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AVALIACAO DA PRESENCA DE RESIiDUOS DE

ANTIMICROBIANOS EM LEITE E BEBIDA LACTEA UHT POR

TESTE DE INIBICAO MICROBIANA COMERCIAL

Evaluation of the presence of antimicrobials residues in Milky Drink and UHT Milk

for Microbial Inhibition Commercial Test
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SUMARIO

A ocorréncia de residuos de antibidticos no leite tem sido objeto de preocupagdo constante
por parte das autoridades sanitarias constituindo um sério problema na satde publica, devido aos
efeitos toxicos destes compostos, alergias, e até mesmo alguns tipos de cancer, além da possibilidade
de favorecer o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e alterar a constitui¢do da
microflora do trato gastrintestinal. A presenca de residuos de antibioticos no leite representa o
principal ponto critico de controle de contaminagdo quimica do leite, devendo ser observada na
recepgdo da matéria prima nas plataformas das industrias de laticinios. Os objetivos deste trabalho
foram: avaliar a incidéncia de residuos de antimicrobianos leite UHT comercializado em Seropédica,
Rio de Janeiro e avaliar o método de andlise pelo kit comercial Delvotest®SP-NT de acordo com
a sensibilidade. Para o teste de residuo antimicrobiano foram obtidos amostras de leite esterilizado,
todas pelo processo UHT, coletados em supermercados locais, entre Margo de 2007 a Julho de
2008 sendo estes armazenados sob congelamento. As anélises das 175 amostras foram realizadas
com teste microbioldgico comercial Delvotest® SP-NT com Geobacillus. stearothermophilus
var. calidolactis, em meio semi-sélido com indicador. Do total de amostras analisadas, 2 (duas)
foram positivas perfazendo um total de 1,1% de incidéncia em leite ja processado ¢ ofertado ao
consumo. Os kits foram testados quanto a sua eficacia, confrontando doses de alguns farmacos que
compdem o “pool” de sensibilidade do kit. Realizaram-se dilui¢des dos seguintes antimicrobianos:
Amoxilina, Ampicilina, Gentamicina, Eritromicina, e Trimetoprima em doses diferentes a
sensibilidade indicada pelo fabricante, uma inferior, uma intermediaria e outra superior ao limite
de deteccdo do método e todas foram confirmadas pelo kit testado. A presen¢a de inibidores
bacterianos encontrados nas amostras analisadas, contrariando a legislagdo em vigor, torna enfética
a necessidade da atuacdo dos orgdos de Saude Publica quer seja através da inspegéo, quer seja através
de amplos programas educativos junto a populagdo envolvida na cadeia de produgéo.

Termos para indexacdo: Leite; Residuos de antimicrobianos; Teste de Inibi¢do Microbiana.

INTRODUCAO

O leite ¢ um alimento Gnico pelo seu valor
nutritivo e pela sua composi¢do, sendo, portanto,
um constituinte essencial da dieta dos recém-nascidos
para todas as espécies de mamiferos, em particular
para a espécie humana, sendo também indicado em
todas as idades. Por isso ¢ extremamente importante
apresentar-se com qualidade (FONSECA, 2000).

Entretanto, mesmo com 0s avangos tecnolo-
gicos ocorridos ao longo dos ultimos anos, a qualidade

do leite produzido no Brasil ainda estd muito além do
tecnicamente recomendado, ficando comprometidas
a inocuidade dos alimentos lacteos ofertados a
populagdo e também as possibilidades do pais de se
estabelecer como um forte competidor no mercado
internacional. A baixa qualidade da matéria-prima aqui
produzida limita a transformacdo industrial desse leite
a produtos de baixo valor agregado e sem um padrio de
mercado (DURR, 2005)

Assim como outros alimentos de origem animal,
o leite, durante o seu processo de produgdo primaria,
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processamento, transporte e comercializagdo, pode
ser contaminado por microrganismos patogénicos,
ou mesmo por outras substancias toxicas, que
impliquem em riscos a sautde do consumidor
(CERQUEIRA, 1995).

Se a mastite ¢ um problema, o seu controle
através do uso de antibidticos impde outro desafio
para a manuten¢do da qualidade do leite: o residuo de
antibioticos no produto. A contaminagdo do leite e,
conseqiientemente, dos produtos lacteos por
antimicrobianos, deve-se principalmente ao
tratamento de vacas em lactagdo com problemas de
mastite ou ao tratamento durante o periodo seco,
para controlar a mastite (GIGANTE, 2004).

Os antimicrobianos mais comumente utilizados
em animais de produgdo podem ser divididos em cinco
classes incluindo os B-lactdmicos (penicilinas e
cefalosporinas), as tetraciclinas (oxitetraciclina,
tetraciclina e clortetraciclina), os aminoglicosideos
(estreptomicina, neomicina e gentamicina), os
macrolideos (eritromicina) e as sulfonamidas
(sulfametazina) (MITCHELL et al., 1998).

