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Resumo

A presencga de residuos de antibidticos em leite pode ter efeitos adversos para
a salde publica, além de prejuizos a industria de laticinios. O objetivo desse
estudo foi verificar a positividade de amostras de leite apds administracao
intramuscular do antibidtico ceftiofur, na dose de 1 a 2 mg/kg, recomendada
pelo fabricante. Seis fémeas em lactacao, divididas em dois grupos, de baixa e
alta produtividade, receberam tratamento intramuscular com o antibiético na
dose especificada. Foram realizadas analises no leite ordenhado nos periodos
de 12 e 24 horas apds a administracdao do medicamento, utilizando os kits
SNAP®-Idexx e CHARM®-Charm Sciences Inc. O leite resultante da ordenha
apos 12 horas foi positivo para as todas as fémeas; e na ordenha apds 24
horas ndo foi encontrado residuo do antibidtico em nenhuma delas. Os
resultados apontam que, apesar da indicagao do medicamento nao determinar

um periodo de caréncia para o consumo do leite de animais tratados, houve
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positividade no leite 12 horas apds a administracao da droga. Isso mostra a
necessidade de padronizacao entre os métodos de deteccao de residuos no
leite e a legislacao brasileira, assim como estipular periodos de caréncia para
os medicamentos veterinarios e aumentar a fiscalizagdo dos produtos
oferecidos no mercado.

Palavras-chave: Residuos de antibidticos; Kits para deteccao; Saude publica.

Use of ceftiofur in lactating cows and their milk excretion

Abstract

The presence of antibiotic residues in milk can have adverse effects on public
health, and damage to the dairy industry. The aim of this study was to verify
the positivity of samples of milk after intramuscular administration of the
antibiotic ceftiofur in dose 1-2 mg / kg recommended by the manufacturer. Six
lactating females, divided into two groups, high and low productivity, received
intramuscular treatment with the antibiotic at the specified dose. Were
analyzed the expressed milk after a period of 12 and 24 hours after drug
administration, using the SNAP®-Idexx kits and CHARM®-Charm Sciences Inc.
The milk obtained from milking after 12 hours was positive for all females, and
24 hours after milking was not found antibiotic residue in any of them. The
results indicate that, despite appointee of the drug did not determine a grace
period for consumption of milk from animals treated showed a positive reaction
in milk 12 hours after administration. This shows the need for standardization
among the methods for detecting residues in milk and the Brazilian legislation,
as well as provides grace periods for veterinary medicines and increase the
oversight of products offered on the market.

Keywords: Antibiotic residues; kits for detection; Public Health
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1. Introducao

A presenca de residuos de antibidticos no leite resulta da aplicacdo de
diferentes substéancias no efetivo leiteiro, para a prevencao ou tratamento de
doencas, com destaque para infecgoes da glandula mamaria e as doencas do
trato reprodutivo. A presenca desses residuos é um fator de desclassificagao,
uma vez que torna a matéria-prima inadequada para o uso na industria e para
o consumo humano, ja que nao ha tratamento tecnoldgico que consiga inativar
tais substancias (SANTOS, 2003).

Os riscos a saude impostos pela presenca de residuos de antibidticos nos
alimentos podem ser classificados em microbioldégicos (favorecimento de
resisténcia de microrganismos) e riscos imunopatolégicos como as alergias
(HARDING, 1993). As reacdes alérgicas sdo frequentemente associadas aos
antibidticos beta-lactdmicos (penicilina), que podem desencadear choque
anafiladtico em individuos sensiveis (COSTA, 2002). De acordo com a World
Health Organization (2001), em paises desenvolvidos, 60% das infeccbes
hospitalares sdao causadas por microrganismos resistentes a diversos
antibidticos.

Entre os fatores responsabilizados pela disseminacao do fendmeno da
resisténcia bacteriana estd o uso indiscriminado de antibidticos, tanto em
medicina humana quanto veterindria. Apesar disso, esse fendbmeno é possivel
de ser controlado, principalmente através do desenvolvimento de programas
de vigilancia epidemioldgica em saude humana e animal. A aplicacdo de
métodos sistematicos de deteccdo de residuos de antibiéticos em alimentos de
origem animal é uma medida basica que deve ser adotada (WHO, 2001).

Para garantir amostras livres de residuos de drogas, muitos métodos tém
sido usados: como o método de inibicao microbioldgica, métodos imunoldgicos,
métodos enzimaticos, cromatografia gasosa, cromatografia em camada
delgada e cromatografia liquida de alta pressao (KANG; KONDO, 2001).

