problemas tanto na qualidade do leite quanto na satde de
quem o consome (VILLA e PINTO, 2008).

De acordo com Bishop e White (1984), os medicamentos mais utilizados sdo 0s
antimicrobianos, por serem amplamente utilizados no tratamento de doencas no gado
leiteiro e também como suplementos em sua dieta, como promotores de crescimento,

em doses sub-terapéuticas.
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A presenca de residuos de antimicrobianos representa um risco ao consumidor,
tornando-se um sério problema na &rea econdmica e de saude publica (BERSOT et al.,
2005), sendo também um fator de desclassificacdo, uma vez que torna a matéria-prima
inadequada para uso na industria e para 0 consumo humano, ja que ndo ha tratamento

tecnoldgico que consiga inativar tais substancias (SANTOS, 2009).

O uso indiscriminado de antibi6ticos e a ndo obediéncia do periodo de caréncia
indicado apds a Ultima aplicacdo do medicamento no animal, para a utilizacdo do leite
para consumo humano, tem sido relatado ha décadas por pesquisadores. A importancia
deste fato esta relacionada, principalmente, ao aspecto da saude publica, em que o
consumo sistematico de leite contendo residuos pode acarretar sérios riscos a saude
humana, além da possibilidade de favorecer o desenvolvimento de formagdo de
resisténcia de microrganismos patogénicos (DENOBILE e NASCIMENTO, 2004).

Neste contexto, objetivou-se com este trabalho avaliar a qualidade do leite
comercializado no municipio de Brejdo-PE, quanto a presenca de residuos de
antimicrobianos e a contaminag@o microbiana por Staphylococcus spp.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leite

A producdo mundial de leite em 2008 chegou a mais de 578 bilhdes de litros. Os
Estados Unidos lideram o ranking de paises produtores de leite com mais de 86 bilhdes
de litros produzidos, seguido da India, com uma producdo de 44 bilhdes. O Brasil
aparece como 0 sexto maior produtor com mais de 27 bilhdes de litros; e vem

apresentando constante crescimento na producdo de leite (FAO, 1996).

A regido Nordeste, em relacdo a producdo nacional, vem ganhando forca na
Gltima década, tendo sido a segunda regido que mais cresceu em participacdo neste
periodo (cerca de 69%). Atualmente o nordeste brasileiro é responsavel por 12% de
todo o leite produzido no Pais (FAO, 1996).
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A distribuicdo geografica da producdo leiteira pernambucana demonstra que o
Agreste continua sendo a principal mesorregido produtora, respondendo atualmente por
73% da producdo estadual, bem acima do Sertdo pernambucano, segunda mesorregido
de maior producdo (ALVES et al., 2010).

O leite é um dos alimentos mais utilizados na dieta humana em todas as etapas da
vida, principalmente por ser tdo completo do ponto de vista nutricional (PASCHOA,
1997; GARCIA et al., 2000).

Devido & sua riqueza nutricional, torna-se bastante susceptivel ao
desenvolvimento de microrganismos, provenientes do proprio animal, do ambiente, do

homem, de utensilios utilizados na ordenha e do tanque (ATAIDE et al., 2008).

No Brasil, de modo geral, o leite é obtido sob condicBes higiénico-sanitarias
inadequadas e, em consequéncia, apresenta baixa qualidade microbiologica,
constituindo um risco a saude da populagdo quando consumido sem tratamento térmico,
situacdo comum no Nordeste. A baixa qualidade do produto pode ser atribuida a
deficiéncias no manejo e higiene de ordenha, manutencéo e desinfec¢do inadequada dos
equipamentos, refrigeracédo ineficaz ou inexistente e méao de obra desqualificada. Assim,
cuidados higiénicos para evitar a contaminagcdo do leite devem ser tomados desde a
ordenha até o produto final, por meio das Boas Praticas de Producdo e Fabricacdo
(MONTEIRO et al., 2007).

Infecgdes no Ubere, mesmo que sub clinicas, influenciam grandemente a
composicao do leite, sendo que o principal efeito é o abaixamento da concentracao de
gordura, lactose e caseina, e aumento no contetdo de proteinas do soro e cloretos.
Estados mais avancados de infeccdo resultam em um leite com composi¢do gquimica
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 infeccdes tem origem bacteriana, predominando os agentes etioldgicos

Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae (PELCZAR et al., 1996).

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus possuem elevada relevancia,
sendo causadores de toxinfeccbes alimentares, devido a sua capacidade de
sobrevivéncia no meio e a producdo de muitas toxinas, dentre elas as enterotoxinas e a
toxina 1 da sindrome do choque téxico (BAIRD-PARKER, 1990).
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Logo, é importante além da contagem de bactérias mesofilas aerdbias viaveis,
avaliar a presenca de Staphylococcus spp., coliformes totais e termotolerantes no leite
cru, ressaltando o S. aureus como principal contaminante do leite, devido a este ser
causador das mastites (SILVA, 1998).

Pertencente a familia Microccocaceae, 0 género Staphylococcus possui cocos
Gram positivos, imdveis, mesofilos, ndo esporulados e estdo agrupados irregularmente
em forma de cachos. Séo catalase positivos e anaerobios facultativos (SNEATH, 1986).
Hoje o género tem um total de 33 espécies (DOWNES e ITO, 2001). Entre elas, o
Staphylococcus aureus pode ser diferenciado por coagular plasma, produzir Dnase
termoestavel e fermentar o manitol (SNEATH, 1986; ICMSF, 1996).

A producéo de coagulase como indicacdo de patogenicidade do S. aureus € muito
utilizada (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992; FDA, 1995).

O método de eleicao para contagem dos estafilococos em alimentos € o0 método de
contagem em placas utilizando o agar Baird - Parker. As colbnias tipicas sdo negras,
brilhantes, delimitadas e com dois halos, sendo associadas estas caracteristicas a
capacidade do microrganismo em produzir a enzima coagulase, e consequentemente ser

um potencial produtor de enterotoxina (SILVA et al., 1997).

A qualidade do leite tem sido muito discutida atualmente dentro do cenario
nacional de producdo leiteira (GUERREIRO et al., 2005), sendo influenciada por
multiplos fatores, entre os quais se destacam 0s zootécnicos, tipo de manejo, saude das
tetas, alimentacdo, potencial genético dos rebanhos e armazenagem do leite. Os
parametros fisico-quimicos, microbiologicos e higiénicos sanitarios sdo utilizados para
verificar e determinar a qualidade do leite, como a contagem de células somaticas,
contagem de microrganismos psicrotroficos e residuos de antimicrobianos,
constituindo-se como exigéncias quanto ao parametro de qualidade (SANTOS e
FONSECA, 2001).

O controle higiénico-sanitario se faz necessario, desde a obtencdo de leite cru nas
propriedades até a embalagem do produto final, pois a sua producdo sob condicbes
indesejadas de higiene torna-o veiculo de transmissdo de doencas ao consumidor final
(CARDOSO e ARAUJO, 2003).
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Para melhorar o crescimento na producao e consumo do leite, é indispensavel a
melhoria de sua qualidade e seguranga, consequentemente, aumentando a vida de
prateleira do produto final (ATAIDE et al., 2008).

Sendo assim, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
criou novas politicas de incentivo a producdo leiteira, resultando no desenvolvimento do
Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNQL) e na elaboragdo da
Instrugdo Normativa 51-IN51 (ATAIDE et al., 2008).

2.2 Agreste Pernambucano

Na regido do Agreste Meridional de Pernambuco, encontra-se 0 municipio de
Garanhuns. Sendo historicamente uma regido produtora de leite, 0s excedentes gerados
por ela contribuem para o abastecimento de todas as mesorregides do estado. A
atividade leiteira no municipio de Garanhuns é responsavel pela captacdo de cerca de
70% da producéo da bacia leiteira pernambucana, formando, assim, um eixo importante
de producéo e distribuicao de leite para o Norte/Nordeste (BORGES et al., 2009).

Segundo dados do IBGE (2006), Brejdo foi criado em dezembro de 1908 com a
denominacdo de Brejao de SantaCruz, integrando o territorio do municipio de
Garanhuns. Esta localizado na mesorregido Agreste e na Microrregido Garanhuns do
Estado de Pernambuco, limitando-se a norte e leste com Garanhuns, a sul com Lagoa do

Ouro e a oeste com Terezinha.

