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RESUMO

O presente estudo objetivou realizar um diagndstico de situacdo em
relacdo a qualidade do leite em propriedades leiteiras do estado de
Minas Gerais, Brasil, implementar as Boas Préticas Agropecudrias
(BPA) e avaliar seu efeito na qualidade e volume do leite produzido a
partir do monitoramento dos principais fatores de risco identificados por
meio da aplicacdo de lista de verificagdo padrdo e controle analitico do
leite em diferentes tempos e condi¢des climdticas. Foram selecionadas
de forma aleatdria, 43 propriedades do estado de Minas Gerais, Brasil,
com producdo de leite didrio de até 500 L/dia (60%), 501 a 1.000 L/dia
(10%) e acima de 1.000 L/dia (30%). O trabalho foi realizado em trés
etapas subsequentes com intervalos de aproximadamente 48 dias, sendo:
I etapa, um diagndstico de situagido com coleta de amostras e aplicagdo
da lista de verificacio padronizada e posterior treinamento para
implementacdo das BPA; II etapa, nova coleta de amostras e reaplicacio
da lista de verificacdo com primeira avalia¢do do efeito do treinamento
sobre os procedimentos didrios e qualidade do leite produzido em curto
prazo; III etapa, repeticdo da II etapa em médio prazo. Para cada uma
das etapas foram coletadas amostras de leite cru refrigerado de tanques
de expansdo refrigeradores, sendo realizadas andlises fisico-quimicas
(teor de gordura, proteina, extrato seco total e desengordurado);
Contagem Bacteriana Total (CBT); Contagem de Células Somadticas
(CCS) e pesquisa de residuos de produtos de uso veterindrio e
contaminantes utilizando testes quali e quantitativos, contemplando os
principais ingredientes ativos dos grupos de antimicrobianos, lactonas
macrociclicas, piretrdides e aflatoxinas em leite cru. A partir dos
resultados obtidos para pesquisa de residuos de produtos de uso
veterinario nas amostras de leite cru analisadas, foram detectados 12
analitos dentre os 42 pesquisados, sendo os piretréides aqueles que mais
ofereceram risco de possiveis danos a saide do consumidor, com 6,8%
das amostras positivas e acima dos respectivos limites maximos
permitidos pela legislacdo brasileira. O treinamento para implementagio
das BPA diminuiu significativamente a ocorréncia de residuos de
produtos de uso veterindrio no leite cru, representando, em média, mais
de 60,0% de diminui¢do do risco de producio de leite com presencga de
residuos de produtos de uso veterindrio. Sua eficdcia foi ainda mais
significativa em relacdo aos grupos de antimicrobianos e lactonas
macrociclicas, porém ndo apresentando a mesma eficiacia em relacdo aos
residuos de piretréides. O uso de uma estratégia de prevencdo baseada
no risco para diminuir e/ou eliminar a presenca de residuos de produtos



de uso veterindrio no leite na producdo primdria € possivel no Brasil a
partir da adocdo das BPA na atividade. A implementacdo das BPA
demonstraram resultados positivos para o aumento do volume de
producio e qualidade do leite produzido, especialmente no que se refere
a CBT e, indiretamente a CCS. Algumas préticas isoladas foram
significativas em relacio ao treinamento para implementacio das BPA,
no entanto, o conjunto dessas praticas apresentou melhor resultado e
correlag@o positiva para producdo de leite livre de residuos de produtos
de uso veterindrio, sendo considerada uma ferramenta eficaz para
producdo de leite seguro para o consumo e util na prevengdo de
possiveis danos a satde do consumidor, prejuizos, descartes e/ou
contaminagdes ambientais. Para pesquisa de aflatoxinas no leite, foi
observada presenca em todas as amostras analisadas, no entanto, dentro
dos padrdes especificados pela legislacdo brasileira, com maior
frequéncia e concentragdes médias nos periodos climdticos mais secos.
O treinamento com conscientizacdo da mao-de-obra associada a
identificacdo e priorizacdo dos principais fatores de risco e de sua
adequacgdo com constante monitoramento e controle analitico do leite se
mostraram essenciais para prevengdo de riscos e produgdo de leite de
melhor qualidade e em maior quantidade, disponibilizando no mercado
um produto seguro para a satide do consumidor.

Palavras-chave: Residuos de produtos de uso veterindrio. Aflatoxinas.
Pesticidas. Qualidade do leite cru. Avaliacio de risco.



ABSTRACT

The aim of this study was to carry out a diagnosis of the situation in
relation to the quality of milk at dairy farms in Minas Gerais State,
Brazil, to implement Good Farming Practices (GFP) and to evaluate
their effect on the quality and volume of the milk produced based on the
monitoring of the main risk factors. These factors were identified
through the application of a standard verification list and analytical
control of the milk at different times and under varying meteorological
conditions. Forty-three dairy farms in the state of Minas Gerais, Brazil,
with a daily milk production of up to 500 L/day (60%), 501 to 1000
L/day (10%) and over 1000 L/day (30%) were randomly selected. The
study was carried out in three consecutive stages with intervals of
approximately 48 days. In stage I a diagnosis of the situation regarding
the collection of samples and application of a standardized verification
list with subsequent training for the implementation of the GFP was
carried out. In stage II, sample collection was once again carried out and
the verification list was reapplied with the first evaluation of the effect
of the training on the daily procedures and the quality of milk produced
in the short term. In stage III, stage Il was repeated in the medium term.
For each of the stages samples of raw milk cooled in refrigerant
expansion tanks were collected. Physico-chemical analysis of the
samples was carried out (fat, protein, total and skimmed dry extract
contents) and the total bacterial count (TBC) and somatic cell count
(SCC) were determined. The residues of products used for veterinary
purposes and contaminants were investigated using qualitative and
quantitative tests, considering the main active ingredients of the
antimicrobial, macrocyclic lactone, pyrethroid and aflatoxin groups in
raw milk. In relation to the results obtained in the determination of
residues of veterinary products in the raw milk samples analyzed, 12 of
the 42 analytes investigated were detected, the pyrethroids posing the
greatest potential health risk to the consumer with 6.8% of the samples
being positive and above the maximum limits established by Brazilian
legislation. The training for the implementation of GFP significantly
reduced the occurrence of residues of veterinary products in the raw
milk, representing, on average, over 60.0% reduction in the risk of the
production of milk with the presence of such residues in general. Its
efficiency was even more significant in relation to the antimicrobial and
macrocyclic lactone groups; however, it did not show the same
efficiency in relation to residues of pyrethroids. The use of a prevention
strategy based on risk to minimize or eliminate the presence of residues



of veterinary products in milk during primary production in Brazil is
possible based on the adoption of GFP. The implementation of GFP
provided positive results in terms of increasing the volume of
production and improving the quality of the milk produced, particularly
in relation to the TBC and, indirectly, the SCC. Some isolated practices
were significant in relation to the training for the implementation of
GFP, although the combination of these practices provided a better
result and a positive correlation with the production of milk free from
the residues of veterinary products. This can thus be considered an
effective tool for the safe production of milk for consumption and useful
in the prevention of possible negative effects on consumer health,
financial losses, discarding of product lots and/or environmental
damage. In the study on aflatoxins in milk, their presence was detected
in all samples analyzed, however, within the standards specified by
Brazilian legislation, with greater frequency and average concentrations
during periods of drier weather. The training to enhance the awareness
of the workers in relation to the identification and prioritization of the
main risk factors and their control through constant monitoring and
analytic control of the milk was found to be essential for risk prevention
and the production of better quality milk in greater quantity, providing a
safe product for the market in terms of consumer health.

Keywords: Residues of veterinary products. Aflatoxins. Pesticides. Raw
milk quality. Risk assessment.
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INTRODUCAO

Seguranca alimentar é assunto de interesse mundial, o que faz
com que paradigmas do desenvolvimento sustentivel e métodos de
planejamento e controle de qualidade sejam necessérios e desejaveis em
todos os elos que compdem a cadeia agro-alimentar. As empresas t€m se
voltado para a origem de seus problemas, buscando producdo e
tecnologias mais seguras que substituam os tratamentos convencionais
(destruicdo de produtos, penalizacdo de produtor, descarte de produtos,
recolhimento de produtos no mercado, dentre outros). A prevencdo é
preferivel por se tratar de medida mais efetiva especialmente em relagao
a presenca de residuos quimicos e contaminantes em alimentos, visto
que ndo hd tecnologia que seja capaz de minimizar ou reduzir os
impactos causados por estes residuos e/ou contaminantes a satde do
consumidor, assim como, industria e meio ambiente.

Produtos de uso veterindrio sdo utilizados na producdo animal
para prevengdo ou tratamento de doengas, controle de parasitas e como
aditivo alimentar, promog¢do de crescimento dos animais e melhoria da
eficiéncia na utilizacdo dos alimentos. Antimicrobianos sio
preconizados para tratamento de doencas infecciosas agudas, geralmente
por periodos relativamente curtos, de até uma semana. Periodos mais
longos s@o utilizados para promogdo do crescimento, para aumentar
ganho de peso e conversdo alimentar, ou como medida profildtica contra
uma ou mais doengas. Neste processo, 0s antimicrobianos ou seus
derivados metabdlicos podem acumular, depositar ou serem estocados
nas células, tecidos ou 6rgdos do animal (BRITO, 2000). Quando
vestigios destas substincias sdo detectados nos alimentos, sdo
denominados residuos.

Para garantia de produgdo de alimentos seguros é necessario
reduzir e prevenir o desperdicio durante o processo de producdo e néo
somente a tomada de acdes corretivas apds sua detec¢do. Especialmente,
quando se considera que andlises e verifica¢do laboratorial muitas vezes
ndo podem ser utilizadas em cardter preventivo, pois detectam o
problema instalado. O processo produtivo eficaz resulta da aplicacdo de
medidas eficientes no uso de matéria-prima selecionada e de boa
qualidade, recursos naturais e energéticos sustentdveis e seguros,
reducdo e eliminacdo de substdncias tdxicas e perigosas, uso
responsavel de substincias quimicas e produtos de uso veterindrio na
cadeia produtiva agroalimentar como um todo, e, desta forma, mitigar os
impactos econdmicos, sanitdrios, ambientais, além de proteger a saide
do consumidor (BRASIL, 1999).
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Grande parte dos programas internacionais que visam garantia da
seguranca alimentar se baseia no controle de remanescentes residuais
nos alimentos, em decorréncia do uso de produtos de uso veterinario,
micotoxinas ou por acidentes envolvendo contaminantes ambientais. O
Brasil, como um dos mais importantes parceiros comerciais no
fornecimento de alimentos, necessita desse controle, onde essa pratica é
quase imposicdo no contexto do comércio internacional de produtos
pecudrios in natura e processados (BRASIL, 1999).

O Brasil como um dos maiores produtores e exportadores de
proteina animal, tem grande responsabilidade no fornecimento de
alimentos de qualidade, para suprir a demanda ndo somente da
populacdo brasileira, como também, mundial, sendo o quarto maior
produtor de leite do mundo (EMBRAPA, 2013). No entanto, uma alta
producdo de leite com elevada produtividade, muitas vezes leva a
utilizacdo de produtos quimicos na producdo animal podendo acarretar
em sérias implicacdes na sadde publica. Assim, acredita-se que a adocdo
e padronizacdo de procedimentos com foco na prevengdo e controle do
uso de produtos de uso veterindrio no campo, especialmente as Boas
Praticas Agropecudrias (BPA), sejam de grande importancia para
garantia da saide animal e humana, com rastreabilidade, protecio
ambiental, abertura de novos mercados, e também, maior produtividade
e rentabilidade com segurancga, qualidade e responsabilidade.

Segundo McCluskey e Winfree (2009), sugere-se a adocdo de
programas proativos por parte das empresas antecipadamente as normas,
adotando padrdes internos mais rigorosos. Porém, ndo divergentes
buscando sempre consonincia com recomendagdes internacionalmente
reconhecidas. Portanto, torna-se interessante a utilizagdo de incentivos
privados, buscando pagamento diferenciado, melhor custo-beneficio,
maior garantia de seguranca e qualidade, assim como, conquista de
novos e mais exigentes mercados consumidores. Tal fato se apresenta
atualmente necessdrio, visto que os consumidores demonstram
percepcdes crescentes a respeito dos riscos em relagdo aos produtos
adquiridos, promovendo implicacdes diretas na sadde publica,
procurando cada vez mais uma alimentacao saudavel.

Esta tese é apresentada em forma de capitulos, sendo o capitulo 1
uma breve revisdo bibliogrifica sobre os principais fatores que
interferem e determinam a qualidade do leite, assim como, a
importincia e o impacto dos residuos de produtos de uso veterindrio e
contaminantes no leite, com apresentacio das  principais
regulamentagdes e programas de fiscalizacdo vigentes no Brasil e no
mundo, assim como, estratégias propostas para o controle e a prevengao
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de residuos quimicos em alimentos, acrescentando a importincia da
avaliacdo de risco para a garantia da seguranca dos produtos de origem
animal. Os demais capitulos foram elaborados no formato de artigos
cientificos.

O Capitulo 2 apresenta um diagnéstico de situacido em relagdo a
pesquisa de 42 analitos de produtos de uso veterindrio em amostras de
leite cru de propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil, analisadas no
presente estudo, segundo a legislacdo vigente no Brasil.

No capitulo 3, uma abordagem ¢é apresentada do impacto das
BPA sobre a ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio no
leite, com uma avaliacdo da influéncia do treinamento para
implementacdo das BPA sobre o risco de se produzir leite com presenga
de tais residuos.

O capitulo 4 apresenta uma andlise da influéncia de diferentes
condi¢des climdticas associada as Boas Praticas no manejo de ordenha,
na qualidade fisico-quimica, microbiolégica, contagem de células
somadticas (CCS) e volume didrio de producdo de leite nas propriedades
rurais selecionadas nesse estudo.

O capitulo 5 relata a influéncia de diferentes condicdes climaticas
sobre a estimativa de ingestdo didria e ocorréncia de residuos de
aflatoxina M; no leite, segundo as legislagdes nacional e internacional
vigentes.

O objetivo deste estudo foi avaliar o volume e a qualidade do
leite produzido em propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil, em
diferentes tempos e condi¢Oes climdticas. Além disso, foi realizado
treinamento para implementacdo das BPA buscando avaliar sua
influéncia sobre a qualidade e quantidade do leite produzido a partir do
monitoramento dos principais fatores de risco identificados por meio da
aplicacdo de listas de verificagdo padrdo e amplo controle analitico do
leite produzido.
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1 PRODUCAO E QUALIDADE DE LEITE

O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do mundo e
ocupa o quarto lugar em relagdo a producdo, com estimativa de 32
bilhdes de litros de leite (EMBRAPA, 2013). No Pais, os maiores
produtores estdo na regido Sudeste e, Minas Gerais lidera a produgio
nacional com aproximadamente 30% de toda producdo. Em seguida,
tem-se o Rio Grande do Sul (RS), Paranid (PR), Goids (GO), Santa
Catarina (SC) e Sao Paulo (SP) (IBGE, 2011).

Os parametros que definem a qualidade do leite variam entre
paises, regides, rebanhos, aspectos técnicos, sanitdrios e as condicdes
higiénicas para obtencdo e preservacdo da matéria-prima. Alguns
parAmetros s3o indicadores internacionais de qualidade do leite e
incluem, a contagem bacteriana total (CBT), os teores de gordura e
proteina, a contagem de células somdticas (CCS), residuos de produtos
de uso veterindrio e contaminantes e, o controle de tuberculose e
brucelose.  Variacbes nas  caracteristicas  fisico-quimicas e
microbioldgicas do leite afetam consideravelmente o processo de
producio de queijos e qualidade do produto final. Os principais pontos a
serem considerados sdo: variagdes nos teores de proteina e gordura do
leite devido a fatores genéticos ou de alimentacdo do gado
(principalmente no que se refere ao suprimento de energia);
concentracdo de cetona e ureia no leite e desordens metabdlicas; CCS e
saide do tbere; e, qualidade microbioldgica do leite refletido pelas
condi¢des de ordenha, coleta e estocagem do leite (TRONCO, 2008).

A presenga de residuos e/ou contaminantes no leite, tais como
antimicrobianos, antiparasitdrios, contaminantes inorginicos (metais
pesados), tireostdticos, beta-agonistas, promotores de crescimento,
poluentes ambientais, dentre outros, acarretam ndo somente danos 2
satde do consumidor, como também, sérios prejuizos as exportagdes no
agronegdcio internacional, importante para o desenvolvimento brasileiro
(GOMES, 2004).

Diversas industrias laticinistas no Brasil adotam sistemas de
pagamento por qualidade buscando bonificar os produtores utilizando
padrdes de qualidade do leite desejdveis e/ou penalizar baixa qualidade
com base em resultados obtidos a partir de andlises realizadas na rotina.
Os principais critérios utilizados nestes sistemas incluem parametros de
avaliacdo fisico-quimica, microbiolégica, CCS e residuos e/ou
contaminantes. Tal ferramenta € ttil e vantajosa a todos os setores da
cadeia lictea, pois beneficia a inddstria, aumentando o rendimento
industrial; o produtor rural, possibilitando remuneracdo mais vantajosa;
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o mercado varejista, aumentando vida ttil dos produtos lacteos; e, o
consumidor, com aquisicdo de produtos de qualidade, além de mais
Seguros.

1.1  QUALIDADE DO LEITE CRU REFRIGERADO

De acordo com o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), em seu Art. 475 (BRASIL,
1952), entende-se por leite, sem outra especificagdo, o produto oriundo
da ordenha completa, ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas. Trata-se de um alimento de
grande valor nutritivo, que no entanto, constitui também, excelente meio
de cultura para o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e
deteriorantes (TEUBER, 1992; CHAMBERS, 2002; RUEGG, 2003). Os
micro-organismos contaminantes podem causar alteragdes fisico-
quimicas e sensoriais, além de problemas econdmicos e de saide
publica, limitando a durabilidade do leite e seus derivados (JAYARAO
et al., 2004; ELMOSLEMANY et al., 2010).

A qualidade dos derivados lacteos depende diretamente da
qualidade intrinseca da matéria-prima e de sua adequada conservacio
(refrigerac@o até 4 °C), tempo de armazenamento e transporte até seu
processamento na inddstria, sendo o tempo e a temperatura de
refrigeracdo um ponto critico na produgdo de leite. Problemas podem
ocorrer a partir de um longo tempo de estocagem e/ou processo de
refrigeracdo inadequado, afetando irreversivelmente a qualidade do
produto final (CHAMBERS, 2002; JAYARAO et al., 2004; BAVA et
al., 2011), onde as préticas de manejo adotadas no campo influenciam
na qualidade do produto final (ELMOSLEMANY et al., 2010).

1.1.1 Qualidade fisico-quimica

De acordo com o Art. 476 do RIISPOA (BRASIL, 1952),
considera-se leite normal, o produto que apresente: caracteres normais;
teor de gordura minimo de 3,0%; acidez em graus Dornic entre 15 e 20;
densidade a 15 °C entre 1.028 e 1.033; lactose - minimo de 4,3%;
extrato seco desengordurado (ESD) - minimo 8,5%; extrato seco total
(EST) - minimo 11,5%; e, indice crioscépico minimo de -0,55 °C.

Além do RIISPOA, outra legislacio vigente no Brasil é a
Instrugdo Normativa n°® 62 do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2011a) que estabelece parametros
fisico-quimicos de qualidade para o leite cru refrigerado. Dentre os
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quais, o minimo de 3,0% de gordura, 8,4% de ESD e 2,9% de proteina,
além de 0,14 a 0,18 g/100mL em &cido latico, para acidez tituldvel.

De acordo com Harding (1995) a composi¢do quimica média do
leite é de 87,4% de dgua e 12,6% de sdlidos totais, 3,9% gordura; 3,2%
proteina; 4,6% lactose e 0,9% minerais. Segundo Santos, Rodrigues e
Rubinich (1989), esta composicdo varia devido a diversos fatores, tais
como: fisiologia individual, alimentacdo, estagio de lactagdo, por¢do da
ordenha, idade, raca, estagdo do ano, quantidade de leite produzido,
estado de saide da vaca, intervalo entre as ordenhas, persisténcia da
lactacdo, tamanho da vaca, variagdo entre os quartos, temperatura
ambiental e efeito de doencas.

A dgua é o componente mais abundante no qual se encontram em
solucdo os demais constituintes do leite, que t&€m demonstrado crescente
sinergismo. O extrato seco total (EST) engloba todos os componentes do
leite, exceto a dgua. O extrato seco desengordurado (ESD) compreende
todos os elementos do leite, menos a dgua e o teor de gordura
(TRONCO, 2008).

A composicdo do leite e sua qualidade tém papel fundamental
para a agroindustria, pois a producdo de derivados depende da
quantidade de constituintes especificos presentes no leite cru, como 0s
teores de gordura e ESD. No Brasil, a produg@o total de leite e o teor de
gordura sdo as caracteristicas mais enfatizadas pelos servigos de
controle leiteiro. A gordura é o componente do leite que mais varia
dentre todos os constituintes e pode ser facilmente modificado por
fatores nutricionais (TRONCO, 2008; GONZALEZ et al., 201 1).

A gordura do leite é quase totalmente constituida por
triglicerideos (99%), apresenta-se na forma de glébulos, sendo revestida
por uma membrana e composta de fosfolipideos e proteinas. O
triglicerideo possui quantidade significativa de acidos graxos saturados
de cadeia curta, enquanto os fosfolipideos apresentam também baixo
teor de dcidos graxos insaturados (6%). Embora os principais dcidos
graxos presentes na gordura sejam o palmitico, oléico e estedrico, esta
diferencia-se das demais gorduras animais pela quantidade significativa
de 4cido graxo de cadeia curta (C4 a Cy;) que apresenta (ARA[:TJO,
2008).

A proteina € o nutriente mais valorizado nos atuais sistemas de
pagamento por qualidade do leite, sendo a caseina seu principal
componente (GONZALEZ et al., 2011). O teor de proteina, varia de 2,8
a 4,0% do total de leite produzido, sendo também proporcional ao teor
de gordura presente. As caseinas correspondem mais de 80% do total de
proteinas, sendo o restante, composto por o-lactoalbuminas, [-
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lactoalbuminas, albumina sérica, imunoglobulinas (IgG;, 1gG,, IgA e
IgM), componentes secretores e lactoferrina (FARRELL et al., 2004).

A lactose é responsavel por 52% dos sélidos totais do leite e 70%
dos sélidos encontrados no soro do leite e o seu teor regula a dgua
presente na glandula mamadria e, assim, o volume de leite produzido
(SANTOS; FONSECA, 2007). A sintese de lactose é um dos
mecanismos criticos para sustentar a produgio de leite, uma vez que é
responsdvel pela drenagem de dgua para o alvéolo mamadrio. Essa é,
provavelmente, a razdo de ser o componente do leite que menos varia
em funcdo do ambiente (GONZALEZ et al., 2011). As mudancas na
concentragdo de lactose durante a mastite podem ocorrer devido a
passagem de lactose do leite para o sangue, o que pode ser comprovado
pelas concentragdes elevadas de lactose no sangue e urina de vacas com
mastite (SHUSTER et al., 1991). Adicionalmente, a lesdo tecidual
ocasionada pela mastite reduz a capacidade de sintese de lactose pelo
epitélio glandular, o que afeta significativamente a quantidade de leite
produzida, devido ao papel central da lactose como agente regulador
osmoético do volume do leite (MEPHAN, 1993).

O leite contém todos os minerais biologicamente importantes,
incluindo microelementos. As substincias minerais representam cerca
de 0,6 a 0,8% do peso do leite e, nas andlises, sdo designadas como
cinzas, representando o residuo que fica depois que o leite foi submetido
ao processo de incineracdo. Entre os minerais do leite, o célcio e o
fésforo representam um papel importante para a saide humana. O leite
contém ainda diversas vitaminas (mesmo que algumas estejam presentes
apenas como tragos), classificadas em lipossoliveis (A, D, E e K) e
hidrossoldveis (B e C), todas susceptiveis a destruicio por diversos
fatores: tratamentos térmicos, a¢do da luz e oxidacdes (TRONCO,
2008).

De acordo com Santos e Fonseca (2007), a qualidade do leite é
determinada por dois aspectos bdsicos: a composi¢do fisico-quimica e o
nivel higiénico-sanitario, os quais definem seu potencial nutricional,
industrial e de seguranca alimentar.

1.1.2 Contagem de Células Somaticas (CSS)

A mastite, inflamacdo da glandula mamdria, caracteriza-se por
mudancas fisico-quimicas na composicdo do leite e aumento na CCS,
especialmente de leucdcitos. Trata-se de uma das mais preocupantes
enfermidades do rebanho leiteiro, capaz de provocar considerdveis
prejuizos, pela reducdo de produgdo de leite decorrente da diminuigdo
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da capacidade secretora do tbere, pelo comprometimento das
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite. Além disso,
essa enfermidade pode resultar em problemas de satide publica, em
algumas circunstancias. A CCS é um pardmetro diretamente relacionado
com a saide da glandula mamdria do rebanho e intimamente relacionada
a qualidade industrial do leite. Pesquisas comprovaram que a CCS afeta
as caracteristicas sensoriais do leite e de seus derivados, rendimento
industrial para fabricacdo de lacteos e tempo de prateleira dos produtos
finais (KITCHEN, 1981; HARDING, 1995; TRONCO, 2008).

As células somadticas do leite s3o compostas basicamente por dois
tipos celulares principais: células de descamacdo do epitélio secretor e
células de origem do sangue. Em vacas sadias, 65 a 80% do total de
células somaticas sdo de origem epitelial, enquanto que este nimero
diminui para 50% em animais com mastite cronica e para 10 a 45%, em
casos mais graves. O aumento da CCS do leite nos casos de mastite
ocorre pela maior passagem de leucdcitos do sangue para a glandula
mamdria aliada a maior descamacdo do epitélio lesado. Entre os
leucdcitos, os neutrdfilos polimorfonucleares sdo aqueles que
apresentam maior aumento percentual, tornando-se predominantes entre
células somdticas nos animais acometidos pela mastite (ZACHOS;
POLITIS; GOREWIT, 1992).

Com base na importincia da CCS sobre a qualidade do leite,
alguns paises estabeleceram seus limites maximos permitidos no leite
para consumo humano. No Brasil, o limite mdximo vigente para CCS ¢é
de 600.000 células/mL, pardmetro que serd alterado para 500.000 e
400.000 células/mL a partir de julho de 2014 e 2016 nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste, respectivamente (BRASIL, 2011a),
aproximando-se progressivamente aos padrdes de paises e mercados
mais exigentes.

Virios fatores fisiolégicos e ambientais podem influenciar a CCS
do leite, tais como estigio de lactacdo, idade da vaca, nimero de
lactacdes, estacdo do ano, praticas de manejo, qualidade e eficiéncia da
ordenha e intervalos entre ordenhas. No entanto, estd bem esclarecido
que a infec¢do da glandula mamdria € o principal fator que afeta a CCS
(HARDING, 1995; DUFOUR et al., 2011).

De acordo com Tronco (2008), a mastite provoca uma série de
alteragdes fisico-quimicas no leite: modificagdes do pH; diminui¢do nos
teores percentuais de EST, caseina, gordura e lactose; aumento dos
teores percentuais de minerais como sédio e cloro e diminui¢do do
calcio e fosforo; aumento da atividade de algumas enzimas (catalase,
fosfatase dcida entre outras). Também podem ocorrer problemas



37

relacionados as caracteristicas sensoriais do leite, fermentacdes
anormais, demora na coagulacdo, dificuldade de separa¢do do soro do
leite no processo de fabricacdo dos queijos, diminui¢do no rendimento
de producgdo e diminui¢do da estabilidade térmica do leite, constituindo
os principais problemas tecnoldgicos observados na industria,
decorrentes do uso de leite proveniente de animal com mastite. Além
disso, alta CCS pode ser indicativo de maior risco da ocorréncia de
residuos de antimicrobianos no leite, pois demanda maior uso de
produtos veterindrios. Assim, o cuidado com a sadde ptiblica deve dar
€nfase especial aos residuos de antimicrobianos, pois 0s mesmos nio
sdo inativados pelos processamentos térmicos industriais tradicionais
(DUFOUR et al., 2011).

A CCS e CBT sido internacionalmente utilizadas como padrdes de
qualidade do leite. Para os produtores de leite em todo o mundo, a CCS
nao é apenas uma medida de sadde do tbere e desempenho do rebanho,
mas também, fator determinante de mercado, segundo Dufour et al.
(2011). No Brasil, presume-se que 50% das vacas leiteiras possuem
quartos infectados por mastite subclinica. Sendo que o risco da presenca
da mastite ¢ uma soma de diversos fatores individuais, de manejo,
alimentacdo, clima, tipos de ordenha e higiene em geral (TRONCO,
2008).

Em termos econdmicos, valores elevados de CCS trazem grandes
prejuizos tanto ao produtor de leite, quanto a inddstria de laticinios.
Com relagdo ao produtor, as maiores perdas estdo relacionadas a
reducdo na producdo pelos animais infectados. As perdas econdmicas
associadas a incidéncia de mastite, podem ser quantificadas da seguinte
forma, de acordo com dados de Blosser (1979): valor da produgdo de
leite ndo produzido (70% do total de perdas); descarte prematuro de
vacas (14% do total); valor do leite descartado (8% do total) e despesas
com veterindrio e tratamentos (8% do total). Com relacdo aos prejuizos
envolvendo as industrias de laticinios, pode-se dizer que estes sdo
causados pelas alteracdes fisico-quimicas e microbioldgicas do leite
com alta CCS, que acarretam diminuicdo da qualidade e rendimento
industrial dos derivados lacteos. Adicionalmente ao impacto econdomico
da mastite, ha perdas econdmicas significativas para as inddstrias devido
a baixa qualidade do leite.

Utilizando modelo estatistico, Schéellibaum (2000a) estimou que
um aumento na média nacional da CCS de leite de tanques de expansio
na Suica de 100.000 para 200.000 células/mL resultaria em perda de
aproximadamente 880 toneladas de queijo por ano. Isto significaria
perda financeira aos produtores de queijo de aproximadamente 14
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milhdes de francos suicos (cerca de US$7.750.000,00). Segundo Politis
e Ng-Kwai-Hang (1988), o queijo produzido com leite contendo
600.000 células/mL apresenta reducdes de 0,5% no teor de gordura, de
0,4% de proteina e de 0,9% de sodlidos totais do que aquele produzido
com leite contendo 100.000 de CCS. Assim, CCS superior a 100.000
células/mL, significa pior qualidade do leite e rendimento dos derivados
lacteos na inddstria.

Ainda que a presenca de células somdticas no leite ndo apresente
riscos diretos a satide do consumidor, a CCS é uma medida da qualidade
do leite relacionada com as condi¢des higi€nicas e sanitdrias de
producdo. De forma geral, as condi¢des higi€nicas das fazendas que
produzem leite com baixa CCS sdo melhores que aquelas que produzem
leite com alta CCS (BARKEMA et al., 1999; DUFOUR et al., 2011).
Estas propriedades, cujo leite possui menor CCS, apresentam menor
risco quanto a presenga de residuos de inibidores e contaminantes em
leite.

1.1.3 Qualidade microbiolégica do leite

A microbiota do leite é importante e reflete a satide da vaca, a
produtividade da fazenda, o valor do leite para a industria e influencia
na avaliacdo do leite pelo consumidor, sendo portanto, de grande
importancia econdmica para a cadeia produtiva. Métodos adequados e
estratégias estdo disponiveis para a producdo de leite indcuo e
legalmente de boa qualidade. A producdo de leite seguro beneficia o
animal, o produtor, a indudstria, meio ambiente e o consumidor. A
sobrevivéncia de todos os participantes da cadeia produtiva do leite
depende de producdo com a melhor qualidade possivel (TRONCO,
2008).

A ordenha das vacas de forma higi€nica, atestado sanitdrio do
rebanho, saide do ordenhador, condigdes sanitirias do ambiente de
ordenha, tipo de equipamento utilizado e suas condi¢des desde a
colheita até o transporte e entrega do leite a inddstria, assim como,
condi¢des e formas de beneficiamento industrial interferem de forma
direta na qualidade final do produto. Portanto, cada etapa de producio
exige o controle rigoroso de toda operacdo visando assegurar boa
qualidade fisico-quimica e microbiolégica do leite. Assim, a
manutencdo da qualidade depende da producdo higi€nico-sanitaria,
condi¢des de armazenamento na propriedade e de transporte do leite até
a industria (CERQUEIRA et al., 1999a).
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De acordo com Santos e Fonseca (2007), os critérios relacionados
com qualidade higiénica do leite sdo bastante diversos e adotados em
praticamente todos o0s paises que apresentam industria ldctea
minimamente desenvolvida para efeito de pagamento. Cabe destacar que
tais parametros, e, especialmente, aqueles relacionados com a qualidade
microbiolégica do leite, sdo utilizados como critério minimo para
aceitacdo da matéria-prima por parte da industria e inseridos dentro da
legislacdo oficial de cada pais ou regido. No Brasil, o atual parametro
para contagem bacteriana total (CBT) é de no méiximo 600.000
UFC/mL, sendo que novos e mais rigorosos valores, tais como, 300.000
e 100.000 UFC/mL serdo exigidos para as regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, a partir de julho de 2014 e 2016, respectivamente
(BRASIL, 2011a).

A baixa qualidade do leite cru € conhecida em todo o territorio
brasileiro, e como consequéncia resulta em produtos beneficiados de
qualidade inferior (NERO et al., 2004; NERO et al., 2005; ARCURI;
BRITO; PINTO, 2006; NERO; VICOSA; PEREIRA, 2009). O principal
pardmetro utilizado para se verificar a qualidade desse produto é seu
perfil microbiolégico, determinado principalmente pela forma de
obten¢do, armazenamento e transporte do leite. Grupos especificos de
micro-organismos como os aerébios mesoéfilos, coliformes e
psicrotréficos sdo pesquisados para esse fim. A presenga de elevada
contaminag¢do microbiana em leite e derivados compromete a vida util
desses produtos, jd que promove a deteriora¢do de alguns componentes,
como protefnas, gordura e agiicares (CHAMBERS, 2002).

Elmoslemany et al. (2010) realizaram estudo no Canada
buscando determinar os fatores de risco (dados demogrificos e
climdticos, limpeza e higiene dos animais, procedimentos de ordenha e
controle de mastite, assim como manutengdo e limpeza de
equipamentos) associados a mad qualidade microbioldgica do leite
armazenado sob refrigeracdo em tanques de expansdo. Os dados foram
coletados a partir de 235 produtores de leite, dos quais 153 responderam
a pesquisa (taxa de resposta de 65%). Observou-se que a CBT pode ser
considerada como indicador das condi¢des higi€nicas de producgdo de
leite, que, no entanto, sofre grande variacdo sazonal, observando-se
melhor qualidade de leite durante o inverno (periodo seco).

A qualidade industrial também estd intrinsecamente relacionada
com a qualidade microbiana da matéria-prima. Pesquisas demonstraram
que caracteristicas sensoriais dos produtos finais, vida de prateleira e
rendimento industrial sdo afetados de forma significativa pela qualidade
microbioldgica do leite. As bactérias fermentadoras de lactose levam ao
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aumento da acidez do leite que compromete, dentre outros aspectos, o
processamento industrial e qualidade dos produtos finais, tais como,
leite tratado termicamente pelo processo de Ultra Alta Temperatura
(UAT) e queijos. Os micro-organismos psicrotréficos podem produzir
enzimas, que ao degradarem as fragdes proteicas e lipidicas no leite e
derivados, reduzem sua vida de prateleira, provocando “geleificacdo” do
leite UAT e queda no rendimento industrial para fabricacdo de
derivados lacteos (BEZERRA, 2008).