Varios protocolos de andlise sdo aprovados para deteccdo de residuos de

antibidticos no leite. Os diferentes métodos podem ser classificados de acordo
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com seu modo de acao: inibicdo de crescimento bacteriano, imunoldgicos,
cromatografia liquida e a gas e testes enzimaticos (CORASSIM, OLIVEIRA,
2003).

Ceftiofur é a terceira geracao do antibidtico cefalosporina. A forma usada
em medicina veterinaria, incluindo aplicacdo em vacas em lactagdo, é o sal
sodico ou o hidroclorato, de forma intramuscular. E um antibiético aprovado
para tratamento de doencas respiratdrias, metrites e problemas de casco em
gado bovino de corte e de leite. Para fémeas leiteiras, o produto é aprovado
para administracao intramuscular ou subcutanea somente (EMEA, 2002).

Smith et al. (2004) afirmam que quando a droga é utilizada dentro da
especificacdo, a concentracdo no leite ndao excede aos limites toleraveis legais.
Porém, e somente, com o uso em tratamentos de mastite por infusdo
intramamaria, ou seja, de forma ndo contemplada nas indicacdes contidas na
bula, pode ocorrer residuo no leite acima do tolerado.

Considerando as duvidas e prejuizos decorrentes da administracdo de
ceftiofur em fémeas lactentes, objetivou-se com este estudo verificar a
positividade de amostras de leite apdés administracdo intramuscular desse

antibiodtico utilizando os kits comerciais disponiveis.

2. Materiais e Métodos
2.1 Coleta das amostras
O estudo consistiu na administracao intramuscular de ceftiofur (uso
veterinario), na dose recomendada pelo fabricante, que é de 1 a 2mg/kg de
peso corporal. A droga foi administrada em seis fémeas lactentes de um
mesmo plantel, que comprovadamente nao estavam utilizando medicamentos
e tinham acesso ao mesmo tipo de alimento. Estes animais foram devidamente
identificados e separados em dois grupos de acordo com a produtividade: trés
fémeas de baixa e trés de alta produgdao de leite, sendo a média dos dois

grupos sete kg/leite/dia (baixa) e 17 kg/leite/dia (alta).
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Apds a ordenha, foi coletada amostra para realizacdo da analise de
presenca de antibidticos. Os tempos de coleta foram de 12 e 24 horas apés a
administracao do medicamento para os dois grupos de animais.

O leite foi transportado ao laboratério de uma industria de laticinios em
uma caixa com gelo. O tempo decorrente entre a coleta e analise foi inferior a

duas horas em todas as coletas.

2.2 Analise de residuos de antibioticos betalactamicos

Foram utilizados dois kits especificos para determinagdo de residuos de
antibiodticos betalactdmicos: SNAP®-Idexx e CHARM®-Charm Sciences.
Conforme manual dos fabricantes, esses kits possuem sensibilidade para
detectar 5,9ppb e 50ppb de ceftiofur em leite, respectivamente.

O leite proveniente das ordenhas dos seis animais foi analisado
diretamente (sem diluicdo) e apds diluicdo 1:1 e 1:10, utilizando como diluente
leite reconhecidamente isento de antibidticos. As diluicdes permitiram o ajuste
da sensibilidade dos testes SNAP® de 5,9ppb (original constante na bula), em
11,8ppb e 59ppb; no CHARM®, as sensibilidades foram 50ppb (original),
100ppb e 500ppb, respectivamente, na amostra original e nas diluicoes 1:1 e
1:10.

As andlises foram realizadas conforme instrucdo dos fabricantes. Para
analise do kit SNAP®-Idexx, 450uL da amostra homogeneizada foi adicionada
ao tubo plastico com o pellet contendo os anticorpos e enzimas, e
homogeneizados. O tubo foi adicionado ao bloco aquecedor a 45+5° C por 5
minutos. Apds esse periodo, a mistura foi adicionada ao dispositivo, e este
acionado quando atingia a area da amostra. A leitura foi realizada apds 4
minutos e o resultado considerado positivo sempre que a coloragcao da amostra
era mais clara que o controle.

Para andlise no kit CHARM® foi colocado o dispositivo na chapa
aquecedora a 55° C. Com o auxilio de micropipeta foi adicionado lentamente
300uLde leite na “ranhura” lateral a tira branca do dispositivo, evitando o

transbordamento. A leitura foi realizada apdés 8 minutos e o resultado
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considerado positivo sempre que a coloracao da linha “T” (teste) da amostra

era mais clara que o controle.