A area municipal ocupa 161,2 km? e representa 0.16% do Estado de Pernambuco.
Passou a constituir municipio autbnomo em1958. Possui uma populacdo de 8812
habitantes (IBGE, 2010). Segundo o Censo Agropecuario de 2006, possui 203

estabelecimentos agropecuarios produtores de leite (IBGE, 2006).
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2.3 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo substancias quimicas inespecificas ou especificas que
atuam sobre 0s microrganismos em geral, patogénicos ou ndo. Pertencem ao primeiro
grupo os desinfetantes e anti-sépticos e ao segundo, 0s quimioterapicos e 0s
antibidticos, que sdo substancias sintetizadas em laboratério e produzidas parcial ou
totalmente por microrganismos, respectivamente (SPINOSA, 2002).

O primeiro antimicrobiano foi descoberto em 1929, quando Alexander Fleming,
observou a acdo da penicilina frente ao crescimento de estafilococos.Na década de 40
este medicamento comecou a ser produzido em grande escala no intuito de satisfazer as
necessidades da guerra (FILHO, 2003). A descoberta cientifica da penicilina
desencadeou profundas alteragbes no que concerne o tratamento das doencas
infecciosas, proporcionando um alto investimento cientifico no estudo de outros
antibioticos (PEREIRA, 2005).

Entre os anos de 1940 e 1960 foram descobertos diversos outros antimicrobianos
derivados de produtos naturais, sendo a maior parte destes eficientes no tratamento de
bactérias Gram-positivas como, por exemplo, cefalosporinas, estreptomicina,
tetraciclinas, eritromicina, vancomicina e cloranfenicol. Nessa época também foram
introduzidos trés derivados sintéticos: isoniazida, trimetropim e metronidazol
(FERNANDES, 2006).

De acordo com Fernandes (2006), ja entre os anos de 1960 a 1980 chegaram ao
mercado os antibidticos semi-sintéticos, capazes de combater bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Estes antibioticos sdo analogos aos antibidticos naturais ja existentes,
sendo grande parte destes obtida por meio de protétipos naturais microbianos: derivados
B-lactamicos (analogos de penicilina e cefalosporina, acido clavulanico e aztreonam),
analogos da tetraciclina e derivados aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina e

amicacina).

Entre os anos 1980 e 2000 para desenvolver novos tipos antimicrobianos, foram
utilizados conhecimentos em gendmica e as triagens de colecGes de compostos. No
entanto, houve uma significante diminuicdo na identificacdo de novos prototipos

antimicrobianos, a0 mesmo tempo em que ocorreu um aumento da resisténcia
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bacteriana. Esta fase é marcada pela modificacdo do mercado de antimicrobianos e pela
introducdo da classe das fluoroquinolonas sintéticas na metade dos anos 80,
desenvolvidas a partir do acido nalidixico. Outros antibidticos baseados em prototipos
naturais, como imipenem (derivado beta-lactdmico) e analogos da eritromicina
(derivado macrolideo) também foram introduzidos neste periodo (GUIMARAES et al.,
2010).

Em 2001 a linezolida (antibidtico de origem sintética da classe das
oxazolidinonas) foi introduzido no mercado farmacéutico (GUIMARAES, 2010).
Segundo Soriano (2008), nos ultimos anos foram desenvolvidos outros cinco novos
antibiéticos com atividade frente a bactérias Gram-positivas. Uma lipopeptidolactona
(derivado semisintético de uma espécie de Streptomyces), sendo 0s demais sdo
derivados de tetraciclina (tigeciclina), glucopeptideo (dalbavancina e telavancina) e uma
cefalosporina (ceftobiprole).

No que concerne a classificacao, estes se dividem em bactericidas, quando causam
a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento
microbiano (WALSH, 2003).

Existe ainda outra classificacdo deste grupo de farmaco, sendo que os de origem
natural e seus derivados semi-sintéticos 0s quais abrangem a maioria dos
antimicrobianos (denominados antibioticos) em uso clinico classificando-se em: [-
lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e monobactamas),
tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos,
lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre outros (lincosamidas, cloranfenicol,
rifamicinas, etc). E os antimicrobianos sintéticos (também denominados
quimioterapicos) sao classificados em: sulfonamidas, fluoroquinolonas, oxazolidinonas
(ABRAHAM, 2003; PATRICK, 2005; PUPO et al., 2006).

A utilizacdo de antimicrobianos em animais sempre acompanhou O
desenvolvimento e a utilizacdo, destes, em medicina humana, e na década de 50,
descobriu-se seu uso como aditivo alimentar, aumentando o crescimento animal e a
eficiéncia produtiva (MITCHELL et al., 1998). E inegavel a afirmativa que a descoberta

destes teve grande influéncia no perfil epidemioldgico das doencas (FERREIRA, 2008).
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Os antimicrobianos podem ser utilizados terapeuticamente (no tratamento de
doencas), profilaticamente ou como promotores de crescimento. Dados do Sindicato
Nacional da Inddstria para Saude Animal revelam que estes farmacos representam
17,2% do total de medicamentos vendidos para animais por ano (SIDAN, 2007).

Sdo amplamente utilizados no tratamento de doencas no gado leiteiro e também
como suplementos. Sua administracdo pode ser feita via intramamaria, para o
tratamento de mastite; por via parenteral (intramuscular, intravenosa, subcutanea), na
terapia de infeccOes, e por via oral, para o tratamento de doengas ou como suplemento
alimentar, em doses sub-terapéuticas (BISHOP e WHITE, 1984). Em rebanhos leiteiros,
devido a alta incidéncia de mastites, os antimicrobianos tém sido bastante utilizados nas

fazendas e em muitos casos, de maneira indiscriminada (MINIUSSI, 1992).

Tais procedimentos conduzem a presenca de residuos dos mesmos, representando
um risco ao consumidor e sendo, portanto, um sério problema na area econémica e de
salde publica (BERSOT et al., 2005).

2.4 Resisténcia microbiana

Os antimicrobianos tém fundamental importancia por proporcionar aumento da
expectativa e melhora na qualidade de vida da populacdo mundial. Porém, ao mesmo

tempo, eles trazem o risco da resisténcia bacteriana (CRFSP, 2011).

A popularizacdo do uso de antimicrobianos, fez com que as bactérias também
desenvolvessem defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o consequente
aparecimento da resisténcia (SILVEIRA et al., 2006). Atualmente, a resisténcia
bacteriana, ocorre em praticamente todas as espécies de bactérias (JACOBY, 1991,
CUNHA, 1998; JACOBY, 1998).

A resisténcia ocorre através dos mecanismos de transducdo, transformacdo e
conjugacdo e, frequentemente, envolve genes situados em plasmidios e transposons. A
resisténcia aos antimicrobianos é uma manifestacdo genética, relacionada a existéncia
de genes contidos na bactéria que codificam diferentes mecanismos bioquimicos que

impedem a acdo dos farmacos, pode surgir em mutagfes que ocorrem no microrganismo
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durante seu processo reprodutivo e resultam de erros de cOpia na sequéncia de bases que
formam o DNA cromossdmico, responsaveis pelo cdédigo genético. Pode também
resultar da importagcdo dos genes causadores do fendbmeno (ZULIANI, 1972; LACEY,
1973; TRABULSI, 1973; NOVICK, 1980; LEVY, 1982; SUASSUNA, 1983;
SAUNDERS, 1984; LACEY, 1984; CUNHA, 1998).

Doza (1998) destaca trés principais mecanismos de resisténcia, sendo eles: a
inativacdo do antimicrobiano por enzimas; as modificacfes bacterianas que impedem a
chegada do mesmo no ponto alvo e as alteracdes por parte da bactéria que impede a

acdo do antimicrobiano.

A resisténcia de uma dada bactéria a determinado medicamento pode ser
classificada inicialmente como intrinseca ou adquirida. A intrinseca é aquela que faz
parte das caracteristicas naturais, fenotipicas da bactéria, transmitidas apenas
verticalmente para seus descendentes; faz parte de sua heranca genética e geralmente,
estd associada a presenca ou auséncia de alvo para a agdo do medicamento, enquanto a
adquirida ocorre quando ela aparece em uma espécie de bactéria antes sensivel aquele
farmaco, resultante de mudancas estruturais ou bioquimicas da bactéria (FIO et al.,
2008). Ainda pode ocorrer outro tipo de resisténcia, a induzida, quando se ministra um
antimicrobiano e inicialmente a bactéria se mostra sensivel a este, mas passando o
tempo o paciente tem uma recaida, significando a multiplicacdo da bactéria, ou seja, a
diminuicédo do efeito do antimicrobiano (TAVARES, 2001).