1.1.4 Micotoxinas em leite

O leite é altamente susceptivel a contaminagdes microbianas
tornando-o facilmente deteriordvel, podendo ser veiculo de toxi-
infeccdo alimentar. Existe, ainda a contaminacdo ocasionada por
substincias e/ou residuos quimicos entre 0s quais as micotoxinas, com
grande destaque para o grupo das aflatoxinas, produzidas por algumas
espécies de Aspergillus que crescem em alguns tipos de grios, cereais e
racdes. As condi¢cdes ambientais que mais favorecem o desenvolvimento
de fungos nos alimentos sdo a umidade relativa do ar (URA) entre 50 e
85% e temperatura ambiente proxima de 28 °C (JAY, 1992).

Aflatoxinas sdo compostos altamente téxicos, mutagénicos,
teratogénicos e carcinogénicos. A Aflatoxina B; (AFB,) € considerada a
mais potente toxina hepatocarcinogénica, destacando-se nesse grupo a
Aflatoxina M; (AFM,), considerada metabdlito da AFB; devido a sua
hidroxilacdo, secretada no leite de mamiferos que ingerem alimentos
contaminados (BAKIRCI, 2001; LOPEZ et al.,, 2001). Como a
contaminagdo tem inicio na alimenta¢do animal, os controles devem ser
rigorosos nos processos de fabricacio de ragdes animais, especialmente.
Além disso, torna-se necessdrio investimentos em educag¢do para
conscientizagdo dos produtores rurais, inddstrias de laticinios e
consumidores, em relacdo as perdas econdmicas e efeitos tdxicos
advindos da presenca de aflatoxinas no leite (SADIA et al., 2012).

Segundo Creppy (2002), o consumo de 1 a 3% de AFB; no
alimento ja é suficiente para que se detecte AFM; no leite produzido,
podendo ocorrer variacdo individual por animal, tempo de ordenha e
outros fatores. Apds cessar o consumo de alimento contaminado com a
toxina, em até 72 horas s@o reduzidos os niveis de concentracdo de
AFM, no leite, se tornando indetectavel. A AFM, esta classificada no
Grupo 1 de risco (carcinogénicos para humanos) pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC, 2002). Assim, a exposi¢io
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a AFM, por produtos lacteos contaminados pode ser considerada sério
problema de satide piblica (RUANGWISES; RUANGWISES, 2010).

Os humanos podem ser expostos a AFM; pelo consumo de
produtos lacteos contaminados. Beb&s e criangcas sofrem maior
exposicdo e risco, devido ao maior consumo desse género alimenticio.
No entanto, ndo se pode eliminar o risco da toxina ser excretada pelo
leite de lactantes contaminadas (TURCONI et al., 2004). A aflatoxina é
um composto termoestdvel, ndo sendo modificada completamente ou
inativada pelos tratamentos térmicos pelo calor, como utilizados na
pasteurizacdo do leite, podendo estar presente em produtos lacteos
pasteurizados, esterilizados e fermentados (PIETRI et al., 1997).

Estudos mostram que a contaminacgdo do leite e seus derivados
lacteos por aflatoxinas, assim como sua concentra¢do nos produtos,
variam conforme a posicdo geogréfica, nivel de desenvolvimento do
pafs e estagdo climdtica (TAJKARIMI et al., 2008). Em pequenas
propriedades de producdo de leite extensiva, na primavera e verdo
(periodo chuvoso), sdo oferecidos alimentos mais frescos aos animais,
com maior disponibilidade de pastagens e volumoso. No entanto, em
meses mais frios e secos (periodo seco) sdo preparados e fornecidos
alimentos concentrados e silagem aos animais, que se estocados de
maneira inadequada podem ser contaminados por aflatoxinas
(KAMKAR, 2005; TAJKARIMI et al., 2008; HESHMATI; MILANI,
2010). Para eficaz controle da contaminagdo por aflatoxinas em leite,
deve-se monitorar o suprimento de alimentos para os animais visando
reducdo de contaminacdo obedecendo as boas prdticas de manejo e
estocagem dos alimentos (KAMKAR, 2005; BILANDZIC;
VARENINA; SOLOMUN, 2010).

VariagOes sazonais sdo reportadas em relagdo as concentragdes
de AFM,; em leite cru, sendo que niveis maiores sdo observados no
inverno (periodo seco) e menores no verdo (periodo chuvoso)
(KAMKAR, 2005; HUSSAIN E ANWAR, 2008; NEMATI et al., 2010;
RUANGWISES; RUANGWISES, 2010). Ruangwises e Ruangwises
(2010) propuseram revisdo para modificacdo dos limites de referéncia
para AFM; em leite cru e seus derivados na Tailandia, por encontrar
AFM,; em 240 amostras de leite coletadas de tanque de expansdo de 80
fazendas tailandesas. Nas amostras coletadas no inverno, as
concentracdes de AFM,; foram significativamente superiores (0,089
ug/L) do que aquelas observadas em amostras de leite coletadas em
periodos secos e chuvosos, com médias de 0,071 e 0,05 pg/L,
respectivamente.
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A Unido Europeia estabeleceu limite de referéncia maxima para
AFM,; em leite e produtos licteos de 0,05 ug/L, sendo que produtos
lacteos para alimentacdo de bebé&s devem atender ao maximo de 0,025
ug/L (COMMISSION REGULATION, 2010). No Brasil, o limite
maximo tolerado (LMT) em leite, estabelecido pelo Ministério da
Saide, € de 0,50 pg/L (BRASIL, 2011b). No entanto, os niveis de
micotoxinas deverdo ser tdo baixos quanto razoavelmente possivel,
devendo ser aplicadas as melhores préticas e tecnologias na produgdo,
manipulacdo, armazenamento, processamento e embalagem, de forma a
evitar que um alimento contaminado seja comercializado ou consumido
(BRASIL, 2011b).

Algumas pesquisas de prevaléncia de AFM; em leite e
derivados foram realizadas no Brasil. Em Minas Gerais, Souza, Vargas e
Junqueira (1999) observaram 27 amostras positivas em 110 amostras
analisadas, correspondendo a 24,5% do total de amostras utilizando o
método ELISA. No entanto, AFM, foi confirmada em cinco amostras
(18,5%) por cromatografia em camada delgada (CCD).

1.1.5 Residuos de produtos de uso veterinario em leite

Os antimicrobianos sdo substancias quimicas produzidas pelo
metabolismo de determinadas cepas bacterianas, fungos e actinomicetos.
Podem, em solucdes diluidas, impedir tempordria ou definitivamente as
funcdes vitais de outras bactérias, determinando os conhecidos efeitos
bacteriostaticos e/ou bactericidas. O uso seguro e correto dessas
substincias para tratamento e prevencdo de doencas e para melhorar a
eficiéncia alimentar estd amplamente difundido na producdo animal e,
em alguns casos, até mesmo dependente e intimamente relacionado ao
aumento na atividade de produgao (SHAIKH, 2011).

O desenvolvimento e identificacdo precoce de agentes
antimicrobianos para uso na medicina veterindria estdo sujeitos a muitos
desafios técnicos como aqueles encontrados no uso destas substancias
para tratamento de doengas infecciosas humanas. No entanto, hd
consciéncia de que algumas classes de antimicrobianos utilizados na
medicina veterinaria sdo as mesmas utilizadas na medicina humana,
podendo contribuir para o problema da resisténcia microbiana de
patégenos em humanos e, também em animais, especialmente no que
diz respeito as doencas de origem alimentar, como salmonelose e
campilobacteriose. Assim, a interface entre medicina veterindria e
humana ao uso de antimicrobianos e resisténcia microbiana,

N

especialmente no que diz respeito a seguranca alimentar, comecgou a
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redirecionar a conduta da indidstria em busca de novos agentes
antimicrobianos a serem comercializados para uso em medicina
veterindria. Para tanto, a utilizacdo de ferramentas para gestdo de risco,
com uso apropriado dos antimicrobianos assegurando sua eficicia e
minimizando o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, devem ser
enfatizados (SHRYOCK; RICHWINE, 2010).

A preocupacdo relacionada com a possivel presenca de
antimicrobianos no leite € constante por parte das inddstrias de
laticinios, especialmente em relacdo ao seu impacto no processamento
de produtos lacteos fermentados e riscos de saide publica. Dentre as
drogas apontadas, a classe dos antimicrobianos é aquela que tem
monitorizacdo mais frequente, conjunta ou paralelamente com o
controle de inibidores de forma geral. Isto em decorréncia dos métodos
disponiveis para andlise serem mais acessiveis e baratos do que aqueles
aplicados para vermifugos, carrapaticidas e hormonios. Assim, a
presenca de substincias inibidoras estd mais relacionada ao uso de
antimicrobianos, sendo mais provdvel devido aos tratamentos de
animais com doengas, em especial, mastite e doencas do trato
reprodutivo (SANTOS; FONSECA, 2007).

De acordo com Tronco (2008), os testes para deteccdo de
residuos e/ou conservantes no leite devem buscar a avaliacdo de
residuos de antimicrobianos, vermifugos, carrapaticidas, hormonios e
desinfetantes com crescente importdncia nos programas de
monitoramento e pagamento do leite. Para tanto, a maioria dos paises
estabeleceu limites maximos de residuos (LMR) na legislacio para cada
droga especifica, pois hd preocupacdo crescente por parte dos
consumidores, o que leva a uma pressdo de mercado para que o risco da
presenca dessas drogas nos alimentos seja minimizado.

Segundo Mitchell et al. (1998) e Schiellibaum (2000b), o
emprego de antimicrobianos em animais de producdo é uma ferramenta
fundamental para o tratamento e preven¢do de doengas, sendo que o0s
primeiros usos destas substancias em rebanho leiteiro estdo relacionados
ao tratamento de mastite. Outro emprego de antimicrobianos em animais
de produgdo € sua adicdo em ragles, com objetivos de aumento do
desempenho do animal. Com a disseminacdo de sistemas intensivos de
producdo de leite, o emprego de antimicrobianos se tornou essencial
para a manutengdo da saide animal, produtividade, conforto e bem estar
dos animais.

Em outro estudo realizado por Pontes-Netto et al. (2005) foram
levantados os principais produtos de uso veterindrio na atividade leiteira
a partir de informagdes geradas por estabelecimentos comerciais
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(cooperativas, distribuidoras e revendedoras de medicamentos
veterindrios). Os resultados evidenciaram que os antimicrobianos (beta-
lactdmicos, aminoglicosideos e tetraciclinas) e os antiparasitdrios
(avermectinas, piretroides e organofosforados) foram os grupos de
maior destaque no estado do Parand, Brasil. Nesse trabalho, foram
identificadas 255 marcas comerciais mais utilizadas e 152 principios
ativos, usados associadamente ou nao.

As mais altas concentragdes de antimicrobianos no leite ocorrem
depois da aplicagdo intramamdria (SCHAELLIBAUM, 2000b). De
acordo com Smith e Hogan (1998), que pesquisaram residuos de
antimicrobianos em mais de 8.346 fazendas dos EUA, hd relagdo entre
CCS e ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite. Segundo os
autores, cerca de 60% dos casos com presenca de residuos ocorreram
em fazendas que produziam leite com CCS acima de 400.000
células/mL.

Schéellibaum (2000b) afirma que a maioria dos casos de
contaminag@o do leite por antimicrobianos € devida a inobservancia do
periodo de caréncia, ordem de ordenha e limpeza insuficiente dos
equipamentos de ordenha. A andlise de 4.628 casos de leite
contaminado enviado para indistria processadora de queijos na Suica
revelou que 952% dos casos foram advindos de tratamento
intramamadrio (sendo 83,2% durante lactacdo e 12% no periodo seco);
3,34% devido ao tratamento parenteral; 0,6% devido ao tratamento
intra-uterino; e, 0,4% aplicacdes de uso tépico de antimicrobianos.

O fator que mais influencia na detec¢do de residuos de
antimicrobianos no leite é o fator humano, uma vez que a contaminacio
do leite por esses residuos pode ocorrer, por falta de informacdo ou
mesmo, intencionalmente em cardter fraudulento, pelo ndo descarte do
leite de animais em tratamento e/ou adi¢do direta ao leite para diminuir
contaminag@o microbiana. Tal fraude pode ser evitada pela identificacio
do animal, respeito ao periodo de caréncia do medicamento utilizado e
eliminacdo do leite do animal sob tratamento (SCHAELLIBAUM,
2000b; SHAIKH, 2011).

Com o intuito de garantir a seguranca dos alimentos em relacao
aos residuos de produtos de uso veterindrio, a aprovagdo de
medicamentos para animais de producdo estd em muitos paises
relacionada ao periodo de caréncia. Esse periodo baseia-se em relagdo
aos niveis aceitdveis (estabelecido pela legislagdo vigente em cada pais
e/ou regido) e indica o periodo de tempo em que o leite do animal
tratado nao pode ser destinado ao consumo humano. Esses periodos de
caréncia sdo geralmente especificados para vacas em lactacdo. Em caso



45

de tratamentos de vacas secas (fora do periodo de lactacdo), o tempo de
descarte é mais longo (SCHAELLIBAUM, 2000b).

A presenga de residuos de produtos de uso veterinario no leite
estd relacionada principalmente: (1) ndo observacdo do periodo de
caréncia dos produtos utilizados em vacas ordenhadas, com envio do
leite com residuos para consumo humano; (2) mistura acidental do leite
contaminado com residuos ao ndo contaminado; (3) excrecdo
prolongada do produto de uso veterindrio e/ou uso pela via incorreta de
administragdo; (4) pari¢des antes do periodo esperado; (5) contaminagdo
dos equipamentos de ordenha; (6) ordenha acidental de vacas no periodo
seco; (7) descarte somente do leite dos quartos tratados; (8) deficiéncia
ou falta de anotacdo dos tratamentos realizados; (9) ndo identificacio
das vacas tratadas ou perda da identificacdo; (10) falha de notificacido do
periodo de retirada do leite para consumo; e, (11) uso de produtos
veterindrios para vacas secas durante a lactacdo (McEWEN; BLACK;
MEEK, 1991). E importante destacar que pode haver migracdo de
residuos de antimicrobianos do(s) quarto(s) tratado(s) para aquele(s) ndo
tratado(s) de um mesmo animal, segundo Folly et al. (2008).

Além do uso de antimicrobianos, observa-se o uso constante e/ou
concomitante de antiparasitarios nos animais para controle e tratamento
de endo e ectoparasitas. No entanto, o quadro atual do controle quimico
do carrapato tem demonstrado aumento progressivo de resisténcia e,
consequentemente, maior frequéncia na aplicacdo de acaricidas, com
presenca de residuos desses produtos no leite e carne, de acordo com
Mendes, Lima e Prado (2007). Segundo a FAO (2009), o combate ao
carrapato estd direcionado a pesquisas de estratégias de controle,
combinado ao uso prudente e racional dos parasiticidas disponiveis
como alternativas de controle, que levam a manuten¢do de populacdes
parasitdrias abaixo do seu limiar econdmico com minimo impacto
ambiental. Como métodos alternativos ndo-quimicos, incluem-se uso de
animais geneticamente resistentes aos ectoparasitas, desenvolvimento de
vacinas, gerenciamento de pastagem com alternancia de espécies e
controle biolégico (LEAL; FREITAS; VAZ ] IjNIOR, 2003).

A)  Impactos provocados pelo uso de produtos veterindrios na
atividade leiteira

A presenga de residuos de produtos de uso veterindrio no leite
pode levar a sérios danos a producdo animal, a satide do consumidor
final, assim como, perdas de rendimento industrial devido aos
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problemas tecnoldgicos acarretados no processamento de derivados
lacteos, mesmo em pequenas quantidades.

¢ [mpactos relacionados a indistria de laticinios:

A presenga de residuos de produtos de uso veterinario no leite
pode causar inibicdo na multiplicacdo de sua microbiota, interferindo
nos resultados de andlises laboratoriais de controle de qualidade, bem
como na fabricacdo de derivados como queijos e iogurtes (VAN
SCHAIK; LOTEM; SCHUKKEN, 2002). Antimicrobianos também
podem ser utilizados de forma ilegal como agentes na preservagdo e
reducdo da carga microbiana do leite (KANG'ETHE et al., 2005). O
tratamento térmico do leite tem mostrado pequena ou nenhuma
influéncia sobre a atividade dos residuos no leite (PAIGE;
TOLLEFSON; MILLER, 1999; SCHAELLIBAUM, 2000b; ROCA et
al., 2011).

As substancias antiparasitdrias, também consideradas produtos de
uso frequente na medicina veterindria para controle de endo e
ectoparasitas, incluem produtos comerciais como vermifugos, larvicidas,
acaricidas, inseticidas e outros. Mais estudos sdo necessdrios para
avaliar seus efeitos sobre o processamento tecnoldgico de derivados do
leite. Para o rebanho leiteiro, existem diversas restricdes para o uso em
vacas durante a lactagdo pela eliminacdo e persisténcia geralmente
prolongada do produto no leite, como é o caso do levamizole e
mebendazole (FAGUNDES, 1997).

¢ Impactos relacionados a saide publica e ao meio ambiente:

Dentre os problemas de satide advindos do consumo de leite com
a presenca de residuos de antimicrobianos, pode-se ressaltar o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, devido ao comprometimento
da microbiota intestinal, assim como, efeitos teratogénicos de alguns
principios ativos, intoxicac¢des, problemas auditivos (estreptomicina),
anemia apldstica (cloranfenicol), reacdes de hipersensibilidade ao
principio ativo (urticérias, dermatites, rinite e asma bronquica), podendo
levar até mesmo a casos de choque anafilitico e morte (PAIGE;
TOLLEFSON; MILLER, 1999; SCHAELLIBAUM, 2000b).

Segundo Brito e Portugal (2003), residuos de antimicrobianos
encontrados em produtos de origem animal podem estar relacionados a
reacOes de hipersensibilidade e, no caso das tetraciclinas, reagdes de
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fotossensibilizag@o. As tetraciclinas sdo frequentemente utilizadas como
aditivos alimentares para animais produtores de alimentos e possuem
acdo sobre bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, com perfil de
baixo custo. Dentre as mais de 20 tetraciclinas existentes no mercado, a
tetraciclina, clortetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina sdo as mais
comumente utilizadas na medicina veterindria. Entretanto, residuos de
tais antimicrobianos nos alimentos podem ser encontrados devido a
falhas em sua administracdo e emprego na producdo animal (IBARRA
etal., 2011, ONAL, 2011).

Os antimicrobianos apresentam amplo espectro de variagdo em
relacdo a sua toxicidade, niveis seguros de residuos e intervalos de
seguranca bem definidos. No leite, a presenga de residuos pode causar
alergias em individuos sensibilizados, frequentemente associadas aos
antimicrobianos beta-lactamicos (penicilinas). De acordo com Weaver
(1992), estima-se que aproximadamente 3,5% das pessoas tratadas com
doses terapéuticas de sulfonamidas exibem reacdes adversas e que mais
de 10% sejam alérgicas as penicilinas e seus metabdlitos. Estas reagoes
incluem desde episddios de asma, transtornos digestérios e crises de
urticaria, até a possibilidade de choque anafilitico (NASCIMENTO;
MAESTRO; CAMPOS, 2001).

Dependendo do nivel de residuos de antimicrobianos, sérios
danos a saide humana podem ser esperados. Estudos de farmacocinética
demonstraram que tetraciclinas ndo sdo bem absorvidas pelo trato
gastrintestinal. No caso da oxitetraciclina, a taxa de absorcdo para
condicdo de estdbmago vazio é de, aproximadamente, 60% do total
ingerido. A absorgcio é afetada pela ingestdo conjunta de produtos
lacteos, hidréxido de aluminio, bicarbonato de sédio e sais de célcio e
magnésio devido a formagdo de quelatos e altera¢des no pH estomacal.
Apés a absorgdo, a oxitetraciclina é largamente distribuida pelo corpo e
eliminada, principalmente, pela urina. No entanto, o risco para saude
publica resultante da utilizacdo desses medicamentos veterindrios
sempre foi uma questdo ainda sem resposta para as autoridades de satide
em todo o mundo (ONAL, 2011).

Os residuos das sulfonamidas sdo preocupacdo devido a sua
potencial toxicidade, pois seus residuos e metabdlitos podem levar a
reacOes alérgicas em pessoas sensiveis, distirbios no sistema
hematopoiético e efeitos carcinogénicos, j4 demonstrados em ratos.
Além destes efeitos, os residuos destas substincias antibacterianas
podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcia nas bactérias
patogénicas, reduzindo a efetividade do seu uso como substincias
terapéuticas humanas (SHERIDAN et al., 2008).
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As concentragcdes da maioria dos residuos quimicos com
possibilidade de serem detectadas nos produtos de origem animal sdo
suficientemente baixas para que, com raras excecdes, provoquem efeitos
nocivos durante uma tnica exposi¢do, ou em pequena frequéncia. Tal
fato aumenta a importancia da pesquisa de residuos em leite, afinal se
trata de um dos alimentos mais consumidos e por maior periodo, e estd
presente na mesa do consumidor desde a infincia até os dltimos anos de
vida. Excecdo aos individuos sensibilizados a compostos especificos,
como penicilina, cloranfenicol e sulfonamidas, a um grau tal, que até
uma pequena exposicdo em baixas concentragdes desses residuos
poderia desencadear reacdo de hipersensibilidade, com variacdes
individuais desde leve erupg¢do até efeitos mais graves e potencialmente
mortais (GOMES, 2004).

Os efeitos neurotéxicos dos piretrdides sdo amplamente
conhecidos e se caracterizam por tremores, hiperatividade, irritacdo,
aumento da temperatura corpérea, hiper-salivacdo, diarreia, midriase
entre outros. Neste contexto, Lazarini et al. (2001) relataram que a
exposicdo aos inseticidas piretrdides induz alteracdes comportamentais
em ratos, bem como, em outras espécies, incluindo humano. H&
descri¢cdo de diminui¢cdo da atividade motora, altera¢des sexual, social e
de coordenacdo motora, aumento da agressividade, deficiéncia na
aprendizagem e memdria, como alguns dos efeitos comportamentais em
ratos expostos aos inseticidas piretréides (WOLANSKY; HARRILL,
2008). Alguns relatos de associa¢do do uso de pesticidas com doengas
como Alzheimer e Parkinson tém sido relatadas (CASIDA; DURKIN,
2013).

A ocorréncia de bactérias com resisténcia multipla no ambiente é
um fendmeno frequente e atribuido ao intenso uso de antimicrobianos
tanto em medicina humana como na produgdo animal. Sabe-se que a
administracio de quantidades subterapéuticas de antimicrobianos
ocasiona aumento na frequéncia de bactérias resistentes, tanto no
homem quanto nos animais. Nesse sentido, a presenca de residuos no
leite pode ter efeito adverso na microbiota intestinal humana, o que pode
prejudicar sua acdo protetora local. Além disso, o leite com residuos de
antimicrobianos pode propiciar a formacdo de microbiota resistente.
Assim, o risco para a saide humana decorre de infec¢des por micro-
organismos resistentes ou por transferéncia de resisténcia a bactérias
patogénicas, podendo prejudicar tratamentos médicos necessdrios
(PAIGE; TOLLEFSON; MILLER, 1999; MARTINEZ-MARTINEZ;
CALVO, 2010; SHRYOCK; RICHWINE, 2010).
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A resisténcia bacteriana tem impacto multiplo sobre a defesa
sanitdria animal e humana, visto que diminui opgdes de tratamentos
clinicos empiricos obrigando ao uso de antimicrobianos de amplo
espectro e de tultima geracdo, exigindo em curto e médio prazos, o
desenvolvimento de novos produtos comerciais que ajudem a controlar
esse grave problema (MARTfNEZ-MARTfNEZ; CALVO, 2010;
RODRIGUEZ et al., 2010).

Para Spinosa, Gérniak e Bernardi (2006), o uso inadequado dos
agentes antiparasitdrios vem promovendo a presenga de residuos nos
tecidos e no leite dos animais de producdo. Muitas vezes, os valores
detectados sdo superiores aos limites maximos tolerdveis por tais
produtos. Outra preocupagdo resultante do uso de endectocidas é o
impacto ambiental, pois sdo excretados nas fezes de forma inalterada,
podendo exercer efeitos adversos sobre populacdes de artrépodes e
nematddeos colonizadores do bolo fecal.

Na Figura 1.1, s@o apresentadas algumas relacdes entre o uso de
produtos veterindrios, seus residuos no ambiente e em alimentos para
consumo humano, desenvolvimento de resisténcia nos micro-
organismos e rotas de veiculacdo aos humanos. Como consequéncias do
aparecimento de bactérias resistentes, pode haver a diminuicdo de
eficdcia dos tratamentos, aumento da gravidade da infec¢do, aumento do
periodo de tratamento e uso de antimicrobianos mais téxicos e caros
(PERES; AIROLDI; REYES, 2007).

Figura 1.1 - Rotas de transmissdo dos antimicrobianos e de micro-organismos
resistentes na cadeia alimentar e no meio ambiente

Antimicrobianos veiculados pelos animais

¥ L 2 v
Matéria fecal e/ou urina Produtos de origem animal Picsentade
contaminada com alitimicrobnuos t ds 3 joro antimicrobiaos o3
e/‘ou(111ic1fo—(cn'm11is1nos 1‘esiste(11tes CO;— aauxﬁlsl]iloo:l'cez]i?teu;?io alimentos paraiseses
& g SIEA : humanos
v
Aguas contaminadas e/ou fezes ™| Micro-organismos
utilizadas como adubo organico resistentes
i v
Plantas, verduras .| Consumidores em geral e
e frutas pacientes hospitalizados
L,| Presenga de antimicrobianos nos
alimentos para seres humanos

Fonte: Peres, Airoldi e Reyes (2007)



50

A deteccdo de residuos no leite € motivo para descarte do produto
e, portanto, ndo pagamento do(s) produtor(es). Algumas industrias
adotam programas de incentivo na forma de bonificagcdo para produtores
que mant€ém padrio de isen¢do de residuos de produtos de uso
veterindrio por longo periodo, assim como, de penalizacido nos casos de
presenca. Além disso, os residuos podem representar um problema
ambiental, considerando que o destino usual do leite com presenca de
residuos seja o descarte inadequado no meio ambiente.

B)  Limites Maximos de Residuos (LMR)

Os principais aspectos toxicolégicos dos residuos de
antimicrobianos no leite estdo relacionados a carcinogénese ou
mutagénese, causando dano irreversivel ao DNA celular. Alguns
exemplos sdo apresentados que evidenciam a importancia de estudos
para avaliar niveis de residuos aceitdveis no leite. Assim, a Organizagéo
Mundial da Sadde (OMS) e a Food and Drug Administration (FDA),
através do Codex Alimentarius, estabeleceram Limites Maximos de
Residuos (LMR), para alimentos a fim de proteger a saide dos
consumidores e assegurar priticas comerciais justas no comércio
internacional de alimentos (FAQO, 2009).

Com o objetivo de definir niveis seguros para a ingestdo de
residuos de produtos veterindrios em alimentos, o comité conjunto da
Organizagdo para Alimentacdo e Agricultura (FAO), OMS e peritos em
aditivos de alimentos — Joint FAO/WHO Expert Comittee on Food
Aditives (JECFA), avaliaram os dados toxicoldgicos disponiveis para
determinados medicamentos veterindrios, e estabeleceram valores para a
Ingestdo Didria Aceitdvel (IDA) de determinadas drogas. O Comité
JECFA estabelece valores seguros para os niveis de ingestdo didria de
alguns antimicrobianos ap6s avaliacdo dos estudos toxicoldgicos dos
mesmos. As recomendacdes do JECFA podem ser adotadas pelo Comité
do Codex Alimentarius com o intuito de proteger a saide dos
consumidores e desenvolver o comércio global de alimentos. Essas
recomendagdes sdo Uteis para as agéncias governamentais e de saide
publica definirem medidas de vigilancia sanitdria a serem adotadas
(PERES; AIROLDI; REYES, 2007).

A FAO/OMS conceitua residuo como droga veterindria ou fracio
da droga, seus metabdlitos, produtos da conversio ou reacdo e
impurezas que permanecem no alimento origindrio de animais tratados.
O termo LMR ¢ definido como a concentracio mdxima do residuo
legalmente aceitdvel no alimento, expresso em ppm ou ppb. Este limite
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€ calculado baseando-se na IDA, que é a dose didria, que, se ingerida
durante toda a vida do individuo ndo oferece risco aprecidvel a sauide,
com base nos conhecimentos disponiveis até o momento. Assim, valores
de IDA sdo sempre sujeitos a revisdes, desde que novas informacdes se
tornem disponiveis, sendo expressos em mg da droga/kg de peso
corporal (FAO, 2009).

No Brasil, entrou em vigor em outubro de 2012 a Resolugdo RDC
n.53 (BRASIL, 2012), internalizando o Regulamento técnico
MERCOSUL, visando padronizar e estabelecer as metodologias
analiticas, IDA e LMR para produtos de uso veterindrio em alimentos de
origem animal, com vigéncia em todo territério nacional, ao comércio
entre os Estados Parte e as importagdes extra zona.

C)  Prevencdo, controle e monitoramento de residuos em leite

Para garantir a seguranca tecnoldgica e alimentar faz-se
necessdrio o desenvolvimento de um sistema integrado de boas praticas
para prevengdo e controle de residuos em alimentos. As propriedades
rurais tém, portanto, a responsabilidade primdria de eliminar o leite
contaminado; as industrias de analisar o leite que chega das
propriedades e aquele em processamento; assim como, a inspe¢ao
governamental de realizar suas proprias andlises como método de
controle, verificacdo e acdo fiscal dos demais controles internos sob
responsabilidade das empresas, com dever de garantir € promover a
saiude do consumidor final (GOMES, 2004).

Pontes-Netto et al. (2005), em estudos realizados no Brasil, no
estado do Parand, constataram o uso indiscriminado de diversos
medicamentos veterindrios na atividade leiteira, sendo muitas vezes
observada aplicacdo terapéutica incorreta ou ndo autorizada, reforcando
a necessidade das Boas Praticas Agropecudrias (BPA) para melhoria da
qualidade e seguranca do leite produzido.

De acordo com Young et al. (2010a), o Grupo de Trabalho de
Seguranca Alimentar da Organizacdo Internacional de Saide Animal
(OIE) preconiza o controle de perigos a partir da adocdo das BPA,
associada a andlise de riscos, devendo ser implementada em cada fase
do processo continuo de exploracio leiteira, isto €, do campo até a mesa
do consumidor. Os programas de educacdo para melhorar o nivel de
exploracio da seguranga alimentar s terdo éxito se fornecer aos
produtores o conhecimento suficiente (VALEEVA et al., 2011).

De acordo com Rodriguez et al. (2010), devem ser adotadas a¢des
alternativas quanto ao uso de antimicrobianos, especialmente
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direcionadas a prevencdo de enfermidades bacterianas, tanto de forma
especifica, mediante vacinacdo e melhoria da biosseguridade, como de
forma geral, melhorando instala¢cdes dos animais e bem estar animal,
conduzindo a menor necessidade do uso de antimicrobianos em animais.
Tais agdes devem ser complementadas por acdes educativas,
informativas e de conscientizacdo de todos os agentes envolvidos
(médicos veterindrios, produtores rurais, indudstria farmacéutica,
distribuidores de medicamentos e industrias de alimentos), assim como,
trabalho conjunto e cooperacdo mais eficaz entre medicina humana e
veterindria.

A qualidade e seguranca dos alimentos, bem como o sistema de
producdo envolvido e bem estar animal estdo sendo acompanhados mais
de perto pelo mercado consumidor. Parametros da qualidade do leite sdo
cada vez mais usados para detectar problemas nas préticas de producio
e para determinar o preco do leite. Paises que desejam competir no
mercado internacional de produtos licteos devem comprovar a
qualidade do produto que estdo vendendo para ganhar novos mercados.
Ao mesmo tempo, devem comprovar em seus mercados internos, que a
qualidade do Ileite também obedece aos padroes de qualidade
(RODRIGUEZ et al., 2010).

Além das demandas dos consumidores por produtos de maior
qualidade do leite, também estd ocorrendo uma mudanga de
responsabilidades, do governo para os produtores de alimentos, para
assegurar esta qualidade. Produtores e processadores de leite sdo
responsdveis pelo continuo monitoramento da produgdo e
industrializacdo dos produtos lacteos, sendo que a empresa deve
implementar um programa de educagdo continuada dos participantes, de
acordo com a legislagdo em vigor (BRASIL, 2011a).

A adog@o de praticas higiénicas de manejo de ordenha associada
a métodos eficientes de higienizacdo de utensilios e equipamentos,
certamente acarretam maior rentabilidade para o produtor através dos
programas de pagamento por qualidade, melhor qualidade de matéria-
prima para as industrias e produto final (derivados lacteos) de maior
aceitabilidade pelos consumidores. Portanto, pode-se dizer que a
integracdo dos trés setores (produtor, inddstria e consumidor) € benéfica
a todos, refletindo em maior rentabilidade econdmica para o setor
leiteiro (CERQUEIRA et al., 1999b).

Para assegurar a sanidade, qualidade e integridade de leite e
produtos derivados, algumas recomendagdes sio importantes: boas
préticas de higiene e desenvolvimento de qualidade; controle das boas
préticas de higiene; sistemas de higiene e alimentos seguros; aplicagcdo
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do programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC); manejo higiénico de leite cru (coleta, recepcdo didria de leite
cru e identificacdo de pontos criticos de controle (PCC); adogdo das
Boas Préticas Agropecudrias (BPA) com o uso responsavel de produtos
de uso veterindrio, pasteurizacdo e outros processos de tratamentos
térmicos; prevencdo de crescimento e contaminagdo microbianos,
esporos e bactérias patogénicas no leite (BURGUESS et al., 1994).

De acordo com Noal (2006), as empresas que ndo instituirem
processos de aperfeicoamento continuo, voltados a otimizagdo de
processos e satisfacdo de seus clientes pela redugdo de riscos, vao perder
competitividade e tenderdo a desaparecer do mercado. O treinamento de
pessoal € fator fundamental, pois de nada adianta a empresa ter
instalacdes modernas e bem equipadas se ndo possuir equipe bem
formada e adequadamente treinada.

Conforme GlobalGAP (2012) e IDF (2013), para obtencdo de
leite seguro para o consumidor € necessaria a implementacdo das BPA
na cadeia produtiva do leite. Para esses programas, os seguintes aspectos
sdo priorizados:

- sadde do rebanho, com manejo sanitdrio que deve obedecer as
normas da legislacdo em relagfo, especialmente, a doencas como aftosa,
brucelose e tuberculose;

- controle de mastite, com adocdo de programas de prevengdo que
prioriza a higiene antes, durante e apds a ordenha;

- manejo nutricional, em que os alimentos oferecidos aos animais
devem atender as exigéncias nutricionais e serem isentos de produtos
que venham causar problemas aos mesmos e aos consumidores;

- manejo de ordenha, devendo ter cuidados especiais para garantir
a qualidade do leite;

- protecdo e infra-estrutura na construg¢do rural, que considera
localizagdo, dimensionamento, ventilacdo, iluminagdo, pisos, paredes,
escoamento sanitdrio, qualidade da 4gua, controle de pragas, higiene
pessoal e operacional, limpeza e sanificacdo dos equipamentos e
treinamento de colaboradores; e

- bem estar animal, dentre outros.

