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The aim of this study was to evaluate the prevalence of antimicrobial re-
sidues in raw milk produced in farms and of the principle active antimicro-
bial use in dairy cattle located in microregion of Garanhuns, Pernambuco. We
analyzed 84 samples collected in expansion tanks or drums, coming from 84
herds in 19 counties. In each farm received a questionnaire. The survey of an-
timicrobials in milk was performed with Charm Cowside Kit II®. Data were
analyzed using descriptive statistics. It was found that 12 (14.29%) milk sam-
ples were positive. The only variable significantly associated with the presence
of antimicrobial residues in milk was the type of milking (p=0.038) with a pre-
dominance of positive results in the technique of milking the foot. We conclude
that the presence of antimicrobial residues in raw milk was detected in over
50% of the municipalities of the region of Garanhuns. The drugs frequently
used in dairy cattle in the region belong to tetracyclines and aminoglycosides.
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RESUMO. O objetivo desse estudo foi avaliar a
frequéncia de residuos de antimicrobianos em
leite in natura produzido em propriedades rurais
localizadas na microrregido de Garanhuns, Per-
nambuco, Pernambuco, assim como realizar um
levantamento das classes de antimicrobianos utili-
zados no rebanho bovino leiteiro dessa regiao. Fo-
ram analisadas 84 amostras coletadas em tanques
de expansdo ou latdes, procedentes de 84 proprie-
dades localizadas em 19 municipios. Em cada pro-
priedade foi aplicado um questiondrio. A pesquisa
de antimicrobianos no leite foi realizada com o Kit

Charm Cowside II®. Os dados obtidos foram anali-
sados por meio de estatistica descritiva. Verificou-
-se que 12 (14,29%) amostras de leite foram posi-
tivas. A Unica varidvel de manejo que apresentou
associagdo significativa com a presenca de residuos
de antimicrobianos no leite foi o tipo de ordenha
(p=0,038) com predominancia de resultados positi-
vos na técnica de ordenha mecéanica ao pé. Conclui-
-se que a presenca de residuos de antimicrobianos
em leite in natura foi detectada em mais de 50% dos
municipios da microrregido de Garanhuns. E que
os farmacos utilizados com maior frequéncia no re-
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banho leiteiro da regido pertencem as tetraciclinas
e aminoglicosideos.

PALAVRAS-CHAVE. Leite, antimicrobiano, qualidade
alimentar, rebanho leiteiro.

INTRODUCAO

A pecudria leiteira representa um importante
segmento do agronegocio na economia brasileira
(Rodrigues et al. 2011). Essa importancia destaca-
-se pelo valor nutritivo do leite e geracao de renda
dos produtores. Apesar disso, o leite produzido
pode tornar-se um problema de satide publica se
ndo tiver um manejo higiénico-sanitario adequa-
do em sua produgdo, transformagao e conservagao
(Almeida 2015).

Monteiro et al. (2007) afirmam que a qualidade
do leite no pais se diferencia por Estado, devido as
condic¢des encontradas em cada localidade, como
perfil do produtor, acesso a assisténcia técnica, pre-
senca de 6rgaos extensionistas e programas regio-
nais de controle sanitdrio de rebanhos. No controle
sanitdrio dos animais, a administragao de farmacos
pode resultar na presenga de residuos de seus me-
tabdlicos no leite (Brito 2000), o que altera a quali-
dade sanitaria do produto (Brasil 2011). O consu-
mo do alimento expde a populagdo a baixas doses
destes contaminantes, o que resulta em efeitos a
longo prazo (Biacchi et al. 2004).