Com relacdo aos grupos de antimicrobianos, observa-se nos antibioticos [-
lactdmicos que a principal forma de mecanismo de resisténcia bacteriana se faz atraves
da producdo de enzimas que apresentam grupos nucleofilicos (em geral, residuos de
serina) capazes de promover a abertura do anel [B-lactamico. Nesta situacdo, a
modificacdo molecular responsavel pelo aumento de resisténcia as B-lactamases foi a
introducdo no mercado das penicilinas semi-sintéticas (meticilina, oxacilinas), que
impedem o acesso dos antibidticos ao sitio ativo da enzima [-lactamase por
impedimento estérico (DURANTE et al., 2009). Ja em relacdo aos glicopeptidicos, o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a estes antibioticos é mais lento (PATRICK,
2005). Em se tratando ao aumento de resisténcia bacteriana as tetraciclinas, o seu uso
como primeira escolha na terapia antimicrobiana contribuiu em muito para o

aparecimento de resisténcia. Entretanto, o desenvolvimento recente de um derivado
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semi-sintético deste grupo, a tigeciclina, que inibe a bomba de efluxo, indica o interesse
continuo nesta classe de antimicrobianos (WALSH, 2003).

A compreensdo dos processos relacionados a acdo de antimicrobianos e ao
surgimento da resisténcia, o planejamento, a sintese e avaliacdo farmacolégica de novos
agentes antimicrobianos mais potentes, sua utilizagéo terapéutica de forma racional e o
uso de normas para controle de infecgdes representam varios niveis de a¢fes continuas e
interligadas. Recentes estudos na identificacdo de novas moléculas importantes e na
compreensdo dos mecanismos de acdo de antimicrobianos revelam uma situacdo muito
adversa, onde diversos efeitos podem ser responsaveis pela poténcia de uma
determinada substéncia, a partir de processos que ocorrem em consonancia e
contribuem de maneira diferenciada para a atividade antibacteriana (SILVEIRA et al.,
2006).

Neste contexto, ressalta-se que para uma nova molécula ser lancada no mercado
leva-se em média 20 anos, sendo envolvidos muitos gastos (em torno de 500 milhdes de
euros) desde as pesquisas até o lancamento do novo principio. Diante da importancia do
uso racional para evitar o surgimento de cepas bacterianas multi-resistentes,
governantes mundiais vém implantando programas que visam analisar a presenca de

residuos de medicamentos veterinarios em alimentos (LONNROTH, 2003).

2.5 Legislacao

O abuso de medicamentos veterinarios, especialmente nos paises onde o seu
emprego nao é controlado rigorosamente, poderia ser corrigido através de informacdes
suficientes e exatas aos usuarios, veiculadas por cooperativas e centros de apoio técnico
governamentais. A difusdo de boas préaticas veterinarias e agricolas levaria a uma
reducdo dos niveis destas substancias, deixando de ser motivo de preocupacéo publica.
No Brasil, ndo ha uma politica a longo prazo para organizar, e principalmente, manter a
estrutura adequada para o controle do uso de medicamentos veterinarios (MINIUSSI,
1992).

Para Oliveira e Carneiro (1998), a persisténcia dos residuos de antibi6ticos no

leite depende de uma série de varidveis, e dentre elas destacam as mais importantes:
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quantidade da producdo de leite no momento do tratamento, tipo e quantidade do
antibidtico usado, via de administracdo, tipo do veiculo usado na formula¢do do
antibidtico e solubilidade e estado de satde do animal.

Segundo resultados de Folly et al. (2008), em pesquisa utilizando antibidtico cujo
periodo de descarte era de 48 horas, foram detectados residuos no leite das vacas
analisadas apds 72 horas. Mostrando que nem sempre o periodo recomendado € seguro.

De acordo com Nero (2007), a presenca de residuos de antibidtico no leite
produzido no Brasil pode ser preocupante, e indica um perigo quimico associado ao
produto.

Para minimizar este problema, visto atualmente como uma questdo de salde
publica, o Ministério da Saude implantou no Brasil, em 2000, o Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), que visa, por analise laboratorial,
monitorar no pais os residuos de agrotoxicos em alimentos. Da mesma forma,
objetivando controlar residuos de medicamentos veterinarios nos alimentos, foi criado,
em 2001, o Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos (PAMvet) (BRASIL, 2008).

Na implantacdo do Programa Nacional, elegeu-se o leite como primeiro alimento
a ser pesquisado, com base nos dados do IBGE, nos quais o leite é a proteina de origem
animal mais consumido pela populacdo brasileira. Definiu-se através do Programa
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) os seguintes principios
ativos a serem pesquisados: substancias antibacterianas (antimicrobianos),
antihelminticos/antiparasitarios, carbamatos, piretréides, micotoxinas, antiinflamatorios
ndo esteroidais e esteroidais, organoclorados, metais pesados, organofosforados, e
outras substancias como fipronil e fluazuron, sendo os antimicrobianos e 0s
antiparasitarios classificados como o0s grupos de maior prioridade (BRASIL, 2008).
Dentre os antimicrobianos, as substancias monitoradas se encontram dispostas no

quadro 1.



Quadrol. Antimicrobianos monitorados no leite de acordo com o PNCRC.
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Substancia a ser monitorada

Composto ou residuo

Substancias Antibacterianas

Amoxicilina
Ampicilina
Benzil-penicilina
Cefquimoma
Cefoperazone
Cefaldnio
Cefapirina
Ceftiofur
Clortetraciclina
Oxitetraciclina
Tetraciclina
Cloxacilina
Enrofloxacina
Danofloxacina
Norfloxacina
Fluorfenicol
Gentamicina
Neomicina
Espiramicina
Estreptomicina
Sulfadiazina
Sulfatiazol
Sulfametazina
Sulfadimetoxina
Sulfamerazina
Sulfadoxina
Trimetropim
Tilmicosina

Tilosina
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As organizagdes internacionais envolvidas com a satde publica, como o JECFA
(Comité para Aditivos Alimentares da FAO/WHO e o FDA dos Estados Unidos),
estabelecem as diretrizes para o Limite M&ximo de Residuo ou Limite de Tolerancia
definidos como a concentracdo maxima de residuo resultante do uso de um
medicamento veterinario, expresso em parte por milhdo (ppm) ou parte por bilhdo (ppb)
que é legalmente permitido, ou reconhecido, como aceitavel no alimento e é
estabelecido para cada antibiético, sendo o valor de limite maximo de residuo
correlacionavel a Ingestdo Diaria Aceitavel obtida a partir de ensaios de experimentacao
animal, avaliando-se a toxicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade desses aditivos
ndo intencionais (FAO, 1996).

No Brasil, a competéncia para estabelecer limites méaximos de residuos em
alimentos, seja de medicamentos veterinarios, agrotoxicos, contaminantes ou aditivos, é
do Ministério da Saude através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2008).

No caso de medicamentos veterinarios, até o momento, esses limites nacionais
ndo foram definidos pelo setor de saude e, portanto, vém-se utilizando o Plano Nacional
de Controle de Residuos Bioldgicos em Produtos de Origem Animal (PNCRB)
Instrucdo Normativa/MAA N° 42, de 20 de dezembro de 1999, instituido pelo
Ministério da Agricultura com a finalidade de sistematizar os meios de controle da
contaminacdo desses produtos por residuos de compostos de uso na agropecuaria, bem
como de poluentes ambientais (BRASIL, 2008).

No ambito nacional, qualquer medicamento para uso veterinario deve ser
previamente aprovado pelo MAPA e deve-se respeitar o periodo de caréncia, de modo
que, quando da permanéncia de residuos no produto final, estes ocorram em
concentracdes menores do que 0s LMRs fixados para os mesmos (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2001; BRASIL, 2002). O LMRs de antimcrobianos no leite nos
Estados Unidos, Unido Européia e Brasil estabelecidos pelos CodexAlimentarius

encontram-se dispostos no quadro 2.
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Quadro 2. Limite Maximo de Residuo de alguns antimicrobianos no leite estabelecidos
pelo CodexAlimentarius, Estados Unidos, Unido Européia e Brasil.