De acordo com estudos realizados por Velthuis (2011), a
avaliacdo por meio da aplicacdo de listas de verificacdo durante
auditorias nas propriedades rurais € importante ferramenta auxiliar na
melhoria da qualidade do leite produzido. Em seu estudo foram
analisados 64.373 resultados de auditorias em 26.953 exploracdes
leiteiras e correlacionados aos resultados analiticos obtidos nas amostras
de leite coletadas durante periodo de 12 meses antes das auditorias. Os
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resultados mostraram que animais limpos, manejo de ordenha higiénico
e infra-estrutura adequada e limpa foram positivamente correlacionados
com qualidade superior do produto, principalmente em relacdo a CCS e
CBT. Animal sadio, manutencio de equipamentos e gestdo adequada de
medicamentos veterindrios (registros, marca¢do dos animais tratados e
armazenagem de produtos veterindrios) foram relacionados com CCS.

Segundo Gomes (2004), mais importante, porém, ¢é a
implementacdo de programas de orientagdo e conscientizacdo dos
produtores quanto aos potenciais danos decorrentes do mau uso de
produtos veterindrios, tendo em vista que o conhecimento e a educagéo
sempre demonstraram ser ferramentas mais eficazes que a legislacdo,
adotando o uso responsdvel de produtos de uso veterindrio. De acordo
com Rodriguez et al. (2010), entende-se por uso responsivel de
produtos veterindrios o emprego nos animais de produtos quimicos
somente sob prescricdo veterindria e em casos de necessidade,
respeitando as condi¢des de aplicacdo especificadas conforme
protocolo, ficha técnica e/ou bula do produto.

O controle de qualidade envolve mudanca cultural em toda a
cadeia produtiva, além de depender da conscientizagdo dos agentes
envolvidos, implica repensar todos os processos, praticas e habitos
estabelecidos. A explosdo demogrifica e globalizacdo dos mercados
transformaram irreversivelmente a maneira de produzir alimentos no
mundo, e convivéncia com preocupacdes antes irrelevantes sobre a
seguranca dos alimentos (DURR, 2006).

D)  Programas de fiscalizacdo para verificar residuos e
contaminantes em alimentos de origem animal

A Unido Europeia publicou uma série de Diretivas desde a
regulamentacdo dos LMR até proibicio do uso de promotores de
crescimento, hormdnios e substincias beta-agonistas, promovendo
adocdo de programas que monitoram as atividades farmacoldgicas de
tais substincias, como também, mensuram os niveis de contaminacio
ambiental ou mesmo dos alimentos de origem animal. Assim, tais
regulamentagdes estabelecem controles de residuos desde a produgdo
primdria de carne, leite, ovos e mel, promovendo coletas de animais a
campo, como também, nos estabelecimentos abatedores e/ou
processadores de tais alimentos (STOLKER; BRINKMAN, 2005). A
partir do modelo internacional, foram adequados e direcionados os
atuais programas brasileiros, visando seguranca alimentar do campo a
mesa do consumidor.
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De modo geral, nos programas oficiais para controle e
monitoramento de residuos e contaminantes em diferentes paises, os
residuos sdo incluidos nas fiscalizacdes considerando-se: se um
principio ativo deixa residuo; a toxicidade do residuo para a satdde do
consumidor; o potencial de exposi¢do da populagdo ao residuo,
referenciado pelos hdbitos alimentares e poder aquisitivo das
populagdes, pelos sistemas de criagdo e de tecnologias utilizadas na
producdo de carne e alimentos para animais e, pela polui¢do ambiental;
o potencial do emprego inadequado das drogas que resultam em
residuos, evitado pela utilizacdo de boas praticas agricolas e pecudrias,
especialmente, quanto ao uso correto de agrotdxicos, tempo de caréncia
e descarte de embalagens, entre outras; disponibilidade de metodologias
analiticas adequadas, confidveis, exeqiiiveis e compativeis com o0s
recursos laboratoriais; superveniéncia de implicagdes do comércio
internacional, participa¢do do pais em blocos econdmicos e problemas
que tragam riscos a saude publica; e, os residuos que possam constituir
barreiras as exportacdes de produtos de origem animal, de acordo com
Brasil (1999).

Em 1999, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), langou o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC), por meio da
Instru¢do Normativa n.42, de 20 de dezembro de 1999 do MAPA
(BRASIL, 1999). O PNCRC tem como fun¢do basica regulamentar, o
controle e a vigilancia. Suas a¢des estdo direcionadas para se conhecer e
evitar a violacdo dos niveis de seguranca ou dos LMR de substincias
autorizadas, bem como, a ocorréncia de quaisquer niveis de residuos de
compostos quimicos de uso proibido no pais. Amostras sdo coletadas de
animais abatidos e vivos, de derivados industrializados e/ou
beneficiados, destinados a alimentacdo humana, provenientes dos
estabelecimentos sob o Servico de Inspecdo Federal (SIF).

A partir do ano de 2001, foi instituido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA), por meio do Ministério da Sadde (MS),
o Programa de Andlise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos
(PARA) e, desde 2003, se encontra em execucao o Programa de Andlise
de Residuos de Medicamentos Veterindrios em Alimentos expostos ao
consumo (PAMVet) para pesquisa, monitoramento e fiscalizacdo de
alimentos diretamente no varejo (BRASIL, 2003). O objetivo do
programa € avaliar o potencial de exposi¢do do consumidor a residuos
de medicamentos veterindrios pela ingestdo de alimentos de origem
animal adquiridos no comércio. O programa contempla leite bovino;
carnes de frango, suino e bovino; pescado; ovos de galinha e mel de
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abelha. No caso do leite, sdo coletadas amostras de leite em p6 e UAT
nos mercados consumidores, realizados testes de triagem qualitativos
(bioensaios, enzimoimunoensaios e radioimunoensaios), para posterior
quantificacdo (BRASIL, 2003).

E) Técnicas laboratoriais para pesquisa de residuos e
contaminantes em leite

Virias s@o as técnicas existentes para pesquisa de residuos
quimicos em alimentos, dentre elas se destacam a cromatografia liquida
associada a espectrometria de massas; kits comerciais, testes fisico-
quimicos e/ou microbiolégicos, dentre outros. Assim, t€m-se no
mercado testes elaborados, laboriosos, rdpidos, precisos, porém, de alto
custo; assim como, testes mais baratos, no entanto, subjetivos, menos
precisos e em alguns casos demorados. Percebe-se, atualmente,
crescente demanda por estudos e pesquisas nessa drea buscando
melhores tecnologias e metodologias para se trabalhar e monitorar
residuos em alimentos, para garantia da seguranca alimentar de forma
cada vez mais eficiente, visto que uma vez presente residuos em niveis
inaceitdveis no alimento, ndo ha tecnologia que permita uma acio
corretiva, sendo para esse tipo de perigo primordial o trabalho focado na
prevencao.

Depois do incremento e permissio do uso de produtos
antimicrobianos de amplo espectro na medicina veterindria e, também,
promotores de crescimento na producdo animal, foram necessdrias e,
ainda sdo, muitas regulamenta¢des para se melhorar os critérios de
inspe¢do dos produtos de origem animal, pois atualmente muitos
produtos sdo ilicitos, e estando presentes nos alimentos, podem
comprometer a saide humana. Muitas sdo as ferramentas analiticas
disponiveis no mercado, no entanto, ndo sdo suficientes ainda, pois a
demanda se torna cada vez maior em novas validagdes e técnicas mais
eficientes para pesquisa de midltiplos residuos em mesma amostra,
precisando para isso mais pesquisas, assim como, novas metodologias
oficiais e internacionalizacdo de outras, pois os problemas sdo
crescentes e desafiadores (STOLKER; BRINKMAN, 2005).

Para deteccdo de residuos de antimicrobianos em leite, vérias sdo
as técnicas e metodologias recomendadas e reconhecidas pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e American Public
Health Association (APHA), estando muitas delas disponiveis
comercialmente. Estas envolvem desde técnicas microbioldgicas
simples (JOHNSON et al., 1977; COCA, 1984), como também outras
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mais complexas como cromatografia (HONG; KONDA, 1997;
ANDERSON et al.,, 1998); imunoensaio (STANKER et al., 1998),
espectrometria de massas (NAGATA; OKA, 1996), ressonincia
(STERNESJO et al., 1995) e eletroforese em gel de agarose (CUTTING
et al., 1995).

Em principio, a melhor maneira para deteccdo de residuos em
leite € o uso de um método-teste (kits comerciais ou métodos rapidos de
triagem); um segundo passo, confirmaciao por método quantitativo, para
identificar e quantificar os residuos detectados e se atendem ao
respectivo LMR. Sob condig¢des industriais, geralmente sdo utilizados
apenas testes para deteccdo de inibidores que s@o menos sensiveis,
porém, mais rdpidos e baratos do que a maioria dos testes
confirmatdrios, facilitando os controles de qualidade realizados pelas
industrias de laticinios, no entanto, tornando o controle de qualidade
fragil para aqueles residuos que necessitam de técnicas mais
elaboradoras, como os pesticidas e contaminantes.

o Testes qualitativos mais utilizados em pesquisa de residuos em
leite

Segundo Fonseca (2000), os métodos geralmente usados para
deteccdo e identificacio de inibidores e antimicrobianos no leite sdo:

- Métodos-testes: teste inibidor do Bacillus stearothermophilus,
teste inibidor do Streptococcus thermophilus, teste inibidor do Bacillus
subtilis, teste inibidor da Sarcina lutea e teste de inibi¢ao do iogurte.

- Testes confirmatérios e de identificagdo: teste enzimatico para
substancias do grupo [-lactdmicos, imunoensaio (Spot Test), Teste
Placa-3, Teste Placa-6, Receptor microbiolégico (Charm Test) e
eletroforese de alta voltagem.

Cullor (1995) inclui ainda métodos como a fluorimetria,
tritimetria, polarografia, ressonancia magnética e eletroforese de alta
tensdo. Dentre os testes de inibi¢do microbiana existem o método de
disco, o Delvo Test, o “Black Reduction Test” (BRT) e o “Charm
Farm”.

Nos testes baseados na inibicdo do crescimento bacteriano, a
amostra de leite € colocada em contato com um micro-organismo
sensivel, adicionando-se nutrientes, incubando e observando a presenca
de residuos na amostra, observado pela auséncia de crescimento
microbiano. Na auséncia de residuo, o crescimento microbiano é
evidenciado pela producdo de dcido, pela redug¢do de corantes ou pela
formacdo de camada visivel de crescimento na superficie do dgar. Esse
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método da difusdo em dgar utilizando discos de papel de filtro
impregnados com amostras de leite tem sido adotado oficialmente em
muitos paises para triagem. A presenca de antimicrobianos no leite é
indicada pelo aparecimento de uma zona clara de inibicdo do
crescimento bacteriano em volta do disco. O tamanho da zona depende
da concentracdo da substincia inibitéria presente no leite.

De acordo com Booth e Harding (1986), embora os testes
microbioldgicos tenham papel destacado na deteccdo de residuos de
antimicrobianos no leite, eles apresentam limitagdes, pois requerem
tempo para incubagdo e o resultado somente é conhecido apds duas a
cinco horas, na maioria dos casos.

Cullor (1992) observou grande variedade de testes no mercado,
que tentam detectar residuos de antimicrobianos no leite. Infelizmente, a
especificidade de muitos destes € questiondvel. Segundo Fonseca
(2000), os kits comerciais apresentam a vantagem de serem rdpidos e
préticos, com os resultados obtidos em algumas horas permitindo rapida
tomada de decisdes se o leite apresentar residuos. No entanto, alguns
estudos indicam que o uso destes kits para o leite de vacas individuais
pode apresentar resultados falso-positivos, ou seja, o teste identifica
residuos em amostras de leite que ndo apresentam a presenca dos
mesmos. A principal explicacdo para estes resultados, que podem
prejudicar o produtor, € a presenca de antimicrobianos no leite de vacas
com mastite que podem interferir no teste e determinar resultados falso-
positivos. Para tanto, a maioria dos kits comerciais sdo recomendadas
para leite de conjunto e ndo individual. Sendo que outro fator critico, é
deteccdo de residuos que se encontram abaixo do LMR estabelecido
legalmente.

De acordo com Fonseca (2000), para a detec¢do de inibidores
microbianos no leite deve-se empregar o Bacillus subtilis, Bacillus
stearothermophilus e Streptococcus thermophilus a0 mesmo tempo, pois
desta forma a maioria dos antimicrobianos, substincias detergentes e
saneantes presentes no leite poderdo ser detectadas, ja que a capacidade
de deteccdo € varidvel dependendo do micro-organismo utilizado.
Melhor seria emprega-los como método de triagem juntamente com um
método de identificacdo e quantificacdo confirmatério. Porém, nas
condi¢bes das industrias brasileiras os testes do “swab” utilizados sdo
impréprios, pois sdo demorados, os resultados sdo obtidos em 18 a 24
horas e onerosos, pois dependem de materiais importados para
realizacdo. Os testes do “swab” utilizados juntamente com o teste de
identificacdo e quantificacdo podem ser usados por institui¢cdes
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governamentais de inspecdo e fiscalizacfo, pois necessitam de testes
mais sensiveis para a detec¢@o dos residuos de inibidores.

o Testes quantitativos mais utilizados em pesquisas de residuos
em leite

Para andlises quantitativas de residuos e contaminantes em
alimentos sdo utilizados métodos especiais que incluem: cromatografia
gasosa, em camada delgada, ou liquida de alta performance,
eletroforese, imuno-ensaio (ELISA), biorradiografia, outros métodos
enzimdticos e alguns métodos microbioldgicos. Nao sdo usados como
rotina, mas para propdsitos especiais, como por exemplo, confirmacio
para fins de verificacdo e/ou fiscalizacdo. Na maioria dos casos hd
necessidade de equipamentos sofisticados e que demandam mao-de-obra
especializada. Para alguns métodos, o leite necessita ser desengordurado
e desproteinizado antes da avaliacdio (BOOTH; HARDING, 1986).

Os cuidados que devem ser tomados na interpretagdo da
sensibilidade dos métodos utilizados, incluem alcance e campo de
aplicacio do teste. Além disso, referéncias para sensibilidades
observadas ndo sdo completamente documentadas e devem ser
consideradas preferivelmente como estimativas e nao valores absolutos.
Os testes sdo susceptiveis a influéncias de fatores externos ao método-
teste, como aqueles devido a natureza do leite a ser testado. Amostras de
leite exibindo considerdveis variacdes na composicdo e, especialmente,
variacdes na qualidade microbioldgica, CCS e conteido de substancias
naturais antimicrobianas como lisozima e lactoferrina, as vezes, afetam
os resultados. A influéncia desses fatores é proporcionalmente maior
quando a concentracdo de antimicrobianos € préxima do limite de
deteccdo do teste (IDF, 2010).

Em geral, nos programas de fiscaliza¢do governamentais, as
técnicas mais utilizadas para determinagdo de produtos de uso
veterindrio em alimentos sdo: cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia gasosa com detectores de captura eletronica (CG-DCE) e
espectrometria de massas (CG-MS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo ultravioleta (CLAE-UV), espectrometria de
massas (CLAE-MS) e espectrometria de massas in tandem (CLAE-
MS/MS). Também tem sido empregado o método de varredura e
confirmag@o por ressonancia de superficie por plasma (“surface plasmon
resonance”), que utiliza biossensores especificos, providos com uma
camada de antimicrobiano especifico derivativo e um anticorpo que
possui alta reatividade com o metabdlito cloranfenicol glucoronideo, por
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exemplo. Este dltimo método tem sido comparado com CLAE-MS/MS
ou empregado em conjunto (MARTINS JUNIOR, 2006).

De acordo com O'keeffe e Kennedy (2007), os procedimentos
fisico-quimicos como cromatografia gasosa, cromatografia liquida de
alta performance com coluna de fase reversa, cromatrografia em camada
delgada com detec¢do quimica ou microbioldgica e, um tipo altamente
especifico de espectrometria de massas (CAD MIKES), proporcionam
alto grau de especificidade, mas ndo apresentam em todos os casos alta
sensibilidade. Procedimentos imuno-quimicos ddo bons resultados para
certos antimicrobianos e parecem associar rapidez e alta especificidade
de resultados.

De acordo com Booth e Harding (1986), foram desenvolvidos
métodos que se baseiam na reacdo do antimicrobiano (antigeno) com
um anticorpo especifico. Os testes que se baseiam neste principio
empregam substincias radioativas ou enzimas, na técnica conhecida
como ELISA. Nesta, quando uma amostra é positiva, hd alteracdo de
cor, que pode ser visualizada e mensurada, obtendo-se resultados quali e
quantitativos.

Diferente dos testes imunoldgicos que empregam anticorpos
especificos para detectar um antimicrobiano especifico, alguns testes
usam receptores que detectam vdrias classes de antimicrobianos. Os
receptores sdo adicionados a amostra de leite junto com um
antimicrobiano da classe testada, marcado radioativamente. Quando a
amostra ndo contém residuos destes antimicrobianos, todos os sitios dos
receptores serdo ocupados com o antimicrobiano marcado, mas quando
contém, alguns sitios serdo ocupados com a droga ndo marcada. O
nimero de sitios ocupados pela droga ndo marcada serd proporcional a
concentracdo do antimicrobiano na amostra.

A determinagéo de aflatoxinas pelo método ELISA apresenta alta
sensibilidade, rapidez e simplicidade. Porém, o prazo de validade dos
kits € limitado e hd possibilidade de resultados “falso positivos” devido
a diferenca entre os limites de quantificacdo das técnicas, ou mesmo,
reacdes cruzadas com outras aflatoxinas ou moléculas semelhantes,
minimizadas pela utilizacdo de anticorpos monoclonais de boa
preparacdo. Esta possibilidade de resultados presuntivos positivos
reafirma a necessidade de confirmacio dos resultados apds execugio do
ensaio de ELISA, sendo CLAE com detector de fluorescéncia a técnica
mais empregada para confirmagcdo e quantificacio de residuos de
aflatoxinas em leite (SOUZA; VARGAS; JUNQUEIRA, 1999).
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12 AVALIACAO DE RISCO

Risco é a probabilidade da ocorréncia de um evento adverso.
Nessa teoria, a previsibilidade do evento € possivel pelo conhecimento
dos pardmetros da distribuicdo de probabilidades de acontecimentos
futuros (OPAS, 2008). De acordo com a FAO (2009) o sistema
tradicional de seguranca alimentar (reativo, com responsabilidades
centralizadas no governo do pais, sem um processo de andlise de risco
estruturado) ndo tem capacidade para lidar com o panorama atual. A
abordagem moderna inclui o conceito de proatividade, prevencdo,
responsabilidade compartilhada, integracdo, controle do processo de
producio e aplica¢do da andlise de risco, pois seus principios e técnicas
permitem o diagndstico de problemas e a defini¢do de solu¢des mais
especificas e eficientes.

A andlise de risco instrumentaliza os processos de tomada de
decisdo, contribuindo para a definicio de metas e estratégias para
reducdo da ocorréncia de danos veiculados por alimentos, com
embasamento cientifico, planejamento, implementacdo de intervengdes
adequadas e monitoramento de resultados (FAO, 2009).

Nesse contexto, as indudstrias e érgdos governamentais trabalham
no aprimoramento da metodologia cientifica de estimativa de riscos,
utilizando andlises quantitativas e métodos probabilisticos (FREITAS,
2009). Para tal, sdo desenvolvidos testes de laboratérios, métodos
epidemioldgicos, modelos ambientais e simulagcdes em computadores,
aprimorando-se a identificagdo e mensuracdo dos riscos (COVELLO,
1985). Porém, como todo tipo de previsdo, a andlise de risco envolve a
“mensuracdo de algo ndo totalmente estabelecido” e, assim, agrega
incerteza (ANDRADE, 2000; FAO, 2009), reconhecida e incluida na
estimativa do risco. O nivel de incerteza sugere a qualidade do
conhecimento gerado, do resultado da avaliacdo (OPAS, 2008).

Porém, de acordo com O’Brien (2000), quando as relacdes de
causa e efeito sobre determinada exposicdo e um efeito adverso a saide
ainda nfo estdo cientificamente bem estabelecidos, deve ser aplicado o
“principio da precauc¢do”. Tal principio afirma que, mesmo na auséncia
da certeza cientifica formal sobre um risco que envolve dano sério ou
irreversivel, devem ser aplicadas medidas preventivas. A avaliacdo de
risco constitui a primeira etapa do processo de Andlise de Risco,
estimando-se objetivamente a probabilidade de um perigo previamente
identificado promover um resultado indesejado. Neste caso, refere-se a
avaliacdo dos potenciais perigos a saide humana quanto aos residuos de
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produtos de uso veterindrio advindos do uso na producdo animal
(EMEA, 1999).

A avaliagio de risco deve utilizar dados quantitativos,
qualitativos e/ou semi-quantitativos, de alta qualidade (acuricia e
confiabilidade), coletados e analisados de forma adequada com a
aplicacdo de metodologia cientifica. As conclusdes devem ser geradas a
partir de evidéncias cientificas bem apresentadas e fundamentadas,
transformando os fatos e evidéncias em informagdes. Um principio
fundamental é que a avaliac@o de risco deve estar firmemente baseada
nos dados cientificos, agregando-os de forma sistematica. Os elementos
descritivos e computacionais devem ser respaldados com referéncias
cientificas e metodologias cientificas aceitas, de acordo com FAO
(2009).

De acordo com OPAS (2008), os perigos quimicos em alimentos
incluem aditivos (usados direta ou indiretamente), residuos de pesticidas
e produtos fitofarmacéuticos, residuos de produtos de uso veterindrio e
de substincias quimicas provenientes da manutengdo de equipamentos,
de contaminantes ambientais e ainda provenientes da migracdo de
componentes quimicos presentes nos locais de armazenagem e nos
contéineres, no material das embalagens e nos utensilios, para os
alimentos neles contidos. Os efeitos nocivos de substancias quimicas
normalmente sdo avaliados em exposicdes em longo prazo. No caso de
perigos como micotoxinas, toxinas marinhas, pesticidas e produtos de
uso veterindrio, € necessdrio considerar tanto os efeitos agudos como
cronicos (FAQO, 2009).

Segundo defini¢do do Codex Alimentarius, a avaliacio de risco é
composta por quatro etapas: identificagdo do perigo, caracterizacdo do
perigo, avaliacdo da exposi¢do e caracterizacdo do risco. Nao se trata de
modelo fixo, pois, apds a identificacdo do perigo, a ordem das demais
etapas pode ser definida de acordo com hipéteses e dados obtidos, sendo
possivel repetir alguma etapa, se necessdrio (FAO, 2009).

A etapa de identificacdo do perigo tem como objetivo determinar
se a exposicdo a uma substincia quimica tem relacdo de causalidade
com a ocorréncia de um efeito adverso e a probabilidade da ocorréncia
do dano a satde, € a avaliacdo da toxicidade do quimico. Nessa etapa,
sdo coletados e examinados dados sobre tipos de dano a satde que
podem ser provocados pelo agente quimico em questdo e sobre as
condi¢des de exposicdo a partir da qual € produzido o efeito nocivo. Da
mesma forma, sdo analisadas informagdes sobre as propriedades toxicas
inerentes ao agente quimico e o potencial para causar dano bioldgico,
doenga ou 6bito, sob certas condicdes de exposicdo (FAO, 2009).
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Um dos problemas dessa etapa da avaliagdo de risco € que, para
algumas substancias, pode haver boa base de dados na literatura sobre
os efeitos em seres humanos e em animais de laboratério e sobre
mecanismos biolégicos bésicos de toxicidade, no entanto, para outros
agentes, pode haver poucos estudos, limitados aqueles experimentais em
animais (SOUZA et al., 2001). Na pratica, as pessoas estdo expostas a
multiplos perigos, diferentes agentes quimicos, porém os estudos de
identificacdo de perigo analisam os efeitos dos compostos quimicos
isoladamente sem considerar os seus efeitos sinérgicos, segundo Souza
et al. (2001) e Meek et al. (2011).

Segundo Meek et al. (2011), € necessdrio um esforco continuo
para avaliacdo de risco buscando-se adaptagdo em relacdo aos riscos
potenciais, especialmente pela combinacdo de diversos perigos quimicos
em exposicdo. Para formulagdo do problema € necessdria andlise
preliminar de caracterizagdo do perigo e avaliacdo da exposicdo, para
compor a base do planejamento de processo da andlise de risco. Existem
muitas razdes pelas quais uma avaliagdo do risco combinando exposi¢io
a multiplas substancias quimicas podem ser necessdrias, visto que todo e
qualquer perigo quimico isolado ou em associagdo pode colocar em
risco a saide do consumidor.

Na caracterizacdo de risco, € avaliada a relagdo entre a dose da
substincia quimica e a gravidade do efeito adverso (dose-resposta) e, a
partir dela, calculados os valores de referéncia da toxicidade. Tais
valores sdo os limites mdximos de exposicdo a uma substincia em que
se supde que nao ocorre o efeito deletério; um limite de seguranca,
ponto de corte entre o risco aceitavel e o ndo aceitavel (HAAS; ROSE;
GERBA, 1999; FAO, 2009). A relacdo dose-resposta, na maioria dos
casos, € obtida por meio de experimentos com animais (espécies mais
sensiveis a substancia em estudo), em que as doses de exposi¢do podem
ser bem controladas (HAAS; ROSE; GERBA, 1999).

Para produtos quimicos, a avaliagdo da exposi¢do com frequéncia
usa os valores em certos pontos no processo continuo da exposi¢ao. Tais
calculos pontuais sdo denominados modelos deterministicos. Alguns
modelos das exposi¢des, como ingestdo de residuos de pesticidas, levam
em considera¢do a distribuicdo do consumo de alimentos por uma
populacdo. Esses modelos, chamados probabilisticos, proporcionam
mais detalhes sobre a distribuicdo de consumidores expostos, mas ndo
sdo intrinsecamente mais aprecidveis que os modelos deterministicos
(FAO, 2009).

Na etapa de caracterizacio do risco € realizada a estimativa do
risco. Esse calculo é obtido através da combinagdo entre a dose média a
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que a populacdo estd exposta e os dados sobre dose-resposta. A
caracteriza¢do de riscos quimicos define, principalmente, um nivel de
exposicdo que apresenta um “risco zero especulativo”. Ou seja, o nivel
adequado de protecio (NAP) é fixado com uma dose associada a
qualquer probabilidade significativa de dano a saide. As normas sio
depois baseadas em cendrios das exposi¢des no “pior caso” para manter
o risco abaixo do NAP (FAO, 2009).

Menéndez-Gonzédlez et al. (2011) implementaram um
monitoramento com base no risco microbiolégico em laticinios da
Suica, promovendo avaliacdo do risco, considerando a probabilidade de
exceder os valores limites estabelecidos pela legislacio do pais. A
andlise qualitativa foi projetada para determinar o risco para a saude
humana a partir do consumo de produtos lacteos e a avaliacdo iniciou
com a determinagdo da prevaléncia dos perigos microbioldgicos em
amostras de leite. A avalia¢do da exposi¢ao foi relacionada ao volume
de producio e ingestdo de leite no pais. No entanto, as consequéncias
ndo puderam ser plenamente avaliadas devido a falta de informacdes
detalhadas sobre o niimero de casos de doencas causadas pelo consumo
de produtos lacteos.

Kang’ethe et al. (2005) promoveram uma avaliacdo de risco para
residuos de antimicrobianos a partir do consumo de lacteos em
mercados varejistas do Quénia e observaram 16% de prevaléncia de
amostras positivas. Sugeriu-se que o risco médio era de até 5 vezes ao
més para o consumo de produtos licteos com residuos de
antimicrobianos. No entanto, o risco foi maior em producdes menores,
pois ndo ocorreu o efeito “diluicdo” observado nas producdes de maior
porte a partir da mistura de leites sem presenca de residuos.

Assim, a qualidade de um produto possui relagdo direta com as
condi¢des em que sdo produzidos. Para tanto, é essencial identificar
quais fatores de risco afetam a qualidade nas atividades produtivas e
operacionais e, a partir de sua identificagdo, desenvolver diretrizes que
convirjam para a melhoria da qualidade planejada. Além disso, destaca-
se que o sucesso no desenvolvimento e manutencdo de um sistema de
qualidade, depende da importincia atribuida pela alta administracio,
bem como, de alguns fatores-chave, como as caracteristicas culturais e
cada servico e, principalmente, de seus manipuladores os quais deverdo
estar motivados e envolvidos no processo (NOAL, 2006). Destacando-
se a importincia do embasamento cientifico adequado para a tomada de
decisdo por meio de um sistema de gestdo estratégica dos riscos
associados a producio de alimentos.
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RESUMO

A ocorréncia de pesticidas e residuos de produtos de uso veterindrio em
leite cru da maior regido produtora no Brasil é apresentada através de
amplo escopo analitico. Um total de 132 amostras de leite cru foram
coletadas em propriedades leiteiras no Estado de Minas Gerais, Brasil, e
analisadas para pesquisa de 42 analitos, compreendendo piretréides,
lactonas macrociclicas e antimicrobianos, utilizando cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas in tandem e cromatografia
gasosa com detector de captura de elétrons. Do total de amostras
analisadas, 40 apresentaram-se positivas para pelo menos um analito
(acima do limite de detec¢do) e 11 amostras apresentaram resultados
nio conformes (acima do limite mdximo de residuos permitido pela
legislacdo brasileira). Os analitos apresentados em nio conformidade
foram: penicilina V (uma amostra), abamectina (uma amostra) e
cipermetrina (nove amostras). O maior percentual de ndo conformidade
foi verificado para presenca de residuos de piretréides, o que representa
risco de toxicidade para a saide humana e contaminacdo ambiental.
Assim, é necessdrio o controle e prevencdo de residuos na fonte
primdria da cadeia produtiva leiteira como preocupacdo fundamental
para garantia de sua seguranga para o consumidor final.

Palavras-chave: residuos, leite brasileiro, produtos de uso veterinario,
pesticidas

1 INTRODUCAO

Produtos lacteos e derivados sdo largamente consumidos em todo
o mundo e seus constituintes oferecem muitos beneficios a satde
humana (NEBOT et al., 2012). A produgdo de leite no Brasil possui
extensa drea de atividade, com a maior parte do leite produzido
destinada ao consumo nacional. Atualmente, o Brasil ocupa a quarta
posi¢do no ranking internacional, com produgdo anual superior a 32
bilhdes de litros de leite (EMBRAPA, 2013). Os maiores produtores
estdo situados na Regido Sudeste do Pafs, com o estado de Minas Gerais
(MG) liderando a produgfo nacional, detendo praticamente 30% de todo
o volume, com grande crescimento global em termos de exportacdes de
lacteos (IBGE, 2011).

Na atividade leiteira, produtos de uso veterindrio, principalmente
antimicrobianos, sdo comumente utilizados, no controle e prevencdo de
diversas enfermidades em animais, devido a sua atividade de amplo
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espectro e os baixos custos dos medicamentos. O uso intenso e
inadequado destes principios ativos pode levar a presenca de seus
residuos no leite, provocando danos a saide humana, perdas na
producdo industrial e problemas tecnoldgicos nos produtos ldcteos
derivados (TOALDO et al., 2012). Além disso, grande preocupacdo tem
surgido com a utilizacdo frequente de pesticidas na pratica veterindria,
tais como os piretrdides e lactonas macrociclicas. A persisténcia destes
compostos no organismo dos animais tratados pode levar a presenca de
residuos no leite e efeitos indesejdveis a saide humana quando levados
ao consumo. Como ocorre para outros produtos quimicos, tais
compostos farmacologicamente ativos podem ser inseridos em
diferentes ecossistemas por meio da contaminacdo da dgua, mananciais
e vegetacdo (PEREZ et al., 2012; RUBENSAM et al., 2013).

Para garantir a seguranca do leite, sdo estabelecidos limites
maximos de residuos (LMR) para produtos de uso veterindrio e outros
compostos ativos em matrizes de alimentos, por autoridades
governamentais ou comités internacionais (EUROPEAN
COMMISSION, 2010). Como o leite € um alimento essencial na
alimentacdo humana, os limites maximos de residuos de produtos de uso
veterindrio sdo mais baixos quando comparados com outras matrizes de
alimentos, devido ao maior consumo e recomendacdo para criangas e
idosos. Alguns relatos da presenga de residuos de antimicrobianos e
pesticidas em leite e outras matrizes alimentares sdo reportados
(AHMAD; SALEM; ESTAITIEH, 2010; BILANDZIC et al., 2011),
alertando para a urgéncia da adocao de medidas de controle efetivas.

A técnica de cromatografia liquida aliada a técnicas de detecgéo
de alta sensibilidade e especificidade, como a espectrometria de massas,
compreende uma ferramenta eficaz na pesquisa, verificacio e
fiscalizacdo de residuos em leite. O Brasil, como um dos parceiros
comerciais mais importantes da oferta global de alimentos, deve exercer
controle eficaz quanto a presenca de residuos na cadeia alimentar, a fim
de prevenir possiveis danos a saide humana e/ou de contaminagdo
ambiental. Assim, com foco na seguranca alimentar e utilizando como
base métodos analiticos para monitoramento e fiscalizacio da
ocorréncia de residuos em alimentos foi instaurado no Brasil, desde
1999, o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC) do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA). Considerando o elevado volume de leite produzido no Brasil e
a elevada disponibilidade de produtos de uso veterinario no mercado,
tornam-se essenciais os levantamentos sobre a ocorréncia de residuos de
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produtos de uso veterindrio em leite cru, para garantir a qualidade e
seguranca do leite produzido e a satide do consumidor final.

No entanto, na literatura, a maior parte dos estudos reporta
andlises de residuos de produtos de uso veterinario de uma tnica classe
de compostos ativos em alimentos, ao passo que poucos avaliam um
amplo escopo, especialmente no que se refere a matriz leite, veiculo
inicial de residuos na cadeia lactea (NEBOT et al., 2012).

Com relagdo a seguranca alimentar, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio em leite
cru produzido no estado de Minas Gerais, Brasil. Andlises de amplo
escopo foram realizadas, empregando as técnicas de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa e cromatografia gasosa, para
determinacdo de 42 analitos de trés classes de compostos quimicos de
uso veterindrio, compreendendo, antimicrobianos, piretrdides e lactonas
macrociclicas, amplamente utilizados na pecudria leiteira.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PROCEDIMENTO DE AMOSTRAGEM

A realizagdo da coleta de 132 amostras de leite cru foi realizada a
partir de agosto de 2010 a fevereiro de 2011, em 45 fazendas leiteiras
selecionadas aleatoriamente em trés municipios de Minas Gerais,
compreendendo Paraopeba, Pard de Minas e Sete Lagoas, sendo 15
propriedades de cada municipio. Tais municipios estdo localizados na
regido central do estado de Minas Gerais com expressiva atividade
leiteira e grande representatividade nacional, sendo toda regido
composta por produtores de diferentes escalas de producdo didria de
leite.

O procedimento de selecio das propriedades foi realizado
respeitando a propor¢do média de producdo didria de leite na regido,
sendo 60% das propriedades selecionadas com produgio didria de até
500 L de leite por dia, enquanto que 30% foram de propriedades com
produgdo superior a 1.000 L ao dia, e 10% de propriedades com
produciao entre 500 e 1.000 L de leite ao dia. Do total de propriedades
selecionadas, 35 (81,4%) apresentavam sistema de ordenha mecanizado
e o restante (18,6%), ordenha manual.

As amostras de leite cru refrigerado foram coletadas em tanques
de expansdo, no periodo de agosto de 2010 a fevereiro de 2011,
homogeneizadas e estocadas a -18 °C (+ 2 °C), sendo as andlises
quantitativas realizadas no periodo miximo de sete dias apds a coleta.
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Na analise das amostras, as concentragdes determinadas para cada
analito foram comparadas ao seu respectivo limite maximo de residuo
em leite estabelecido pela legislacdo brasileira (BLMR) de acordo com
Brasil (2012).