E de fundamental importancia prevenir a
presenca de residuos de antimicrobianos no leite
para reduzir problemas técnicos no processamento
de produtos lacteos e a possibilidade da transmissao
desses residuos ao consumidor, o que pode
acarretar problemas de saude publica.

Os residuos de antimicrobianos no leite podem
apresentar sérias conseqiiéncias toxicoldgicas e
técnicas. A presencga destes no leite retarda ou mesmo
impede os processos microbiologicos utilizados na
manufatura de determinados produtos lacteos
(PORTUGAL, 2003).

Através do consumo de leite fluido, o residuo
de antibidtico chega a mesa do consumidor e
constitui um problema de satide publica, cujos
aspectos toxicoldgicos, microbioldgicos e de
desenvolvimento de reacdes de hipersensibilidade
sdo de grande importancia (GIGANTE, 2004).

O Programa Nacional de Controle de
Qualidade do Leite (PNQL), implantado em 2005
recomenda maior rigor na avaliagdo da presenca
de residuos de antimicrobianos no leite. Para tanto,
sdo necessarios estudos sobre o assunto pra
fornecer subsidios aos produtores, médicos
veterinarios e técnicos, no sentido de melhor
orientar o uso destes e prevenir residuos.

Um dos requerimentos atuais da sociedade ¢ a
disponibilidade de alimentos seguros, saudaveis e
nutritivos de todos os segmentos das redes de
empresas, dos estabelecimentos produtores, das
organizagdes, dos aparelhos reguladores do Estado
e institui¢cdes que constituem a cadeia produtiva do
leite. O direcionamento da pesquisa e da trans-
feréncia de tecnologias para que tais demandas sejam
atendidas é compromisso institucional e social
inquestionavel (BRESSAN & MARTINS, 2004).

A ocorréncia de residuos de antimicrobianos
no leite tem sido objeto de preocupacdo constante
por parte das autoridades sanitdrias constituindo
um sério problema na satude publica, devido aos
efeitos toxicos destes compostos, alergias, e até
mesmo alguns tipos de cancer, além da possibilidade
de favorecer o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos e alterar a constitui¢do da microflora
do trato gastrintestinal.

Kits de detecgdo de residuos de antimicrobianos
podem ser usados para testar amostras de leite de
vacas individualmente ou a granel, havendo uma
variedade de produtos disponiveis, empregando uma
variedade de metodologias e espectros de sensibilidades
a antibidtico (SENYK et al., 1990).

Os objetivos deste trabalho foram: avaliar a
incidéncia de residuos de antimicrobianos leite UHT
comercializado em Seropédica, Rio de Janeiro e
avaliar o método de andlise pelo kit comercial
Delvotest® SP-NT de acordo com a sensibilidade.

MATERIAL E METODOS

Para o teste de residuos de antimicrobianos
foram obtidas amostras de leite esterilizado, todas
as embalagens continham selo de inspecédo
sanitdria e armazenadas sob congelamento, em
recipientes plasticos (garrafinhas) de 300 mL.

Foram analisadas 175 amostras de leite e
bebida lactea UHT, as 16 marcas investigadas foram
codificadas como mostra a tabela 1, com
predominancia das marcas D, K e N. A tabela também
apresenta o tipo de leite conforme a padronizac¢do
do teor de gordura sendo: I (integral), D (desnatado),
SD (semi desnatado) ¢ BL (bebida lactea).

As analises foram realizadas com teste
microbioldgico comercial Delvotest SP-NT (Cap-
Lab Industria e Comércio Ltda), com Geobacillus
stearothermophilus var. calidolactis, em meio semi-
solido com indicador, juntamente com todos os
nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano.

Os testes obedeceram a seguinte seqiiéncia: 1-
abertura das ampolas (Delvotest®SP-NT) com
retirada da tampa de aluminio, 2- foram adicionados
volumes de 0,1 mL das amostras de leite a serem
analisadas nas ampolas (Delvotest®SP-NT) 3- estas
ampolas permaneceram incubadas em banho-maria a
64°C + 0,5°C por 3 (trés) horas, segundo a
recomendagdo técnica, sempre acompanhadas de
controle negativo. Apos este periodo foram realizadas
as leituras e consideram-se positivos os testes que
apresentaram cor purpura e negativo aqueles que
apresentaram uma mudanga da cor purpura para
amarela, conforme ocorre no controle negativo.

Apds o periodo de incubagdo, acido
suficiente ¢ produzido pelo crescimento e
multiplicacdo das bactérias que utilizam a glicose.
A alteracdo da cor do indicador de pH (purpura de
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Tabela 1 — Quantidade e marcas das amostras analisadas.