CODEX EUA UE BRASIL
ANTIMICROBIANO LMR LMR LMR LMR
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (g/kg)
Penicilina G 4 5 4 4
Ampicilina - 10 4 4
Amoxicilina = 10 4 4
Ceftiofur 100 100 100 100
Cefapirina - 20 60 60
Tetraciclina 100(a) 300(b) 100 100(a)
Cortetraciclina 100(a) 300(b) 100 100(a)
Oxitetraciclina 100(a) 300(b) 100 100(a)
/ DthiEdsrt'gggtt?enr:It?)I;?cina At : : AL
Estreptomicina - - 200 -
Dihidroestreptomicina - 125 200 -
Gentamicina 200 30 100 200
Neomicina 1500 150 1500 500

(a)Somatoria de tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina. (b) Limite de tolerancia inclui ambos, a
soma e o residuo individual de clortetraciclina, oxitetraciclina e tetraciclina.

Fontes: Codex Alimentarius Commission Maximum Residue Limits for Veterinary Drugs in Foods
(2005), FDA —Food Compliance Program(2005),Comission Regulation (EC N° 508/1999, N° 804/1999,
N° 1553/2001, N° 868/2002, N° 1181/2002, N° 1530/2002), Mercosul (2000).

2.6 Residuos de Antimicrobianos

A presenca de residuos antimicrobianos € um fator de desclassificacdo do leite,

uma vez que torna a matéria-prima inadequada para uso na inddstria e para 0 consumo
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humano, ja que ndo ha tratamento tecnoldgico que consiga inativar tais substancias
(SANTOS, 2009).

O uso indiscriminado de antibi6ticos e a ndo obediéncia do periodo de caréncia
indicado ap06s a ultima aplicacdo do medicamento ao animal, para a utilizacdo do leite
para consumo humano, tem sido relatado ha décadas por pesquisadores. A importancia
deste fato esta relacionada, principalmente, ao aspecto da saude publica, em que o
consumo sistematico de leite contendo residuos pode acarretar sérios riscos a salde
humana, além da possibilidade de favorecer o desenvolvimento de formagéo de
resisténcia de microorganismos patogénicos (DENOBILE e NASCIMENTO, 2004).

Dentre o0s riscos a salude humana, associados a presenca de residuos
antimicrobianos, destacam-se reacdes alergicas em individuos sensiveis, desequilibrio
na flora intestinal, discrasias sanguineas e acédo teratogénica (BRANDY e KATZ, 1992;
BRANDY e KATZ, 1993; HONKANEN-BUZALSKI e REYBROECK, 1997;
MITCHELL, 1998).

O leite contaminado com residuo de antimicrobiano, ao dar 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 contetudo de antimicrobianos. Mesmo o tratamento UHT
a 130-140°C por 2 a 4 segundos ndo € suficiente para destruir 100% dos
antimicrobianos (GIGANTE, 2004). Gallina (1997), ressalta que os tratamentos
térmicos usualmente empregados pelas industrias de laticinios ndo inativam totalmente

os residuos de antimicrobianos.

O leite contaminado por residuos de antibiotico pode criar, ainda, problemas
criticos para a industria de laticinios, interferindo, principalmente, nos processos de
fermentacdo, onde se utilizam culturas acidolaticas para a producéo de queijos, iogurtes
e manteigas (STRASSER et al., 2003).

Em estudo recente realizado nos municipios de Pedra e Venturosa — PE,
utilizando-se leite caprino de propriedades produtores de leite observou-se que 86% das
amostras analisadas apresentaram residuos antimicrobianos acima do permitido
(PAULA et al., 2010).
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Denobile e Nascimento (2002) pesquisaram residuos de tetraciclina em amostras
de leite em um laticinio mineiro observando residuos de oxitetraciclina em32 das 231

amostras analisadas.

Raia Junior (2001), observou que no tratamento intramamario de mastite que em
18,7% das amostras de leite analisadas no Estado de S&o Paulo e Minas Gerais foram
positivas para cefacetril, 18,1% para gentamicina e 11,% para tetraciclina mesmo ap6s o
periodo de caréncia.

Em estudo realizado em Piracicaba, Nascimento et al. (2001), relatou que 50%
das 96 amostras de leites pasteurizados analisadas,apresentaram residuos de
antibidticos, sendo em uma das marcas 72,5% residuos de penicilina e outra com 50,0%
de outros inibidores ndo identificados pelo método de halo de inibicéo.

Segundo os resultados de Pilon e Duarte (2010) os produtores devem ter melhores
informacdes técnicas sobre como tratar seus animais, evitando assim certos tipos de
doencas, que possam vir a prejudicar seus animais e até mesmo a populacdo que irad

consumir produtos de origem animal.

InUmeros testes qualitativos e quantitativos para detectar residuos de
antimicrobianos e farmacos no leite e em derivados lacteos tém sido desenvolvidos,
desde a década de 40. Os métodos mais usados sd@o os de inibicdo do crescimento
microbiano, ou microbiologicos, e se baseiam no principio geral de que todos os
antimicrobianos inibem bactérias sensiveis (BRITO, 2000). De acordo com Fagundes
(1997), os métodos para deteccdo de antibidticos no leite mais indicados sdo: quimicos,

fisicos, bioldgicos, tecnoldgicos e adi¢do de corantes.

Existem muitos testes disponiveis no mercado, como os testes de inibicdo de
crescimento bacteriano que incluem: método do disco em placas, Delvotest-
P®Delvotest-SP® (Gist-brocades Food Ingredients, Inc., King of Prissia, Pa.), BR-Test
(Idetek, Inc., Sunnyvale, Calif.), o Charm Inhibition e Charm Farm (Charm Sciences,
Inc., Sunnyvale, Calif.), os testes imunologicos que incluem o Radioimunoensaio, o b-
lactam CITE probe (IDEXX Corp., Portland, ME), o b-lactam LacTek (ldetek,
Sunnyvale, CA), o teste Charm Il receptor e o Spot Test; das cromatografias ha o
“HPLC-receptogram” (cromatografia liquida), e a cromatografia a géas; e, por fim, das

provas enzimaticas hd o Penzime (UCB Bioproducts, Chemindu Foriest, Belgium)10,6,
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e 0 IDEXX SNAP test, (BELL et al., 1995) e também o Eclipse 50 (Souza, 2010) de

inibicdo de crescimento microbiano.

Segundo Brito e Lange (2008), algumas praticas podem ser empregadas para
evitar a presenca de residuos, tais como: ler o rotulo e a bula do antimicrobiano
selecionado para o tratamento; observar se 0 medicamento € licenciado no Ministério da
Agricultura; o principio ativo; respeitar o periodo de descarte do leite ou periodo de
caréncia para abate do animal ou uso dos subprodutos; observar as recomendagdes
gerais quanto ao uso e via de aplicacdo, o prazo de validade e a dosagem recomendada;
assim como sO usar medicamentos sob prescricdo de veterinarios devidamente
habilitados.

Assim sendo, o monitoramento frequente de medicamentos e seus derivados
metabolicos e o controle de residuos de agentes antimicrobianos no leite € muito
importante a industria de produtos lacteos e consequentemente, ao consumidor. Este
ultimo incapacitado de perceber se o leite consumido contém antimicrobianos, é
suscetivel a enfermidades a sua revelia. Neste contexto, a producdo intensiva de leite de
alta qualidade sem residuos de antibioticos, reveste-se de extrema importancia para os
produtores, haja vista 0s prejuizos e as penalidades decorrentes da rejeicdo do leite
contaminado com valores acima dos niveis de tolerancia. Para evitar tais transtornos se
faz necessario a utilizacdo de recursos apropriados comercialmente disponiveis para a

deteccdo de residuos de antibidticos no leite do gado leiteiro (BRITO, 2000).

2.7 Analises Laboratoriais do Leite

2.7.1 Anélises Microbioldgicas

- Contagem de Staphylococcus spp.

Entre os indicadores comumente utilizados da qualidade higiénico-sanitaria dos

alimentos, encontram-se as contagens de Staphylococcus. Estes sdo de grande
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importancia, principalmente os coagulase-positiva, pois podem produzir enterotoxinas
termoestaveis, que tém capacidade de resistir ao processo de pasteurizacdo (CARDOSO
et al., 1985).