22 DETI:ERMINACAO DE RESIDUOS DE PRODUTOS DE USO
VETERINARIO

2.2.1 Reagentes e solucoes padrao
A) Pesticidas

Os padrdes analiticos y-cialotrina (YCYH), A-cialotrina (ACYH),
ciflutrina (CYF), cipermetrina (CYP), deltametrina (DEL), fenvalerato
(FEV), e permetrina (PER), com 95% de pureza, foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos). Soluc¢des estoque
individuais na concentragio de 1 mg mL" foram preparadas em
acetonitrila (ACN) e armazenadas sob refrigeracdo a -20 °C, por até 30
dias. Previamente as andlises, solucdes trabalho contendo todos os
Piretréides foram preparadas em ACN, nas concentra¢des de 5,0 pg mL’

2 80,0 ug L, a partir das solugdes estoque.

B) Lactonas macrocilicas e antimicrobianos

Padrdes analiticos de penicilina G (PNG), penicilina V (PNV),
ceftiofur (CFT), cloxacilina (CLX), dicloxacilina (DCX), oxacilina
(OXA), clortetraciclina (CTC), doxiciclina (DOX), tetraciclina (TC),
oxitetraciclina (OTC), 4acido oxolinico (0OXO), acido nalidixico
(NALIDIX), flumequina (FLU), difloxacina (DIFLO), ciprofloxacina
(CIPRO), enrofloxacina (ENRO), norfloxacina (NOR), sarafloxacina
(SARA), trimetoprim (TMP), sulfadimetoxina (SDMX),
sulfaquinoxalina (SQX), sulfadiazina (SDZ), sulfatiazol (STZ),
sulfapiridina (SPY), sulfametoxazol (SMA), sulfametazina (SMZ),
sulfaclorpiridazina (SCP), sulfizoxazol (SFX), sulfadoxina (SDX),
sulfamerazina (SMR), ivermectina (IVR), eprinomectina (EPR),
emamectina (EMA), doramectina (DOR), abamectina (ABA) e
moxidectina (MOX), todos com 95% de pureza analitica, foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos).

Solucdes estoque dos padrdoes de beta-lactimicos foram
preparadas nas concentracdes de 0,5 a 3,75 mg mL’, através de
dissolucdo em polipropilenoglicol 3000 em solucdo tampao de acetato
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pH = 4,5. Para tetraciclinas, sulfonamidas e quinolonas, solucdes
estoque individuais foram preparadas através da dissolucdo de 10 mg de
padrido analitico em 10 mL de solvente adequado (acetonitrila para
tetraciclinas e sulfonamidas, metanol com duas gotas (~2) de NaOH 1M
para quinolonas, metanol para TMP). As solucdes estoque dos Padr()es
foram diluidas individualmente nas concentra¢des de 10 ug mL™" e 1 pg
mL"' e armazenadas a -20 °C. Para lactonas macrociclicas, solugdes
estoque individuais de 1,0 mg mL" foram preparadas através da
dissolucdo de 10 mg do padrdo analitico em 10 mL de ACN. Solu¢des
trabalho foram preparadas através da diluicdo das solugdes estoque em
ACN, nas concentragdes de 1 pg mL" para ABA, IVR e MOX, 1,5 pug
mL" para DOR, e 2,0 pg mL" para EPR. O padrio EMA, na
concentracdo de 1 ug mL" em ACN, foi utilizado como padrdo interno.

Todos os reagentes empregados sido de pureza analitica. Acido
acético, acido tricloracético, acetonitrila (ACN), etanol e metanol
(MeOH) foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Acido
férmico e trietilamina foram obtidos da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ,
Estados Unidos). Agua ultra pura deionizada (resistividade > 18,2
MQcm) foi gerada em sistema Milli-Q SP Water (Millipore, Bedford,
Estados Unidos). Acido etilenodiaminotetraacético  dissédico
(Na,EDTA) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados
Unidos) e acetato de amodnia foi obtido de Mallinckrodt-Baker
(Phillipsburg, NJ, Estados Unidos).

2.2.2 Procedimentos de preparo de amostra
A)  Piretroides

Aliquotas de 5,0 mL de leite foram homogeneizadas e
transferidas para tubos de polipropileno para extracdo com 10 mL de
ACN. A mistura foi submetida a agitacdo por 20 minutos e armazenada
a temperatura de -20 °C por 12 horas. Apds esse periodo, a fase organica
liquida, contendo o solvente orgénico e os analitos, foi separada da fase
aquosa e fracdo lipidica congeladas. O sobrenadante foi passado através
de 12 de vidro previamente refrigerada contendo 2 g de sulfato de sédio
anidro. O extrato foi concentrado até a secura em banho termostatizado
(38 a 40 °C) sob leve corrente de nitrogénio. O residuo foi ressuspenso
em 1,0 mL de ACN e analisado por CG-DCE.
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B) Determinagcdo  multiresiduo de quinolonas, tetraciclinas,
sulfonamidas e trimetoprim (TMP)

Aliquotas de 500 uL de leite cru foram extraidas em tubos de
microcentrifugacdo (1,5 mL) por adi¢do de 20 uL de EDTA 20 mM e
200 uL de etanol 3,0% 4cido acético. As amostras foram misturadas
durante aproximadamente 15 segundos em vortex e em seguida
centrifugadas a 10.000 x g. Uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foi
diluida com 10 pL 4gua 0,1% 4cido férmico: ACN 0,1% 4cido férmico
(1:1, v/v) e 10 pL foram injetados no cromatégrafo para andlise
multiresiduo por CLAE-MS/MS.

C)  Determinagdo quantitativa de antimicrobianos
® Beta-lactdmicos

A determinacdo de beta-lactimicos foi realizada conforme
descrito por Jank et al. (2011). Amostras constituidas de 2,0 mL de leite
foram submetidas a extracdo com 1,0 mL de ACN sob agitagdo, sendo o
procedimento repetido quatro vezes sucessivamente, seguido pela
homogeneiza¢do da mistura em agitador de tubos durante 15 minutos.
Em seguida, 1 g de cloreto de sodio foi adicionado e a mistura
submetida novamente a agitacdo por 15 minutos. As amostras foram
centrifugadas durante 5 minutos a 3.000 x g, e aliquotas de 100 uL do
sobrenadante foram transferidas para frascos de HPLC (vials), sendo
injetado um volume de 10 pL para andlise no cromatdgrafo.

e Tetraciclinas

Aliquotas de 500 pL de leite foram transferidas para tubos de
microcentrifugacdo com a adicdo de 5 uL. de EDTA 100 mM. Apds
agitacdo em vortex por 15 segundos, foram adicionados 200 pL de
etanol 3% de 4cido acético. As amostras foram novamente agitadas por
15 segundos e centrifugadas durante 10 minutos a 12.000 x g . Uma
aliquota de 350 pL do sobrenadante foi diluida com 650 uL de 4gua
ultra pura em frasco de HPLC (vial) e submetida a andlise por CLAE-
MS/MS.
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® Quinolonas

Para determinacdo de quinolonas, 500 puL de leite cru foram
submetidos a extracdo com 20 pL de EDTA 20 mM e 200 pL de etanol
3% 4cido acético. As amostras foram homogeneizadas sob agitacdo em
vértex por 15 segundos e em seguida centrifugadas a 10.000 x g. Uma
aliquota de 100 puL do sobrenadante foi diluida com 10 pL 4gua 0,1%
acido férmico: ACN 0,1% acido férmico (1:1, v/v). Em seguida, 10 uL
foram injetados para anélise no cromatdgrafo.

¢ Sulfonamidas e TMP

Aliquotas de 500 pL de leite foram homogeneizadas durante 15
segundos em vortex, e a extragdo de analitos procedeu-se com a adi¢do
de 200 pL de etanol 3% de acido acético. O extrato foi misturado
durante 15 segundos, e centrifugado durante 10 minutos a 10.000 x g.
Uma aliquota do sobrenadante (350 pL) foi diluida com 4gua ultra pura
(650 pL) em frasco de HPLC e 10 pL foram injetados para a anélise por
CLAE-MS/MS.

e Lactonas macrociclicas

A extracdo das amostras foi realizada de acordo com Riibensam
et al. (2011). Para o procedimento, 5,0 mL de leite foram extraidos com
quatro aliquotas de 2,5 mL de ACN através de extracdo liquido-liquido
com purificagdo em baixas temperaturas. Apds agitacdo em vortex,
foram adicionados 2 g de cloreto de sédio, seguida por agitacdo até
dissolucdo do sal e centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para tubo de polipropileno e mantido em
congelador por 12 horas a temperatura de -20 °C. A fase liquida
remanescente foi transferida para um novo tubo de polipropileno e
evaporada em banho termostatizado (50-55 ° C) sob leve corrente de
nitrogénio. O extrato foi reconstituido com 1 mL de ACN, e 10 pL
foram retirados, procedendo-se a andlise por CLAE-MS/MS.
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2.2.3 Equipamentos e condi¢cdes cromatograficas

A) Determinagdo de piretréides por cromatografia gasosa com
detector de captura de elétrons (CG-DCE)

A andlise de piretréides foi realizada em cromatdgrafo gasoso
Trace GC Ultra Gas Chromatograph (Thermo, Santa Clara, CA, Estados
Unidos) equipado com amostrador automdtico AI 3000 e sistema de
injecdo com divisdo de fluxo, acoplado ao detector de captura de
elétrons (DCE) ®Ni. Para a separacdo analitica dos compostos foi
empregada coluna capilar de silica OV-5 de dimensdes 15,0 mm x 0,25
mm, e 0,1 wm de espessura de filme, e coluna capilar de silica OV-35
(15,0 mm x 0,25 mm, 0,25 pm de espessura de filme). O programa de
temperatura empregado na coluna OV-5 foi de 100 °C (1 min) a 250 °C,
com 20 °C min’', para 260 °C (3 min) com 5 °C min™, até 330 °C (5
min) com 20 °C min™". As condi¢des de separacdo dos analitos na coluna
OV-35 foram similares as empregadas na coluna OV-5. O injetor e
detector foram programados nas temperaturas de 240 °C e 340 °C,
respectivamente. G4s nitrogénio foi empregado como gds de arraste a
1,0 mL min™. O volume de amostra injetado foi 1,0 uL. no modo de
injecdo sem divisdao de fluxo. A identifica¢do dos picos foi baseada na
comparagdo dos tempos de retencdo dos compostos em solugdes padrao.

B)  Andlise qualitativa multiresiduo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia e espectrometria de massas ‘in tandem’ (CLAE-
MS/MS)

Previamente as andlises quantitativas, foi empregado método de
triagem multiresiduo por CLAE-MS/MS para andlise qualitativa de
quinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas e TMP em leite. A andlise
multiresiduo foi realizada em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
Waters Alliance 2795 (Milford, Estados Unidos) acoplado ao
espectrOmetro de massas de triplo quadrupolo Micromass Quattro Micro
(Waters, Milford, Estados Unidos) com fonte de ionizacdo por
electrospray. A separacdo dos analitos foi realizada em coluna Waters
Symmetry C18 LC (Waters, Milford, Estados Unidos) de dimensées 75
mm X 4,6 mm, e 3,5 um de tamanho de particula interna. A coluna
Phenomenex C18 column (4,0 mm x 3,0 mm, 3,5 um) (Phenomenex,
Torrance, Estados Unidos) foi empregada como pré-coluna. Um
programa de eluicdo no modo gradiente foi utilizado empregando o
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solvente A (4dgua ultra pura 0,1% acido formico) e solvente B (ACN
0,1% &cido férmico). As condicdes cromatograficas e os pardmetros do
espectrOmetro de massas foram programados segundo Bittencourt et al.
(2011). A detecgdo foi realizada no modo de monitoramento de reagdes
multiplas, com duas transicdes m/z monitoradas para cada analito. A
identificacdo das transi¢des dos analitos associada aos tempos de
retengdo permitiu a confirmagdo dos analitos, de acordo com os critérios
requeridos na andlise confirmatéria de residuos. Para resultados
positivos, métodos quantitativos foram aplicados para determinacdo da
concentragdo do analito, conforme descrito a seguir.

C)  Determinagdo quantitativa de lactonas macrociclicas e
antimicrobianos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrometria de massas ‘in tandem’ (CLAE-MS/MS)

Na andlise quantitativa foi empregado o cromatdgrafo liquido
de alta eficiéncia Agilent 1100 series LC (Santa Clara, CA, Estados
Unidos) composto por bomba quaterndria, degaseificador a vicuo e
sistema amostrador automatico, acoplado ao espectrdometro de massas de
triplo quadrupolo API 5000 (Applied Biosystems, Foster City, Estados
Unidos) com fonte de ionizagdo por electrospray. A separacio
cromatografica de beta-lactimicos foi realizada em coluna analitica
Phenomenex Synergy® C18 (150 x 3,0 mm, 4,0 um), acoplada a coluna
de guarda Phenomenex C18 (4,0 x 3,0 mm, 5,0 um), no modo de
elui¢do gradiente. Foi empregada fase mével bindria, com fluxo de 500
uL min’, e tempo de corrida cromatografica de 12 minutos. A fase
moével foi composta por fase aquosa A (4dgua ultra pura 0,1% dacido
férmico) e fase organica B (ACN 0,1% acido férmico). As condicdes
cromatograficas e os pardmetros do espectrdmetro de massas foram
programados segundo Jank et al. (2011).

Na andlise de tetraciclinas, a separacdo cromatografica foi
realizada em coluna Xterra C18 (2,1 mm x 100 mm, 1,7 um) precedida
por pré-coluna C18 (4,0 x 3,0 mm, 5,0 um) (Phenomenex, Torrance,
Estados Unidos). A fase mdvel foi composta por dgua ultra pura 0,05%
acido formico (solvente A) e ACN 0,05% acido férmico (solvente B). A
separagdo analitica de quinolonas foi realizada em coluna Waters
Symmetry C18 (75 mm x 4,6 mm, 3,5 um), com pré-coluna
Phenomenex C18 (4,0 mm x 3,0 mm, 3,5 um), empregando o modo de
eluicdo gradiente com fase mdvel composta por fase aquosa A (agua
ultra pura 0,1% &cido férmico) e fase orgdnica B (ACN 0,1% d4cido
férmico).
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A separagdo analitica de sulfonamidas e TMP foi realizada em
coluna Zorbax® XDB C18 (150 x 4,6 mm, 5,0 um) (Agilent, Santa
Clara, Estados Unidos). A fase mével cromatografica foi composta por
acetato de amoénio 10 mM 0,01% acido acético (solvente A) e metanol
(solvente B), em modo de eluicdo gradiente. Os pardmetros
cromatograficos foram programados de acordo com Hoff, Barreto e Kist
(2009). Na andlise de lactonas macrociclicas, a separagdo foi realizada
em coluna Luna C18 (150 mm x 2,1 mm, 5,0 um) precedida por pré-
coluna C18 (4,0 mm x 3,0 mm, 5,0 um) (Phenomenex, Torrence, CA,
Estados Unidos). O tempo de corrida cromatografica foi de 4 minutos,
no modo de elui¢do isocratico, com fase mével composta por tampao
acetato de amonio 50 mM (pH 5,0): ACN (5:95, v/v), com fluxo de 0,2
mL min™".

2.2.4 Critérios de desempenho dos métodos confirmatorios

Todas as amostras foram submetidas aos métodos descritos.
Inicialmente, as amostras foram analisadas através do método
qualitativo multiresiduo por CLAE-MS/MS, para triagem de residuos de
antimicrobianos. Para os resultados positivos na triagem, os métodos
quantitativos por CLAE-MS/MS foram aplicados. Todos os métodos
empregados foram previamente validados e estdo atualmente em uso
rotineiro na rede de laboratdrios oficiais do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento do Brasil (MAPA), a fim de realizar o
PNCRC (LINS; CONCEI(;AO; MAURICIO, 2012), estando os
laboratérios oficiais certificados para ISO 17025. Nas andlises das
amostras, os resultados foram avaliados por meio de ensaios de
recuperacdo. Todos os métodos aplicados atingiram os critérios de
desempenho estabelecidos para andlise de residuos. Os dados de
desempenho de todos os métodos de andlise se encontram resumidos na
Tabela 2.1.

Na determinagdo dos residuos, as amostras com deteccdo de
analitos foram consideradas positivas, e as amostras com concentragdes
de analitos superiores ao BLMR foram consideradas ndo conformes.
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Tabela 2.1 - Critérios de desempenho dos métodos de andlise de residuos de

drogas veterindrias e pesticidas em leite

o . Recuperagdo  Linearidade
Técnica Analito LOD LOQ CCa CCp (%) (ne kg'l)
CLAE-MS/MS
PNG 0,4 1,0 4,7 5,7 54,2 0,4 -40
PNV 0.4 1,0 4,7 6,1 63,7 0,4 -40
CFT 10,0 250 120,4 1479 41,9 10 - 200
CLX 3,0 7.5 35,6 52,8 79,3 3-100
OXA 3,0 7.5 36,5 53,7 73,8 3-100
DCX 3,0 7.5 36,3 56,6 81,3 3-100
CTC 10,0 25,0 108,0 122,0 49,8 10 - 300
DOX 250 50,0 135,0 174,0 46,3 25-300
TC 10,0 25,0 112,0 148,0 60,3 10 - 300
OTC 10,0 25,0 114,0 151,0 54,7 10 - 300
0XO 10,0 20,0 117,6 1352 76,0 10 - 200
NALIDIX 10,0 20,0 114,4 128,7 79,0 10 - 200
FLU 10,0 20,0 112,8 125,6 79,0 10 - 200
DIFLO 10,0 20,0 1154 130,8 73,0 10 - 200
CIPRO 10,0 20,0 112,5 125,0 81,0 10 - 200
ENRO 10,0 20,0 111,8 123,6 81,0 10 - 200
NOR 10,0 20,0 113,6 1273 80,0 10 - 200
SARA 10,0 20,0 1144 128,9 76,0 10 - 200
TMP 10,0 20,0 109,7 118,0 89,0 10 - 200
SDMX 150 250 112,0 125,0 84,0 10 - 200
SQX 15,0 25,0 115,0 130,0 71,0 10 - 200
SDZ 15,0 25,0 113,0 126,0 73,0 10 - 200
STZ 150 250 115,0 128,0 65,0 10 - 200
SPY 15,0 25,0 112,0 121,0 69,0 10 - 200
SMA 150 250 119,0 134,0 74,0 10 - 200
SMZ 15,0 25,0 121,0 138,0 71,0 10 - 200
SCP 150 250 108,1 116,2 80,0 10 - 200
SFX 150 250 ND ND 63,5 10 - 200
SDX 15,0 25,0 107.4 114,8 71,0 10 - 200
SMR 150 250 106,6 1132 74,5 10 - 200
ABA 0,2 0,6 10,6 11,3 102,0 2,5-25
DOR 0,6 1,9 16,0 17,3 1014 3,75-375
EPR 1,1 34 22,0 23,7 101,3 5-40
IVR 0,3 0,9 10,7 11,6 101,8 2,5-25
MOX 0,1 0,4 10,5 11,0 95,4 2,5-25
GC-ECD

YCYH 2,0 10,0 32,4 38,4 86,8 2 -100
ACYH 2,0 10,0 40,3 50,3 91,3 2-100
CYF 5,0 20,0 94,1 135,7 101,7 5-100
CYP 5,0 15,0 26,7 33,6 95,6 5-100
DEL 2,0 5,0 27,4 34,5 73,9 2-100
FEV 2,0 5,0 49,8 58,2 79,1 2-100
PER 2,0 5.0 26,6 33.1 64.8 2-100

LOD: limite de detecgdo; LOQ: limite de quantificacdo; CCa: limite de decisdo; CCp:

capacidade de deteccao; ND: ndo determinado.

PNG: penicilina G; PNV: penicilina V; CFT: ceftiofur; CLX cloxacilina, OXA: oxacilina;

DCX: dicloxacilina; CTC:

clortetraciclina; DOXI: doxiciclina; TC:

tetraciclina; OTC:

oxitetraciclina; OXO: dcido oxolinico; NALIDIX: dcido nalidixico; FLU: flumequina; DIFLO:
difloxacina; CIPRO: ciprofloxacina; ENRO: enrofloxacina; NOR: norfloxacina; SARA:
sarafloxacina, TMP: trimetoprim; SDMX: sulfadimetoxina; SQX: sulfaquinoxalina; SDZ:
sulfadiazina; STZ: sulfatiazol; SPY: sulfapiridina; SMA: sulfametoxazol; SMZ: sulfametazina;
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SCP: sulfaclorpiridazina; SFX: sulfisoxazol; SDX: sulfadoxina; SMR: sulfamerazina; ABA:
abamectina; DOR: doramectina; EPR: eprinomectina; IVR: ivermectina; MOX: moxidectina;
v-CYH: y-cialotrina; A-CYH: A-cialotrina; CYF: ciflutrina; CYP: cipermetrina; DEL:
deltametrina; FEV: fenvalerato; e, PER: permetrina.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2.2 estio apresentados os pardmetros nacionais e
internacionais estabelecidos para os analitos pesquisados nesse estudo,
observando-se que o Brasil apresenta LMR equivalentes ou até mais
exigentes para alguns dos analitos envolvidos.

No presente estudo foram identificados 12 residuos de produtos
de uso veterindrio dentre os 42 investigados, indicando que o periodo de
caréncia de algumas drogas nio foi devidamente respeitado por todos os
produtores de leite. Os analitos pesquisados e seus respectivos
resultados se encontram resumidos e representados na Tabela 2.3.

Em 40 amostras analisadas (30,30%), foi detectado no minimo
um analito. Em 16 amostras (12,12%) observou-se deteccdo de
multiplos analitos, com quantifica¢do de dois em cada amostra analisada
(Figura 2.1). Considerando o BLMR de cada analito detectado (Tabela
2.1), 11 amostras (8,33%) apresentaram quantificacdo superior ao
respectivo limite, apresentando-se, portanto, como ndo conformes.

Residuos de piretréides foram detectados em 14 amostras,
correspondendo a residuos de CYP e DEL, com 12 e duas amostras
positivas, respectivamente. Para a deteccdo de CYP, nove amostras
apresentaram concentracdo de residuos acima do BLMR. O
cromatograma de uma amostra com CYP é mostrado na Figura 2.2.
Picos mudltiplos foram observados nos cromatogramas de CYP, devido a
separacdo dos diastero-isomeros. Além disso, € importante destacar que
os piretréides, por possuirem propriedades lipofilicas, podem se
acumular nos organismos, sendo considerados compostos altamente
téxicos e que levam a graves sintomas neurolégicos (SPINOSA;
GORNIAK; BERNARDI, 2006).
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Tabela 2.2 - Valores (ug kg'l) de limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos para os analitos pesquisados em amostras de
leite cru de 45 propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil

(continua)
Classes Analitos Brasil® Codex” UE®  EUA’ Japio®  Austrilia’ Canad4®  China"
Beta-lactimicos Penicilina G (PNG) 4 4 4 5 4 1.5 10 4
Penicilina V (PNV) 4 - - - - - - -
Ceftiofur (CFT) 100 100 100 100 100 100 100 100
Cloxacilina (CLX) 30 - 30 10 20 10 - 30
Oxacilina (OXA) 30 - 30 - 30 - - -
Dicloxacilina (DCX) 30 - 30 - 10 - - -—-
Tetraciclinas Clortetraciclina (CTC) 100 - 100 300 100 - 100 100
Doxiciclina (DOXI) 100 - - - - - - -
Tetraciclina (TC) 100 - 100 300 100 100 100 100
Okxitetraciclina (OTC) 100 100 100 300 100 100 100 100
Quinolonas Acido oxolinico (OXO) - - - - - - - -
Acido nalidixico (NALIDIX)
Flumequina (FLU) 50 - 50 - 100 - - -
Difloxacina (DIFLO) - - - - - - - -
Ciprofloxacina (CIPRO) 100 - 100 - - - - 100
Enrofloxacina (ENRO) 100 - 100 - 50 - - 100
Norfloxacina (NOR) - - - - - - - -
Sarafloxacina (SARA) - - - - - - - -
Sulfonamida Trimetoprim (TMP) 50 50 50
sinergistica
Sulfonamidas Sulfadimetoxina (SDMX) 100 - 100 10 20 - 10 100
Sulfaquinoxalina (SQX) 100 - 100 - 10 - 10 100
Sulfonamidas Sulfadiazina (SDZ) 100 100 70 100 100
Sulfatiazol (STZ) 100 - 100 --- 90 - 10 100
Sulfapiridina (SPY) 100 - 100 --- 10 - 10 100
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Tabela 2.2 - Valores (ug kg") de limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos para os analitos pesquisados em amostras de

leite cru de 45 propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil

(conclusio)
Classes Analitos Brasil®  Codex” UE® EUA’ Japio®  Austrilia” Canad4®  China"
Sulfonamidas Sulfametoxazol (SMA) 100 - 100 - - - - 100
Sulfametazina (SMZ) 100 - 100 - 25 -—- 10 25
Sulfaclorpiridazina (SCP) 100 - 100 - - - - 100
Sulfizoxazol (SFX) 100 - 100 - - - - 100
Sulfadoxina (SDX) 100 - 100 -—- 60 100 10 100
Sulfamerazina (SMR) 100 - 100 - - - - 100
Lactonas Abamectina (ABA) 10 5 5 5 5 20 - -
macrocilicas Doramectina (DOR) 15 15 -—- -—- 15 50 -—- -—-
Eprinomectina (EPR) 20 20 20 12 20 30 20 ---
Ivermectina (IVR) 10 10 - - 10 50 - -
Moxidectina (MOX) 10 40 40 40 60* 40
Piretréides vy -Cialotrina (YCYH) 25 20 50 200 30 50 --- -
A-Calotrina (A\CYH) 25 20 50 400 30 50 500 ---
Ciflutrina (CYF) 20 40 20 200 40 100 500 ---
Cipermetrina (CYP) 20 50 50 100 50 1000 - -
Deltametrina (DEL) 20 50 50 20 30 50 50 ---
Fenvalerato (FEV) 40 100 20 300 100 200 -—- -—-
Permetrina (PER) 50 100 50 880 100 50 200 ---
 Brasil (2012).
 FAO/WHO (2011).

¢ Medicamentos veterindios (Comission Regulation, 2010) e pesticidas (Sanco, 2008).

¢ FDA MRL database (2011).

¢ Japan Food Chemical Research Foundation (2011).
f Australian government (2011).

€ Health Canada (2011).

" China (2002).

JLMR nio estabelecido; valores para penicilina e tetraciclina sdo niveis minimos de detecgo.
KLMR estabelecido para fracdo de gordura do leite (originalmente 2000 pg kg". Leite com 3% de gordura, corresponde a 60 pg kg™ para o produto integral.
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A maioria dos compostos B-lactdmicos foi detectada no leite,
sendo as concentragdes inferiores aos respectivos BLMR. No entanto,
PNV foi detectada acima do limite maximo de concentragcdo (7,95 mg
kg™') para uma amostra nio conforme. E importante observar que apenas
uma formulagdo farmacéutica contendo PNV estd comercialmente
disponivel para vacas em lactacdo no Brasil. Andlise dos compostos de
tetraciclina, como CTC, DOXI, TC e OTC, apresentou deteccdo de
OXT para trés amostras, em concentracgdes inferiores a0 BLMR. Para a
analise de tetraciclina, nenhuma amostra foi considerada niao conforme
(Tabela 2.3). Residuos de quinolonas como CIPRO e ENRO foram
detectados em trés amostras diferentes para cada analito, mas nenhuma
com concentracdo acima do seu respectivo BLMR. Os cromatogramas
com amostras positivas para ENRO e seu metabdlito CIPRO, PNV e
ABA estdo apresentados na Figura 2.3.

A andlise para pesquisa de residuos de lactonas macrociclicas em
leite cru mostrou que 20 amostras foram positivas para avermectinas,
sendo sete para ABA e trés para DOR, enquanto IVR foi detectada em
12 amostras. Uma amostra apresentou valor superior ao BLMR para
ABA.

Considerando o volume total de 94.000 litros para producgio
didria representada pelas propriedades selecionadas, no periodo
avaliado, 6,4% do total de leite apresentou ndo conformidade para
pesquisa de residuos de acordo com os padrdes de BLMR. Portanto,
cerca de 6.000 litros de leite cru deveriam ser descartados diariamente,
conforme os dados apresentados nesse estudo. O volume total de leite
impréprio ao consumo devido a presenga dos compostos farmacolégicos
(ABA, PNV, CYP) detectados acima do respectivo BLMR estd
representado na Figura 2.4.
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Tabela 2.3 - Residuos de produtos de uso veterindrio em 132 amostras de leite cru refrigerado de tanque de expansdo de
propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil

Classes Analitos Analitos /:(I)Iftiz/r:: Minimo - Miximo Média + SE Arcnc?r?;(r)ifnrflzzo_
S8 a1t0s s ,1 -
positivos %) (ngkg?) (ngkeg?) %)
PNV 1(0.,8) 8,0-8,0 8,0+0,0 1(0,8)
Blactamicos PNG, PNV, CFT, CLX, CFT 7(5.3) 13,4 - 69,4 21,8+ 1,8 0 (0,0)
OXA, DCX OXA 2(1,5) 42-44 43+0,0 0(0,0)
DCX 2(1,5) 38-39 3,8+0,0 0 (0,0)
Tetraciclinas CTTg ggg’ OTC 3(2,3) 16,3 - 25,0 20,0 + 0,4 0 (0,0)
OXO, NALIDIX, FLU, CIPRO 3(23) 16,6 - 39,4 31,6+ 1,1 0(0,0)
Quinolonas DIFL(;I’OCRIT&/ENRO’ ENRO 3(2,3) 30-6,0 4,0+02 0(0,0)
SDMX, SQX, SDZ, STZ,
Sulfonamidas SPY, SMA, SMZ, SCP, ND ND ND ND ND
SFX, SDX, SMR
Sulfonamida TMP ND ND ND ND ND
sinergistica
ABA 7(5.3) 22-183 52+05 1(0,8)
ﬁlaa?ﬁ)ﬁicas ABA, D?\?(’)E(PR’ VR, DOR 3(2,3) 09-2,5 1,7+0,1 0 (0,0)
IVR 12 9,1) 04-29 1,5+0,1 0 (0,0)
PiretrGides YCYH, ACYH, CYF, CYP, CYP 129,1) 1,6-2510 87.1+8.1 9.(6,8)
DEL, FEV, PER DEL 2(L,5) 10-19 1,5+0,1 0 (0,0)

SE: erro padrao da média.

ND: nao detectado.

PNG: penicilina G; PNV: penicilina V; CFT: ceftiofur; CLX cloxacilina, OXA: oxacilina; DCX: dicloxacilina; CTC: clortetraciclina; DOXI: doxiciclina; TC:
tetraciclina; OTC: oxitetraciclina; OXO: acido oxolinico; NALIDIX: dcido nalidixico; FLU: flumequina; DIFLO: difloxacina; CIPRO: ciprofloxacina; ENRO:
enrofloxacina; NOR: norfloxacina; SARA: sarafloxacina, TMP: trimetoprim; SDMX: sulfadimetoxina; SQX: sulfaquinoxalina; SDZ: sulfadiazina; STZ: sulfatiazol;
SPY: sulfapiridina; SMA: sulfametoxazol; SMZ: sulfametazina; SCP: sulfaclorpiridazina; SFX: sulfisoxazol; SDX: sulfadoxina; SMR: sulfamerazina; ABA:
abamectina; DOR: doramectina; EPR: eprinomectina; IVR: ivermectina; MOX: moxidectina; YCYH: y-cialotrina; ACYH: A-cialotrina; CYF: ciflutrina; CYP:
cipermetrina; DEL: deltametrina; FEV: fenvalerato; e, PER: permetrina.
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Figura 2.1 - Residuos de produtos de uso veterindrio detectados em amostras de
leite cru contaminadas com dois analitos diferentes
6 -
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Analitos

BLMR: limite médximo de residuo estabelecido pela legislagdo brasileira (Brasil, 2011b).

CFT: ceftiofur; CYP: cipermetrina; IVR: ivermectina; ABA: abamectina; CIPRO:
ciprofloxacina; DOR: doramectina; ENRO: enrofloxacina; DEL: deltametrina: DCX:
doxiciclina; OTC: oxitetraciclina; OXA: oxacilina e PNV: penicilina V.

Figura 2.2 - Cromatograma de amostra positiva para residuo de cipermetrina
(CYP), com 34,79 ug L. Bifentrina foi utilizada como padrdo interno
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Figura 2.3 - Cromatogramas com extracdo idnica de amostras positivas.
Amostra de leite com 39,37 pg L' de CIPRO (A) e 5,98 ug L' de ENRO (B).
Cromatograma com extracio idnica de amostra de leite com 7,95 pg de L' de
PNV. A transi¢do mais intensa corresponde a m / z 351> 160. Qualificagcdo da
transi¢do (em cinza) corresponde a m / z 351 > 114 (C). Cromatograma de
extracdo idnica para amostra de leite com 18,3 pg L' de ABA. Segundo pico é
o padrdo interno de EMA em 5,0 pug L' (D)
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Figura 2.4 - Volume total de leite cru contaminado com cipermetrina,
abamectina e penicilina V em concentragdes acima de seu limite mdximo de
residuos conforme produgdo didria nas fazendas selecionadas em Minas Gerais,
Brasil

PNV

Py
3%

CYP: cipermetrina; ABA: abamectina; PNV: penicilina V.

A contaminacdo por diferentes compostos quimicos em leite de
propriedades rurais de Minas Gerais confirma o grande nimero de
produtos de uso veterindrio aplicados em rebanho leiteiro. A presenca de
residuos de antimicrobianos em leite se deve, provavelmente, ao
tratamento terapéutico de vacas com algum tipo de infec¢do, ao passo
que a mastite € mais frequentemente relacionada a bovinocultura de leite
no Pais. E particularmente importante notar que nio existe um
tratamento tecnoldgico para suprimir a presenga destes agentes quimicos
no leite e seus derivados, com esperadas perdas econdmicas para a
industria de laticinios e risco de danos a saide do consumidor por meio
do consumo de leite contaminado com residuos desses produtos. Além
disso, o destino inadequado do leite com residuos pode contaminar
dguas e vegetacdo, persistindo em ecossistemas, como ja relatado na
literatura (STUART et al., 2012; TORRE et al., 2012).

Lactonas macrociclicas e piretréides foram os residuos em leite
cru brasileiro encontrados em maior nimero de nio conformidade
(Tabelas 2.3 e 2.4), provavelmente devido ao maior uso desses agentes
na pratica da atividade leiteira, para controle e tratamento de endo e
ectoparasitas, principalmente. Os residuos destes compostos também
podem ser derivados de alimento contaminado por seus residuos e
fornecido ao rebanho leiteiro, ou até mesmo por contaminagdo
ambiental nas pastagens.
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Tabela 2.4 - Numero de amostras de leite cru de propriedades leiteiras de Minas
Gerais, Brasil, positivas para residuos de produtos de uso veterindrio contidas
em diferentes intervalos de concentrago

Amostras (n) em cada faixa de concentracao

falitos Ndo <001 001-05 05-10 1,0-200  >20,0
etectados detectado o'! ke! ko'l kel kel
<Lp)  Meke' meke ngke ngke ngke
PNV 131 - - - I -
CFT 125 - - - 6
OXA 130 - - - 2 -
DCX 130 - - - 2 -
0TC 129 - - - 2 1
CIPRO 129 - - - 1 2
ENRO 129 - - - 3 -
ABA 125 - - - 7 -
DOR 129 - - 1 2 -
IVR 120 2 2 1 7 -
cYp 120 - - - 3 9
DEL 130 - - - 2 -
TOTAL 75 2 2 2 38 13

LD: limite de deteccio.