Os residuos encontrados com maior frequéncia
sdo oriundos de farmacos antimicrobianos (Khani-
ki 2007). Em relagdo a esses residuos, existe 6rgao
que determina através de normas o limite maximo
de residuo de principio ativo utilizado em medi-
camentos que pode conter nos alimentos de ori-
gem animal de modo a ndo prejudicar o humano
ap0s ingestdo do produto. No Brasil, estabelecer
esses limites é competéncia do Ministério da Sat-
de. E importante frisar que nem todas as drogas e
compostos quimicos utilizados em animais deixam
residuos perigosos a satide humana e animal, e
mesmo aqueles reconhecidos como potencialmen-
te nocivos, s6 geram essa condicdo, quando ultra-
passam o valor do limite maximo de residuo, que o
alimento pode conter (Brasil 1999)

No Brasil, pesquisas avaliando a presenca desses
residuos no leite se concentram na regiao sudeste
e sul do pais (Nero et al. 2007, Macedo & Freitas
2009, Mattos et al. 2010). E estudos sobre o perfil
de uso de antimicrobianos pelo rebanho bovino
leiteiro no pais s6 foi observado registros na regiao
Sul, no Estado do Parana (Pontes-Netto et al. 2005)
e em Santa Catarina (Korb et al. 2011). Monteiro et
al. (2007) afirmam que a avaliagdo da qualidade do

leite produzido no agreste do estado de Pernambu-
co necessita de implementagao de estudos que ava-
liem os aspectos microbioldgicos, fisico-quimicos e
residuos de substincias quimicas, como pesticidas
e antimicrobianos no produto. Essa regido é a prin-
cipal mesorregido produtora de leite do Estado (Se-
brae 2010), constituindo um dos principais suportes
econdmicos nas microrregides do Vale do Ipojuca,
Vale do Ipanema e Garanhuns (Sebrae 2006). O leite
nessas regioes tornou-se moeda corrente nas feiras-
-livres das pequenas cidades, movimentando o co-
mércio local e garantindo a sobrevivéncia das fami-
lias rurais, durante todo o ano (Carvalho et al. 2009).
Sendo assim, objetivou-se no presente traba-
lho determinar a frequéncia de residuos de anti-
microbianos no leite in natura na microrregiao de
Garanhuns, Pernambuco, assim como realizar um
levantamento das classes de antimicrobianos utili-
zados no rebanho bovino leiteiro nessa regiao.

MATERIAL E METODOS

No periodo de setembro a dezembro de 2012, foram
analisadas 84 amostras de leite de in natura, procedentes
de 84 propriedades rurais distribuidas em 19 municipios
da microrregidao de Garanhuns, PE. Para calculo do ta-
manho amostral, utilizou-se 5% de prevaléncia baseada
na média da prevaléncia obtida em estudo elaborado por
Nero et al. (2007), Macedo & Freitas (2009) e Mattos et al.
(2010). A metodologia utilizada foi a de Correa (2006),
considerando populacdo infinita, nivel de confianca de
95% e erro tolerdvel de amostragem de 5%. O tamanho
da amostra foi 74 amostras, a este nimero, foram adi-
cionados 10% para eventuais perdas totalizando assim
84 amostras. O ndmero de amostras por municipios foi
determinado por amostragem estratificada, baseada na
proporcdo das propriedades produtoras de leite dos
municipios na microrregidao de Garanhuns, Pernambu-
co. A selecao das propriedades rurais foi realizada de
forma aleatéria, e nestas foi aplicado um questiondrio
contendo questdes objetivas relacionadas a producao
leiteira e manejo sanitédrio. Os dados foram protocolados
para posterior andlise.

As amostras foram coletadas diretamente nas pro-
priedades, apds a ordenha, em tanques de expansao ou
latdes, dependendo da tecnificacdo das propriedades.
De cada propriedade foram coletados 180 mL de leite,
sendo que uma aliquota de 100 mL foi armazenada em
frasco estéril para andlise de residuos de antimicrobia-
nos, antes da coleta o leite no tanque de expansdo ou
latao, foi agitado pelo rotor do tanque ou por um bas-
tdo metalico, a fim de homogeneizar a amostra. Duas
aliquotas com 40 mL foram acondicionadas em frascos
contendo os conservantes azidiol para andlise de con-
tagem bacteriana total (CBT) e bronopol para analises
de contagem de células somaticas (CCS). Os frascos
possuiam tampa rosqueavel e foram previamente iden-
tificados. Apods a coleta as amostras foram acondiciona-
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das a temperatura de refrigeracdo em caixa isotérmica,
contendo gelo reciclavel e encaminhado ao Centro La-
boratorial de Apoio a Pesquisa da Unidade Académica
de Garanhuns da Universidade Federal Rural de Per-
nambuco. Em seguida, amostras utilizadas na analise
de residuos foram congeladas a - 20°C até a realizacao
das andlises. As outras amostras foram mantidas sob re-
frigeracao e encaminhados ao laboratério do Programa
de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
Rural de Pernambuco.