O Agar Baird Parker é o meio indicado para se realizar o isolamento de S.aureus
em alimentos. Este meio utiliza a capacidade do Staphylococcus aureus em se
desenvolver na presenca de agentes seletivos como telurito de potéssio, glicina, cloreto
de litio e polimixina. Suas caracteristicas diferenciais sdo baseadas na reducdo do
telurito de potassio a telureto de potéssio, gerando col6nias negras capazes de hidrolisar
gema do ovo, formando halos ao redor das colonias (LANCETTE, 2001). O piruvato de
sodio é acrescentado ao meio de cultura para recuperar as células injuriadas, precavendo
0 acumulo de peroxido de hidrogénio, que é tdxico para as células. Apos isso, as
coldnias suspeitas tipicas séo identificadas por meio do teste de coagulase em tubos, ou
em laminas (BANWART, 1983).

Colbnias tipicas de S. aureus tém coloracdo preta, sdo brilhantes, delimitadas
com didmetro aproximado de 1 a 1,5 mm, halo opaco e area mais clara ao redor de cada
colénia. A area opaca se refere a atividade da lipase, enquanto a zona mais clarificada a
acdo proteolitica (MURPHY et al., 2010; VICOSA et al., 2010).

- Prova de Coagulase

A identificacdo do S. aureus ocorre em presenca da enzima coagulase, que tem a
capacidade de coagular o plasma “in vitro”. Esta coagula¢do deriva da transformagio da
protrombina em trombina que a partir do fibrinogénio ativa a polimerizacdo da fibrina
(PEREIRA et al., 2000; TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

O teste de coagulase é usado para classificar os estafilococos em dois grupos:
coagulase positiva e coagulase negativa. No primeiro grupo estdo incluidos:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius e algumas cepas de Staphylococcus
hyicus. No grupo coagulase negativa esta incluido, entre outros, o Staphylococcus
epidermidis com colénias ndo hemoliticas e ndo pigmentadas (SEARS, 1993;
CARTER,1995).
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As espécies coagulase positivas ttm um maior grau de importancia devido aos
seus fatores de patogenicidade (FONSECA e SANTOS, 2007). J& as espécies
coagulase-negativas, rotineiramente isoladas em leite bovino, sdo consideradas
patdgenos secundarios e, em geral, causam reacdo inflamatéria moderada na glandula
mamaria (HARMON e LANGLOIS, 1989; BRAMLEY et al., 1996).

A coagulase em tubo, com plasma de coelho €, possivelmente, o teste mais
utilizado na diferenciacdo das espécies coagulase positivas das negativas (GUARDATI
et al., 1993). A coagulase livre é uma substancia analoga a trombina e esta presente em
filtrados de cultivos. E secretada extracelularmente e reage com uma substancia
presente no plasma chamado Fator de Reacdo com a Coagulase (CRF), para formar um
complexo que, por sua vez, reage com fibrinogénio, formando fibrina (coagulos)
(BRASIL, 2004).

- Prova da Catalase

A catalase é uma enzima, que promove a conversdo de peréxido de hidrogénio
(originado pelo organismo como mecanismo de lise bacteriana) em agua e oxigénio
(ROSSI et al.,, 2005). Essa reacdo ocorre na maior parte das bactérias aerobias e
anaerodbias facultativas que contém citocromo, sendo as espécies de Streptococcus e de
Enterococcus excegdes (TEIXEIRA, 2010).

O Staphylococcus spp.e um microorganismo muito frequente na producdo e
beneficiamento do leite € uma bactéria meséfila caracterizada por ter a maioria das
espécies anaerdbia facultativa e catalase positiva (QUINN et al., 2005). O teste da
catalase ¢ empregado na diferenciacdo de Streptococcus spp., catalase negativo, de
Staphylococcus spp., catalase positivo (MASSANO, 2010).

O teste de catalase é positivo quando ao adicionar peroxido de hidrogénio (H»0,)
sobre colénias de microrganismos ocorre a formacdo de bolhas, caracterizando os
Staphylococcus (PERESI et al., 2006).
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- Coloragéo de Gram

A coloracdo de Gram é o método mais amplamente utilizado para a observacao
direta de microrganismos nas amostras por meio das suas caracteristicas tintoriais,
tamanho, forma e arranjo celular, com capacidade de fornecer um resultado presuntivo e
rapido do agente infeccioso (RUIZ, 2000; STINGHEN, 2002; DAUR, 2004).

O processo de coloragdo Gram se da pelo tratamento de esfregacos bacterianos, de
maneira sucessiva, com cristal violeta ou violeta de genciana, lugol, etanol e fuccina.
Este método demonstra alteragdes estruturais na parede celular bacteriana,
classificando-as em Gram-positivas ou Gram-negativas. O cristal violeta e o lugol
penetram na parede celular formando em seu interior um complexo de cor roxa, a
pararosanilina. O banho em etanol, devido a sua acdo desidratante, torna a espessa
camada de peptidoglicano das Gram-positivas menos permeavel retendo o complexo e
corando-as em roxo. Ja nas Gram-negativas, devido a pequena espessura e as
descontinuidades dessa camada nas zonas de aderéncia entre as membranas interna e
externa, o complexo é removido, deixando-as descoradas. No intuito de facilitar a
visualizacdo das Gram-negativas é realizada coloracdo com fuccina, que ira dar uma
coloracdo résea, diferenciando-as das demais bactérias (TRABULSI e ALTERTHUM,
2008).

- Cultura e Antibiograma

A cultura é uma técnica de diagnostico laboratorial das doencas infecciosas. O
cultivo bem-sucedido depende de procedimentos apropriados visando minimizar a
destruicdo do microrganismo ou proliferacdo do ndo patdgeno utilizando material e
técnicas apropriadas (NELSON e COUTO, 2001).

As culturas bacterianas podem ser associadas ao antibiograma no intuito de
determinar a melhor opcéo terapéutica. O antibiograma é um teste laboratorial in vitro
utilizado para determinar a suscetibilidade ou a resisténcia do patdégeno frente aos
farmacos antimicrobianos (HENDRIX, 2005).
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O método mais comumente utilizado para realizacdo do antibiograma é o de
disco-difusdo em &gar, que usa discos de papel impregnados com os antimicrobianos a
serem testados. E um teste qualitativo, onde é realizado medicdo de tamanhos de zona
para dar uma estimativa de suscetibilidade antimicrobiana (MIMICA et al., 2005). A
concentracdo do farmaco no disco é escolhida para se correlacionar com 0s niveis

séricos e teciduais do medicamento no animal tratado (HENDRIX, 2005).

A base quimica contida nos discos se difunde no meio de cultura, de forma que a
concentracdo do antimicrobiano diminui & medida que se distancia do disco, formando-
se assim uma espécie de gradiente de concentracdo do farmaco ao redor dos discos.
Conjuntamente com a difusdo do antimicrobiano, o microrganismo inoculado na
superficie desse meio de cultura e que ndo é inibido pela concentracdo do farmaco
persiste a se multiplicar de modo que seu crescimento se torna aparente. Nas areas onde
a concentracdo do antimicrobiano € inibitoria, ndo ocorre crescimento do
microrganismo, formando-se, entdo, uma zona de inibicdo ao redor dos discos
(MIMICA et al., 2005; QUINN et al., 2005).

2.7.2 Analises de residuos de antimicrobianos

- Teste Qualitativo para deteccdo de antimicrobianos

Existem diversos kits de deteccdo de residuos de antimicrobianos no leite, como
os das provas enzimaticas; o Penzime, o IDEXX SNAP test, (BELL et al., 1995) e
também aquelas baseadas na inibicdo de crescimento bacteriano, dentre eles o kit
Eclipse 50°, que segundo Souza (2010), é um teste qualitativo na deteccdo de
substancias inibidoras no leite, permitindo comprovar se o leite contém antibidticos
acima do limite maximo de residuos. O teste se baseia na inibicdo do crescimento
microbiano. A apresentacdo do kit € em formato de placa microtiter, onde cada
recipiente contém um meio de cultivo especifico com esporos de Geobacillus stearo
thermophilus e um indicador acido-base (SOUZA, 2010).
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O resultado do teste é negativo quando os esporos germinam e se multiplicam,
acidificando o meio e provocando a modificagdo do indicador de uma coloragdo azul
para amarelo esverdeado, ja em resultados positivos (onde a concentracéo de antibiotico
é superior ao limite de deteccdo do teste), o crescimento do microorganismo € inibido,
sendo assim, ndo ha producdo do &cido e a coloracdo do meio permanece inalterada
(SOUZA, 2010).