Marca I D SD BL Numero Amostras Testadas %
A 5 5 0 0 10 5,7
B o o0 0 4 4 2,3
C 1 0o 0 O 1 0,6
D 27 12 4 0 43 24,6
E 1 0o o0 o0 1 0,6
F 1 1 0 0 2 1,1
G 10 5 0 0 15 8,6
H 10 5 0 0 15 8,6
| 6 3 0 0 9 5,1
J 4 1 0 0 5 2,9
K 13 7 7 0 27 15,4
L 4 0 0 O 4 2,3
M 3 4 0 0 7 4,0
N 13 4 3 0 20 11,4
o 5 1 0 0 6 34
P 0 6 0 0 6 34

Total 103 54 14 4 175 100

bromocresol),indica uma amostra livre de
antimicrobianos. Se, no entanto, o crescimento ¢
multiplicagdo da bactéria forem retardados ou
inibidos, ndo ocorre a acidificagdo do meio e este
permanece purpura. A coloragdo intermediaria
entre amarelo e purpura também ¢ considerada
positiva para residuo de antimicrobiano.

As ampolas do teste forma mantidas sob
refrigeragdo a temperatura de aproximadamente 4°C,
conforme recomendagdo do fabricante, ¢ no
momento da utilizacdo, permaneceram a temperatura
ambiente, apenas as ampolas que foram utilizadas.

Para descartar a presenca do inibidor formol
nas amostras de leite UHT, foi realizado o teste do
formaldeido conforme a Instru¢do Normativa n°68
(BRASIL,2006) objetivando evidenciar a presenca
de residuos de antimicrobianos nas amostras
positivas com a finalidade de verificar se a inibi¢ao
do crescimento do Geobacillus stearothermophilus
var. calidolactis possa ter sido determinado por
este conservador.

Os kits foram testados quanto a sua eficacia,
confrontando doses de alguns dos farmacos que
compdem o “pool” de sensibilidade do Kkit.
Realizaram-se dilui¢des dos seguintes antimicrobianos:
Amoxilina, Ampicilina, Gentamicina, Eritromicina,
e Trimetoprima em doses diferentes a sensibilidade
indicada pelo fabricante, uma inferior, uma
intermediaria e outra superior ao limite de detecgdo
do método.

Para Eritromicina, o limite de inferior de
deteccdo do kit (LI) ¢ 40ng/mL e o limite superior
de detecc¢do (LS) de 200ng/mL, sendo também
testado um valor de 20 ng/mL (abaixo do LI).
Para Amoxilina, o LI ¢ 2ng/mL e o LS de 5ng/
mL, sendo também testado um valor de Ing/mL
(abaixo do LI). Para Gentamicina, o LI é 50ng/

mL e o LS de 200ng/mL, sendo também testado
um valor de 25 ng/mL (abaixo do LI). Para
Ampicilina, o LI é 7ng/mL ¢ o LS de 200ng/mL,
sendo também testado um valor de 25 ng/mL
(abaixo do LI).Para Trimetoprima, o LI é 50ng/
mL e o LS de 300ng/mL, sendo também testado
um valor de 25 ng/mL (abaixo do LI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as 175 amostras de leite UHT
investigadas, 02 (duas) amostras apresentaram-
se positivas no teste de detecg¢do de residuos de
antimicrobianos, revelando uma freqiiéncia de
contaminagdo de 1,1%. As duas amostras positivas
eram Integrais, indicando uma tendéncia de
veiculacdo pelo contetudo lipidico. Estes resultados
sdo similares ao apresentado por Souza et al.
(2008) que também encontraram 1% das amostras
de UHT positivas pelo mesmo método.

No relatério PAM Vet referente aos anos 2004/
2005 das 312 amostras em que foram procedidas
analises de triagem para tetraciclinas, 21 amostras
(7%) apresentaram resultado nido conforme, sendo
seis (2%) em leite UHT . De 306 amostras avaliadas
na triagem para cloranfenicol, 22 (7%) foram
insatisfatorias, 13 (5%) de leite UHT e nove (28%)
de leite em pd. resultado este que deixa duvidas se
esta havendo ou nio, a utilizagdo indevida deste
antimicrobiano que ¢ proibido no Brasil para uso em
animais produtores de alimentos;

Conforme os resultados encontrados neste
trabalho, 2 (duas) amostras positivas corr-
espondem a centenas de produtos do mesmo lote
comercializados que poderiam também estar com
niveis acima do LMR permitido pela legislagdo,
podendo assim ser consumido justificando a
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necessidades deste tipo de controle fiscal com
regularidade uma vez que o leite ¢ consumido
principalmente por criangas. Deve-se atentar para
o fato de que estas amostras serem do tipo UHT,
possivelmente a leite cru de origem teria niveis
maiores que os detectados.