PNV: penicilina V; CFT: ceftiofur; OXA: oxacilina; DCX: dicloxacilina; OTC: oxitetraciclina;
CIPRO: ciprofloxacina; ENRO: enrofloxacina; ABA: abamectina; DOR: doramectina; IVR:
ivermectina; CYP: cipermetrina; DEL: deltametrina.

Os resultados dessa pesquisa sdo de grande relevancia e podem
ser relacionados com as vendas de produtos veterindrios no mercado
brasileiro. As vacinas e produtos antiparasitdrios representam 24% do
total de produtos comercializados e os antimicrobianos respondem por
18% das vendas totais. Isso € particularmente importante, uma vez que o
Brasil estd entre os cinco maiores mercados veterinarios do mundo,
enquanto que 0s animais ruminantes sao responsaveis por 56% de todo o
mercado consumidor de medicamentos veterinarios no Brasil (SINDAN,
2011). Embora medicamentos antimicrobianos sejam amplamente
utilizados no rebanho leiteiro para prevengéo e tratamento de infeccdes,
medidas mais controladoras estdo disponiveis para a prevencio de seus
residuos na pritica de laticinios. As industrias de laticinios
rotineiramente realizam testes de triagem (qualitativos) para pesquisa de
residuos de antimicrobianos em leite cru.

A maior frequéncia observada em relacio a ocorréncia de
residuos de pesticidas em leite cru, especialmente CYP, acima do
respectivo BLMR (Tabela 2.3), apresenta-se como alerta para a industria
de laticinios, pois o leite em ndo conformidade deve ser descartado,
sendo potencial contaminante ambiental, assim como para a saide
publica, pois os piretréides sdo téxicos e cumulativos no organismo,
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causando sintomas neuroldgicos graves, ndo existindo tecnologia
corretiva para sua diminui¢do e/ou eliminagao depois de sua presenga no
leite. Assim, torna-se essencial a implementacdo urgente das Boas
Préticas Agropecudrias (BPA) na producio de leite, com foco no uso
racional e responsdvel dos produtos de uso veterindrio, com énfase para
0 uso dos pesticidas.

4 CONCLUSOES

A presenga de residuos de produtos de uso veterindrio no leite cru
foi verificada em 40 amostras, referentes a 12 diferentes analitos. Os
analitos PNV, ABA e CYP foram detectados com concentracdes acima
dos respectivos BLMR (4,0, 10,0 e 20,0 pg kg'l) em 11 amostras
analisadas. Residuos de agentes antimicrobianos e lactonas
macrociclicas foram detectados em 1,6% das amostras de leite acima
dos respectivos BLMR. A frequéncia da ocorréncia de residuos de
piretréides no leite foi superior a dos antimicrobianos e lactonas
macrociclicas, com 6,8% das amostras analisadas positivas e nao
conformes (acima do respectivo BLMR), representando possiveis
prejuizos a sanidade animal, ao meio ambiente, a inddstria de laticinios
e/ou sauide publica.
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RESUMO

A presenca de residuos de produtos de uso veterindrio no leite
compromete sua seguranca e rentabilidade em todo setor produtivo,
além de causar sérios impactos diretos e/ou indiretos na sadde dos
animais, do consumidor e no meio ambiente. O presente estudo teve por
objetivo avaliar a influéncia do treinamento para implementacdo das
boas priticas agropecudrias (BPA) na ocorréncia de residuos de
produtos de uso veterindrio no leite produzido em propriedades leiteiras
da maior regido produtora brasileira. Um total de 43 propriedades
leiteiras foram selecionadas com 129 amostras de leite cru coletadas e
analisadas para verificacdo de amplo escopo (42 analitos),
compreendendo antimicrobianos, lactonas macrociclicas e piretréides.
Além disso, foi realizado monitoramento e identificacdo dos principais
fatores de risco por meio da aplicacdo de lista de verificagdo padrdao em
cada propriedade em trés diferentes momentos com intervalos regulares
entre si. Observou-se que o treinamento para adog¢do das BPA afetou
significativamente a qualidade do leite produzido em relagdo a
ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio, especialmente em
relacdo aos produtos aplicados invidualmente nos animais, como o0s
antimicrobianos e lactonas macrociclicas. Antes da implementacdo das
BPA observou-se que 51,3% das propriedades apresentavam amostras
de leite positivas para residuos, sendo essa frequéncia diminuida para
16,3% ap6és implementacdio das BPA. As diferentes préticas
recomendadas para ado¢do das BPA em propriedades leiteiras
apresentaram forte correlacdo positiva entre si, demonstrando a
importancia nao apenas da adogdo de praticas isoladas e especificas para
determinados fins, mas o conjunto de todas as acdes
concomitantemente. O risco de ocorréncia de residuos de produtos de
uso veterinario no leite diminuiu em 51,8% apds treinamento para
implementacdo das BPA, sendo que para residuos de antimicrobianos e
lactonas macrociclicas diminuiu em 84,9 e 42,2%, respectivamente.
Assim, a adequada informagdo e orientacdo quanto ao uso racional,
responsavel e consciente de produtos quimicos na atividade leiteira por
meio da implementa¢do das BPA torna-se uma ferramenta essencial e
eficaz para producdo de leite seguro, minimizando prejuizos em toda
cadeia leiteira advindos da presenga de residuos de produtos de uso
veterindrio no leite, tornando-o imprdprio ao consumo além de potencial
contaminante ambiental.

Palavras-chave: residuos, leite, produtos de uso veterindrio, pesticidas,
boas priticas agropecudrias, treinamento, risco
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1  INTRODUCAO

Nenhum alimento pode ser considerado livre de risco e cada
passo em todo seu processo de producdo, do campo a mesa, deve ser
constantemente monitorado para garantia de sua seguranca (VOYSEY;
BROWN, 2000). Com isso, os produtores de leite em seus sistemas de
producdo em todo mundo precisam ser, cada vez mais, capazes de aliar
rentabilidade com responsabilidade na prote¢do e promog¢do da sadde
humana, do meio ambiente, assim como da sanidade e do bem estar
animal (RUEGG, 2003; FAO/IDF, 2011; IDF, 2013). O
desenvolvimento de programas de garantia de qualidade estd geralmente
baseado na adog¢do de melhores praticas de manejo na atividade leiteira
visando garantia da biosseguridade e sanidade do rebanho em geral,
podendo aumentar a rentabilidade, melhorar a efici€éncia em toda
producdo e diminuir a incidéncia de diversas enfermidades (RUEGG,
2003; RODRIGUES; CARAVIELLO; RUEGG, 2005; HOE; RUEGG,
2006).

Antimicrobianos, lactonas macrociclicas e piretrdides sdo os
produtos mais utilizados em rebanhos leiteiros para prevencgéo, controle
e tratamento de infecgdes bacterianas e parasitdrias, assim como,
infestagdes parasitarias (BILANDZIC et al., 2011; TOALDO et al.,
2012). O uso extensivo e irresponsdvel desses compostos ativos pode
levar a presenca de seus residuos no leite produzido, podendo causar
danos a sadde do consumidor, desenvolvimento de resisténcia,
propagacdo de patdgenos resistentes, perda de produgdo, diminui¢io no
rendimento industrial e problemas tecnoldgicos em derivados lacteos
(McEWEN et al., 1991; RUEGG; TABONE, 2000; TOALDO et al.,
2012).

O incentivo e a aceita¢fio da avaliacdo dos fatores de risco para
promocdo e avaliagdo holistica da saide e dos riscos estd em
consonancia com as intengdes da Organizacdo Mundial de Sadde. Nesta
abordagem, a cadeia alimentar é reconhecida como responsabilidade de
todos os envolvidos desde a producdo, processamento, comercializagio
e consumo de alimentos. Esta abordagem holistica para a seguranga
alimentar ao longo da cadeia alimentar difere dos modelos anteriores em
que a responsabilidade pela seguranca alimentar tende a se concentrar
no setor de processamento de alimentos (SHITANDI; KIHUMBU,
2004).

O trabalho de esclarecimento e informacao junto aos produtores a
respeito das boas praticas agropecudrias (BPA) na atividade leiteira
torna-se, portanto, uma ferramenta indispensdvel para prevencdo de
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perigos, melhoria e garantia da qualidade do leite. Com informacio
adequada e conhecimento, o produtor apresenta melhores condi¢des de
interferir em seu préprio sistema de producdo, atingindo metas de
qualidade exigidas pelo mercado nacional e internacional (GORNI;
CABRINI, 2003; RUEGG, 2003; YOUNG et al., 2010b).

A ampla implementacdo de melhores praticas de manejo requer
entendimento das praticas usuais da producio de leite em cada regido.
As atitudes e caracteristicas pessoais dos produtores rurais influenciam
em suas escolhas e tomadas de decisdes, que geralmente se baseiam em
observacdes subjetivas, dificultando a sua motivagdo para adocdo das
boas praticas nas atividades rotineiras (CHASSAGNE; BARNOUIN;
LE GUENIC, 2005).

Embora a importancia das BPA na atividade leiteira para garantia
da qualidade do leite produzido seja reconhecida internacionalmente
(YOUNG et al., 2010b; OLIVEIRA et al., 2011), ha pouca informagdo
disponivel sobre as principais priticas de manejo e gestio e sua
influéncia na ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio no
leite como antimicrobianos, lactonas macrociclicas e piretrdides,
monitorados por métodos quantitativos e confirmatdrios e ndo apenas
por testes qualitativos de triagem.

Assim, o presente estudo objetivou avaliar a influéncia das
principais préticas de manejo agropecudrio utilizadas em conformidade
com as BPA recomendadas internacionalmente para a atividade leiteira
e sua associagdo e interferéncia na ocorréncia de residuos de produtos de
uso veterindrio no leite cru produzido em propriedades leiteiras
brasileiras.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 SELECAO DAS PROPRIEDADES LEITEIRAS E COLETA DE
DADOS

O presente estudo foi realizado no periodo de agosto de 2010 a
fevereiro de 2011 contemplando 43 propriedades leiteiras selecionadas
aleatoriamente no estado de Minas Gerais, maior estado produtor de
leite no Brasil (IBGE, 2011). A selecdo das propriedades foi realizada
proporcionalmente a frequéncia de producdo diaria de leite. Assim, 60%
das propriedades selecionadas apresentavam producio didria de até 500
L de leite por dia, 30% com produgdo superior a 1.000 L ao dia, ¢ 10%
entre 500 e 1.000 L de leite produzidos diariamente.
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Uma lista de verifica¢do padrio foi elaborada e adaptada a partir
de recomendag¢des internacionalmente reconhecidas de boas préiticas
agropecudrias para a atividade leiteira de acordo com Codex
Alimentarius (2004), Brasil (2008), GlobalGAP (2010), Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO), International
Dairy Federation (IDF) (FAO/IDF, 2004). As 192 recomendacdes
(varidveis) presentes na lista de verificacdo padrdo utilizada nesse
estudo foram agrupadas em seis categorias: (1) sanidade animal; (2)
controle de residuos de produtos de uso veterindrio e contaminantes; (3)
manejo ambiental; (4) manejo de ordenha; (5) seguranca do trabalho; e,
(6) bem estar animal, contendo 11, 93, 21, 18, 21 e 28 varidveis,
respectivamente (Anexo I).

A aplicacdo da lista de verificacdo (Anexo I) foi realizada em
cada uma das propriedades selecionadas visando obtencdo de um
diagndstico de situagdo das principais praticas de manejo adotadas nas
propriedades (tempo zero — I etapa). Em seguida a implementacdo das
BPA na atividade de leiteira foi proposta por meio de treinamento
tedrico-prético in loco, em cada propriedade, buscando corre¢do e/ou
adequacdo individual dos principais fatores de risco identificados como
ndo conformes. Além disso, nesse primeiro momento (etapa I, antes do
treinamento) amostras de leite cru foram coletadas nos tanques de
expansdo refrigeradores de cada propriedade para pesquisa de amplo
escopo analitico de residuos de produtos de uso veterindrio. Apés o
treinamento realizado no tempo zero (etapa I), foram realizadas
repeticdes das coletas e andlises de amostras e reaplicagdo da lista de
verificagdo em cada propriedade, em torno de 48 e 96 dias apés a etapa
I, correspondendo as etapas II e III, respectivamente.

2.2 AMOSTRAS DE LEITE CRU REFRIGERADO

Um total de 129 amostras de leite cru foram coletadas no tanque
de expansdo refrigerador de cada uma das 43 propriedades leiteiras
selecionadas, apds a devida homogeneizacdo. Todas as amostras
coletadas em frascos de 500 mL e armazenadas congeladas (-16 + 2 °C)
até a realizagdo das andlises para pesquisa de 42 diferentes analitos
(antimicrobianos, lactonas macrociclicas e piretréides).
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2.3 ANALISES LABORATORIAIS

Todas as andlises para pesquisa dos 42 analitos contemplados
nesse estudo foram realizadas conforme os métodos descritos no
capitulo 2 desta tese.

24  ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software
SAS/STAT® (Version 8, SAS® Institute Inc., Cary, NC, USA) (SAS,
1999). Para andlises paramétricas foi realizada ANOVA com
delineamento em blocos ao acaso e comparagdo de médias por teste t
pareado (Teste t de Student). O teste de correlacio de Pearson das
varidveis quantitativas foi realizado (P < 0,05). Para varidveis nao-
paramétricas foi realizado o teste de Qui-quadrado e a comparagdo de
médias por teste de Wilcoxon. O teste de correlacdo entre as varidveis
quantitativas e qualitativas e/ou qualitativas entre si foi realizada por
meio do teste de Spearman (P < 0,05). Para cdlculo das chances de
ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio em leite para as
diferentes varidveis identificadas como fatores de risco (P < 0,05), antes
e ap0s o treinamento, foi realizado o cédlculo do Odds ratio (OR).

Para fins desse estudo e tratamento estatistico dos dados, os
resultados quantitativos obtidos por meio das andlises confirmatorias e
relativos as pesquisas de residuos nas amostras foram convertidos em
dados qualitativos, obedecendo a seguinte classificacdo, para fins de
interpretacdo: amostras negativas (sem deteccdo de um ou mais
analitos), amostras positivas (deteccdo de um ou mais analitos) e
amostras ndo conformes (deteccdo de um ou mais analitos em
concentracdo acima do limite mdximo de residuo estabelecido pela
legislacdo brasileira — BLMR, segundo Brasil, 2012).

Para cada varidvel da lista de verificagdo aplicada, foram
atribuidas trés possiveis respostas: conforme (C), ndo conforme (NC) ou
ndo se aplica (NSA). Ao final, foi gerado um indice de conformidade
para cada categoria e, também no geral, em relagdo as BPA em cada
propriedade, sendo calculada a frequéncia de conformidade pela
férmula: [C / (C + NC) x 100] (ANDRADE; OGLIARI, 2007).

Para cada categoria e varidvel avaliadas por meio da aplicagcdo da
lista de verificacdo, foi calculada a frequéncia de conformidade antes e
apds o treinamento e analisada sua significincia estatistica (P < 0,05)
para facilitar a identificagcdo dos principais fatores de risco nesse estudo.
Para as varidveis identificadas como fatores de risco (P < 0,05) em
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relacdio a ocorréncia de residuos de produtos de uso veterinario no leite,
foi calculado o Odds ratio (OR).

2.4.1 Simulacao do risco de produciao de leite com presenca de
residuos de produtos de uso veterinario por modelo estocastico

O modelo de simulagdo estocdstica combinou as varidveis
apresentadas na Tabela 3.1 para apresentacdo de uma estimativa dos
riscos de producgdo de leite com presenca de residuos de produtos de uso
veterindrio na regido estudada por meio do uso do software @ Risk
(2012) (Versdo 5.7, Palisade Corporation Inc., Ithaca, New York, USA)
com a amostragem por hipercubo latino e 100.000 iteragdes para cada
andlise. As distribuicdes do volume estimado de producdo de leite com
presenca de residuos de produtos de uso veterindrio pelas propriedades e
em toda regido estudada em cada etapa do estudo e seus respectivos
percentuais frente ao volume total foram determinadas, com intervalos
de confianca de 95%.

Os dados de producdo de leite na regido estudada durante o
periodo do estudo, assim como o numero de animais em lactagdo
ordenhados foram obtidos a partir dos dados de Pesquisa Pecudria
realizados pelo IBGE (2011), para compor a base de dados utilizada na
montagem do modelo de simulag@o estocdstico deterministico (médias
obtidas nos anos de 2010 e 2011). A regido contemplada nesse estudo
representa uma produgdo da ordem de 51.139.000 litros de leite ao ano,
totalizando um rebanho de aproximadamente 24.829 vacas em lactacio
ordenhadas (IBGE, 2011).
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Tabela 3.1 - Dados de entrada (input) e saida (output) utilizados para o modelo estocdstico de simulag¢do do risco de ocorréncia
de residuos de produtos de uso veterindrio no leite de propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil

(continua)
Parametros Notacdo Etapas do Ciélculo ou distribuigdo
estudo

Niimero de vacas em lacta¢do no estudo LAC [ Ielll Input para RiskLogNormal (56;45)
Taxa de animais medicados TAM1 I Input para RiskLogNormal (0,05;0,062)

TAM2 II Input para RiskLogNormal (0,053;0,083)

TAM3 111 Input para RiskLogNormal (0,045;0,082)
Vacas em lactacdo medicadas (exceto VALM1 I Input para LAC x TAM1
piretroides, em que foi considerado medicado VALM?2 I Input para LAC x TAM2
100% dos animais) VALM3 11 Input para LAC x TAM3
Taxa de amostras positivas para residuos de RES1 I Input para RiskNormal (0,511;0,076)
produtos de uso veterindrio RES2 II Input para RiskNormal (0,233:0,064)

RES3 III Input para RiskNormal (0,163;0,057)
Taxa de amostras positivas para residuos de ATM1 1 Input para RiskNormal (0,326;0,071)
antimicrobianos ATM2 I Input para RiskNormal (0,046;0,032)

ATM3 III Input para RiskNormal (0,023;0,023)
Taxa de amostras positivas para residuos de ATP1 I Input para RiskNormal (0,302;0,070)
antiparasitdrios ATP2 II Input para RiskNormal (0,209;0,062)

ATP3 III Input para RiskNormal (0,139;0,053)
Taxa de amostras positivas para residuos de LAM1 I Input para RiskNormal (0,256;0,066)
lactonas macrociclicas LAM2 I Input para RiskNormal (0,139;0,053)

LAM3 111 Input para RiskNormal (0,093;0,044)
Taxa de amostras positivas para residuos de PIR1 I Input para RiskNormal (0,116;0,049)
piretroides PIR2 I Input para RiskNormal (0,070;0,039)

PIR3 111 Input para RiskNormal (0,116;0,049)
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Tabela 3.1 - Dados de entrada (inpuft) e saida (output) utilizados para o modelo estocdstico de simulag@o do risco de ocorréncia de
residuos de produtos de uso veterindrio no leite de propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil

(conclusio)
Pardmetros Notagdo E:‘SIESZSO Ciélculo ou distribui¢do
Vacas em lactacdo medicadas e positivas para VPOS1 I Input para LAC x taxa de amostras positivas 1
residuos de produtos de uso veterindrio e/ou VPOS2 II Input para LAC x taxa de amostras positivas 2
classe VPOS3 I Input para LAC x taxa de amostras positivas 3
Vacas em lactacdo ordenhadas LAC LIIE I Input para média obtida a partir de banco de dados dos
P ’ anos de 2010-2011 na regido estudada (IBGE, 2011)
Volume de leite produzido na regido amostrada VOL LIIE I Input para média obtida a partir de banco de dados dos
’ anos de 2010-2011 na regido estudada (IBGE, 2011)

?élge;i;(a)l de leite produzido por vaca ao ano na LVA LIEII Input para VOL / LACp
Quantidade de leite produzido pelas
propriedades com residuos de produtos de uso LRES1 I Output para VPOS1 x LVA
veterindrio e/ou classe

LRES2 II Output para VPOS2 x LVA

LRES3 I Output para VPOS3 x LVA
Quantidade de leite produzido na regido VRES1 I Output para LCAp / LAC x LRES1
estudada com residuos de produto de uso VRES?2 i Output para LCAp / LAC x LRES2
veterindrio e/ou classe VRES3 11 Output para LCAp / LAC x LRES3
Percentual de leite produzido na regido PRES1 I Output para VRES1 / VOL
estudada com residuos de produto de uso PRES2 I Output para VRES2 / VOL
veterindrio e/ou classe PRES3 il Output para VRES3 / VOL
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes residuos de produtos de uso veterindrio foram
detectados nas amostras de leite cru de propriedades leiteiras
selecionadas no estado de Minas Gerais, Brasil, antes e apds o
treinamento para implementacdo das BPA. Os analitos estudados e a
frequéncia da ocorréncia dos residuos presentes nas amostras analisadas
nas diferentes etapas do estudo estdo descritos na Tabela 3.2. Como nio
houve diferenca estatisticamente significativa entre os dados obtidos nas
etapas II e III, os mesmos foram compilados em uma tnica etapa (apds
o treinamento).

A presenca de residuos de produtos de uso veterindrio foi
observada em 38 amostras das 129 analisadas (29,5%), destas 22
(51,2%), 09 (20,9%) e 07 (16,3%) detectadas, respectivamente, nos
tempos zero, 48 e 96 dias a partir da realiza¢do do treinamento, sendo
que nenhuma das propriedades amostradas apresentaram reincidéncia.
No total, 55 analitos foram detectados, sendo 18 antimicrobianos e 31
antiparasitdrios. Desses analitos, dez apresentaram valores superiores
aos BLMR (BRASIL, 2011b), sendo um para antimicrobiano e o
restante (nove) para antiparasitarios. Em 16 amostras positivas (12,40%)
observou-se presenca de multiplos analitos, com dois em cada amostra
analisada, sendo 11 (68,75%), 01 (6,25%) e 04 (25,00%) nos tempos
zero, 48 e 96 dias, respectivamente. Diferentes combinac¢des de analitos
presentes foram observadas nessas amostras, sendo CIPRO, ENRO,
CFT, DORA, CYP, PNV, IVR, OXA, OTC, ABA e DEL os analitos
envolvidos nas multiplas deteccdes. Dessas amostras, trés se
apresentaram em ndo conformidade no tempo zero para um dos analitos
presentes e uma amostra com 96 dias apds treinamento.

A presenca de residuos de produtos de uso veterindrio foi
observada em todas as etapas, no entanto, com significativa diminuicio
de sua frequéncia apds realizagdo do treinamento para implementacio
das BPA. Para os residuos de antimicrobianos pesquisados, 14 amostras
positivas foram observadas antes do treinamento e duas apés 48 e 96
dias, com uma amostra ndo conforme antes do treinamento € nenhuma
apds. Para residuos de antiparasitdrios, 13 amostras foram positivas
antes do treinamento e nove apds. No entanto, a diminuicdo significativa
de sua ocorréncia aconteceu somente no grupo das lactonas
macrociclicas (P < 0,05), ndo sendo possivel o mesmo resultado para
piretréides, provavelmente, devido a grande infestacdo por carrapatos
observada no periodo do estudo em toda regido envolvida e a
caracteristica em comum de aplicag@o desses produtos em todo rebanho.
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Tabela 3.2 - Residuos de produtos de uso veterindrio em amostras de leite cru refrigerado antes e apds aplicagdo de treinamento
tedrico-pratico in loco para implementacdo das Boas Priticas Agropecudrias (BPA) na atividade leiteira de 43 propriedades rurais
do estado de Minas Gerais, Brasil

(continua)
ANTES DO TREINAMENTO — ETAPA I (n = 43) APOS TREINAMENTO — ETAPAS Il e III (n = 86) Valor de
Classes Analitos Amostras Amostras P para
Analitos detectados Amostras Faixa de Média + n:l(;:otmh Amostras Faixa de Média + n;%s;ms Treina-
Positivas detecgio SE* conformes Positivas detecgio SE* conformes mento
(%) (ngL™ (ngLh (%) (%) (ugL (ugL %)
ANTIMICROBIANOS 14 (32,6) ND"-69,4 17,7+0,5 12,3) 335) ND"-39,4 20,1 +0,3 0(0,0) <0,0001
P-lactémicos 11(25,6)  ND"-694  147+11 1(,3) 0(0,0) ND’ ND’ 0(0,0) <0,0001
PNG, PNV, PNV 12.3) 8,0-8,0 8,0+ 0,0 12.3) ND® ND° ND° 0(0,0) 0,1557
CFT, CLX, CFT 7 (16,3) 134-694  21,8+32 0(0,0) ND" ND” ND” 0(0,0) 0,0001
OXA, OXA 247 42-44 43400 0(0,0) ND" ND” ND” 0(0,0) 0,0438
DCX DCX 247 3,8-3,9 3,8+0,0 0(0,0) ND" ND" ND” 0(0,0) 0,0438
Tetraciclinas 123  ND™-250  250+00 00,0 223 ND"-18,6 175401 00,0 1,0000
CTC, DOXI, TC, OTC OTC 12.3) 250-250  250+0,0 0 (0,0) 2(2.3) 16,3-18,6 175+02 0(0,0) 1,0000
Quinolonas 2(4,7) ND"-38,7  27,7+0,8 0 (0,0) 1(1,2) ND’-39,4 39,4+0,0 0(0,0) 0,2153
0XO0, NALIDIX, FLU, CIPRO 247 16,6-38,7  277+24 0(0,0) 1(1,2) 39,4-39,4 39,4 +0,0 0(0,0) 0,2153
DIFLO, CIPRO, ENRO,
NOR, SARA ENRO 247 3,0-3,1 3,1+0,0 0(0,0) 1(1,2) 6,0-6,0 6,0 +0,0 0(0,0) 0,2153
Sulfonamidas ND’ ND’ ND’ 0(0,0) ND’ ND’ ND’ 0(0,0) 1,0000
SDMX, SQX, SDZ, STZ,
SPY, SMA, SMZ, SCP, ND" ND" ND" ND° 0(0,0) ND" ND° ND” 0 (0,0 1,0000
SFX, SDX, SMR
Sulfonamida sinérgica ND’ ND’ ND’ ND’ 0 (0,0) ND’ ND’ ND’ 0(0,0) 1,0000
TMP ND° ND° ND° ND° 0 (0,0) ND° ND° ND° 0 (0,0) 1,0000




98

Tabela 3.2 - Residuos de produtos de uso veterindrio em amostras de leite cru refrigerado antes e ap6s aplicacdo de treinamento
tedrico-pratico in loco para implementacdo das Boas Priticas Agropecudrias (BPA) na atividade leiteira de 43 propriedades rurais
do estado de Minas Gerais, Brasil

(conclusio)
ANTES DO TREINAMENTO — ETAPA I (n = 43) APOS TREINAMENTO — ETAPAS 11 E III (1 = 86) Valor de
Classes Analitos Amostras Amostras P para
Analitos detectados Amostras Faixa de Média + mmostras Amostras Faixa de e a mostras Treina-
.. ~ a nao .. ~ Média + SE nao
Positivas detec¢do SE conformes Positivas detecgdo (g L conformes mento
(%) mgLh (gl %) (%) (ngL™) He %)
ANTIPARASITARIOS 13 (30,2) ND"-45,7 9,9+0,7 3(7,0) 15 (17,4) ND"-251,0 48,7 +2,7 6 (7,0) 0,1508
Lactonas macrociclicas 11 (25,6) ND"-2,7 1L4+01 0(0,0) 10 (11,6) ND'-18,3 43+0,2 1(1,2) 0,0487
ABA, DOR, ABA 123) 2,727 2,7+0,0 0 (0,0) 6 (7.0) 22-183 56+0,7 1(1.2) 0,2708
EPR, IVR, DOR 3(7,0) 0,9-2.,5 1,7+0,1 0(0,0) ND" ND" ND® ND" 0,0132
MOX IVR 7 (16,3) 0,4-2,2 1,0+0,1 0(0,0) 4.(4,7) 12-2,9 2,1+0,1 0(0,0) 0,0258
Piretrdides 5(11,6) ND*-45,7 252+ 10 3(7,0) 8(9,3) ND’-251,0 1043 +4,3 5(58) 0,6842
YCYH, A\CYH, CYF, CYP, CYP 5(11,6) 1,6-45,7 252427 3(7,0) 6 (7,0) 7,7-251,0 138,6 + 10,8 5(5.8) 0,3946
DEL, FEV, PER DEL ND" ND" ND" ND" 2(23) 1,0-1,9 1,540, 0(0,0) 0,3135
Residuos em geral 22 (51,2) ND"-694 13,0+04 4093 17 (19,8 ND"-251,0 435+13 6(7,0) 0,0007

*SE: erro padrio da média. "ND: nio detectével.

PNG: penicilina G; PNV: penicilina V; CFT: ceftiofur; CLX: cloxacilina; OXA: oxacilina; DCX: dicloxacilina; CTC: clortetraciclina; DOXI: doxiciclina;
TC: tetraciclina; OTC: oxitetraciclina; OXO: dcido oxolinico; NALIDIX: dacido nalidixico; FLU: flumequina; DIFLO: difloxacina; CIPRO:
ciprofloxacina; ENRO: enrofloxacina; NOR: norfloxacina; SARA: sarafloxacina; SDMX: sulfadimetoxazol; SQX: sulfaquinoxalina; SDZ: sulfadiazine;
STZ: sulfatiazol; SPY: sulfapiridina; SMA: sulfametoxazol; SMZ: sulfametazina; SCP: sulfaclorpiridazina; SFX: sulfizoxazol; SDX: sulfadoxina; SMR:
sulfamerazina; TMP: trimetropim; ABA: abamectina; DOR: doramectina; EPR: eprinomectina; IVR: ivermectina; MOX: moxidectina; YCYH: y-
cialotrina; A\CYH: A-cialotrina; CYF: ciflutrina; CYP: cipermetrina; DEL: deltametrina; FEV: fenvalerato; e, PER: permetrina.
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De acordo com Hernandes et al. (2009), a falta de conhecimento
dos produtores quanto aos riscos no manuseio de substancias perigosas
como os produtos de uso veterindrio, especialmente os piretréides, pode
prejudicar a segurancga do leite produzido pela presenca de seus residuos
no mesmo tornando-o impréprio ao consumo, assim como, a satde dos
trabalhadores e o meio ambiente, pois se tratam de produtos téxicos,
com efeito cumulativo e potencialmente contaminantes, com grande
resisténcia no meio ambiente (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI,
2006). Adicionalmente, nota-se que os critérios para controle de infesta-
coes tém sido definidos exclusivamente e de forma geralmente subjetiva
pelos préprios produtores. Em geral, informagdes sobre a epidemiologia
regional do parasito sdo negligenciadas; acaricidas sdo escolhidos por
critérios que ndo a eficicia, e a aplicacdo desses ocorre geralmente de
forma inadequada, desafiando inclusive o sucesso do préprio
tratamento. Além disso, efetua-se o controle da mosca-do-chifre
(Haematobia irritans) com produtos de acdo acaricida (piretrdides e
organofosforados), mas aplicados em doses insuficientes para garantir o
controle do carrapato, contribuindo indiretamente para o aumento da
resisténcia (MARTINS, 2004; BARROS; GOMES; KOLLER, 2007).

Em dezembro de 2011 entrou em vigor a Instrucdo Normativa
n.48 (BRASIL, 2011c) proibindo para bovinos em fase de terminacio,
em todo o territério nacional, o uso de produtos antiparasitdrios que
contenham em sua formulagdo principios ativos da classe das
avermectinas, cujo periodo de caréncia ou de retirada descrito na
rotulagem seja superior a 28 dias. Além disso, produtos de longo
periodo de caréncia, geralmente, ndo sdo recomendados para uso em
bovinos durante a lactacdo, especialmente aqueles destinados aos
tratamentos de vacas secas ou mesmo bovinos de corte.

A frequéncia da presenca de residuos de produtos de uso
veterindrio no leite cru demonstrou diminuicdo significativa (P =
0,0007) de 51,2 para 18,6% de amostras positivas, antes e apds o
treinamento, respectivamente. A frequéncia de amostras positivas para
antimicrobianos e antiparasitdrios antes do treinamento foi de 44,2 e
30,2%, respectivamente. Apds o treinamento essas frequéncias
diminuiram para 4,7% (P < 0,0001) e 209% (P = 0,1508),
respectivamente para antimicrobianos e antiparasitdrios. Porém, dentre
os residuos de antiparasitdrios, apenas o grupo das lactonas
macrociclicas apresentou diminui¢@o significativa apds o treinamento (P
= 0,0487) de 25,6 para 11,6% de amostras positivas. Tais resultados
demonstram que as BPA apresentam-se eficazes como ferramenta util
no controle e prevengdo de residuos de produtos de uso veterindrio no



100

leite. Antes do treinamento, quatro amostras (9,3%) apresentaram
residuos de antimicrobianos e de antiparasitirios concomitantemente.
Apds o treinamento, esse resultado foi observado em uma amostra
(1,2%), sem propriedades reincidentes.

Nota-se grande escassez de estudos na literatura cientifica que
busquem avaliar a influéncia de diferentes priticas de manejo e/ou
treinamento de mao-de-obra na ocorréncia de residuos de produtos de
uso veterindrio no leite cru. No presente estudo, observou-se que apds o
treinamento para implementacdo das BPA nas propriedades as amostras
positivas para antimicrobianos e antiparasitirios diminuiram em 89,4 e
30,8%, respectivamente. Esse resultado representou 83,7% das
propriedades com produgdo de leite sem presenca de residuos no final
do estudo de forma crescente e progressiva ao longo do tempo
analisado, enquanto que no diagndstico de situag¢do realizado no tempo
zero (I etapa) esse percentual era de 48,8%.

Das 43 propriedades estudadas em cada etapa, observaram-se 22
amostras positivas para residuos de produtos de uso veterindrio no leite
antes do treinamento, diminuindo significativamente (P < 0,05) para
nove e sete, apds 48 e 96 dias apds o treinamento, respectivamente.
Dados que reforcam e confirmam a importincia das BPA como
ferramenta primordial para a diminui¢do do risco de residuos de
produtos de uso veterindrio no leite. Além disso, ndo foi observada
reincidéncia em nenhuma das propriedades estudadas apds realizagdo do
treinamento.

A partir dos dados obtidos pela aplicacdo da lista de verificagdao
nas propriedades leiteiras selecionadas, observou-se que cinco das seis
categorias estudadas apresentaram diferenca significativa (P < 0,05)
antes e ap0ds o treinamento (Tabela 3.3), comprovando a importincia do
mesmo para a implementacdo das BPA, ferramenta necessdria para
adequacdo e padronizacdo de critérios internacionalmente reconhecidos
e recomenddveis. Além disso, segundo Ruegg (2003), a adogdo e
padronizagdo de praticas de manejo mais adequadas, visando reducio de
riscos, nas propriedades leiteiras pode ajudar a acalmar alguns receios
dos consumidores contribuindo para uma imagem mais positiva da
industria de laticinios de modo geral.

A frequéncia de amostras de leite cru em conformidade para
pesquisa de residuos de produtos de uso veterindrio em leite apresentou
correlagdo positiva de moderada a muito forte, de acordo com a
classificacdo proposta por Finney (1980), para todas as categorias
avaliadas (Tabela 3.4).
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Tabela 3.3 - Indice de conformidade obtido para as principais categorias
avaliadas antes e apds o treinamento para implementacdo das Boas Priticas
Agropecudrias (BPA) em 43 propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil

Categorias CAT* (n=43) CPT* (n = 86)
Média + SE Minimo - Média + SE Minimo -
maximo maximo
Sanidade animal 58,5 +25,8 8,3-100,0 61,1*+28,8  8,3-100,0
Prevengioe 61,6'+169  338-888 769°+173  42,6-983
controle de residuos
Gestdao ambiental 50,0* + 21,0 9,5-629 62,9° +225 14,3 -97.6

Manejo de ordenha 68,9 +312  5,6-100,0 782°+27.2  83-100,0
Seguranga do 392 4+ 22,1 53-952  555°+214  95-952

trabalho

Bem estar animal 60,3* +23.3 143-938 66.,2° +238 143-93.8
TOTAL GERAL a N

(MEDIA) 56,7 + 8,8 5,3 -100,0 66,0+ 7,9 8,3 - 100,0

CAT: indice de conformidade antes do treinamento; CPT: indice de conformidade apds
treinamento; SE: erro padrdo da média

Letras iguais em mesma linha n3o diferem significativamente pelo Teste t de Student (P >
0,05).