De acordo com o fabricante, os antimicrobianos detectados séo estreptomicina,
neomicina, tilosina, eritromicina, tetraciclina, oxitetraciclina,sulfatiazol, sulfonamida,
sulfametacina, cefapirina, cefalexina, cloxacilina, oxacilina, amoxicilina, ampicilina e

penicilina.
3. CONSIDERACOES FINAIS

A qualidade do leite pode ser influenciada por diversos fatores, entre 0s quais 0S
a contaminagdo microbioldgica e quimica, padrdes higiénico-sanitarios inadequados do
rebanho levam ao uso indiscriminado de antibioticos e o consumo sistematico deste
leite contendo residuos pode acarretar serios riscos a saude humana, além da
possibilidade de favorecer o desenvolvimento de formacdo de resisténcia de
microrganismos patogénicos, fazendo-se necessario a implementacdo de programas de
monitoramentos mais efetivos para controle destes residuos, minimizando desta forma

este problema de saude publica.
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Pesquisa microbioldgica e de residuos antimicrobianos em amostras de leite

comercializadas no municipio de Brejéo-PE

Search microbiology and antimicrobial residues in milk sold in the municipality
Brejdo-PE

Resumo

Antibidticos sdo substancias quimicas inespecificas ou especificas que atuam
sobre os microrganismos em geral, sejam estes patogénicos ou ndo. Sua utilizagédo
indiscriminada ocasiona grandes riscos a saude, além de favorecer a resisténcia
bacteriana. Objetivou-se com este trabalho avaliar a presenca de Staphylococcus spp. e
de antimicrobianos em 42 amostras de leite bovino in natura provenientes de
propriedades do municipio de Brejao-PE. As amostras foram submetidas a deteccéo de
residuos microbianos através do teste de inibicdo microbiana (ECLIPSE-50®), & cultura
microbiana para identificacdo de Staphylococcus spp. e realizacdo do antibiograma
frente a Penicilina, Amoxicilina, Tetraciclina, Estreptomicina e Gentamicina. Obtendo-
se 0s seguintes resultados: 45,24% das amostras foram positivas para a presenca de
antimicrobianos acima dos limites permitidos e em 88,09% ocorreu crescimento de
Staphylococcus spp. Em relacédo a resisténcia aos farmacos, 76,19% das cepas isoladas
do leite demonstrou resisténcia a Gentamicina, 83,33% foram resistentes a
Estreptomicina, 80,95% a Tetraciclina, 33,33% a Amoxicilina e 47,62% a Penicilina.
Concluindo-se que as amostras do leite comercializadas no municipio de Brejao

apresentaram contaminacao quimica e bioldgica.

Palavras chave: antibioticos, residuos medicamentosos, contaminacdo, Staphylococcus.

Abstract

Antibiotics are no specific or specific chemical substances that act against
microorganisms in general, even if they are pathogenic or not. Its indiscriminate use can
cause major health risks, and still lead to bacterial resistance. This study aimed to
evaluate the presence of Staphylococcus spp. and of antimicrobial agents in 42 samples
of fresh bovine milk from properties located in the district of Brejao-PE. The samples
were submitted to detection of microbial residue through microbial inhibition test
(ECLIPSE-50®), microbial culture to identify Staphylococcus spp. and realization of

antibiogram with Penicillin, Amoxicillin, Tetracycline, Streptomycin and Gentamicin.
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Obtaining the following results: 45.24 % of the samples were positive for presence of
antimicrobial agents above the limits allowed and in 88.09 % occurred growth of
Staphylococcus spp. With regard to resistance against the drugs, 76.19 % of strains
isolated from the milk showed resistance to Gentamicin, 83.33 % were resistant to
Streptomycin, 80.95 % to Tetracycline, 33.33 % to Amoxicillin and 47.62 % to
Penicillin. Concluding that the samples of milk commercialized in Brejdo showed

chemical and biological contamination.
Key Words: antibiotics, medical residue, contamination, Staphylococcus.

Introducéo

O leite é um dos alimentos mais utilizados na dieta humana em todas as etapas da
vida, principalmente por ser tdo completo do ponto de vista nutricional (PASCHOA,
1997; GARCIA et al.,2000). Por isso sua qualidade tem sido muito discutida atualmente
dentro do cenario nacional de producdo leiteira (GUERREIRO et al., 2005),
principalmente sob o ponto de vista de saide publica, pois ocupa lugar de destaque em
nutricdo humana (POSANO et al.,2001).

O leite deve apresentar condicOes sanitarias adequadas, sendo sua qualidade
higiénica influenciada principalmente, pelo estado sanitario do rebanho, manejo dos
animais e dos equipamentos durante a ordenha, além da presenca de microrganismos,
residuos de medicamentos e odores estranhos (BRITO, 1997).

Infeccdes no Ubere, mesmo que subclinicas, influenciam grandemente a
composicao do leite, sendo que o principal efeito é o abaixamento da concentracao de
gordura, lactose e caseina, e aumento no contetdo de proteinas do soro e cloretos.
Estados mais avancados 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¢cdes tem origem bacteriana, predominando o Staphylococcus aureus
e Streptococcus agalactiae (PELCZAR,CHAN e KRIEG, 1996).

Em funcdo dessas infeccBes, os antimicrobianos tém sido bastante utilizados nas
fazendas e até em muitos casos, de maneira indiscriminada, seja para fins terapéuticos,
principalmente visando a cura de mamites, ou ainda incorporados a alimentacdo animal
como suplemento dietético (MINIUSSI, 1992).

O uso indiscriminado de antibiéticos e a ndo obediéncia do periodo de caréncia

indicado apo6s a ultima aplicacdo do medicamento ao animal, para a utilizagdo do leite
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para consumo humano, tem sido relatado ha décadas por pesquisadores. A importancia
deste fato esta relacionada, principalmente, ao aspecto da salde publica, em que o
consumo sistematico de leite contendo residuos pode acarretar sérios riscos a salde
humana, além da possibilidade de favorecer o desenvolvimento de formacdo de
resisténcia de microrganismos patogénicos (DENOBILE e NASCIMENTO, 2004).

As culturas bacterianas podem ser associadas ao antibiograma no intuito de
determinar a melhor opcéo terapéutica. O antibiograma é um teste laboratorial in vitro
utilizado para determinar a suscetibilidade ou a resisténcia do patégeno frente aos
medicamentos antimicrobianos (HENDRIX, 2005). O método mais comumente
utilizado para realizacdo do antibiograma é o de disco-difusdo em &gar, que usa discos
de papel impregnados com antimicrobianos. E um teste qualitativo, onde é realizado
medicdo de tamanhos de =zona para dar uma estimativa de suscetibilidade
antimicrobiana (MIMICA et al., 2005). A concentrag@o do farmaco no disco é escolhida
para se correlacionar com o0s niveis séricos e teciduais do medicamento no animal
tratado (HENDRIX, 2005).

A popularizagdo do uso de antibioticos fez com que as bactérias também
desenvolvessem defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o consequente
aparecimento da resisténcia (SILVEIRA et al., 2006).

Segundo os resultados de Pilon e Duarte (2010), os produtores devem ter
melhores informacdes técnicas sobre como tratar seus animais, evitando assim certos
tipos de doencas, que possam vir a prejudica-las, bem como a populacdo que ira
consumir produtos de origem animal.

InOmeros testes qualitativos e quantitativos para detectar residuos de
antimicrobianos e drogas no leite e em derivados lacteos tém sido desenvolvidos, desde
a década de 40 (BRITO, 2000).

O kit Eclipse 50®, do laboratério Cap Lab, é um teste de inibicao de crescimento
microbiano, qualitativo na deteccdo de substancias inibidoras no leite, permitindo
comprovar se o leite contém antibidticos acima do limite maximo de residuos. O teste se
baseia na inibicdo do crescimento microbiano. A apresentacdo do kit é em formato de
placa “microtiter”, onde cada recipiente contém um meio de cultivo especifico com
esporos de Geobacillus stearo thermophilus e um indicador &cido-base. O resultado do
teste é negativo quando os esporos germinam e se multiplicam, acidificando o meio e
provocando a modificacdo do indicador de uma coloracdo azul para amarelo

esverdeado. Em resultados positivos (onde a concentragdo de antibidtico é superior ao
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limite de deteccdo do teste), o crescimento do microrganismo € inibido, sendo assim,
ndo ha producdo do acido e a coloracdo do meio permanece inalterada (SOUSA et al.,
2010).