Para a realizacdo da pesquisa de antimicrobianos no
leite utilizou-se o teste qualitativo Kit Charm Cowside
II® (CHARM, Estados Unidos), que se baseia na inibigédo
do crescimento bacteriano (Bacillus stearothermophilus
var. calidolactis) para detectar residuos de aminoglicosi-
deos, B-lactamicos, tetraciclinas, sulfonamidas e macro-
lideos. Os resultados desse teste sdo apresentados como
positivo, atengdo ou negativo. Como controle positivo
foram analisadas amostras de leite em pé desnatado,
isentas de residuos, que foi inoculado experimentalmen-
te com Penicilina G na concentracdo do limite minimo
de deteccao declarado pelo fabricante. No controle ne-
gativo utilizou-se amostras do mesmo leite em p6 des-
natado sem a inoculac¢do do principio ativo.

A CCS e CBT foram determinadas pelo método de
citometria de fluxo em equipamentos automatizados
(Bentley Combi 2300 e IBC Bentley).

Foi utilizada a andlise estatistica descritiva para cal-
culos das frequéncias, relativa e absoluta, dos resultados
obtidos no teste comercial de inibicdo de crescimento
bacteriano e do questiondrio sobre manejo sanitario. As
amostras que indicaram atencdo pelo Kit Charm Cow-
side II® (CHARM, EUA) foram consideradas negativas
na anélise estatistica. A CCS e CBT foram consideradas
aceitaveis ou ndo de acordo com o limite permitido pela
Instrucdo Normativa N° 62 de 29 de dezembro do Mi-
nistério de Agricultura Pecudria e Abastecimento (Brasil
2011). Para identificar a associagdo entre as variaveis de
manejo e teste de inibi¢do de crescimento bacteriano, foi
realizada uma andlise univariada das varidveis de inte-
resse pelo teste qui-quadrado de Pearson, ou Exato de
Fisher, quando necessario. O programa Epi Info, versao
3.5.1 - CDC (www.cdc.gov) foi utilizado para a execucao
dos célculos estatisticos. Para o estudo de concordancia
entre os testes utilizou-se o coeficiente de Kappa (K) e a
interpretacdo convencional dos valores K adotadas fo-
ram: 0,00 - 0,20 = concordancia fraca; 0,21 - 0,40 = regu-
lar; 0,41 - 0,60 = moderada; 0,61 - 0,80 = boa; 0,81- 1,00
= muito boa, valores negativos sao interpretados como
equivalentes a 0,00 (Landis & Koch 1977). Para o calculo
de concordancia utilizou-se o programa computacional
BioStat versao 5.0 (Ayres et al. 2007).

RESULTADOS

A frequéncia de amostras positivas para pre-
senca de antimicrobianos no leite in natura da mi-
crorregido de Garanhuns, PE, foi de 14,3% (12/84)
(LC. 6,8% - 22,5%). Em relagdo a distribuicao das

amostras por municipio observou-se que 52,6%
(10/19) apresentaram presenca de antimicrobia-
nos. As amostras positivas foram procedentes de
dez municipios: Brejao, Canhotinho, Garanhuns,
Jucati, Jurema, Lajedo, Paranatama, Salod, Sdo Joao
e Teresinha.

A andlise da associagdo entre as varidveis de
manejo e o teste comercial de inibicdo microbiana,
para presenca de antimicrobianos estd disposta
nas Tabelas 1 e 2. A tnica varidvel com associacao
significativa com ocorréncia de amostras positivas
para residuos de antimicrobianos foi o tipo de or-
denha (p=0,038) com predominéncia de resultados
positivos na técnica de ordenha mecénica ao pé.
A associacdo entre a variavel classe de antimicro-
bianos e o teste comercial de inibicdo microbia-
na para presenca de residuos de antimicrobianos
também evidenciou uma tendéncia para o uso de
B-lactadmicos, aminoglicosideos e macrolideos, e a
deteccdo de residuos de antimicrobianos no leite.