*Indice de conformidade: calculado pela férmula [C / (C+ NC) x 100], sendo C as varidveis em
conformidade com as recomendagdes e NC aquelas em ndo conformidade. Os dados apds
treinamento foram reunidos, por apresentarem resultados similares.

Tabela 3.4 - Correlagdo (Teste de Pearson) entre as diferentes categorias
avaliadas por meio da lista de verificacdo das Boas Prdticas Agropecudrias
(BPA) aplicada em 43 propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil, e sua
associagdo com amostras em conformidade para residuos de antimicrobianos e
antiparasitdrios nas amostras de leite cru analisadas (P < 0,05)

Categorias CRPUV GA MO ST BEA RATM  RATP
SA 0,6489 0,4955 0,7274 0,6104 0,7202  0,6801  0,5690
CRPUV --- 0,7390 0,8200 0,8193 0,7680  0,9812  0,9700
GA --- 0,7378 0,7816  0,6363  0,7577  0,6981
MO --- 0,7523  0,7412  0,8479  0,7711
ST --- 0,6835 0,8026  0,8221
BEA --- 0,7895  0,6926
RATM --- 0,9224

SA: sanidade animal; CRPUV: controle de residuos de produtos de uso veterindrio; GA: gestdo
ambiental; MO: manejo de ordenha; ST: seguranca do trabalho; BEA: bem estar animal;
RATM: residuos de antimicrobianos (abaixo do limite méaximo de residuo permitido); RATP:
residuos de antiparasitdrios (abaixo do limite mdximo de residuo permitido).

Assim, o conjunto das BPA, nas diferentes categorias,
influenciou significativamente e de forma cumulativa e complementar
os resultados, demonstrando que as varidveis sdo interdependentes para
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a garantia de produgdo de leite livre de residuos de produtos de uso
veterindrio de acordo com os resultados obtidos na andlise de
correlagdo. No entanto, cabe destacar as mais altas correlagdes positivas
e classificadas como muito fortes observadas entre as varidveis da
categoria de controle de residuos de produtos de uso veterindrio e a
obtenc¢do de leite dentro dos padrdes para residuos de antimicrobianos (r
= 0,9812) e antiparasitdrios (r = 0,9700). Além disso, foi observada
correlag@o positiva muito forte para a produgdo de leite dentro do padrao
para residuos de antimicrobianos e antiparasitdrios concomitantemente,
sendo o controle e prevengdo de uma classe auxilia diretamente na outra
(r = 0,9224), contribuindo para producdo de leite livre de residuo de
produto de uso veterindrio como um todo.

Portanto, o conjunto das priticas de manejo adotadas e
adequadamente executadas aumenta a probabilidade de producdo de
leite dentro dos padrdes de seguranga para residuos de produtos de uso
veterindrio, principalmente. No entanto, algumas varidveis de cada
categoria estudada, apresentaram significincia em relacdo ao
treinamento (P < 0,05) quando avaliadas individualmente. Do total de
192 varidveis analisadas nesse estudo por meio da aplicacdo da lista de
verificagcdo, 41 (21,4%) apresentaram-se significativas (P < 0,05) em
relacdo ao treinamento para implementacio das BPA (antes e depois).

Na categoria de gestdo ambiental, cinco varidveis apresentaram
significancia de forma individual em relagéo ao treinamento (P < 0,05),
dentre elas: ndmero e localizacdo adequada de lixeiras; destino
apropriado para material pérfuro-cortante; descarte de produtos evitando
contamina¢do ambiental; embalagens e outros materiais armazenados
em local seguro até seu descarte final e; auséncia de excesso de poeira e
sujeira no ambiente de produgdo. Tais fatores podem estar relacionados
ao grande interesse observado nas propriedades em relagdo a seguranga
dos trabalhadores, bem estar dos animais e protecdo ambiental, com
grande receptividade e busca de melhorias em relagdo a esse assunto.

Na categoria manejo de ordenha, apenas a varidvel “registros e
manutencio periddica de equipamentos de ordenha e de armazenamento
e resfriamento do leite” apresentou diferenca significativa (P < 0,05)
apdés o treinamento, elevando de 81,4 para 93,0% o seu indice de
conformidade. Esse resultado, pode ser devido ao fato da maior parte
das propriedades ja adotarem algumas das recomendacdes necessitando
apenas de pequenos ajustes em algumas delas.

Na categoria de seguranca do trabalho, sete varidveis se
apresentaram-se significativas em relagdo ao treinamento: funciondrio
toma banho e/ou se higieniza logo apds aplicagdo de produtos quimicos;
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quando produtos entram em contato com a pele, é realizada lavagem
imediata; em caso de acidentes, é procurado médico portando a
embalagem do produto envolvido; armazenamento dos produtos
quimicos ¢ realizado em local fresco, seco, escuro e longe de criangas e
animais; ndo € permitida reutilizagdo de embalagens de produtos
quimicos; logo apdés aplicacdo de produtos antiparasitirios o0s
funcionarios removem suas luvas, lavam as maos de imediato e/ou
tomam banho completo e; funciondrios responsaveis pela manipulagio
de produtos quimicos sdo devidamente capacitados para o uso de
equipamentos de protecdo individual (EPI). Tal resultado se deve,
provavelmente, ao desconhecimento do assunto observado na maior
parte das propriedades. No entanto, grande interesse foi demonstrado em
resolver e melhorar a seguranca dos trabalhadores, buscando adequacdo
as recomendacdes apresentadas.

A varidvel da categoria “bem estar animal” que se apresentou
significativa estatisticamente (P < 0,05) demonstra relacdo direta com a
categoria de “controle de residuos de produtos de uso veterindrio”:
animais descartes quando medicados, identificados como “impréprios
ao consumo humano”. Além disso, dentre as 94 variaveis avaliadas
individualmente na categoria de “controle de residuos de produtos de
uso veterindrio em leite”, 27 (28,7%) foram significativas em relacdo ao
treinamento (P < 0,05) e obtiveram seus respectivos valores de Odds
ratio (OR) calculados em relagdo a ocorréncia de residuos de produtos
de uso veterindrio no leite conforme os resultados obtidos nas andlises
laboratoriais realizadas (Tabela 3.5).

Observa-se a partir dos dados da Tabela 3.5, maiores chances de
diminuicdo da ocorréncia de residuos para antimicrobianos em
comparagdo aos antiparasitdrios de forma geral, sendo que para ambas
houve um destaque para o fator de risco “respeito ao periodo de caréncia
de antiparasitirios conforme descrito na bula”, que quando nio
realizado aumenta o risco de ocorréncia de antimicrobianos e de
antiparasitarios, em média, em 15 e trés vezes, respectivamente. No
entanto, quando considerados todos os residuos pesquisados, esse fator
de risco quando ndo respeitado pode aumentar em aproximadamente 60
vezes a ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio no leite.
Mesmo que o periodo de caréncia se refira aos produtos antiparasitérios,
a sua influéncia sobre os antimicrobianos € realmente percebida na
pritica e também por sua forte associacdo (Tabela 3.4). Quando os
trabalhadores se preocupam com o periodo de caréncia dos produtos
antiparasitdrios, isso tende a indicar que em rela¢do aos antimicrobianos
tais controles jd estejam mais avancados. Percebe-se, em geral, uma
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tendéncia em ndo respeitar o periodo de caréncia de produtos aplicados
em rebanho por desconhecimento, indicado pelo baixo percentual de
conformidade desse fator de risco antes do treinamento (7,0% em
média), aumentado para 61,6% apds o treinamento. Porém, ndo
alcancando a média de 72,1% de conformidade observada para os
antimicrobianos (Tabela 3.5). Dentre outros fatores de risco, observou-
se a importancia do fator “cruzamento do periodo de caréncia de
produtos utilizados em vacas secas com as datas dos partos”, que
quando ndo realizado adequadamente e monitorado pode aumentar em
até 14 vezes a chance de ocorréncia de residuos de antimicrobianos no
leite, especialmente quando os animais adiantam o parto sem controles
mais eficazes dos longos periodos de caréncia dos medicamentos
aplicados em vacas secas.

Durante o treinamento foi realizada orientag¢do para utilizagdo de
produtos antiparasitdrios sem caréncia para tratamentos realizados nas
vacas durante a lactagdo. No entanto, alguns produtores apresentaram
resisténcia em utilizd-los por duas alegaces principais: maior custo
desses produtos e ineficdcia contra os carrapatos. Em algumas
propriedades foram experimentados produtos sem caréncia. Porém, os
resultados observados nao foram satisfatérios, sendo relatados:
diminuicdo dos intervalos entre as aplicacdes, aumento do custo de
producdo e, consequentemente, da probabilidade de maior resisténcia
dos carrapatos aos produtos. Segundo Rocha et al. (2012), a maior parte
dos produtores rurais ndo tem o conhecimento bdsico sobre a biologia e
o controle de carrapatos, aplicando os produtos carrapaticidas por meio
de bomba costal e sem critérios técnicos definidos.

A deteccdo precoce da resisténcia € essencial para evitar a sele¢dao
de carrapatos resistentes em situacdes de uso continuo do mesmo
principio ativo, bem como, para atrasar a propagacdo da resisténcia
(ANDREOTTI, 2010). No presente estudo, observou-se que muitos
produtores utilizavam como base decisdria para a aquisi¢do de produtos
antiparasitarios o “biocarrapatograma” para monitoramento da
resisténcia dos carrapatos na propriedade para diversos principios ativos.
Relatou-se a recomendacdo, na maior parte das andlises realizadas na
regido, pelo uso da CYP como produto de maior sensibilidade, inclusive
com protocolo de aplicacdo nos animais a cada 21 dias para controle da
infestacdo, ou até mesmo, em intervalos menores (15 dias) foram
observados durante andlise dos registros presentes nas unidades
produtoras. Tal dado se confirma pela maior frequéncia observada na
deteccdo de CYP dentre os antiparasitdrios pesquisados no leite durante
o estudo.
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A ferramenta de avaliacdo de Odds ratio das varidveis avaliadas
nesse estudo gerou uma lista dos principais fatores de risco que
poderiam ser utilizados por laticinios e sua equipe de extensionistas até
mesmo para rever e selecionar produtores candidatos a fornecedores
para suas plantas de processamento. A ado¢do dessa ferramenta de
monitoramento pode vir a proporcionar controle de qualidade com
seguranca atualmente inexistente no pais. Tal ferramenta, inclusive,
permite a soma das chances em um escore global, segundo Shitandi e
Kihumbu (2004), o que proporciona uma avaliacdo preliminar para uma
investigacdo mais detalhada se necessério.

Os fatores de risco mais associados a presenca de residuos de
antimicrobianos em leite sdo o uso de medicamentos sem prescricdo do
médico veterindrio e auséncia de registro dos tratamentos realizados.
Tais informagdes corroboram com aquelas observadas no presente
estudo, as quais se agravam pela inobservancia do periodo de caréncia
dos produtos associada ao seu uso intensivo contribuindo para o
aumento da frequéncia de presenca de residuos de produtos de uso
veterindrio no leite, tornando-o impréprio ao consumo humano e
potencial contaminante ambiental. O desrespeito ao periodo de caréncia
pode ser devido ao desconhecimento ou mesmo omissdo intencional dos
mesmos (VASQUEZ; OLIVERA, 2012).

Os principais fatores de risco que podem contribuir para a
contaminac¢do do leite por residuos de produtos de uso veterindrio
corroboram com aqueles reportados em outros estudos, tais como:
auséncia ou erro nos registros de tratamentos, inobservancia do periodo
de caréncia, falta de assisténcia veterindria, periodo de secagem das
vacas curtos ou interrompidos durante o tratamento com
antimicrobianos, acidentes ou ndo descarte devido do leite de animais
tratados, descarte de apenas um dos quartos de animais em tratamento,
falhas de comunicac¢des entre os trabalhadores, alta rotatividade de
funciondrios na propriedade, animais recém adquiridos e sem registros e
falta de identificacdo dos animais em tratamento (McEWEN et al.,
1991; SAWANT; SORDILLO; JAYARAO, 2005; BLOWEY;
EDMONSON, 2010; VASQUEZ; OLIVERA, 2012).

A ferramenta de avaliacdo dos principais fatores de risco
apresenta uma lista de varidveis que podem ser utilizadas por laticinios e
sua equipe de extensionistas para rever e selecionar fornecedores. Tal
ferramenta permite a soma do risco em um escore de risco global,
segundo Shitandi e Kihumbu (2004), o que proporciona uma avaliagdo
preliminar para uma investigacdo mais detalhada se necessario.
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Tabela 3.5 - Principais varidveis avaliadas que foram influenciadas pelo
treinamento (P < 0,05) para implementac@o das Boas Praticas Agropecudrias (BPA)
em propriedades leiteiras, com seus respectivos valores de Odds ratio (OR) em
relagdo a ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio nas amostras de leite
cru analisadas, caso a varidvel se apresente “ndo conforme” (NC)

(continua)
Conformidade (%) para OR para res1dflos de
P <0.05 produto.s .
Varidveis significativas em ’ de uso veterindrio
relagdo ao treinamento para BPA Antes do Apos
treinamento  treinamento ATM ATP PUV

(n=43) (n=86)
Identificacdo dos animais em 279 593 3.6 14 16
tratamento
Tra}amento anotado e/ou 302 67.4 72 09 14
registrado
Arquivamento de histéricos e 302 58.1 3.6 0.8 10

registros de tratamentos

O leite das vacas em tratamento
com antimicrobianos € separado 90,7 100,0 -—- -—- 3,7
e descartado

Os funciondrios conhecem o

significado do “periodo de 62,8 100,0 5,6 1,2 2,7
caréncia” dos produtos

Conhecimento do periodo de

caréncia de cada medicamento 30,2 68,6 5,0 1,1 1,8
utilizado

Data de parto e periodo de

caréncia dos tratamentos de vaca 11,6 57,0 14,4 1,0 1,7

seca sdo cruzados

Animais enfermos sio isolados,

identificados e ordenhados 32,6 61,6 1,6 1,3 1,2
separadamente

Procedimento adequado e
padronizado para uso de agulhas
Listagem dos medicamentos
utilizados e autorizados para 39,5 66,3 1,6 1,8 1,9
bovinos de leite

Respeito ao periodo de caréncia

14,0 31,4 29 1,3 1,5

de antimicrobianos conforme 48,8 72,1 11,7 1,0 2,2
bula

Medicamentos vencidos

segregados e identificados para 39,5 74,4 3,7 0,9 1,5

descarte adequado
Observadas e respeitadas as

“restri¢des de uso” dos produtos 37,2 69,8 8,7 1,6 29
utilizados

Funciondrios com consciéncia da

responsabilidade legal com os 16,3 97,7 5.8 1,8 3,6

animais
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Tabela 3.5 - Principais varidveis avaliadas que foram influenciadas pelo treinamento
(P < 0,05) para implementacdo das Boas Prdticas Agropecudrias (BPA) em
propriedades leiteiras, com seus respectivos valores de Odds ratio (OR) em relacdo
a ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio nas amostras de leite cru
analisadas, caso a varidvel se apresente “ndo conforme” (NC)

(conclusao)
Conformidade (%) para OR para residuos de
S P <005 produtos
Varidveis significativas em ’ de uso veterindrio
relagdo ao treinamento para BPA Antes do Apds
treinamento  treinamento ATM ATP PUV
(n=43) (n=86)

Produtos estocados em local
especifico e conforme 442 62,8 2,7 0,8 1,2
recomendacdo do fornecedor

Acesso aos produtos restrito as

PR 37,2 61,6 2,4 1,2 1,5
pessoas responsaveis
Farmécia mantida trancada 9,3 47,7 10,4 1,5 2,2
Na farmécia, os produtos estao
organizados e separados 4,7 69,8 8,7 1,6 2,4

conforme o uso

Os produtos sdo armazenados em

suas embalagens originais e com 51,2 79,1 2,3 1,1 1,2
rétulos integros

Os responsdveis estdo cientes dos

riscos na manipulagdo dos 65,1 94,2 2,7 1,7 1,7
produtos

Funciondrios cientes dos riscos

relacionados a reutilizagdo de 69,8 94,2 32 2,0 2,1
embalagens

Utilizadas agulhas e seringas
limpas e/ou estéreis

O periodo de caréncia de
antiparasitdrios € respeitado 7,0 61,6 15,4 34 59,7
conforme bula

Produtos “pour on” ndo sdo

aplicados por outras vias 94,1 100,0 6,1 3,0 1,9
(injetdvel e/ou oral) nos animais

Evita-se o uso de produtos

43,6 62,8 1,0 2,6 1.9

tépicos em animais molhados 61,8 83,8 3,6 1,7 2,4
e/ou sujos

Espera do minimo de 2 horas

para liberar os animais, na chuva, 58,8 89,7 4,6 1,2 2,6

ap0s uso de produto tépico
Animal descarte medicado

devidamente identificado como 34,9 66,3 3,6 1.4 2,0
“improprio ao consumo”
TOTAL GERAL (MEDIA) 40,5 72,5 55 1,5 4,1

ATM: antimicrobianos; ATP: antiparasitdrios; PUV: produtos de uso veterindrio



108

A importancia de orientar os pecuaristas quanto ao uso correto de
produtos de uso veterindrio e manutencdo de registros de tratamento
corrobora com experiéncias de outras regides do mundo (CULLOR,
1992; SHITANDI; KIHUMBU, 2004; YOUNG et al, 2010b;
VASQUEZ; OLIVERA, 2012). Os produtores de leite tém a
responsabilidade para a venda de leite livre de residuos. Assim, é
importante que compreendam os principais fatores de risco que levam a
presenca de residuos no leite, bem como suas consequéncias. Para tanto,
precisam ser fornecidas informacdes e treinamentos aos fazendeiros e
seus funciondrios sobre praticas de gestdo que garantam o uso correto e
seguro de medicamentos em animais como parte de um programa de
prevencdo e controle de residuos (VASQUEZ; OLIVERA, 2012). Além
disso, educagdo continuada direcionada aos produtores de leite deve ser
realizada procurando abordar as principais lacunas observadas em
relacdo a seguranga alimentar identificadas por meio de estudos
cientificos e os médicos veterindrios devem ser incluidos como
multiplicadores-chave da transferéncia dos conhecimentos aos
trabalhadores no campo (YOUNG et al., 2010b).

3.1 SIMULACAO DO RISCO DE PRODUCAO DE LEITE COM
PRESENCA DE RESIDUOS DE PRODUTOS DE USO
VETERINARIO POR MODELO ESTOCASTICO

Na Tabela 3.6 estdo representados os resultados obtidos a partir
dos modelos de simulacio estocdsticos para producio de leite na regido
estudada com presenca de residuos de produtos de uso veterindrio. Para
cada valor de saida (output) obtido a partir do modelo, os valores de
média, minimo e maximo, com intervalo de confianca de 95%, foram
apresentados para os diferentes grupos de residuos pesquisados nesse
trabalho, assim como, para o total de residuos de produtos de uso
veterinario (42 analitos).

Devido ao elevado desvio padrio das varidveis utilizadas no
modelo estocdstico, algumas das iteracdes apresentaram diferenca de
risco negativo, o que sugere que a producdo de leite com residuos de
produtos de uso veterindrio apresentou menor risco de ocorréncia apds o
treinamento para implementacio das BPA. Mas como resultados
negativos ndo sao provdveis, a distribui¢dao ndo foi fixada em zero, com
essa possibilidade ndo descartada. Esta diferenca de risco negativo foi a
principal razdo pela qual algumas das iteragdes produziu estimativas
negativas de perdas totais anuais (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6 - Estimativa dos pardmetros utilizados no modelo de simula¢do
das perdas em volume e percentual de leite produzido com presenga de residuos
de produtos de uso veterindrio na regido estudada no estado de Minas Gerais,
Brasil

Varidvel/ Média de producio Intervalo de confianca (95%) — Litros de leite/ano
Etapa (Litros de leite/ano) Minimo Miximo

Leite com residuos de produtos de uso veterindrio

Etapa I 1.307.055 (2,56%) 10.240 (0,02%) 53.421.646 (104,46%)
Etapa II 630.078 (1,23%) 170.381 (-0,33%) 48.796.929 (95,42%)
Etapa III 374.988 (0,73%) 654.477 (-1,28%) 49.740.842 (97,27%)
Leite com residuos de antimicrobianos

Etapa I 833.356 (1,63%) 30.662 (-0,06%) 46.476.555 (90,88%)
Etapa I 125.555 (0,25%) 2.459.267 (-4,81%) 11.169.500 (21,84%)
Etapa III 53.455 (0,10%) 1.627.398 (-3,18%) 5.600.966 (10,95%)

Leite com residuos de antiparasitdrios (lactonas macrociclicas + piretroides)

Etapa I 771.984 (1,51%) 40.904 (-0,08%) 32.684.134 (63,91%)
Etapa II 567.246 (1,11%) 180.134 (-0,35%) 44.601.877 (87,22%)
Etapa III 320.707 (0,63%) 856.544 (-1,67%) 35.032.279 (68,50%)
Leite com residuos de lactonas macrociclicas

Etapa I 653.938 (1,28%) 90.177 (-0,18%) 39.267.169 (76,79%)
Etapa I 377.252 (0,74%) 1.823.813 (-3,57%) 44.692.279 (87,39%)
Etapa III 213.534 (0,42%) 1.166.506 (-2,28%) 20.382.021 (39,86%)
Leite com residuos de piretroides

Etapa I 5.946.413 (11,63%) 4.981.710 (-9,74%) 18.546.612 (36,27%)
Etapa II 3.567.450 (6,98%) 5.969.203 (-11,67%) 12.288.200 (24,03%)
Etapa III 5.946.394 (11,63%) 4.757.322 (-9,30%) 16.736.860 (32,73%)

Etapa I: antes do treinamento para implementacgao das Boas Praticas Agropecudrias (BPA).
Etapa II: 48 dias ap6s o treinamento para implementacdo das BPA.
Etapa III: 96 dias ap6s o treinamento para implementagdo das BPA.

Para a industria laticinista da regido produtora como um todo, a
perda média de leite seria em torno de 1.307.055 L por ano,
correspondendo a 2,56% do volume de producdo com presenca de
residuos de produtos de uso veterindrio (Tabela 3.6). Considerando-se o
valor médio bruto do litro do leite pago ao produtor (US $ 0,42/litro), na
regido estudada e no mesmo periodo segundos dados obtidos de
CEPEA-ESALQ/USP (2011), tal prejuizo representaria
aproximadamente R$ 1.045.280 ou US $ 548.772 de prejuizo ao ano.
No entanto, quando se compara com os resultados obtidos apds o
treinamento para implementacdo das BPA, observa-se uma reducio
média na produgdo de leite com residuos de produtos de uso veterindrio
de 51,8%, representando 630.078 L de leite contaminado com residuos
ao ano (1,23% do volume total de produgdo anual), o que corresponderia
a aproximadamente US $ 264.733, menos da metade do prejuizo
anterior ao treinamento. Quando se avalia a continuagdo do trabalho de
monitoramento e implementacdo das BPA (III etapa), os resultados
referentes a producdo de leite com presenga de residuos de produtos de
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uso veterinario € de 374.988 L de leite contaminado ao ano, cerca de
0,73% do volume de produgdo anual. Isto representa um prejuizo em
torno de US $ 157.341 e uma diminui¢do de produgdo de leite com
residuos de produtos de uso veterindrio na ordem de 71,5% ao final do
estudo realizado, com estimativas de perdas significativamente menores
a cada etapa.

Considerando que o treinamento foi significativo para
diminuicao de residuos de produtos de uso veterindrio em geral, assim
como, para os grupos de antimicrobianos e lactonas macrociclicas,
quando analisados separadamente, nota-se a partir dos resultados
apresentados na Tabela 3.6, que para presenca de residuos de
antimicrobianos 0s impactos positivos do treinamento para
implementacdo das BPA foram ainda maiores do que para residuos em
geral, representando uma diminuicio do risco de producio de leite com
residuos de antimicrobianos de 84,9% (Il etapa) e 93,9% (Ill etapa) em
relacdo a I etapa (tempo zero — diagndstico de situacdo, antes do
treinamento). Para lactonas macrociclicas a diminui¢do do risco de
producgdo de leite com esses residuos diminuiu em 42,2% (II etapa) e
67,2% (Il etapa) em relacdo ao periodo anterior ao treinamento (I
etapa).

4 CONCLUSOES

A aplicacio das BPA e sua constante monitorizacio em
propriedades leiteiras contribui significativamente para a reducdo do
risco de producdo de leite com presenca de residuos de produtos de uso
veterindrio, especialmente nas classes de produtos aplicados
individualmente nos animais, como oS antimicrobianos e lactonas
macrociclicas.

Algumas préticas isoladas foram significativas em relagdo ao
treinamento e demonstraram aumentar as chances de ocorréncia de
residuos quando ndo conformes. No entanto, o conjunto (categorias)
apresentou maior significancia e correlagdo positiva forte para producio
de leite livre de residuos de produtos de uso veterindrio de forma geral,
tornando as praticas de manejo interdependentes. Assim, as BPA
constituem uma ferramenta eficaz para produgdo de leite seguro e qtil
para a prevengdo de possiveis prejuizos, descartes, danos a satde do
consumidor e/ou dos animais, assim como, possiveis contaminagdes
ambientais.

O uso de uma estratégia de prevencdo baseada no risco
buscando minimizar ou eliminar a presenca de residuos de produtos de
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uso veterindrio no leite na unidade produtiva € possivel e vidvel no
Brasil a partir da ado¢do das BPA na atividade. Desta forma, essa
ferramenta torna-se essencial para reducdo da ocorréncia de residuos de
produtos de uso veterindrio no leite na produgdo primdria e para garantir
sua seguranca até o consumidor final. Apresenta ainda, grande impacto
financeiro, pois a regido estudada possui grande representatividade no
volume de leite produzido.
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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a influéncia das condi¢des
climédticas, do treinamento e da implementacdo das boas praticas no
manejo de ordenha sobre a qualidade e quantidade de leite produzido em
diferentes periodos climaticos em propriedades leiteiras de Minas
Gerais, Brasil. Para verificar a influéncia das condi¢des climaticas sobre
a qualidade do leite cru, foram analisadas 3.096 amostras de leite
durante um periodo de trés anos e correlacionadas com os principais
fatores climdticos no mesmo periodo (temperatura didria do ar minima,
média e maxima, precipitagdo pluviométrica e umidade relativa do ar).
Foram avaliados os resultados obtidos nas andlises de amostras de leite
cru coletadas no ano anterior (2009/2010) e também no posterior
(2011/2012) aquele em que foi realizado o treinamento para
implementacdo das boas préticas no manejo de ordenha (2010/2011),
compreendendo trés etapas, antes do treinamento (periodo seco — tempo
zero — I etapa), 48 dias ap6s o treinamento (periodo de transi¢ao — II
etapa) e 96 dias apds o treinamento (periodo chuvoso — III etapa). Na I
etapa, foi realizado um diagnéstico de situagdo com coleta de amostras
para andlises laboratoriais, aplicacio da lista de verificagdo padronizada
e treinamento para implementacio das boas priticas de manejo de
ordenha; na II etapa foi realizada nova coleta de amostras para andlises e
reaplicacdio da lista de verificacdo para avaliar a eficiéncia do
treinamento; e, na III etapa foi realizada uma repeticao da II etapa. Em
cada etapa foram realizadas andlises fisico-quimicas; contagem de
células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT). Os dados
climdticos (precipitacio pluviométrica, umidade relativa do ar,
temperatura didria do ar minima, média e mdxima) foram coletados. A
partir do histérico dos tr€s anos observou-se correlacdo positiva entre
CBT e CCS e os principais fatores climaticos, assim como, correlacdo
negativa com os principais constituintes do leite e o volume de leite
produzido diariamente, demonstrando que nos periodos mais quentes e
chuvosos, o leite tende a apresentar menor qualidade e volume
produzido. A implementacdo das boas prdticas no manejo de ordenha
mostrou que é possivel em curto e médio prazos, manter a qualidade do
leite produzido quanto a CBT, CCS, gordura e volume de Ileite
produzido diariamente, mesmo em estagdes com maior precipitagdo
pluviométrica e temperatura didria do ar. Observou-se correlacido
positiva com o volume de leite produzido diariamente e correlagio
negativa para CBT, sendo que CBT apresentou correlacio positiva com
CCS, principais pardmetros higi€nico-sanitdrios do leite. Nas estacdes
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quentes e chuvosas sdo encontrados os maiores desafios higiénico-
sanitdrios para a producdo de leite na regido estudada, podendo estes
serem controlados ou minimizados com a aplicagcdo das boas praticas no
manejo de ordenha, especialmente no que se refere a CBT. Conclui-se
que as boas priticas de ordenha sdo ferramentas tteis, eficazes, priticas,
rapidas e essenciais para produgdo de leite com qualidade e em maior
quantidade, desde que constantemente monitorada.

Palavras-chave: qualidade do leite cru, boas prdticas na ordenha,
condi¢des climdticas

1  INTRODUCAO

O Brasil apresenta o segundo maior rebanho leiteiro do mundo e
¢ o quarto maior produtor mundial de leite, sendo a maior producio
concentrada na regido Sudeste do pais, onde o estado de Minas Gerais
lidera o ranking nacional (EMBRAPA, 2013) com crescente
representatividade na exportacdo de lacteos.

A legislacdo vigente no Brasil estabelece alguns parimetros de
qualidade para leite cru refrigerado, dentre os quais, o0 minimo de 3,0%
de gordura, 8,4% extrato seco desengordurado (ESD) e 2,9% de proteina
(BRASIL, 2011a). O limite miximo vigente para CCS é de 600.000
células/mL. e para CBT de 600.000 UFC/mL (BRASIL, 2011a). Os
pardmetros de CCS e CBT, na regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste, serdo
modificados a partir de julho de 2014 para 500.000 células/mL e
300.000 UFC/mL, respectivamente (BRASIL, 2011a), aproximando-se
aos padrdes de paises e mercados mais exigentes.

Os parametros que definem a qualidade do leite variam de acordo
com os paises, regides, rebanhos, além dos aspectos sanitdrios e
condi¢bes higiénicas para obtencdo e preservacdo da matéria-prima.
Alguns pardmetros sdo indicadores internacionais da qualidade do leite,
tais como, baixa contagem bacteriana total (CBT), elevados teores de
gordura e proteina, baixa contagem de células somaticas (CCS),
auséncia de residuos de produtos de uso veterindrio e/ou contaminantes
e rebanhos produtores livres de tuberculose e brucelose. Variagdes nos
parimetros de qualidade do leite afetam consideravelmente o processo
de producdo de derivados, a seguranca e a qualidade do produto final
(HARDING, 1995; GONZALEZ et al., 2011).

De acordo com Dufour et al. (2011), CCS e CBT sio
internacionalmente utilizadas como pardmetros de avalia¢do higiénico-
sanitdria do leite. Para os produtores de leite em todo o mundo, a CCS
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ndo é apenas uma medida de sadde do tbere e desempenho do rebanho,
mas também, fator determinante de mercado. Vdrios fatores fisioldgicos
e ambientais podem influenciar a CCS do leite, tais como estigio de
lactacdo, idade da vaca, nimero de lactagdes, estacdo do ano, praticas de
manejo, qualidade e eficiéncia da ordenha e intervalos entre ordenhas.
No entanto, estd bem esclarecido cientificamente que a infeccdo da
glandula mamadria é o principal fator que afeta a CCS (HARDING,
1995; OLDE-RIEKERINK et al., 2007; DUFOUR et al., 2011). A CBT
pode ser considerada como indicador das condi¢des higi€nicas de
producdo de leite, que, no entanto, sofre grande variacdo sazonal,
observando-se melhor qualidade de leite durante os periodos secos
(ELMOSLEMANY et al., 2010).

O efeito de condicdes climdticas mais quentes e tumidas
representa custos elevados para os produtores de leite. Segundo
Armstrong (1994), os principais fatores ambientais que produzem
estresse por calor em vacas de leite sdo temperatura e umidade. Nao
apenas pela redu¢do no volume de produgao (WEST, 2003;
VALTORTA; GALLARDO, 2004), como também, menor teor de
s6lidos, o que reduz a rentabilidade. Além disso, nestes periodos, as
vacas t€m desempenho reprodutivo prejudicado, maior susceptibilidade
a problemas sanitdrios no rebanho e, consequentemente, podem produzir
leite de baixa qualidade higi€nico-sanitdria (MORSE et al., 1988;
WEST, 2003; GONZALEZ et al., 2011; NOBREGA; LANGONI,
2011). Porém, poucos sdo os estudos realizados para avaliar a influéncia
de diferentes condicdes climdticas sobre a qualidade e volume de leite
produzido no Brasil, assim como, o efeito das boas praticas de manejo
de ordenha nos mesmos em diferentes tempos.

O presente estudo objetivou avaliar a influéncia de diferentes
condi¢gdes climdticas e também do treinamento e implementacdo das
boas praticas no manejo de ordenha sobre a qualidade e quantidade de
leite produzido em diferentes periodos climdticos em propriedades
leiteiras de Minas Gerais, maior estado produtor de leite no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAGEM E ANALISES

Foram selecionadas aleatoriamente 43 propriedades leiteiras do
estado de Minas Gerais, Brasil, sendo 26 propriedades (60%) com

producdo didria de até 500 L de leite, 04 (10%) com produgdo de 501 a
1.000 L de leite/dia e (13) 30% acima de 1.001 L diarios de leite.
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Em cada propriedade selecionada foram coletadas e analisadas
duas amostras mensais de leite nos anos de 2009 a 2011, totalizando
3.096 amostras analisadas.

As coletas das amostras de leite cru para andlises laboratoriais,
foram realizadas de acordo com a Norma FIL 50C:1995 (IDF, 1995). As
amostras foram coletadas assepticamente em tanques de expansdo
refrigeradores das propriedades leiteiras selecionadas. A qualidade do
leite foi avaliada para composi¢do fisico-quimica (teores de gordura,
proteina, extrato seco total e extrato seco desengordurado), CCS e CBT.

As amostras de leite para andlise de CCS e andlises de
composi¢do fisico-quimica foram coletadas em frascos de 40 mL
contendo bronopol (2-bromo-2-nitropane-1,3-diol) e analisado em
equipamento automatizado (CombSystem 2300°, Bentley Instruments,
Chaska, USA) de acordo com IDF (2000). A composi¢do fisico-quimica
foi determinada pelo método de absor¢do do comprimento de onda na
regido do infra-vermelho e a CCS pelo método de citometria de fluxo.
Para determinacdo da CBT, pelo princfgio de citometria de fluxo, foi
utilizado o equipamento Bactocount 150~ (Bentley Instruments, Chaska,
USA), sendo as amostras coletadas em frascos de 40 mL contendo
azidiol (3 pL/mL). Todas as amostras foram mantidas a 4 °C até a
realizac@o das anélises laboratoriais. Todas as analises foram realizadas
em duplicata.