Dentre o0s riscos a salude humana, associados a presenca de residuos
antimicrobianos, destacam-se reacdes alérgicas em individuos sensiveis, desequilibrio
na flora intestinal, discrasias sanguineas, acao teratogénica, além de propiciar a selecéo
de populacdes de bactérias resistentes (BRANDY e KATZ, 1992; BRANDY e KATZ,
1993; HONKANEN-BUZALSKI e REYBROECK, 1997; MITCHELL et al. 1998).

Neste contexto, a preocupacdo com a qualidade do produto que é afetada tanto
pela manipulacdo inadequada de utensilios e do préprio alimento nas etapas de
tratamento e beneficiamento, como pelo manejo inadequado dos animais levando a
problemas sanitarios (PINHEIRODE SA et al., 2000) e, consequentemente, a utilizagio
constante de antibidticos dentro dos pequenos, medios e grandes estratos de producdo
leiteira do Brasil e do mundo (FREITAS et al., 2005).

Objetivou-se com este trabalho avaliar a presengca de Staphylococcus spp.e a
presenca de antimicrobianos em 42 amostras de leite bovino in natura provenientes de

propriedades no municipio de Brejao-PE.

Material e Métodos

O projeto foi desenvolvido em propriedades produtoras de leite bovino,
localizadas no municipio de Brejdo, Agreste Meridional do estado de Pernambuco. O
municipio tem um total de 203 propriedades produtoras de leite e na obtencdo das
amostras foi utilizado um processo de amostragem aleatdrio onde qualquer propriedade
possuia a mesma chance de ser escolhida, assim, foi coletado um total de 42 amostras
(uma com 15 ml, por propriedade), quantidade significante ja que representa porcdo
superior a 20% da populacdo de propriedades produtoras de leite da regido. Para o
estudo amostral foi utilizada a formula de Levine, Bereson e Stephan, (2000) baseada
no célculo do erro de amostragem para uma populacdo finita e determinada com uma
estimativa confiavel da proporcéo populacional. Onde o grau de confianca utilizado foi
de 95%.

Inicialmente, foram aplicadas junto aos 42 produtores uma entrevista semi-
estruturada a fim de identificar quais os medicamentos mais utilizados para as doencas

ocorridas na propriedade, bem como seus conhecimentos em relagdo aos mesmos
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mediante as recomendacOes de bula e periodo de descarte. Durante as visitas foram
fornecidas orientacGes aos proprietarios sobre a utilizacdo racional dos medicamentos,
bem como a importéncia da prescricdo médico-veterinario e sobre os riscos de residuos
de medicamentos a satde do animal e do homem.

As coletas das amostras de leite foram realizadas nas propriedades logo apos a
ordenha e acondicionamento diretamente dos vasilhames de acondicionamento pra o
transporte até o resfriador, sendo esta 0 “pool” da ordenha de cada propriedade. Cada
amostra colhida foi transferida para frascos estéreis de 15 ml, com tampa (tipo falcon),
mantidas resfriadas por no maximo 12 horas em refrigerador doméstico
(aproximadamente 8°C) e encaminhadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel, sendo um frasco encaminhado até o Laborato6rio de Pesquisas de Inspecéo de
Carne e Saude Publica (CASP) do Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE,
para analise microbiologica e de residuos de antimicrobianos.

As analises microbiologicas foram realizadas de acordo com as normas
preconizadas pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento - MAPA (BRASIL,
2003), e os resultados foram interpretados segundo a resolugcdo da Diretoria Colegiada
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC) (BRASIL, 2001).

A lactocultura foi realizada em placas contendo Agar Baird-Parker enriquecido
com emulsdo de gema de ovo e telurito de potassio. As placas foram incubadas em
aerobiose a 36° C +/- 1° C por 48 horas, sendo analisadas a cada 24h. Observando-se
caracteristicas de crescimento das colénias em placa, como presenca ou auséncia de
halos negros brilhantes ou cinzentos.

As cepas de Staphylococcus identificadas nas placas, foram submetidas a prova de
coagulase. Foi utilizado o caldo Brain Heart Infusion (BHI) ou caldo cérebro-coracéo,
acrescidos de Coagulo Plasma (plasma de coelho) em cada tubo de vidro para entéo
serem semeados. Foram utilizadas coldnias tipicas das respectivas placas. Em seguida
0s tubos eram tampados e levados para a estufa a 30°C e realizadas as leituras com 1, 3
e 6 horas apos.

Para a prova de catalase, foi retirada com auxilio de uma micropipeta uma gota
dos tubos da prova de coagulase e a mesma era colocada em uma placa e
homogeneizada com uma gota de perdxido de hidrogénio a 3%, e foi observada a
formacdo de bolhas ou ndo. Na presenca de bolhas a amostra é considerada catalase

positiva, confirmando ser Staphylococcus spp.
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Para o teste de Gram, foram confeccionadas laminas a partir de uma gota de agua
destilada e uma colonia retirada do meio BP da primeira prova. Onde estas foram
homogeneizadas, espalhadas em laminas de vidro e coloradas pelo método de Gram; na
seguinte sequéncia: Cristal violeta-30 segundos — lugol-1 minuto-alcool para lavar-
Fucsina fenicada-30segundos- 4gua para lavar e secar.

Os parametros seguidos para esta prova foram: Caracteristicas morfotintoriais das
bactérias. Coloracdo rosa sdo Gram positivo. Coloracdo roxa sdo Gram positivo.
Observando que resultado Gram positivo é indicativo da presenca de Staphylococcus
aureus.

Apbs todos os testes confirmatérios da presenca de Staphylococcus spp. foi
realizado o antibiograma em discos.As amostras inoculadas nos tubos com BHI apés
24hs foram semeadas em placas de Petri contendo agar Muller-Hinton, esfregando-se
com o auxilio de alca estéril, em varias direcbes sobre o agar para se obter uma
distribuicdo uniforme da bactéria. Depois, com auxilio de uma pinga, 0s discos
impregnados com antibidticos eram depositados e levemente pressionados sobre a
superficie do meio inoculado, mantendo-se, entre um disco e outro, a distancia de,
aproximadamente, trés centimetros. As placas eram incubadas a 37°C por 24hs, a leitura
dos halos de inibicio foi realizada 48h apds, com uma régua especifica (ARAUJO,
1998). Os resultados eram interpretados como resistente (R) e sensivel (S), de acordo
com tabela fornecida pelo fabricante dos discos de sensibilidade. Foram utilizados os
seguintes antibioticos: Penicilina, Gentamicina, Estreptomicina, Tetraciclina e
Amoxicilina.

A pesquisa de residuos antimicrobianos foi realizada atraves da utilizacdo do kit
Eclipse 50®, do laboratdrio Cap Lab, um teste qualitativo para detecgdo de residuos, que
utiliza como base a inibicdo microbiana, avaliando-se a presenca de residuos em niveis
superiores ao limite maximo de residuos (LMR) de Penicilina G, Ampicilina,
Amoxicilina, Oxacilina, Clorxacilina, Cefalexina, Cefapirina, Sulfatiazol,
Sulfametazina, Sulfanilamida, Oxitetraciclina, Tetraciclina, Eritromicina, Tilosina,
Neomicina e Estreptomicina.

Utilizou-se 50uL de leite para cada poco da placa “microtiter”, os quais continham
um meio de cultivo especifico com esporos de Geobacillus stearo thermophilus e um
indicador &cido-base, sendo a placa incubada a 65°C, por duas horas e meia em banho

térmico tipo bloco seco para antibiético, conforme instruc@es do fabricante.
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A interpretacdo dos resultados ocorreu mediante a observacdo da coloragdo das

amostras, sendo as azuis consideradas positivas e as amarelas negativas.

Resultados e Discussao

No presente estudo, observou-se que as propriedades analisadas produzem juntas
aproximadamente 2.500 litros por dia e que mesmo apds, coletado pelo atravessador é
resfriado e encaminhado para o municipio de Garanhuns-PE, onde é destinado a
industria de laticinios da regido, a uma queijaria (de pequeno porte) e uma fabrica de

sorvetes.

Na entrevista semi-estruturada realizada com os produtores verificou-se que ha
pratica de emprego empirico e indiscriminado no uso de medicamentos, ndo havendo
consulta ao médico veterinario. Dentre as afeccBes mais frequentes destacaram-se a
mastite e a tristeza parasitaria. Como 0s animais eram criados em semi-intensivo e as
ordenhas eram realizadas no proprio curral, manualmente, sem pré e pos-dipping
justifica-se a prevaléncia de mastite em 33,33% das propriedades.