As patologias citadas pelos produtores que
acarretaram uso de antimicrobianos nos ani-
mais foram anemia 40,6% (54/133), mastite 30,8%
(41/133), intoxicacao 11,3% (15/133), diarreia 8,3%
(11/133), carrapatos 7,5% (10/133) e afeccdes po-
dais 1,5% (2/133). Os farmacos mais utilizados
pelos produtores da regido em analise pertencem
as tetraciclinas 47,3% (78/165), seguidos pelos ami-
noglicosideos 21,2% (35/165), penicilinas 11,5%
(19/165), sulfas 9,1% (15/165), trimetropim 4,8%
(8/165), macrolideos 3,6% (6/165), cefalosporinas
1,8% (3/165) e rifamicinas 0,6% (1/165). O destino
do leite dos animais em tratamento descartado pe-
los produtores foi fornecimento a outros animais
(n=19), queijaria (n=9), consumo familiar (n=6) e
descarte no ambiente (n=1).

Das amostras consideradas positivas para pre-
senca de residuos de antimicrobianos 16,4 % (11/12)
e 12,2% (9/12) foram consideradas aceitaveis pelo
padrao estabelecidos, pela Instrugdo Normativa 62
de 29 de dezembro de 2011 do Ministério da Agri-
cultura Pecudria e Abastecimento, para CBT e CSS,
respectivamente.

DISCUSSAO

A deteccdo de residuos de antimicrobiano em
leite na regido estudada preocupa por diversas ra-
zdes, principalmente, em relacdo a comercializagao
do produto e derivados in natura na regido e possi-
vel consumo humano de um alimento contamina-
do, o que pode facilitar e/ou acelerar o surgimento
de microorganimos resistentes com conseqiiente fa-
lha na acdo da antibioticoterapia humana e animal.
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O agreste meridional pernambucano tem na
pecudria leiteira sua principal base de sustentagao
econdmica, com producado de leite e derivados de
forma artesanal e industrial (Carvalho et al. 2009),
comercializando seus excedentes para o abasteci-
mento de todas as mesorregides do Estado (Sebrae
2006). Pesquisas realizadas no agreste pernambu-
cano revelaram que hé cepas de Staphylococcus spp
isoladas de amostras de leite de vacas com mastite
resistentes a antimicrobianos (Freitas et al. 2005,
Medeiros et al. 2009). Alguns dos farmacos utiliza-
dos na veterindria tém resisténcia cruzada com os
utilizados na medicina humana, o que pode con-
tribuir com a aquisicdo de resisténcia de micro-or-
ganismos patoégenos humanos (Biacchi et al. 2004).

No presente estudo, a associagao significativa de
amostras positivas com a técnica de ordenha meca-
nica ao pé, pode estar relacionada a falhas de ma-
nejo durante a ordenha mecanica, que favoreceu o
desenvolvimento mastite e consequentemente ao
uso de antimicrobianos. Na microrregiao estudada
os fatores de risco associados a mastite estao rela-
cionados ao manejo higiénico-sanitario ao qual o
rebanho é submetido (Oliveira et al. 2012). Dentre
as causas citadas pelos produtores que acarreta-
ram uso de antimicrobianos nos animais, a masti-
te ocupou a segunda posicdo. Essa enfermidade é
considerada o principal motivo pela utilizacao de
antimicrobiano na bovinocultura leiteira (Korb et
al. 2011) e a sua prevaléncia esta relacionada com o

Tabela 1. Anélise da associagdo entre varidveis de manejo e teste comercial de inibicdo microbiana para
presenca de antimicrobianos no leite in natura procedente do rebanho bovino leiteiro da microrregido de
Garanhuns, PE, no periodo de setembro a dezembro de 2012