2.2 INFLUENCIA DAS CONDICOES CLIMATICAS NA
QUALIDADE DO LEITE CRU

Para avaliar a influéncia das diferentes condi¢cdes climdticas na
qualidade do leite cru produzido nas propriedades selecionadas, foram
avaliados os resultados das andlises realizadas no periodo de 2009 a
2011 (trés anos). Os dados foram compilados e correlacionados com 0s
dados climdticos (precipitagdo pluviométrica, umidade relativa do ar,
temperatura didria do ar média, minima e maxima) obtidos no mesmo
periodo na regido estudada a partir dos registros oficiais do Centro de
Meteorologia do Estado de Minas Gerais (SIMGE, 2012).

Para fins desse estudo, foram estabelecidos trés periodos
climdticos (seco — més de setembro, transicio — més de novembro e
chuvoso — més de janeiro) conforme os dados obtidos dos meses mais
representativos para a caracterizagdo da precipitacdo pluviométrica,
temperatura didria do ar (média, minima e maxima) e umidade relativa
do ar (URA) em cada més na regido estudada durante todo o periodo de
2009 a 2011 (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 - Condigdes climdticas na regido central de Minas Gerais e suas
respectivas médias, no periodo de trés anos consecutivos (2009 a 2011), para
classificag¢@o das diferentes etapas estabelecidas para fins desse estudo

Meses de . s Temperatura didria do ar (°C)

A Periodo Precipitagcdo *
referéncia climatico luviométrica URA
(2009 a : P Minima Mixima Média (%)
2011) estabelecido  (mm de chuva)

Setembro Periodo seco 14,49° 16,16* 26,56" 20,61°  57,98*

Novembro ~ Leriodo de 88,46" 17.10°  2583°  21,70°  72.30°
transicao

Janeiro Periodo 160,27° 1843 27,10°  2262° 7637
chuvoso

Dados obtidos a partir de banco de dados do SIMGE (2012).

a, b, c

Médias com letras diferentes em mesma coluna sido estatisticamente diferentes (P <
0,05) pelo test t de Student.
*URA: umidade relativa do ar.

2.3 INFLUENCIA DO TREINAMENTO E DAS BOAS PRATICAS
DE MANEJO DE ORDENHA NA QUALIDADE DO LEITE
CRU

A implementacdo das boas priticas de manejo de ordenha foi
realizada nas mesmas propriedades descritas no item 2.1. Esta foi
realizada em trés etapas, classificadas para fins desse estudo, como:
antes do treinamento (periodo seco — tempo zero — setembro de 2010),
48 dias apds o treinamento (periodo de transi¢cdo — novembro de 2010) e
96 dias apds o treinamento (periodo chuvoso — janeiro de 2011).

Em cada uma das etapas foram coletadas e analisadas amostras de
leite cru e verificadas as principais priticas de manejo de ordenha
adotadas em cada propriedade e realizacdo de treinamento tedrico-
pratico individualizado in loco almejando a adocdo, correcdo e/ou
adequacdo dos principais fatores de risco identificados em ndo
conformidade em relacdo as recomendag¢des contidas na lista de
verificagdo aplicada.

Para monitoramento dos principais fatores de risco relacionados
as praticas de manejo de ordenha, foi utilizada lista de verificagio
adaptada de prdticas para manejo de ordenha (categoria “manejo de
ordenha” do Anexo I), recomendadas por FAO/IDF (2004) e
consagradas internacionalmente. Cada item foi pontuado como:
conforme (C), ndo conforme (NC) e ndo se aplica (NSA). A frequéncia
de conformidade para manejo de ordenha foi calculada pela férmula: [C
/ (C+NC) x 100] (ANDRADE; OGLIARI, 2007).
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24 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises paramétricas foram realizadas por ANOVA com
delineamento em blocos ao acaso e comparagdo de médias pelo teste t
para amostras dependentes (Teste t de Student). A correlagdo entre as
varidveis quantitativas foi realizada pelo método de Pearson (P < 0,05).
Para varidveis nao-paramétricas foi realizado teste de Qui-quadrado e
contraste entre médias pelo teste de Wilcoxon. A correlagdo entre as
varidveis qualitativas com as demais foi realizada pelo método
Spearman (P < 0,05). A classificagdo do grau de correlacio utilizada foi
realizada de acordo com o proposto por Finney (1980).

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software
SAS/STAT® (Versdo 8, SAS® Institute Inc., Cary, NC, USA).

3  RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INFLUENCIA DAS CONDICOES CLIMATICAS NA
QUALIDADE DO LEITE CRU

O Brasil é um pafs de clima predominantemente tropical e
apresenta grandes variacdes climdticas conforme a regido, pois é um
pafs de grande extensdo territorial. No estado de Minas Gerais, regido de
estudo nesse trabalho, durante o periodo de 2009 a 2011, foi observada
grande variabilidade climdtica com precipitagdo pluviométrica média de
77,55 mm de chuva ao ano variando desde zero até 240,08 mm de
chuva, temperatura didria do ar média de 20,43 °C, com valor minimo
de 6,50 °C a m4ximo de 43,00 °C e URA média de 66,62%, variando de
50,73 a 81,21% (SIMGE, 2012).

Os resultados dos pardmetros de qualidade do leite podem ser
influenciados por diferentes condi¢cdes de producdo de leite no Brasil,
assim como, o manejo do rebanho, uma vez que durante periodos mais
chuvosos e quentes os animais tendem a ser mantidos em pastagens, em
contraste com os periodos mais secos e frescos em que os animais sio
mantidos confinados. Estudos de comparacio mostram diferencas em
relacdo aos sistemas de pastagens e ao confinamento quanto ao
desempenho reprodutivo, mastite, CCS, satide do casco e geral da vaca
(BENDIXEN et al., 1986; PHILIPS, 1990; GOLDBERG et al., 1992;
WHITE et al., 2002).

A correlag@o entre as diferentes condi¢des climdticas e as andlises
fisico-quimicas, CCS e CBT do leite produzido no periodo de 2009 a
2011 nas 43 propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil estd descrita
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na Tabela 4.2. O grau de correlagdo variou de fraco a muito forte
conforme a relagdo entre cada varidvel, permitindo inferir que a
quantidade e a qualidade do leite produzido estd sob interferéncia de
multiplos fatores.

Os teores percentuais dos principais constituintes do leite
apresentaram correlacio positiva entre si (proteina, gordura, EST e
ESD) e correlacdo negativa com CCS (exceto EST). O volume didrio de
producdo de leite apresentou relacdo positiva com percentuais de EST e
ESD e correlagio negativa com CCS. Segundo Auldist, Walsh e
Thompson (1998), isto pode ser explicado pelo dano fisico das células
epiteliais secretoras e por alteracdes na permeabilidade vascular do
alvéolo secretor devido ao aumento da mastite subclinica e,
consequentemente, diminui¢do da producdo de leite. A CCS também
apresentou correlacdo negativa com teores percentuais de gordura,
proteina e ESD. Segundo Gonzdlez et al. (2011), a diminui¢do do teor
percentual de proteina, especialmente caseina, ocorre devido a acdo de
proteases bacterianas e diminuicdo na capacidade de sintese devido ao
dano do epitélio secretor, assim como, a diminui¢do do teor percentual
de gordura que pode ser devido a acdo de lipases de origem leucocitaria.

A partir dos dados apresentados na Tabela 4.2, pode-se observar
que as condi¢des climdticas influenciaram (P < 0,05) a maior parte dos
pardmetros de qualidade do leite cru refrigerado, assim como, o volume
de producio didrio de leite em propriedades leiteiras do estado de Minas
Gerais, Brasil. Em geral, com o aumento da precipitagdo pluviométrica,
da temperatura didria do ar e da URA, observou-se correlacdo negativa
com os principais constituintes do leite (teores percentuais de gordura,
proteina, EST e ESD). Os principais pardmetros higi€nico-sanitdrios do
leite (CCS e CBT) apresentaram correlagdo positiva moderada entre si (r
= 0,5509) e em relacdo as diferentes condi¢des climaticas avaliadas.
Entre os fatores climdticos, a temperatura didria minima do ar
apresentou maior associag¢do positiva com a CCS do leite (r = 0,6421).
Tal fato pode ser desencadeado, provavelmente, por deficiéncia
imunolégica dos animais devido ao estresse térmico, aumentando a
predisposi¢do as doencas, dentre elas a mastite subclinica, representada
pelo aumento de CCS no leite.

Diminui¢édo da qualidade do leite e do volume de producio, assim
como aumento na incidéncia de doencas e desordens em vacas
produtoras de leite, como por exemplo mastite, apresentam padrdo
sazonal, o que pode ser justificado pela dificuldade em manter as
condi¢gdes higiénicas adequadas nos periodos mais quentes e chuvosos
(MORSE et al., 1988; SMITH; HOGAN, 1998; SCHREINER; RUEGG,



121

2003; FERREIRA et al., 2006; OLDE-RIEKERINK; BARKEMA;
STRYHN, 2007; ZAFALON et al., 2008; ADEDIRAN et al., 2010).

Na Figura 4.1, observa-se que periodos mais quentes e chuvosos
(outubro a janeiro) podem ser considerados como aqueles que oferecem
maiores desafios higi€nico-sanitdrios para a qualidade do leite
produzido, constatado pela maior tendéncia de valores mais elevados
para CCS e CBT no leite cru produzido na regido de Minas Gerais,
Brasil. Segundo Bueno et al. (2008) isso pode ser devido ao aumento da
contamina¢do ambiental, acimulo de lama nas instalacdes e maior
ocorréncia de tetos sujos no momento da ordenha. Tais fatores,
associados as falhas na rotina de ordenha, podem ser responsdveis por
elevada contamina¢@o inicial e aumento da prevaléncia de mastite no
rebanho.
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Tabela 4.2 - Correlagio de Pearson entre varidveis (P < 0,05) referentes aos dados analiticos de qualidade de leite de 3.096 amostras de

leite cru refrigerado coletadas durante o periodo de 2009 a 2011 em 43 propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil

Precipitagdo

Temperatura didria do ar

Varidveis Proteina EST ESD CCS CBT LT URA
pluviométrica  Minima  Mdxima Média
Volume leite/dia 0,7639  0,6655 -0,3557 -0,3285 -0,4473
Gordura 0,7611 0,3774  0,5093 -0,5010 -0,3472 -0,6138 -0,6312 -0,6383
Proteina 0,5685  0,6878 -0,3658 -0,3171 -0,4268 -0,4065 -0,4393
EST 0,7498 -0,4161
ESD -0,6047 - -0,5332 -0,4474 -0,5101  -0,3422
0,3175
CCS 0,5509 0,4299 0,6421 0,4938 0,5767  0,4355
CBT 0,3950 0,2902 0,3452
Precip. pluviométrica 0,4717 0,3369  0,7167
Temp. didria do ar min. 0,8884 09615 04314
0,9731

Temp. didria do ar méx.

EST: extrato seco total; ESD: extrato seco desengordurado; CCS: contagem de células somdticas; CBT: contagem bacteriana total; URA: umidade relativa

do ar.
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Figura 4.1 - Médias mensais da contagem de células somdticas (CCS) e
contagem bacteriana total (CBT) avaliadas em trés anos (2009 a 2011) em
amostras de leite cru refrigerado coletadas mensalmente em 43 propriedades
leiteiras de Minas Gerais, Brasil
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3.2 INFLUENCIA DO TREINAMENTO E DAS BOAS PRATICAS
DE MANEJO DE ORDENHA NA QUALIDADE DO LEITE
CRU

A partir da constatacdo da influéncia de diferentes condigdes
climdticas sobre a qualidade e volume do leite produzido na regido
estudada, realizou-se treinamento tedrico-pratico para implementacdo
das boas préiticas de manejo de ordenha nas propriedades leiteiras
selecionadas durante diferentes estacdes climdticas. Tal procedimento
visava minimizar ou eliminar os principais fatores de risco responsaveis
pela diminuicdo da qualidade e/ou volume do leite produzido em
condi¢gdes climdticas desfavordveis, como as estacdes mais chuvosas e
quentes (outubro a janeiro), como observado pela maior tendéncia de
aumento nos valores de CCS e CBT (Figura 4.1).

Observa-se que no ano anterior ao treinamento para
implementacdo das boas priticas no manejo de ordenha (Tabela 4.3),
com o aumento da precipitacido pluviométrica, temperatura didria do ar e
URA houve diminui¢do do volume de leite produzido diariamente e
aumento significativo do teor de proteina do leite e CBT. Os demais
parimetros analisados no leite cru ndo diferiram. Segundo Schreiner e
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Ruegg (2003), condicdes ambientais mais quentes e chuvosas podem
levar a maiores dificuldades de higiene do local e dos uberes dos
animais produtores de leite e afetar os valores de CCS e CBT, que
consequentemente, afetam os demais pardmetros de qualidade e volume
de producio.

No periodo de realizacdo das avaliacdes das praticas de manejo
de ordenha (I etapa) e treinamento para implementacio e/ou adequacio
das boas préticas (etapas II e III), os resultados de CBT ndo diferiram,
ao contrdrio do que ocorreu no periodo anterior ao treinamento
(2009/2010). Observou-se, portanto, que com a implementacio das boas
préticas no manejo de ordenha, os resultados de qualidade do leite foram
mantidos. A producio de leite, CCS e o teor percentual de gordura nio
foram alterados nos diferentes periodos climaticos analisados, mas
houve diminui¢do nos teores de proteina, EST e ESD (Tabela 4.3).

A partir dos dados de correlacdo apresentados na Tabela 4.4,
observou-se que as praticas de manejo de ordenha apresentaram
correlagdo positiva com o volume de leite produzido diariamente (r =
0,4158) e negativa com CBT (r = -0,4628). Correlacdo positiva e
moderada (r = 0,6097) foi observada entre CBT e CCS. De fato, a
associacdo entre CCS e CBT tem sido descrita (PANTOJA;
REINEMANN; RUEGG, 2009). No entanto, o periodo do estudo pode
ser considerado curto para alterar de forma significativa os resultados
das andlises de leite quanto a CCS, observando-se que em curto e médio
prazos, os resultados da adogdo e/ou adequacdo das boas préticas de
manejo de ordenha demonstrou maior significincia para a melhoria da
qualidade microbiolégica do leite e aumento da produtividade didria
(Tabelas 4.3 e 4.4).

Treinamento e adogdo e/ou adequagdo das boas préiticas de
manejo de ordenha foram realizados durante o periodo seco (etapa I),
também mais favoravel para producio de leite de melhor qualidade, isto
¢, com maiores teores percentuais de proteina, gordura, EST e ESD, e
com maior tendéncia de menores CBT e CCS (Tabela 4.2). No entanto,
a partir dos dados gerados antes e apds o treinamento para
implementacdo das boas prdticas de manejo de ordenha, no presente
estudo, observou-se que os valores de CBT e CCS nio apresentaram
diferenca antes e apds o treinamento (P > 0,05). A partir do treinamento
para adocdo e/ou adequacdo das boas prdticas no manejo de ordenha
pode-se minimizar a provdvel e negativa interferéncia das condicdes
climdticas mais desfavoraveis (periodo mais quentes e chuvosos, etapas
Il e III), possibilitando a obtencdo de leite em quantidade e com
qualidade mesmo em periodos chuvosos (Tabela 4.3).
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O treinamento e implementacio das boas praticas de manejo de
ordenha permitiu o aumento significativo (P < 0,05) do percentual de
conformidade para os fatores de risco avaliados, de 68,86 para 78,19%,
antes e apds o treinamento, respectivamente, sem alteracdo do volume
de leite produzido diariamente. Além disso, foi possivel manter a
qualidade frente aos pardmetros higiénico sanitarios do leite, isto é, CBT
e CCS, mesmo nas estagdes mais quentes e chuvosas (apés o
treinamento) conforme observado nas Tabela 4.3. De fato, segundo
Ruegg (2003), a adogdo e padronizacdo das praticas recomenddveis para
o manejo de ordenha, reduzem a contaminacio microbiana do leite. No
entanto, alguns fatores que sofrem maiores interferéncias nutricionais,
climdticas e ambientais, como os constituintes do leite, apresentaram
tendéncia de diminui¢do de seus valores, especialmente os teores
percentuais de proteina e, consequentemente, EST e ESD. Tais
constituintes do leite apresentaram diferencas advindas principalmente
dos fatores nutricionais nas diferentes estacdes climaticas do que das
praticas de manejo de ordenha, as quais ndo apresentaram correlagio
significativa (Tabela 4.4). Noro et al. (2006) encontraram a mesma
variacdo na concentracdo de proteina do leite ao longo do ano,
verificando maiores teores nas estacdes de outono/inverno, isto é, nas
estacGes mais secas.

A dieta fornecida ao animal nas diferentes estacdes, estado de
saude do animal e diversos fatores genéticos podem interferir na
composi¢do fisico-quimica do leite (LE ROUX; LAURENT;
MOUSSAOUI, 2003; OGOLA; SHITANDI; NANUA, 2007). Maior
incidéncia de mastite estd frequentemente associada com alta
precipitacdo pluviométrica (SCHREINER; RUEGG, 2002), confirmada
por dados da Tabela 4.2 do presente estudo e minimizada também pela
adocdo e/ou adequacdo das boas priticas no manejo de ordenha,
conforme demonstrado na Tabela 4.3. No entanto, tanto no periodo
anterior ao estudo (2009/2010), como no periodo do treinamento
(2010/2011) ndo foi observada diferenca na CCS entre os diferentes
periodos climaticos. No periodo de transi¢cdo e chuvoso consecutivo
(2011/2012 - sem treinamento), houve aumento (P < 0,05) para CCS,
assim como, para CBT, demonstrando que a constincia do
monitoramento interfere na qualidade do leite, juntamente com a
sazonalidade (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 - Comparacdo entre médias dos teores percentuais de composi¢do de leite, volume de producio, contagem de células
somadticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT) de leite cru refrigerado coletado no mesmo periodo do ano anterior ao estudo
realizado (2009/2010), o periodo de diagndstico e treinamento para implementacdo das boas priticas no manejo de ordenha
(2010/2011) e apés aproximadamente um ano do treinamento realizado (2011/2012)

Médias dos parametros fisico-quimicos do leite cru analisado

Treinamento Més/ano (erro padrio da média)
(tempo) (periodo) Volume leite Gordura Proteina EST ESD LOG CCS LOG CBT
(L/dia) (%) (%) (%) (%) (CELS/ML) (UFC/ML)

Periodo anterior ao treinamento para implementacdo das boas pridticas no manejo de ordenha EJO DE

ST Set/2009 780,97° 3,707 3,16" 12,32¢ 8,62° 5,67° 4,78°
12 meses SECO (83,27) (0,06) (0,01) (0,07) (0,01) (0,03) (0,08)
ST Nov/2009 771,97 3,617 3,16" 12,22¢ 8,62° 5,71° 5,07
10 meses TRANSICAO (76,92) (0,03) (0,02) (0,04) (0,02) (0,03) (0,08)
ST Jan/2010 551,46 3,63° 3,22° 12,20* 8,57 5717 5,04°
8 meses CHUVOSO (59,60) (0,03) (0,01) (0,04) (0,02) (0,03) (0,08)
Periodo do treinamento para implementagdo das boas prdticas no manejo de ordenha (etapas I, 11 e IT1

ST Set/2010 725,07* 3,63° 3,23* 12,53* 8,90° 5,62° 4,76*

SECO (79,70) (0,04) (0,01) (0,05) (0,02) (0,04) (0,09)

CT Nov/2010 736,22 3,62" 327° 12,37 8,76 5,66" 4,98
48 dias TRANSICAO (77,98) (0,04) (0,01) (0,04) (0,02) (0,03) (0,09)
CT Jan/2011 769,47 3,68° 321% 12,39 8,71° 5,66 4,85
96 dias CHUVOSO (70,71) (0,04) (0,01) (0,05) (0,02) (0,03) (0,08)
Periodo posterior ao treinamento para implementagdo das boas prdticas no manejo de ordenha

CT Set/2011 748,56" 3,72° 3,29* 12,51* 8,78" 5,48° 4,59*
12 meses SECO (83,31) (0,04) (0,02) (0,05) (0,02) (0,03) (0,06)
CT Nov/2011 664,37 3,80° 327° 12,46 8,65 5,65 4,75%
14 meses TRANSICAO (78,88) (0,04) (0,02) (0,06) (0,03) (0,03) (0,07)
CT Jan/2012 681,01° 3,74* 3,22 12,42° 8,69 5,69 4,82°
16 meses CHUVOSO (70,72) (0,04) (0,01) (0,04) (0,02) (0,04) (0,07)
ST: sem treinamento; CT: com treinamento
a,b,c

Letras mindsculas diferentes em mesmo perfodo diferem estatisticamente (P < 0,05), pelo test t de Student
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A adequada orientacdo técnica e implementacdo das boas praticas de
manejo de ordenha apresentam-se como importantes e eficazes ferramentas
para a melhoria da qualidade e quantidade do leite produzido, com impacto
positivo em curto e médio prazos, principalmente nos valores de CBT, mesmo
em periodos de maiores desafios higi€nico-sanitdrios, como aqueles mais
chuvosos e quentes. Apesar de as boas praticas no manejo de ordenha serem
primordiais, é também importante o monitoramento continuo das praticas
realizadas, assim como, a crescente necessidade de se investir em melhor

ambiéncia para garantia do bem estar e sanidade animal.

Tabela 4.4 - Correlacio de Pearson ou Spearman (P < 0,05) para andlises de
qualidade do leite e indice de conformidade das boas priticas para manejo de ordenha
em propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil

Varidveis Gordura Proteina EST ESD Log CMO*
CBT*

Volume leite /dia 0,2824 0,2860 0,4158

Gordura 0,3042 09121 0,1835

Proteina 0,5787  0,7781

EST 0,5704

Log CCS* 0,6097

Log CBT* -0,4628

*Teste de Spearman
EST: extrato seco total; ESD: extrato seco desengordurado; CCS: contagem de células somdticas; CBT:
contagem bacteriana total; CMO: indice de conformidade para praticas adotadas no manejo de ordenha.

4 CONCLUSOES

As condicdes climdticas interferiram na qualidade e volume de leite
produzido em propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil. O aumento da
precipitagdo pluviométrica, da temperatura didria do ar (média, minima e
maxima) e da URA correlacionam-se negativamente com o volume de leite
produzido e seus constituintes e positivamente com CBT e CCS, demonstrando
que nos periodos mais quentes e chuvosos o leite tende a apresentar menor
qualidade e volume produzido.

O treinamento e adocdo e/ou adequacdo das boas préticas no manejo de
ordenha influenciaram positivamente na qualidade e volume do leite
produzido, evidenciado principalmente pela manutengdo dos valores de CBT,
assim como o volume didrio de leite produzido e a CCS, em periodos
identificados como de maiores desafios higiénico-sanitdrios, como as estacdes
mais quentes e chuvosas.

A atividade leiteira deve ser continuamente monitorada para que o
padrdo de qualidade do leite produzido seja constante, com garantia da
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sanidade animal, produtividade, rentabilidade e, consequentemente, seguranca
alimentar.
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Aflatoxin M1 (AFM1) contamination in milk is a potential risk for animal and human health. The
occurrence of AFM1 in raw milk from Minas Gerais State, Brazil, in different climate conditions was
evaluated. A total of 129 milk samples were collected from dairy farms in three distinct periods (dry
period, transition period and rainy period), and analyzed by enzyme-linked immunoabsorbent assay
(ELISA) as screening test. Samples with AFM1 at concentrations above 0.05 pg/fL were analyzed by liquid
chromatography with fluorescence detection (HPLC-FD) as confirmatory method. All the analyzed
samples showed contamination with AFM1. In the three periods, AFM1 was detected at concentrations
Climate periods below the permitted limit of 0.50 pg/L in milk, according to the Brazilian legislation, and 18 samples
Brazilian milk (13.95%) showed contamination with AFM1 above the permitted limit of 0.05 pg/L established by Codex
ELISA Alimentarius and European Commission. Milk contamination with AFM1 was significantly affected by
HPLC-FD climatic conditions, and the highest values were verified in dry period. The AFM1 contamination was
lower than the acceptable daily intake (ADI) estimated for Latin America, indicating that milk from this
region is safe for human consumption. Control measures to monitor AFM1 in milk are mandatory in
tropical climate countries especially in dry periods.
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1. Introduction natural toxin. In this group, aflatoxin M1 (AFM1), a metabolite of AFB1,

is important due to its hydroxylation, and may be present in the milk

Mycotoxins represent a major problem for food industries
affecting productivity, welfare and health, and are also a permanent
risk concerning food safety for humans and animals (Brayden, 2012;
Driehuis, Spanjer, Schoten, & Giffel, 2008; Fallah, 2010). Aflatoxins are
toxins produced by many strains of Aspergillus flavus, Aspergiltus
parasiticus and Aspergillus nomius that grow in vegetal products,
and can be present in milk and its derivates due to animals feeding
on contaminated plants. The contamination with aflatoxins in dairy
products is a serious health hazard for consumers (Ruangwises &
Ruangwises, 2010). Aflatoxin B1 (AFB1) is a carcinogenic and muta-
genic difuranocoumarin derivative, considered the most potent

* Corresponding author. Tel.: +55 48 3721 5376; fax: +55 48 3721 9943.
E-mail address: marilde. fsc.br (M.T. Bordi Luiz).

0956-7135/$ — see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2012.10.024

of mammals that eat food contaminated by AFB1. The AFM1 toxin is
classified on Group 1 of risk {carcinogenic for humans) by Interna-
tional Agency for Research on Cancer (Bakirci, 2001; IARC, 2002;
Lopez, Ramos, Ramadan, Bulacio, & Perez, 2001; Prandini et al, 2009).

Aflatoxins are thermo stable and are not destroyed by thermal
treatment, and can be detected in dairy products submitted to
pasteurization, sterilization process and also in fermented products.
Babies and children are the groups associated with the highest
exposure and risk due to their high consumption of milk and dairy
products. Also, the AFM1 toxin is excreted in the milk of contami-
nated lactants (Pietri, Bertuzzi, Bertuzzi, & Piva, 1997; Prandini et al.,
2009; Sibanda, Saeger, & Peteghem, 1999; Turconi et al,, 2004). The
contamination of milk and dairy products with aflatoxins and the
concentration of these toxins in milk products may vary according to
geographic location, development level of the country and climatic
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conditions. High temperatures and extreme weather events such as
droughts and floods may influence milk productionandits quality as
a result of changes in the availability and quality of food and water
provided to animals (Bakirci, 2001; Nemati, Mehran, Hamed, &
Masoud, 2010; Tajkarimi et al,, 2008; Van der Spiegel, Van der
Fels-Klerx, & Marvin, 2012).

Several countries have established regulatory limits for AFM 1 in
milk and derivative products, with values varying according to
national legislation. According to the Food and Agriculture Orga-
nization, sixty countries have established regulatory limits for
AFM1. The requirements include permitted limits ranging from
minimum detectable levels to 15 pg/L for the AFM1 concentration
in milk (FAO, 2004). The European Community has set the
maximum permitted level for AFM1 in milk at 0.05 pg/L, whereas
Brazil and United States (US) has established the regulatory limit at
0.50 pg/L (Brasil, 2011; CAC, 2001; EC, 2006a; FAO, 2004; Iha,
Barbosa, Okada, & Trucksess, 2011).

Brazil currently has the second largest dairy herd in the world,
producing annually more than 29 billion liters of milk, with
a growing global representation in dairy exports. The state of Minas
Gerais, located in the Southeast Region, has the largest area dedi-
cated to dairy farming in Brazil, leading the national production
(IBGE, 2011). Due to its tropical climate, Brazil has a great variability
of seasonal climatic conditions, with considerable temperature
variations and rainfall periods that influence animal practices and
foodstuff production and quality (SIMGE, 2011). In Brazil most of
the milk production is destined for national consumption and the
quality monitoring of this essential and nutritious food it is of
considerable relevance.

The aim of this work was to investigate the occurrence of AFM1
in Brazilian raw milk from dairy farms in Minas Gerais State at
different climate periods. Considering that Minas Gerais State has
different microclimates that can influence milk contamination with
AFM1, in this study we present an analysis of raw milk regarding
the toxicological risk for consumers originated from the initial
vehicle in dairy production chain. Raw milk samples were analyzed
by enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) as screening
test and high performance liquid chromatography with fluores-
cence detection (HPLC-FD) for confirmatory purposes. Additionally,
the estimated daily intake for adults of the AFM1 toxin was
assessed for the different climate periods.

2. Material and methods
2.1. Sampling

Sampling procedure was carried out from August 2009 to
February 2010, at forty-three randomly selected dairy farms in
Minas Gerais State, Brazil. During this period, climate reports were
assessed through official registers of Meteorology Center of Minas
Gerais State (SIMGE, 2011) in order to map seasonal periods. Data
on temperature, relative humidity and rainfall were evaluated and
three distinct climate conditions were identified: dry period,
transition period and rainy period, as summarized in Table 1.

Table 1
Climate conditions of the studied periods. Samples were collected from August 2009
to February 2010 at dairy farms in Minas Gerais State, Brazil.

Climate Rainfall® Temperature® (°C) Relative

L £
condition (riem) Minimum Maximum Mean humidity*(2)
Dry period 7.88 1451 2534 1931 5439
Transition peried 10027 16.60 2581 2026 7449
Rainy period 187.55 1863 2713 2229 7070

® Data provided by SIMGE (2011) database.

A total of 129 raw milk samples were collected aseptically from
bulk tanks at dairy farms. For each farm, samples were collected in
three stages within an interval of 48 days, in order to obtain raw
milk samples produced at different climate conditions. Milk
samples were conditioned in glass bottles and kept frozen at —18 °C
until analysis.

2.2. Chemicals and instrumentation

AFM1 standard was purchased from Sigma—Aldrich Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). Standard solutions of AFM1 were prepared
and standardized by spectrophotometer in accordance with AOAC
(2005, chap. 49). Calibration curve was prepared by dilution of
working standard solutions in water:acetonitrile:methanol
(65:25:10, vjvjv) covering the range of 0.004-2.5 ug/L. Acetonitrile
and methanol were HPLC grade and all other chemicals were
analytical grade. Ultrapure water was generated by a Milli-Q
Millipore system (Massachusetts, USA).

The quantitative screening of AFM1 was performed by Enzyme
Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) using the Aflatoxin M1
Plate Kit Cat#20-0201 (Beacon Analytical Systems, USA) following
the manufacturer instructions. The ELISA kit was constituted by
a microplate with 96 vacuum-packed wells covered with
aluminum, 2 mL sample vials, standard solutions of AFM1 (0.0015;
0.0030; 0.0100; 0.0300; 0.1000 mg/L) and negative control (0.0 pgf
L), flasks containing 12 mL of enzyme conjugate AFM1 HRP, flasks
containing 14 mL of substrate, flasks containing 14 mL of stop
solution {1 N HCl), and a vial containing 50 mL of concentrated wash
solution. Absorbance measurements were taken on a Tecan Sunrise
automatic microplate reader with 450 nm filter and a controller
software package (Tecan Instruments, Austria). Centrifuge Jouan
BR4i and Jouan CR 312 (Jouan, France), Biotek PLA 35 automated
plate washer (Bio-tek Instruments, Austria), and Afla M1 — HPLC
immunoaffinity column (Vicam, USA) were employed.

The HPLC system consisted of a Shimadzu LC chromatograph
series (Kyoto, Japan) equipped with a quaternary pump, on-line
degasser, column heater, and fluorescence detector (FD). Analyt-
ical separation was performed on a Shim-pack CLC-ODS end-
capped RP-column (250 x 4.6 mm, 5 mm), fitted with a G-ODS
end-capped guard column (10 x 4 mm) of the same packing
material, both manufacture by Shimadzu (Kyoto, Japan). The mobile
phase consisted of a water: acetonitrile: methanol mixture
(65:25:10, v/v/v) on isocratic mode, with the flow rate set at 1.0 mL{
min. The injection volume was 50 L. Fluorescence detection was
performed at maximum excitation/emission wavelength for AFM1
(365/435 nm). All data were processed using Shimadzu LC solutions
software version 1.21 (Kyoto, Japan).

2.3. Sample preparation procedure

2.3.1. ELISA screening analysis

Aliquots of 1.3 g of raw milk were weighted into glass tubes and
centrifuged at 1700 x g for 5 min. Aliquots of 100 pL of the super-
natant were placed into individual wells of the microplate kit for the
immunoassay test. After a wash step, samples were stirred for 30 s
and incubated in the dark at room temperature (25 °C) for 30 min.
No washing step was performed prior to the addition of the enzyme
conjugate. After incubation, 100 pL of the enzyme conjugate were
added to each well and gently shaken for 30 s. Samples were
incubated again for 15 min under the same conditions. Subse-
quently, four washing steps were carried out on an automated plate
washer, followed by the addition of 100 mL of substrate to each well
and another incubation as previously described. Finally, 100 mL of
the stop solution were added to each well and absorbances readings
were performed.
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2.3.2. HPLC-FD confirmatory analysis

The HPLC confirmatory analysis was performed for all positive
samples for AFM1 at concentrations above 0.05 ug/L in the ELISA
screening test.

Prior to the chromatographic analysis, samples were submitted
to an immunoaffinity column clean-up. Aliquots of 110 mL of milk
were centrifuged at 10 °C for 10 min, at 1780 x g. The upper fat
layer was discarded and the extracts were filtered through quali-
tative filter paper (Whatman no. 4}, following the clean-up on the
immunoaffinity column at a flow rate of 2—3 mL/min. The column
was washed twice with 20 mL of water to remove matrix inter-
ferents. The AFM1 bound to the antibody was released by elution
with 2.5 mL of acetonitrile: methanol (3:2, v/v} followed by 2.5 mL
of methanol at a flow rate of 2—3 mL/min. The eluate was evapo-
rated at 40 °C under nitrogen atmosphere, and reconstituted with
water: acetonitrile: methanol (65:25:10, v/v/v). A volume of 50 pL
was injected into the chromatograph.

2.4. Quality assurance

All the analytical results were corrected by recovery using
quality control samples in accordance with validation data and the
EC (2006b). Recovery assays were conduced by spiking uncontam-
inated samples with AFM1 standard solution at the concentration
levels of the calibration curve. The fortified samples were extracted
and analyzed using the described procedure. Method precision was
assessed through the analysis of fortified samples, and evaluating
the coefficient of variance (CV). The limit of detection for the ELISA
screening test was assessed following the manufacturer’s instruc-
tions. For the HPLC confirmatory method, the limit of detection
(LOD) and the limit of quantification (LOQ) were determined using
a signal-to-noise ratio of 3:1 and 10:1, respectively.

2.5. Estimate of daily intake (EDI) of aflatoxin M1

The estimated daily intake for adults of AFM 1 was calculated for
the different climate periods and assuming a body weight of 60 kg.
For each climate period, the estimated daily intake was calculated
as the product of the mean concentration of AFM1 in the analyzed
samples by ELISA and HPLC methods and the average consumption
of milk per adult of 0.148 Ljperson/day in Brazil (IBGE, 2009).
Results were expressed as pg of AFM1 per person per day.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SAS/STAT® software
version 8.0 (Institute Inc., USA). Results were expressed as mean
with standard error and as minimum and maximum concentration
of AFM1. Differences in AFM1 concentrations detected in the
different climate periods were examined using analysis of variance.
The significance of the results was assessed through the Wilcoxon
test, by comparison of the means of independent groups, at
a significance level of 0.05 (p > 0.05).