Outros trabalhos foram realizados utilizando o
principio da inibi¢do microbiana, porém ndo na forma
de kits comerciais. Borges et al. (2000), que analisaram
a ocorréncia de residuos de antimicrobianos em leite,
pasteurizado integral e padronizado produzido e
comercializado no Estado de Goids através do método
de difusdo de residuos de antibidticos em agar, tendo o
Bacillus subtilus e o Geobacillus stearothermophilus
como microorganismos-teste, observaram que das 533
amostras analisadas, 53 apresentaram residuos de
antimicrobianos, representando 9,95% das amostras
analisadas.

Nascimento et al. (2001), em estudo sobre
a ocorréncia de residuos de antibioticos no leite
tipos A, B e C comercializado em Piracicaba, SP,
utilizaram, também, o método de difusdo de
residuos de antibidtico em dagar, porém
empregaram somente a cultura teste de
Geobacillus stearothermophilus, ¢ observaram
50,0% das amostras positivas.

Dentre os resultados das diluigdes dos
antimicrobianos testados: Amoxilina, Ampicilina,
Gentamicina, Eritromicina, e Trimetoprima em doses
diferentes a sensibilidade indicada pelo fabricante, todas
que estavam dentro da faixa sensivel do método foram
confirmadas pelo kit, de acordo com a tabela 2.

CONCLUSAO

Diante dos resultados observados pode-se
concluir que qualidade do leite apesar de estar
normatizada, deve ser implementada de fato, tanto
em atenc¢do aos consumidores no mercado interno
bem como no atendimento das exigéncias
internacionais.

A presenga de inibidores bacterianos
encontrados nas amostras analisadas, contrariando
a legislagdo em vigor, deixa claro que programas de
monitoramento sdo necessarios, desde que associado
a estes, campanhas para educacdo dos produtores e
funciondrios envolvidos e, capacitagdo técnica, sdo
primordiais para fomentar as boas praticas
agropecuarias e obtencdo de melhor qualidade no
leite e seus derivados. Portanto, integracdo entre os
produtores, industria, centros de pesquisa e 6rgaos
fiscalizadores ¢ essencial.

Especificamente, para o leite, a realizag@o
de analises com kits de inibi¢do microbiana,
mostrou-se eficaz para a triagem de residuos de
antimicrobianos. Neste estudo, o kit comercial
Delvotest®SP-NT, um dos mais utilizados para este
fim, teve sua sensibilidade aos antimicrobianos
testados, comprovada.

SUMMARY
The occurrence of antibiotic residues in milk

has been the object of concern by the health authorities
is a serious problem in public health due to toxic effects

Tabela 2 — Resultado das analises do teste de sensibilidade do Kit Delvotest® SP-NT

Dilui¢ées analisadas

Atibiotico Resultados positivos
(ng/mL)
200 200
. o 40 40
eritromicina
20 -
5 5
o 2 2
amoxicilina .
o 50 50
gentamicina
25 -
7 7
- 4 4
ampicilina
2 -
300 300
trimetoprima 50 50

25




Pag. 76

Rev. Inst. Latic. “Céandido Tostes”, Mar/Jun, n° 367/368, 64: 72-76, 2009

of these compounds, allergies and even some types of
cancer, and the opportunity to promote the
development of pathogenic microorganisms and to
amend the constitution of the microflora of the
gastrointestinal tract. The presence of antibiotic
residues in milk is the most critical point of control of
chemical contamination of milk, should be observed in
receipt of raw material on the platforms of the dairy
industry. The objectives of this study were: to evaluate
the incidence of antibiotic residues in milk marketed
Seropédica, Rio de Janeiro and evaluate the method of
analysis by the commercial kit Delvotest ® SP-NT
according to sensitivity. To test for antimicrobial
residues in milk samples were sterilized, UHT process
at all collected in local supermarkets, from March 2007
to July 2008 which are stored under freezing. The
analysis of 175 samples were taken with microbiological
test commercial Delvotest ® SP-NT with Geobacillus.
stearothermophilus var. calidolactis, in semi-solid with
the indicator. Of the total samples analyzed, 2 (two)
were positive for a total of 1.1% in incidence of milk
already processed and offered for consumption. The
kits were tested for their effectiveness, comparing doses
of some drugs that make up the “pool” of sensitivity of
the kit. There were dilutions of the following antibiotics:
Amoxilina, Ampicillin, Gentamicin, Erythromycin and
Trimethoprim in different doses to the sensitivity shown
by the manufacturer, one less, one intermediate and
one above the detection limit of the method and all
were confirmed by the test kit. The presence of bacterial
inhibitors found in the samples, contrary to existing
legislation, it emphatically the need for action of the
organs of Public Health either through the inspection,
either through extensive educational programs among
the people involved in the production chain.

Index terms: Milk. Residues of antimicrobial
drugs. Microbial Inhibition Test.
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