Variaveis Teste comercial de inibi¢do microbiana Total Valor de p
Positivo Negativo F.A. FR
F.A. FR F.A. F.R.
Local de coleta
Latdo 9 15,3 50 84,7 59  100,0 0,494°
Tanque de expansao 3 12,0 22 88,0 25 100,0
Vacas em lactagdo
Até 25 animais 8 15,1 45 84,9 52 100,0 0,921°
Até 50 animais 3 12,0 22 88,0 25 100,0
Mais de 50 animais 1 16,7 5 83,3 6 100,0
Producao diaria
Até 129 litros 7 14,6 41 85,4 48  100,0 0,995°
Até 435 litros 4 13,8 25 86,2 29 100,0
Acima de 435 litros 1 14,3 6 85,7 7 100,0
Numero de ordenhas
1 5 12,8 34 87,2 39 100,0 0,484°
2 7 15,6 38 84,4 45 100,0
Ordenha
Manual 8 11,4 62 88,6 70  100,0 0,038
Mecanica (ao pé) 4 40,0 6 60,0 10 100,0
Mecanica (sala de ordenha) 0 0,0 4 100,0 4 100,0
Uso de antimicrobianos
Sim 12 14,5 71 85,5 83 100,0 0,857°
Nao 0 0,0 1 100,0 1 100,0
Recomendacdo do uso de antimicrobianos
Por conta prépria 11 15,5 60 84,5 71 100,0 0,5772
Veterinéario 0 0,0 6 100,0 6 100,0
Lojista 1 16,7 5 83,3 6  100,0
Numero de administragdo de antimicrobiano
1vez 3 20,0 12 80,0 15 100,0 0,2572
2 a3 vezes 9 16,1 47 83,9 47 100,0
4 a5 vezes 0 0,0 13 100,0 13 100,0
Descarta o leite de todos os quartos mamario
Sim 5 14,3 30 85,7 35 100,0 0,618°
Nao 7 14,3 42 85,7 49  100,0
Tempo de descarte
Até 3 dias 5 14,7 29 85,3 34 100,0 0,703
4 a5 dias 0 0,0 4 100,0 4 100,0
Nao descarta 7 15,2 39 84,8 46  100,0
Separa animal em tratamento
Sim 5 14,3 30 85,7 35 100,0 0,618°
Nao 7 14,3 42 85,7 49  100,0

*Associagao significativa a 5%; aQui-quadrado; *Exato de Fisher; Frequéncias, Absoluta - F.A. e Relativa - F.R. (%)
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Tabela 2. Anélise de associacdo entre varidveis de classe de
antimicrobianos e teste comercial de inibicdo microbiana para
presenca de antimicrobianos no leite in natura procedente do
rebanho bovino leiteiro da microrregido de Garanhuns, PE, no
periodo de setembro a dezembro de 2012

Classe de Teste comercial de Total Valor de p
antimicrobianos inibi¢do microbiana F.A. FR
Positivo ~ Negativo

F.A. FR. FA. FR
Sulfa
Sim 1 59 16 94,1 17 100,0 0,246%
Nao 11 164 56 83,6 67 100,0
Aminoglicosideos
Sim 6 222 21 778 27 100,0 0,1372
Nao 6 105 51 895 57 100,0
B-lactamicos
Sim 4 250 12 750 16 100,0 0,165%
Nao 8§ 11,8 60 882 68 100,0
Macrolideos
Sim 1 200 4 80,0 5 100,0 0,546%
Nao 11 139 68 86,1 79 100,0
Tetraciclinas
Sim 11 149 63 851 74 100,0 0,5642
Nao 1 10,0 9 90,0 10 100,0

“Exato de Fisher; Frequéncias, Absoluta - F.A. e Relativa - F.R. (%)

aumento de residuos desses farmacos no leite (Raia
et al. 1999).