3. Resultados e Discussao

As analises realizadas com os testes SNAP® apds o periodo de 12 horas,
apresentaram resultados positivos, tanto no leite puro (sem diluicao) quanto
para as diluicdes nas proporcoes 1:1 e 1:10. Para o kit CHARM®, os resultados
foram o0s mesmos, com excecao das amostras da diluicao 1:10
(correspondente a 500ppb), que apresentou resultado negativo. Esta diferenca
era esperada, pois os dois testes possuem limites de deteccdo diferentes.

O resultado encontrado indica que o leite proveniente da primeira
ordenha apds administracdo do ceftiofur (12 horas), continha residuos do
medicamento maiores que 100 ppb, que é o limite maximo tolerado pela
legislagao brasileira (ANVISA, 2009). A concentragao da droga encontrada no
leite foi inferior a 500ppb, de acordo com o teste aplicado. O volume de leite
produzido pelos animais nao influenciou nos resultados obtidos, pois foram
iguais nos dois grupos, de alta e baixa producao.

Todas as andlises realizadas no leite ordenhado apdés 24 horas da
administracao da droga, independente da producao do animal ou diluigao
utilizada, mostraram resultados negativos para residuos de beta-lactamicos
(Tabela 1). Considerando a sensibilidade dos testes utilizados, a concentracao
no leite foi menor que 5,9 ppb em todas as amostras, ou seja, dentro do limite
permitido pela legislacao.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com Owens et al.
(1990), que encontraram residuos de ceftiofur no leite de animais tratados
ap6s 10 horas da aplicagdo, mas nao apds 24 horas. Os autores utilizaram no
estudo testes de inibicdo bacteriana, e concluiram que a aplicacdo desse
medicamento resulta em picos altos no soro sanguineo e no leite nas primeiras
horas apds administracao, porém, a excrecao é também rapida. No caso do

uso intramamario, o periodo de excrecdo no leite foi significativamente alto.
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Tabela 1 - Resultados obtidos para presenca/auséncia de residuos de
antibidticos em dois kits comerciais em leite de animais submetidos a

tratamento intramuscular com ceftiofur.

SNAP® CHARM®
Diluigao Direto 1:1 1:10 Direto 1:1 1:10
Sensibilidade 5,9 11,8 59 50 100 500
Grupo 1 (baixa produgdo)
12 ordenha (12hr) + + + + + -
23 ordenha (24hr) - - - - - -
Grupo 2 (alta producao)
12 ordenha (12hr) + + + + + -
23 ordenha (24hr) - - - - - -

(+) - Resultado positivo; (-) — Resultado Negativo.

O Comité Europeu (EMEA, 2002) publicou um documento sobre o uso de
ceftiofur em animais leiteiros, mas com tratamento intramamario. Em vacas
leiteiras foi observado que apds 12 horas do tratamento, 70% da dose
administrada estava presente no sangue e no leite, mas que, apds 96 horas,
0s niveis no leite estavam menores que 100ppb, ou seja, em uma
concentragao considerada segura para o consumo humano.

Apesar da Instrucdo Normativa 51 do Ministério da Agricultura e Reforma
Agraria (BRASIL, 2002) instruir a obrigatoriedade de realizacdo de testes no
leite produzido, varios trabalhos ainda demonstram a presenca de residuos em
alimentos de origem animal. Esta realidade também é constatada em
pesquisas realizadas em outros paises.

Em estudos de Carlos et al. (2004) foram avaliados leites do tipo C do
municipio de Campos dos Goyatases, RJ, com uso da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) e em apenas sete (32,56%) das 43 amostras de leite
ndo foram detectados residuos de antibacterianos. Folly e Machado (2001)
detectaram residuos de antibidéticos com o uso de métodos de inibicao
microbiana, enzimatica e imuno ensaios no leite pasteurizado na regido norte

do Estado do Rio de Janeiro. Os autores analisaram 300 amostras de leite e
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encontraram 13 delas positivas, revelando uma freqliéncia de contaminacdo de
4,33%.

Nero et al. (2007) realizaram um estudo em quatro regides leiteiras no
Brasil e verificaram a presenga de antibidticos em 24 das 210 amostras
coletadas nos tanques de expansao das propriedades rurais. As analises foram
realizadas com o kit CHARM®. Os autores atribuiram a positividade a falta de
instrugdes aos produtores rurais, ao fato que alguns antibacterianos utilizados
em fémeas lactentes ndao apresentarem periodo de caréncia ou introducdo
fraudulenta, uma vez que os residuos inibem o crescimento bacteriano,
camuflando a ma qualidade do leite.