Table 2

3. Results
3.1 Method performance

For the ELISA screening test, the detection limit for the AFM1
toxin in raw milk samples was determined at 0.0003 pg/L and the
analyte recovery was 97.1%. The linearity of the calibration curve
was verified within the interval of 0.0003—1.0 pg/L. These results
are consistent with those declared by the manufacturer for the
determination of AFM1. The HPLC-FD confirmatory analysis
showed a recovery rate up to 90% for AFM1, in accordance with
Brazilian Legislation requirements for contaminants at lower
concentrations (<1 pg/L). The linearity range of the calibration
curve was verified within the interval of 0.0002-2.5 pg/L and was
proven to be adequate for AFM1 quantification in raw milk samples.
The precision (repeatability) and intermediary precision (intra-
laboratory reproducibility) for the AFM1 in milk samples were
16% and 21%, respectively. The limit of detection (LOD) was
determined at 0.0001 pg/L and the limit of quantification (LOQ)
was determined at 0.0002 pg/L. The performance of the method
exhibited good accuracy (z-score < 2) and reproducibility for
milk, with an uncertainty of LQ = 0.0002 + 0.0006 pg/L. These
results meet Brazilian Legislation criteria (Brasil, 2011).

3.2. AFM1 contamination in raw milk

For the three climate periods, the ELISA screening analysis of
129 samples of raw milk showed the presence of AFM1 in all
samples analyzed, regardless of the climate conditions. The occur-
rence of AFM1 in raw milk in the distinct climate periods is pre-
sented in Table 2. The contamination levels of the AFM1 toxin in
milk samples ranged from 0.0002 to 0.1057 pg/L, with higher levels
detected in samples of the dry period. The statistical analysis of the
data showed a significant difference (p > 0.0001) between the
mean concentrations of AFM1 in raw milk samples taken from the
different periods. As shown in Table 2, most of the contaminated
samples with AFM1 levels of 0.05-0.50 pgjL (n = 13), were
collected in the dry period and represent the highest levels
detected, whereas for contamination levels below 0.05 pgjL,
a greater number of samples were collected in the rainy period in
comparison with the dry and transition periods.

Regarding the permitted limits for AFM1 in milk, all samples
showed concentrations of the toxin below 0.50 pg/L, meeting
Brazilian criteria (Brasil, 2011). In the other hand, when Codex
Alimentarius and European standards are assumed (CAC, 2001; EC,
2006a), 18 samples (13.95%) were detected with AFM1 concentra-
tions above 0.05 pg/L (Table 2), accounting for non-compliant
samples. The overall concentrations of AFM1 in the 18 samples
analyzed in the ELISA screening test and the HPLC method are
presented in Table 3. For these samples, comprising 13 (10.08%)
from the dry period and 5 (3.88%) from the transition period, the
HPLC quantification showed higher concentrations of AFM1 in
milk, with concentrations of the toxin ranging from 0.0600 to

ELISA screening analysis of AFM1 in raw milk samples from Minas Gerais, Brazil collected during different climatic periods and the estimated daily intake.

Climate conditions Minimum (ug/L) Maximum (ug/L) Mean = SE (ug/L) Contaminated samples and concentration levels of AFM1
<0.05 pgfL 0.05-050° pg/L >050° pg/L

Dry period (n =43) 0.0031 0.1057 0.0359" & 00044 30 13 00

Transition pericd (n = 43) 0.0017 0.0709 0.0171° + 0.0030 38 05 00

Rainy period (n = 43) 0.0002 0.0249 0.0055 + 0.0094 43 00 00

Mean (n = 129) 0.0002 0.1057 0.0195 + 0.0021 m 18 00

A B € Means in the same column with different capital letters are significantly different (p < 0.05).
2 Exceeding Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2001) and Europe Community (European Commission, 2006a) regulations.

b Exceeding Brazilian (Brazil, 2011) and United States (FAO, 2004) regulations.
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Table 3
Aflatoxin M1 (AFM1) in 18 samples of raw milk at concentrations above 0.05 g/L
obtained in the screening test (ELISA) and confirmed by HPLC analysis.

Samples Concentration of AFM1 (ug/L)
Screening analysis (ELISA) Confirmatory analysis (HPLC)

1 0.0595 0.0900
2 0.1057 03000
& 0.0573 0.1400
4 0.0705 0.1000
5 0.0912 0.2800
6 0.0561 0.0800
7 0.0843 0.1400
8 0.0718 0.1900
9 0.0647 0.1300
10 0.0931 0.2700
1n 0.0647 0.1400
12 0.0675 0.0600
13 0.0536 0.1000
14 0.0625 0.1400
15 0.0709 0.1700
16 0.0632 0.2100
17 0.0576 0.0900
18 0.0709 0.5000

0.5000 pgfL, as summarized in Table 4. It is relevant to note that
for the rainy period none of the samples showed upper limits for
the AFM1 contamination considering the European and Codex
standards (>0.05 pg/kg). In comparison with the ELISA screening
test, the chromatographic analysis with the fluorescence detection
allowed a higher sensibility for determination of AFM1 in milk, and
was proven adequate as confirmatory method. The chromatograms
for the HPLC confirmatory analysis of AFM1 in milk are shown in
Fig. 1.

3.3. Estimate daily intake of aflatoxin M1

According to the Joint FAOjWHO Expert Committee the average
dietary intake of AFM1 is estimated at 0.0035 pg/person/day in
Latin American (JECFA, 2001). As the average consumption of milk
is estimated as 54 L{personjyear in Brazil, corresponding to 148 mL/
personfday (IBGE, 2009), the estimated daily intake could be
calculated using the mean concentration detected in the ELISA and
HPLC-FD analysis of raw milk samples, considering a body weight
of 60 kg, as summarized in Table 5.

In the ELISA screening, the highest levels of AFM1 were detected
in the dry period, with an estimated intake of 0.0052 pg/person/
day, exceeding the dietary intake for the Latin American diet re-
ported by JEFCA (2001). In the other hand, for the three climate
periods, the overall mean concentration of the AFM1 toxin gives an
estimated daily intake of 0.0028 pg/person. This value is lower than
the dietary intake reported for the Latin American diet, however, it
corresponds to 28 times the dietary intake estimated for the African
diet by JECFA. For the HPLC analysis, higher values for the dietary
intake could be estimated, due to the lower limit of detection of the
technique. In contrast to the ELISA screening results, the confir-
matory analysis indicated that the greatest degree of contamination

Table 4
HPLC confirmatory analysis of 18 samples with AFM1 concentration above 0.05 pg/L
in the ELISA screening test.

Climate conditions Minimum Maximum Mean =+ SE (pg/L)
(ng/l) (ng/l)

Dry period (1 = 13) 0.0600 03000 0.1554° + 0.060

Transition period (n=5)  0.0900 05000 0.2220° & 0.090

Rainy period (n =0) - - -

Mean (1 = 18) 0.0016 0.0589 01258 + 0.1139

&b Means with significant difference at p < 0.05

with AFM1 and thus the highest values for the estimated daily
intake were associated with the transition period, despite the lower
number of samples (n = 5) in comparison with the dry period
(n=13). The daily intake was estimated to be 0.0230 pg/person/day
for the dry period, whereas for the transition period, the estimated
daily intake was determined as 0.0329 pg/person/day. Thus, the
overall mean dietary intake of AFM1 for the three periods was
estimated at 0.0186 pg/person/day, as shown in Table 5.

4. Discussion

Regarding the seasonal variability, our study indicates that the
mean concentration of AFM1 in raw milk from Minas Gerais in rainy
season was significantly (p < 0.05) lower than the values for the
transition or dry periods, verifying that the different microclimates
in Minas Gerais State influence the milk contamination with the
AFM1 toxin. Mean concentrations of AFM1 in milk from Europe,
Latin America, Far East, Middle East and Africa have been reported
by JECFA (2001) as 0.0230, 0.0220, 0.3600, 0.0050 and 0.0018 pg/L,
respectively. In the analysis of milk samples, the average concen-
tration verified for the AFM1 toxin ranged from 0.0195 pg/L in the
ELISA screening to 0.1258 pg/L in the HPLC confirmatory analysis,
exceeding the reported contamination for Latin America (JECFA,
2001). Our findings are consistent with some previous studies
that reported a high concentration of AFM1 in dry seasons in
comparison with the rainy conditions (Fallah, Rahnama, Jafari, &
Saei-Dehkordi, 2011; Hussain & Anwar, 2008; Kamkar, 2005;
Nemati et al., 2010; Prandini et al., 2009; Ruangwises & Ruangwises,
2009, 2010), since in dry periods, lactating cows are fed with greater
amounts of mixed feed that may be contaminated with higher
levels of AFB1, the metabolite precursor of the AFM1 toxin.

In this study, the concentrations of AFM1 detected in raw milk
samples may indicate that food provided to cows in dairy farms in
Minas Gerais was probably contaminated with the toxin, especially
during the dry period, when rainfall did not exceeded 8.0 mm and
temperatures were moderate (Table 1), and supplementary feed-
stuff was provided to feedlot cattle. Also, higher levels of contam-
ination were detected in the transition period, when the rainfall
rates increased at moderate temperatures, representing a climate
period in which the cattle are usually kept in confinement and on
pasture land. However, in the rainy period, when the animals are
usually free to roam on pasture land, the risk of contamination
decreased, with lower concentrations of AFM1 detected.

Based on the analysis of milk samples from Minas Gerais State,
the leading producer in the dairy chain in Brazil, the occurrence of
AFM1 does not appear to be a serious public health hazard,
according to Brazilian legislation. However, aflatoxins are recurrent
and their presence in foods and feeds may be particularly difficult
to prevent or suppress. By comparing our findings with the Codex
Alimentarius and European standards, some samples of raw milk
showed exceeding values for the AFM1 toxin, which represents
a public health concern, according international criteria. For this
reason, data on climate influences in mycotoxin contamination in
milk and feedstuff provided to cattle are of great relevance,
particularly in tropical climate countries as Brazil, where different
conditions of rainfall, relative humidity and temperature are
perceived on unequable basis.

Regarding the toxicological impact of the AFM1 contamination,
the reported occurrence of this toxin in raw milk from Minas Gerais
and the estimated daily intake for adults were superior in the drier
periods {dry and transition periods). Also, the results of the confir-
matory analysis by HPLC showed a higher exposure to AFM1.
Nevertheless, considering that raw milk has an essential role in
dairy chain, the mycotoxin contamination can be passed forward
through milk derivates production. It is relevant to note that in
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Fig. 1. HPLC-FD confirmatory analysis of AFM1 in milk. Chromatograms: (A) blank milk sample; (B) fortified milk sample (AFM1 at 0.20 pg/L}; (C) contaminated milk sample with

AFMI concentration at 0.14 pg/L.

Table 5, the daily intake of AFM1 is expressed in pgfperson/day,
considering a body weight of 60 kg. However, as essential and
nutritious food, milk is consumed mainly by infants and in some
cases by elderly people. Thus, the reported values could be under-
estimated, also due to the fact that the estimated values for milk
consumption do not include other dairy foods such as cheese,
yogurt and sweets.

When the AFM1 levels obtained in the ELISA screening are
considered, the estimated daily intake in the dry period was found
to be 1.48 times higher than the expected value of the dietary
intake in Latin America according to JECFA (2001), comprising the
period of greatest risk. However, with the onset of rains (transition
period) and rainy season (rainy period) the observed average is
lower than the value recommended for Latin America by JECFA
(2001} by factors of 140 and 4.38 times, respectively. In the other

hand, for the HPLC confirmatory analysis, both of the analyzed
periods (dry and transition) demonstrated higher values for the
estimated daily intake in comparison with dietary intake estimated
by JECFA (2001).

As well reported, greater attention should be given to the milk
production during drier seasons, as the risk of AFM1 contamination
is increased, as the total amount of toxin can be found above the
permitted limits (Bilandzic, Varenina, & Solomun, 2010; Kamkar,
2005; Prandini et al, 2009; Tajkarimi et al, 2007). Notwith-
standing, the dietary intake can significantly increase, exceeding
recommended standards, and therefore compromising food safety.
Control measures can be implemented in the initial food chain,
monitoring the quality of vegetal dietary products and feed
provided toanimals. Also, knowledge of the critic climate conditions
that may influence milk contamination with the AFM1 toxin is

Table 5
Estimated daily intake of AFM1 from Brazilian raw milk produced during different climate periods analyzed by ELISA screening and HPLC-FD confirmatory method.
Climate condition ELISA (n = 129) HPLC-FD (n = 18)
Range (ug/person/day) Mean + SE Range (ug/person/day) Mean + SE
Dry period 0.0005-0.0156 0.0052 + 0.0006 0.0089-0.0444 0.0230 = 0.0033
Transition period 0.0003-0.0105 0.0025 + 0.0004 0.0133-0.0740 0.0329 = 00107
Rainy period 0.0000-0.0037 0.0008 + 0.0001 = =

Overall mean 0.0003—0.0099

0.0028 + 0.0022

0.0074-0.0395 0.0186 + 0.0169
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important as a predictable and effective manner to reduce the AFM1
contamination, through adequate storage of feed, animal treatment,
and food safety management through milk production.

5. Conclusion

The occurrence of AFM1 was detected at different levels in 129
samples of raw milk from Minas Gerais State, Brazil, collected in
three distinct climate periods. The different climate conditions
demonstrated to have influence on milk contamination with the
AFM1 toxin, whereas a higher contamination was verified in raw
milk samples from the dry period. The contamination levels were
proven to be below the permitted limits established by Brazilian
Legislation. Notwithstanding, 18 samples (13.95%) showed upper
limits levels of the AFM1 toxin and could be considered inappro-
priate for human consumption, according to the Codex Alimentar-
ius and European standards.

In this work, the average concentration of AFM1 in Brazilian raw
milk and the estimated daily intake varied significantly for the
different climate periods, verifying that climate conditions repre-
sent a risk factor for the occurrence of AFM1 in milk. Hence,
effective surveillance measures should be implemented through
the good agricultural practices, especially in the dry season seeking
to prevent and minimize contamination by AFM1 in feedstuff
provided to animals, therefore decreasing concentrations of this
toxin in Brazilian milk in order assure milk quality and food safety.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de residuos de produtos de uso veterindrio foi
observada em 40 das 132 amostras de leite cru coletadas em
propriedades leiteiras de Minas Gerais, Brasil. Do total, 11 amostras
apresentaram concentracdo de residuos acima dos respectivos limites
maximos permitidos pela legislacdo brasileira para os analitos PNV
(01), ABA (01) e CYP (09), observados nas classes de antimicrobianos,
lactonas macrociclicas e piretréides, respectivamente.

O treinamento para implementacdo das BPA influenciou na
diminuicao da frequéncia de ocorréncia de residuos de produtos de uso
veterindrio no leite, sendo ainda mais efetivo para o grupo de
medicamentos aplicados individualmente nos animais, como oS
antimicrobianos e lactonas macrociclicas.

O treinamento influenciou algumas préticas de manejo analisadas
individualmente, no entanto, o conjunto das praticas (categorias)
apresentou maior significancia e correlagdo positiva forte para producio
de leite livre de residuos de produtos de uso veterindrio, sendo uma
ferramenta eficaz e importante para producdo de leite seguro para o
consumo e primordial para prevencdo de possiveis danos a saide do
consumidor e bem estar dos animais, descartes, prejuizos e/ou
contaminagdes ambientais.

O uso racional, responsdavel e consciente de produtos de uso
veterindrio associado as BPA e sua constante monitorizacio em
propriedades leiteiras reduziu o risco da ocorréncia de residuos de
produtos de uso veterinario no leite produzido.

Considerando os resultados obtidos, pode-se sugerir que a
estratégia de prevencdo baseada no risco para fins de reduzir a
ocorréncia de residuos de produtos de uso veterindrio no leite ao nivel
da produgdo primdria é possivel no Brasil e pode resultar em impacto
financeiro representativo e produtivo na cadeia lctea.

A implementagdo das boas praticas no manejo de ordenha pode
controlar ou minimizar os possiveis impactos negativos advindos de
estacdes climdticas mais desfavordveis como as estacdes mais quentes e
chuvosas, especialmente no que se refere ao volume de leite produzido e
sua qualidade microbioldgica.

A concentragdo de aflatoxina M| no leite cru analisado e sua
ingestdo didria estimada por adultos variou em diferentes periodos
climdticos. Assim, torna-se importante a adocdo das boas praticas
agricolas, especialmente nas estacdes mais secas, buscando prevenir
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e/ou minimizar a contaminagéo do leite por aflatoxina, assegurando sua
qualidade e, consequentemente, a saide do consumidor.

Assim, a atividade leiteira deve ser continuamente monitorada
para que seu padrdo de qualidade seja atendido em todas as etapas de
producdo, buscando ado¢do e monitoramento permanente das boas
praticas na producdo de leite reconhecidas internacionalmente, com
garantia da sanidade e bem estar animal, produtividade, rentabilidade e,
consequentemente, seguranga alimentar e ambiental.
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Identificacdo/codigo da propriedade:

Ultimos resultados obtidos:

Municipio/UF: CCS Horarios ordenhas:
Volume de leite diario: CBT
Dados de georreferenciamento: G
Niumero de animais em lactacio/total: P
Atividade de sustento da familia? ( ) Sim ( ) Néo EST Genética rebanho:
O proprietario trabalha na propriedade? () Sim () Nio ESD
Data: / / Horario: H Agua Residuos
Observacées:
CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas C NC | NSA | Observacoes
SANIDADE ANIMAL 1 Fazenda/unidade possui registro legal
2 O gado que d4 entrada na unidade passa por quarentena minima de 90
dias
3 Sdo obtidos e mantidos os registros sanitarios dos animais adquiridos
para controle de doengas
4 Sédo criados, regularmente preenchidos e mantidos os registros de

movimentacgio dos animais

5 Os procedimentos sdo rastredveis

E realizada identificacdo dos animais com retroatividade desde

6 nascimento (rastreabilidade)

7 Minimo de 4 inspe¢des veterindrias sdo realizadas ao ano (com intervalo
minimo de 3 meses)

3 Programas sanitdrios (tratamento de cascos, prevencdo de mastite,
vacinaco e programas de vermifugacio etc)

9 Preenchidos e mantidos os registros de monitoramento de satide do
rebanho

" Adaptada a partir de FAO/IDF (2004), GlobalIGAP (2010) e Brasil (2008)
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

10 Unidade com programas de prevencdo e controle de zoonoses ativos

1 Curral hospitalar: separa animais enfermos, bom acesso para tratamento,
iluminag@o, paredes lavaveis (> 2 metros)

C&%FI(%%?@BE ril= Formula: itens 1 a 11 -- % SANIDADE = [(C) / (C + NC) * 100]
CONTROLE DE
RESIDUOS E 12 Drogas aprovadas para uso em vacas em lactacdo
CONTAMINANTES

13 Identificac@o dos animais em tratamento

14 Tratamento anotado/registrado

15 Arquivamento de histdricos e registros de tratamentos

16 Vacas em lactagdo tratadas sdo ordenhadas separadamente das ndo
tratadas

17 O leite das vacas em tratamento € separado e descartado

18 E realizado tratamento de vaca seca

19 Ha registro de tratamento individual de vacas secas

20 Os funciondrios sabem o que € periodo de caréncia

21 H4 conhecimento do periodo de caréncia de cada medicamento utilizado

22 Existe ficha de previsdo para os partos

23 Data prevista de parto e tempo de caréncia dos tratamentos de vaca seca
sdo cruzados e respeitados

24 As vacas secas em tratamento sao identificadas

25 Todos os animais em tratamento possuem registros individuais

26 Existe controle individual para mastite

27 S6 se utilizam produtos prescritos por médicos veterindrios

28 Venda dos animais com rastreabilidade e informacdes dos tratamentos
realizados (registros acompanham o animal)

29 Animais enfermos sdo isolados, identificados e ordenhados
separadamente

30 Existe procedimento adequado e padronizado para uso de agulhas
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

31 Existe listagem dos medicamentos utilizados e todos sdo autorizados para
bovinos de leite

32 Respeito de forma consciente o periodo de caréncia de cada
antimicrobiano utilizado conforme descrito em sua bula

33 Todas as bulas e prescri¢des veterindrias se encontram disponiveis para
consulta

34 Medicamentos vencidos sdo segregados e identificados para descarte
adequado

35 Estdo disponiveis para consulta todos os procedimentos para manejo dos
animais enfermos

36 Para todos os produtos utilizados sdo observadas as "restricdes de uso"

37 E feita notificacdo cada vez que se observa rea¢do adversa no uso de
determinado produto

38 Todo medicamento utilizado apresenta descri¢ao do(s) seu(s) principio(s)
ativo(s)

39 Todos os produtos adquiridos possuem registro legal no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)

40 Os protocolos de aplicag@o dos produtos sdo respeitados (dose, tempo,
via de aplicag@o etc.)

a1 Os produtos ndo sao utilizados por vias de administra¢do ndo
recomendadas

4 Produtos de uso exclusivamente humano nao sio aplicados nos animais e
vice-versa

43 Nao sdo utilizadas férmulas caseiras

44 Naio se observa o uso de produtos proibidos e/ou ndo autorizados na
unidade

45 Os funciondrios possuem conhecimento (consciéncia) da
responsabilidade com os animais (Decreto 5053/2004)

46 J4 foram realizados antibiogramas (para escolha de principios ativos mais

adequados)
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

47 Funciondrios nao possuem autorizagio para se alimentarem durante
aplicacd@o de produtos e trato dos animais

48 Registros de aquisicdo de produtos sdo mantidos atualizados

49 No?as fiscais e/ou regi§tros de produtos possuem: data da compra,
validade, nome, quantidade, fornecedor, lote.

50 Os produtos sao armazenados em local especifico (farmacia) e conforme
recomendag¢do do fornecedor

51 O acesso aos produtos € limitado apenas as pessoas responsaveis e
capacitadas para seu manuseio correto

52 Farmdcia se localiza fisicamente separada da sala de leite

53 Farmécia mantida trancada

54 Na farmdcia, os produtos se encontram organizados e separados
conforme o uso (finalidade)

55 Frodutos armazenados em suas embalagens originais e com rétulos
integros

56 Os responsdveis estiio cientes dos riscos na manipulac@o dos produtos

57 P_rocedimc;ntos para uso dos produtos sdo padrpnizados e estdo
disponiveis para consulta sempre que necessario

58 Existem procedimentos escritos especificos para aplicacao de
medicamentos nos animais

59 Funcionadrios cientes dos riscos relacionados a reutilizacdo de embalagens
de produtos quimicos

60 Alimentos para espécies diferentes s3o armazenados separadamente, sem
risco de misturas

61 (6] _annazenamf:nto~de alimentos fornecidos aos animais € feito de forma a
evitar contaminagdes

62 Os alimentos umidos e/ou deteriorados sao descartados

63 Os fornecedores de ingredientes e/ou alimentos para os animais possuem

programa de garantia de qualidade
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

64 Ha registro de todos os ingredientes dos alimentos fornecidos aos animais
para rastreabilidade

65 Todos os produtos veterindrios utilizados possuem registro no MAPA

66 A rotulagem de todos os produtos se apresenta integra e legivel

67 Todos os rétulos de produtos apresentam-se em lingua portuguesa

68 Todos os produtos estdo dentro do prazo de validade, que se apresenta
visivel e compreensivel

69 Cada produto possui sua propria bula acessivel e compreensivel, em
lingua portuguesa

70 Sao utilizados somente produtos que contenham o dizer "USO
VETERINARIO"

CONFORMIDADE n= | Férmula: itens 13 a 71 -- % ANTIMICROBIANOS = [(C)/ (C + NC)
ANTIMICROBIANOS (%) 59 *100]
Antiparasitdrios - via oral mn E utilizada para aplicaqﬁo d? alguns produtos, pistola dosificadora,

sempre mantida limpa e calibrada

7 A Vregqlagem da pistola dosificadora, quando utilizada, € feita a cada 10
animais no minimo

73 Animais pesados para aplicagdo da dosagem adequada, sendo permitido
uso de fita

74 Animais separados em lotes conforme o peso

75 Quando sobra produto no frasco, sdo seguidas as recomendagdes contidas
na bula

76 Aplicac@o nos animais em jejum

77 Conhecido e respeitado o periodo de caréncia dos antiparasitdrios orais _

Antiparasitdrios - injetdveis 78 Sao utilizadas agulhas e seringas limpas e estéreis

79 Sao utilizados calibres adequados das agulhas para aplicagdo nos animais

30 A via de aplicacdo certa € respeitada e utilizada para aplicacdo de
produtos nos animais

81 A conservacdo dos produtos € realizada conforme recomendado em sua

bula
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

82 E atendida a recomendaco para agitar o frasco antes de usar, quando
essa estd presente no rétulo do produto

83 Animais pesados para aplicagdo da dosagem adequada, sendo permitido
uso de fita

84 Ha4 o devido cuidado para ndo injetar ar junto com o medicamento

35 anhecido e respeitado o periodo de caréncia dos antiparasitarios
injetdveis

Anttpamfttaizos ) 86 O volume recomendado para dilui¢do é devidamente respeitado e seguido
pulverizacd@o

87 Equipamentos de prote¢do individual (EPI) utlizados pelo aplicador,
conforme recomendagao do fabricante

38 Aplicagdo do produto feita a favor do vento e em direcdo contrdria do
pelo do animal

39 Pulverizadas todas as dreas dos animais com quantidade de calda
suficiente

90 Pulverizacdo nos animais nos hordrios mais frescos do dia

91 Busca-se ndo pulverizar animais doentes, cansados, sedentos ou
debilitados

92 Embalagens vazias ndo sdo reutilizadas

93 Quando sobra produto no pulverizador apds o término da aplica¢do, o
mesmo € descartado

Produtos em spray 94 Durante a aplicagio, evita-se atingir olhos e boca dos animais

05 Antes da aplicagdo do produto em spray para tratamento de mifases, as
larvas sdo retiradas e a ferida limpa

96 O aplicador ndo fuma durante a aplicacdo

97 A respeitada a distancia de aplicacdo do produto de aproximadamente 15
a 20 cm do ferimento

Antiparasitdrios - "'pour on'' 98 Os produtos sdo comercializados com aplicador
99 Animais pesados para aplicagdo da dosagem adequada, sendo permitido

uso de fita
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

100 | Aplica-se o produto da cernelha até inicio da cauda

101 | Produtos "pour on" jamais sdo aplicados via oral ou injetados nos animais

102 | Evita-se o uso em animais molhados ou sujos

103 Um minimo de 2 horas € aguardado antes de liberar os animais em caso
de chuva

104 Respeito ao periodo de caréncia de cada antiparasitario utilizado
conforme descrito em sua bula

CONFORMIDADE n= | Férmula: itens 12, 14, 15, 36-45, 47-59, 65-104 -- %
ANTIPARASITARIOS (%) 66 ANTIPARASITARIOS = [(C) / (C + NC) * 100]
CRRSIDUOS () %5 | Férmula: itens 12 a 104 - % RESIDUOS = [(C)/ (C + NC) * 100]
GESTAO AMBIENTAL 105 | Na propriedade existe politica de reciclagem de lixo

106 }_Jnidade devidamente limpa e possui locais apropriados para descarte de
ixo

107 | Existe nimero adequado de lixeiras

108 | Existe acordo com terceiros para coleta de lixo na propriedade

109 Existem locais apropriados e devidamente identificados para descarte de
material perfuro-cortante

110 | O descarte de lixo evita contamina¢do do meio ambiente

111 Se disponivel, é utilizado um sistema oficial de coleta regular e descarte
de lixo

112 Embalagens e outros materiais perigosos sao armazenados
adequadamente em local seguro até o descarte final
Sdo respeitadas as leis e normas ambientais para o adequado descarte

113 o
e/ou destruicdo de embalagens de produtos

114 E respeitado o uso dos produtos no pasto e cultivos conforme legislagdo e
recomendagdes do fabricante

115 | Sao utilizados somente produtos quimicos autorizados

116 | O armazenamento dos residuos € feito sem afetar o meio ambiente

117 | As fontes de dgua na propriedade sdo sustentdveis
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

118 | Naio se observa pragas ou animais domésticos soltos pela unidade

119 | As instalagdes sdo de fécil higienizacdo

120 | Ha iluminagdo suficiente em toda unidade

121 | Auséncia de excesso de poeira

122 | Os pisos sdo adequados e bem drenados

123 Existem recomendacdes de medidas de seguranga para o acesso de
pessoas na unidade

124 | Auséncia de risco de acidentes por iluminacdo desprotegida

125 | Auséncia de entulho e/ou lixo na unidade

MBIENTAL (T "7 | Férmula: itens 105 a 125 - % AMBIENTAL = [(C) / (C + NC) * 100}
MANEJO DE ORDENHA 126 | Realiza teste individual para diagndstico de mastite nos animais

127 | Prepara os animais para ordenha higiénica
Identifica individualmente os animais que necessitam de manejo

128 . .
diferenciado
Ordenha as vacas com regularidade utilizando procedimentos

129 .
padronizados de ordenha

130 | Os animais sadios sdo ordenhados primeiro

131 | Areas de ordenha limpas e organizadas

132 | As pessoas que trabalham na ordenha respeitam regras basicas de higiene

133 | Area de armazenamento do leite, limpa e organizada

134 | Acesso para coleta de leite pelo caminhdo, livre de obsticulos

135 Equipamento de propor¢do adequada para armazenamento do leite
conforme producdo (tempo e temperatura)

136 Manutencao periddica dos equipamentos, com registros arquivados e
organizados

137 | Agendamento prévio de trocas de pecas preventivas

138 Procedimentos operacionais padronizados para higienizagdo de

equipamentos de ficil acesso e respeitados




169

CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

139 Instrucdo de uso dos produtos seguidas conforme recomendagdes do
fornecedor e disponiveis para consulta

140 Sao utilizados agentes quimicos e lubrificantes préprios, autorizados e
recomendados para o uso devido

141 Produtos para higieniza¢do armazenados em local préprio, separados e
conforme recomendac@o dos fabricantes

142 As instrucdes de uso e restri¢des estdo disponiveis para consulta de forma
clara, legivel e em lingua portuguesa

143 | Registros arquivados de forma organizada e atualizados (minimo 2 anos)

CORDENHA (%) "= | Férmula: itens 126 a 143 - % ORDENHA = [(C) / (C + NC) * 100]
SEGURANCA DO 144 O aplicador toma banho ou higieniza bem as maos apds a aplicagdo de
TRABALHO produtos quimicos

145 Se produto entra em contato com pele, olhos e/ou mucosas do aplicador
lava-se de imediato com dgua e sabdo
Em caso de acidente, o aplicador consulta o médico portando a

146
embalagem do produto

147 Os produtos quimicos s3o armazenados em local fresco, ao abrigo de luz,
trancados e longe de criangas e animais

148 | Embalagens vazias ndo sdo reutilizadas em nenhuma situacdo

149 Ap6s a aplicagdo de produtos antiparasitarios o aplicador retira de
imediato luvas e lava as mios ou toma banho

150 Na unidade sdo realizados testes periddicos para pesquisa de residuos nos
produtos para controle e verificagdo

151 ExisterAn ir}formag()es suficientes e visiveis com orienta¢des em casos de
emergéncia
Os funciondrios da unidade estdo devidamente capacitados e orientados

152
para o uso de EPI

153 | E proibido fumar nas instalacdes da unidade

154 | Ha politica e procedimentos por escrito de satide, higiene e seguranca
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

155 | Existe mapa de avaliagdo de riscos

156 | Sao realizados treinamentos periddicos dos funciondrios

157 E)siste. na propriedade pelo menos uma pessoa com formagio em
primeiros socorros

158 | Existem procedimentos padronizados em casos de emergéncia

159 | Sinalética adequada de perigos potenciais

160 Na propriedade hé disponivel estojo de primeiros socorros bem equipado
e mantido

161 Ex,istc? EPI suficiente e esta é guardada de forma adequada e em local
préprio
Existem reunides regulares com os funciondrios da unidade e todas sao

162 . .
devidamente registradas

163 Existe local préprio e especifico para os funciondrios se alimentarem e
para higiene pessoal

164 | Alojamento dos funciondrios em bom estado

CONFORMIDADE _
SEGURANCA DO 1;1_ Formula: itens 144 a 164 -- % TRABALHO = [(C) / (C + NC) * 100]
TRABALHO (%)
Agua e alimento sdo fornecidos diariamente aos animais em quantidade
BEM ESTAR ANIMAL 165 L

suficiente

166 | Ajustes peridédicos na alimentacdo dos animais, ou sempre que necessirio

167 | Evita-se e previne-se o contato dos animais com plantas téxicas

168 Sao rf:alizados procedimentos adequados para comercializacdo de
terneiros

169 | Sao evitados maus tratos e/ou préticas impréprias para com os animais

170 Sao realizados treinamentos e capacitagdes dos funciondrios para o
correto uso de técnicas de manejo

171 | A drea da unidade tem tamanho suficiente para densidade animal alojada

172 | Todo animal possui contato visual com os demais

173

O colostro é fornecido imediatamente aos recém nascidos
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CATEGORIAS Cod. | Variaveis avaliadas NC NSA | Observacoes

174 (0] lf:iFe ¢ disponibilizado aos bezerros até se fornecer alimentagdo
suficiente

175 | Os bezerros sdo mantidos em grupos fixos

176 Os bezerros recebem dieta saudavel, duas vezes ao dia

177 descorna realizadg por meio de cauterizggﬁo quimica, sem anestesia,
durante as duas primeiras semanas de vida

178 Descorna com idade supf:rior a 9Q diE}s ¢ efetuada cirurgicamente e
exclusivamente por médico veterindrio

179 Machos e fémeas _sexualmente maduros sdo mantidos em grupos
separados para evitar prenhez

180 Onfie. a alimentac@o € restrita, assegura-se o fornecimento de ragéo
suficiente

181 O plano nutrici.onal se apresenta registrado, por escrito, e é revisado com
intervalos maximos de 2 anos

182 Unidade com féb.rica de ra¢do: ndo permite produgdo de ragdo medicada
para outras espécies em mesmo local

183 | Todos os animais tém acesso a dgua limpa em quantidade suficiente

184 Unidade que possui fébrica de ra¢@o, possui aprovacdo e registro oficial
pelo 6rgdo responsavel

185 Os rétu19§ das ragdes e suplementos fornecidos sdo mantidos para fins da
rastreabilidade

186 | As matérias primas sdo rastredveis até o fornecedor

187 | Sao tomados cuidados especiais em relagdo aos veiculos de dupla fun¢do

188 Existe na unidade, local fechado e proprio para armazenamento de animal
morto

189 | As carcacas de animais mortos sdo mantidas for a da drea de estdbulos

190 Todo animal descarte medicado se apresenta identificado com:
"IMPROPRIO PARA O CONSUMO"

191 | A unidade possui embarcadouro e rampas adequados

192 | Na unidade sdo proibidos ferrdes e bastdes elétricos
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CATEGORIAS Cod. | Varidveis avaliadas NC NSA | Observacoes
CONFORMIDADE BEM n= | Férmula: itens 165 a 192 -- % BEM ESTAR ANIMAL = [(C)/ (C +
ESTAR ANIMAL (%) 28 NC) * 100]
TAREFAS PROJETO 194 A caixa fornecida para descarte de material perfuro-cortantes foi montada
€ se encontra em uso
195 | O DVD de treinamento foi assistido na unidade
196 O Manual de Boas Priticas Veterinarias fornecido, foi lido e manuseado
197 | Os relatdrios de cada visita foram lidos e arquivados
198 Os sacos de lixos fornecidos para coleta seletiva e reciclagem estdao em
uso na unidade
Foi demonstrado interesse durante na realizagio do trabalho e execugao
199 -
das atividades do estudo
200 Na unidade existe bonificacdo por qualidade para os melhores resultados
dos funciondrios
T Alglfl)ll‘v AFSO IFIivIOI 35,&1%]2(% ) l:)7= Formula: itens 194 a 200 -- % TAREFAS = [(C) / (C + NC) * 100]
COléE];(l){l;lI\:I{I‘;SDE ;19; Formula: itens 001 a 192 -- % GERAL = [(C) / (C + NC) * 100]