A tendéncia epidemiolégica observada no estu-
do para presenca de residuos de antimicrobianos
nas amostras procedentes de propriedades que
utilizavam antimicrobianos, que a recomendagao
de uso era do préprio proprietario, que adminis-
travam duas ou trés dose do farmaco, e que utiliza-
ram P-lactamicos, aminoglicosideos e macrolideos,
sugere que a administracao desses farmacos no re-
banho bovino leiteiro sem a recomendacdo de um
profissional qualificado favorece a presenca de resi-
duos de antimicrobianos no leite. Korb et al. (2011)
citam que em Santa Catarina os produtores geral-
mente compram o medicamento veterindrio dire-
tamente da farmadcia veterindria, sem prescricao de
um profissional, e destinam o leite do animal em
tratamento para a alimentacdo de outros animais,
producdo de queijo ou descarte no ambiente.

No presente estudo, observou-se que parte dos
produtores que afirmaram descartar o leite, ndo o
realiza de forma correta, fornecendo o produto aos
animais ou consumindo o produto no ambito fa-
miliar. Contrariando a legislagdo brasileira, a qual
determina que o leite oriundo de animais com al-
teragdo no estado de satide capaz de modificar a
qualidade sanitdria do leite, deve ser condenado
imediatamente ndo sendo utilizado para o con-
sumo humano (Brasil 2011). Além, de expor seres
humanos a desenvolverem reagdes alérgicas oriun-
das do contato com os residuos e possibilitar que

naquele &mbito ocorra o surgimento e proliferagao
da adaptacdo genética de organismos resistente a
farmacos antimicrobianos.

Os farmacos pertencentes a classe farmacolégica
das tetraciclinas apresentaram uma maior frequén-
cia de citacOes. Esses farmacos sao frequentemente
empregados no tratamento de vacas lactantes e de-
tectados no leite (Korb et al. 2011).

A presenca de residuos de antimicrobianos no
leite detectadas no presente estudo pode estar rela-
cionada com o valor de CCS. Pois, niveis elevados
de CCS indicam alta prevaléncia de mastite subcli-
nica no rebanho e consequentemente o aumento no
uso de tratamentos com antimicrobianos intrama-
maérios (Gonzalo et al. 2010).

A legislacao brasileira cita que a pesquisa de re-
siduos de antibiéticos e a contagem bacteriana de-
vem ser realizadas pelo menos uma vez ao més nos
lacticinios para o controle de qualidade da matéria-
-prima (Brasil 2011). Nesse estudo, em relacdo a
contagem bacteriana, 16,4% do leite produzido em
67 propriedades, foram aceitaveis para o consumo
humano pela legislacao brasileira. No entanto, em
mais de 50% das amostras avaliada o leite ndo se
enquadrou no quesito residuo quimico, devido a
presenca de residuos de antimicrobianos. O que
demonstra que é necessario que haja uma maior
intensificagdo no controle da obten¢ao da matéria-
-prima, avaliando, de forma conjunta, o aspecto
bacterioldgico e quimico do leite a ser utilizado nas
industrias de lacticinios para garantia da seguranca
alimentar do produto a ser comercializado.

Com esse prévio diagnodstico da qualidade sa-
nitdria do leite produzido na regido serve de alerta
para o estabelecimento e/ou reformulagao de po-
liticas publicas na area de satde humana e animal
visando o controle dos residuos de antimicrobiano
no leite. Pois, a associagdo do perfil de uso dos far-
macos mais utilizado no meio veterinario na regiao
com o indice de positividade para residuos nas
amostras de leite in natura comparados aos estudos
no agreste sobre resisténcia bacteriana, demonstra
que ha um grande habitat favoravel na regido para
o desenvolvimento de organismos geneticamente
modificados capazes de alterar a eficacia dos far-
macos antimicrobianos nos tratamento humano e
veterindrio da regiao.

CONCLUSAO

Conclui-se que a presenca de residuos de an-
timicrobianos em leite in natura foi detectada em
mais de 50% dos municipios da microrregido de
Garanhuns e esteve associado com o tipo de orde-
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nha implantado na propriedade. Os farmacos uti-
lizados com maior frequéncia pelos produtores no
rebanho leiteiro da regido pertencem as tetracicli-
nas e aminoglicosideos, possivelmente o uso estar
relacionados como o tratamento da anemia e mas-
tite, enfermidades que acometem com maior frequ-
éncia o rebanho leiteiro da regido e requerem o uso
de farmacos antimicrobianos nos animais.
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