Dentre os medicamentos mais utilizados, destacaram-se as tetraciclinas,
sulfonamidas, penicilinas (antimicrobianos) e avermectinas (endectocida). Foram
fornecidas orientac6es aos produtores na tentativa de conscientiza-los sobre a prescri¢do
do antimicrobiano pelo médico-veterinario, alertando-os dos riscos que o0s residuos dos
mesmos podem acarretar quando presente no leite, quer interferindo na qualidade do
produto, como na saude de quem o consome. Procurou-se também, orienta-los sobre os
padrdes higiénico-sanitarios do leite.

Quanto as analises microbiologicas, em 88,09% (37/42) houve crescimento de
Staphylococcus spp. (Figura 1), sendo todos catalase positiva. O teste confirmatorio da
coloracdo de Gram foi realizado, obtendo-se 85,71% (36/42) de cepas positivas. Foram
encontradas 30,95% (13/42) coagulase positivas.

Chapavalet al. (2009), analisaram 60 amostras de leite caprino no municipio de
Sobral-CE, e os resultados obtidos mostraram que 100% das cepas de Staphylococcus
eram catalase positivas, corroborando com o nimero alto de amostras catalase positivo
nos leites analisado. Resultados diferentes do encontrado por Leite et al. (2002), onde
analisando 20 amostras de leite tipo C em Salvador-BA, os autores observaram auséncia
de Staphylococcus coagulase positivo nas amostras.

Provavelmente, o nimero elevado de amostras contaminadas no presente estudo,

ocorreram devido aos baixos padrdes higi€nicos-sanitarios observados tanto nos
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rebanhos, como na ordenha e acondicionamento do leite, o qual fica exposto ao sol

dentro do vasilhame a espera do transporte, susceptivel a contaminagdo microbiana.

® Presente
88,09% Ausente

Figura 1. Percentual da contaminagdo de Staphylococcus spp. nas amostras de leite
analisadas.

Das cepas analisadas, 97,62% (41/42) apresentaram resisténcia a algum dos
antimicrobianos analisados, semelhante aos resultados de Nader et al. (2007), que
encontraram resisténcia em 100% das cepas de Staphylococcus aureus isoladas em leite
bovino. Esta resisténcia pode ser devido a diversos fatores, como uso indiscriminado de
antimicrobianos no rebanho para as diversas enfermidades, desrespeito as indicagdes de
uso e descumprimento ao periodo de caréncia recomendado, como foi observado
durante a realizacdo da entrevista semi-estruturada, corroborando com o descrito
porNero et al. (2007). Destas amostras, 83,33% (35/42) foram resistentes para
estreptomicina, 80,95% (34/42) eram resistentes para a tetraciclina, 76,19%(32/42) para
a gentamicina, 47,62%(20/42) para a penicilina, e 33,33% (14/42) para a amoxicilina
(Figura 2).
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Figura 2. Percentual de resisténcia das amostras de Staphylococcus spp. frente aos
antimicrobianos pesquisados.

Em estudo realizado por Araujo (1998), no estado de Sdo Paulo 43,8% das
amostras apresentaram resisténcia para a penicilina indo de acordo com os resultados
desta pesquisa e divergindo de Andrade et al. (2000) e Freitas et al. (2005) nos quais a
maior resisténcia esteve relacionada a penicilina, observando resisténcia em 76,29% e
80%, respectivamente. Ainda no estudo supracitado de Araujo (1998), 19,9% das
amostras foram resistentes para a tetraciclina diferente dos resultados obtidos em
Brejdo, nas quais mais de 80% das amostras se apresentaram resistentes para tal
antibiotico, isso pode ser explicado pela facil aquisicao deste farmaco e pela prescricdo
realizada por leigos em casa de ra¢6es sem conhecimento do médico veterinario. Outro
farmaco que apresentou valores expressivos de resisténcia neste estudo foi a
gentamicina, cuja alta resisténcia ocorre provavelmente pelo uso constante de
medicacdes para o tratamento topico das mastites nas quais este € o principio ativo mais
utilizado; conforme informacbes obtidas dos proprietarios na entrevista semi-
estruturada.

Durante as entrevistas, apenas 30,95% dos proprietarios relataram estar utilizando
algum tipo de medica¢do, no entanto na analise do leite quanto a presenca de residuos
antimicrobianos 45,24% (19/42) foram positivas (Figura 3), demonstrando realidade
diferente da exposta pelos criadores, ressaltando também que no exposto incluia-se anti-

parasitarios e antimicrobianos.
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Positivas
® Negativas

Figura 3. Percentual de amostras positivas e negativas para a presenca de residuos de
antimicrobianos.

Em estudo utilizando o mesmo kit (Eclipse 50%) realizado por Torres e Clipes
(2011) no municipio de Alegre-ES, observou-se que em 20% das amostras de leite cru
analisadas havia residuos de antimicrobianos. Em estudo recente realizado nos
municipios de Pedra e Venturosa — PE, utilizando-se leite caprino de propriedades
produtores de leite foi observado que 86% das amostras analisadas apresentaram
residuos de antimicrobianos acima do permitido (PAULA et al., 2010). Nero et al.
(2007), estudando a presenca de residuos de antibidticos em amostras de leite cru,
coletadas em quatro regides produtoras de leite no Brasil, detectaram a presenca desses
residuos em 11,43% das amostras, utilizando um teste semelhante para deteccdo de
antibioticos chamado kit Charm-test’™. Tais resultados observados nos estudos
supracitados ressaltam a importancia da realizacdo de testes para pesquisas de
antimicrobianos uma vez que demonstram dados relevantes de contaminac¢do quimica
no leite. Inimeros testes qualitativos e quantitativos para detectar residuos de
antimicrobianos e drogas no leite e em derivados lacteos tém sido desenvolvidos, desde
a década de 40. Os métodos mais usados sdo os de inibicdo do crescimento microbiano,
ou microbiolégicos, e se baseiam no principio geral de que todos os antimicrobianos
inibem bactérias sensiveis (BRITO, 2000) sendo o kit utilizado nesta pesquisa indicado
para deteccdo de residuos por ser préatico, rapido, podendo ser analisadas 24 amostras a
cada duas horas e meia, e ainda apresentar custo acessivel.

Pesquisas relacionadas a presenca de antimicrobianos sdo de extrema relevancia,
uma vez gque nao ha tratamento tecnoldgico que consiga inativa-las, sendo esta presenca

um fator de desclassificagdo do leite, tornando a matéria-prima inadequada para uso na
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indastria e para o consumo humano (SANTQOS, 2009) nos trabalhos de Sousa et al.
(2010) no estado do Ceara e Nascimento et al. (2001) em Séo Paulo com amostras de
leite pasteurizado, os pesquisadores observaram a presenca de residuos de antibidticos
em 76,67% e 50%, respectivamente. Os altos percentuais provavelmente se devem ao
uso indiscriminado destes farmacos por parte dos criadores.

O uso indiscriminado de antibi6ticos e a ndo obediéncia do periodo de caréncia
indicado apds a Ultima aplicacdo do medicamento no animal, para a utilizacdo do leite
destinado ao consumo humano, tem sido relatado ha décadas por pesquisadores e a
importancia deste fato esta relacionada, principalmente, ao aspecto da sadde publica, em
que o consumo sistematico de leite contendo residuos pode acarretar sérios riscos a
salde humana, além da possibilidade de favorecer o desenvolvimento de formacgdo de
resisténcia de microrganismos patogénicos (DENOBILE e NASCIMENTO, 2004).

Se faz necessario a implementacédo de programas de monitoramentos eficiente no
controle de residuos de antimicrobianos no leite bovino, uma vez que residuos de
antibioticos sdo perigos quimicos presentes no leite utilizado para o consumo humano e
medidas que visem boas praticas de higiene no manejo dos animais e processamento de

leite para evitar a contaminacao do produto.

Concluséo
As amostras do leite in natura provenientes de propriedades do municipio de

Brejdo-PE apresentaram contaminacdo quimica e bioldgica.
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9.

10. Espaco de tempo entre a Ultima aplicagdo da medicacao e a coleta do material:

ENTREVISTA SEMI-ESTRUTURADA

Proprietario:

Tipo de criagdo:

Numero total de animais:

Numeros de fémeas:

Numero de fémeas em lactacgdo:

Doencas mais frequentes nos animais:

Ha consulta a profissional habilitado( )Sim ( ) Nao

Se negativo quem diagnostica e prescreve os medicamentos:

MedicagOes utilizadas:

Como foram indicadas:
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