A ocorréncia de residuos de antibidtico em 96 amostras de leite
pasteurizado de seis diferentes marcas adquiridas em estabelecimentos
comerciais de Piracicaba, SP foram analisadas por Nascimento et al.(2001). O
método utilizado foi o de inibicdo do crescimento bacteriano, com 50% das
amostras apresentando resultados positivos. Esse alto indice de positividade
pode ser consequéncia da fiscalizacdo ineficiente ou problemas na
padronizacao e especificidade do método de analises utilizado.

Para que o consumidor tenha seguranca na ingestao de produtos livres
de residuos, é importante uma fiscalizacdo mais efetiva desses alimentos
principalmente o leite, que é bastante consumido. Além de causar prejuizos as
industrias, principalmente as que fabricam produtos lacteos fermentados, a
ingestdo de residuos de antimicrobianos pode trazer varios prejuizos a saude
da populacgao.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que além do controle
dos residuos de medicamentos no leite, eles devem ser testados com relacdo
ao periodo de caréncia. Ndao ha um prazo determinado de caréncia para o
antibidtico ceftiofur, mas de acordo com os testes realizados com os Kkits
CHARM® e SNAP®, apds 12 horas da aplicacdo da droga nos animais, os leites
ainda apresentaram residuos acima dos limites permitidos.

Os testes utilizados para as anadlises do presente estudo sao semi-

guantitativos, ou seja, indicam se uma droga ou grupo estd presente em
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concentragdes acima ou abaixo de uma determinada sensibilidade informada.
Classificados como métodos imuno enzimaticos, apesar de aprovados pela
legislacdo, sao considerados como triagem. Pela rapidez nos resultados e
facilidade de uso sdo os mais utilizados pelas industrias de laticinios. Quando é
necessario conhecer qual droga especifica contaminou o leite em determinada
concentracao, devem ser empregados testes de carater quantitativo como o
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) ou outro aprovado pela
legislacao (BRASIL, 2000).

O Limite Maximo de Residuo (LMR) em pjg/L do antibidtico ceftiofur
tolerado pela legislagcao brasileira é de 100 ppb (ANVISA, 2009), e os testes
disponiveis no mercado possuem um limite de deteccao inferior. Nos casos dos
testes CHARM® e SNAP®, os limites de deteccao sao de 50 ppb e 5.9 ppb,
respectivamente. Essa diferenca entre o limite e a sensibilidade dos testes gera
impasses e discussdes entre industria e produtores, uma vez que se detectada
a presenga de residuos no leite recebido este deve ser descartado, pois ndo
servird como matéria-prima para a produgao de derivados.

No caso especifico do ceftiofur, os resultados desse estudo indicam que
nas primeiras horas apds a administracdo da droga, a concentragao no leite é
acima de 500ppb, ou seja, muito maior que a permitida. De outro lado, o leite
da proxima ordenha (24 horas de tratamento) apresenta concentracdes
inferiores a 5,9ppb e, portanto, a menor sensibilidade dos testes nao
apresenta erro de uso no caso desta droga. Com isso, apds o uso desse
medicamento, é necessario um periodo de caréncia de pelo menos 24 horas

para garantir a seguranca do alimento produzido.

CONCLUSAO

A andlise dos dados permitiu concluir que no periodo de até 12 horas
ap6s a aplicacdo do antibidtico ceftiofur foi observada positividade para
residuos de antibidticos em ambos os kits, indicando que as informacdes

contidas no medicamento devem ser revisadas, pois afirma que nao ha periodo



CRISTINA, M. et al. Uso de ceftiofur em vacas leiteiras e sua excrecao no leite. PUBVET,
Londrina, V. 4, N. 33, Ed. 138, Art. 937, 2010.

de caréncia. Apds 24 horas da administracdo da droga os resultados foram
negativos para ambos os testes.

Considerando os limites de deteccdo dos testes utilizados, a
concentracdao da droga no leite ordenhado apds 12 horas da administragdo do
ceftiofur, era maior que 100ppb e menor que 500ppb. Apds 24 horas, a
concentracao era menor que 5,9ppb. Os resultados demonstram que se nao
houver fiscalizacao eficiente, o leite pode chegar ao consumidor contaminado

por residuos de antibacterianos.
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