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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a efidi&ne sensibilidade do kit de inibicdo
microbiana Eclipse 50(Zeu Inmunotec) na deteccdo de residuos de antibiémos em leite
cru. Foram analisadas amostras de leite cru isgamteesiduos inoculado experimentalmente
com diferentes antimicrobianos em duas concentsagdimite minimo de deteccéo declarado
pelo fabricante (Nivel 1) e o limite maximo de desis estabelecido pela legislagéo brasileira
(Nivel 2). Para os antimicrobianos que nao posdimaite estabelecido no pais, limites legais
estabelecidos pelG@odex Alimentariu®u pela legislacdo da Unido Europeia foram adotados
Foram utilizadas 19 bases de antimicrobianos de cdasses diferentes, além de amostras
controle positivas e negativas, com 30 repetic@ea pada nivel. Em relacdo ao nivel 1, o kit
foi eficiente (errof < 5%) na deteccdo de 16 antimicrobianos, sendndosconformes: a
gentamicina, neomicina e lincomicina. Estes redakdndicam a necessidade do fabricante em
rever estes niveis de deteccdo declarados. Pdxeelo2n(LMR), cinco dos 19 antimicrobianos
testados apresentaram-se ndo conformes, sendb@li@®micina, estreptomicina, gentamicina,
neomicina e lincomicina. Os trés antimicrobianostados do grupo dos aminoglicosideos
(estreptomicina, gentamicina e neomicina) ndo fodatectados no LMR, mostrando a baixa
sensibilidade doGeobacillus stearothermophilusvar. calidolactis frente & esta classe de
antimicrobiano.

Palavras-chave: leite, residuos de antimicrobikihde inibicdo microbiana, Eclipse %0
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effigieand sensitivity of the kit based on microbial
inhibition Eclipse 50 (Zeu Inmunotec) for detecting antimicrobial residuin raw milk.
Samples from antimicrobial-free milk were inocuthtevith two different antimicrobial
concentrations, the lower limit of detection by thanufacturer (Level 1) and the maximum
residue limit established by Brazilian legislatifirevel 2). For antimicrobials that have no limit
in the country, legal limits established by the €@odAlimentarius or European Union
legislation were adopted. The 19 antimicrobialsnir@ix different groups and positive and
negative controls were tested with 30 repetitiaal. In relation to the level 1 the test was
efficient (3 error <5%) in the detection of 16 antimicrobialand it was not for three
antimicrobials: gentamicin, neomycin and lincomyclinese results indicate the need for the
manufacturer to review these detection levels regubr For the level 2 (MRL) of 19
antimicrobials tested five presented unsatisfactoegults, and they were erythromycin,
streptomycin, gentamicin, neomycin and lincomy€ime three antimicrobials tested from the
group of aminoglycosides (streptomycin, gentamésid neomycin) were not detected in the
MRL, showing the low sensitivity of Geobacillusast¢hermophilus var. calidolactis front of
this class of antimicrobials.

Keywords: milk, antimicrobial residues, kit basetmicrobial inhibition, Eclipse 50
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1. Introducao

A producao de leite e derivados no Brasil é

considerada uma atividade importante na
geracdo de renda, tributos e empregos, além
do suprimento de alimentos. Em 2010, o

Brasil produziu 31.667.600 toneladas de

leite, ficando como o quarto pais de maior

producdo no mundo (FAO, 2012).

O Brasil apresentou um crescimento médio
na producdo de leite de 3,15% entre 1990 e
2007, taxa esta superior ao crescimento
médio mundial (1,0%). Essa expansao é
resultado da reestruturacdo do setor, com
consequente aumento de produtividade.
Neste periodo, o pais passou de importador
liquido de produtos lacteos para exportador
liquido. A participacao brasileira na producao
mundial de leite aumentou de 3,1% para
4,5% (PRODUTOS..., 2008). Para conseguir
exportar, € necessario que 0 pais seja
competitivo no mercado internacional, o que
s6 é possivel com a garantia da qualidade e
inocuidade dos produtos. E preciso atender os
requisitos de qualidade como a auséncia de
residuos de drogas veterinarias no leite como,
por exemplo, de residuos de antimicrobianos.

Além de ser uma das barreiras sanitérias
impostas para a exportacdo de produtos
lacteos, a presenca de residuos de
antimicrobianos no leite de consumo é

preocupante por representar riscos a saude do
consumidor e por interferir na producdo dos

derivados. A principal fonte desses residuos
origina-se do manejo inadequado de

medicamentos veterinarios para o tratamento
de doencas e infeccbes, tendo destaque a
mastite. Essas substancias sao eliminadas no
leite durante periodos varidveis, sendo

necessario o descarte dessa producao.

A presenca de residuos de antimicrobianos
em leite pode causar varios efeitos
indesejaveis, como selecdo de cepas
bacterianas resistentes, no ambiente e no
consumidor, hipersensibilidade e possivel
choque anafilatico em individuos alérgicos a
essas substancias, desequilibrio da microbiota
intestinal, além de efeito teratogénico. O
principal problema para a indUstria € a
inibicio de culturas lacteas sensiveis

utilizadas na fabricagdo de queijos, iogurtes e
outros produtos fermentados.

Devido a grande importancia nutricional,
econdmica e social do leite e ao aspecto de
saude do consumidor, é indispensavel o
controle da presenca de residuos de
antimicrobianos. Para isso, inUmeros testes
qualitativos e quantitativos para detectar
esses residuos tém sido desenvolvidos, desde
a década de 40. Os testes mais utilizados séo
os de inibicdo microbiana, que se baseiam no
principio geral de que todos os
antimicrobianos inibem bactérias sensiveis.
Neste contexto surgiu o interesse de se
avaliar um destes testes para verificar sua real
eficiéncia na deteccdo dos residuos de
antimicrobianos no leite.

2. Revisao de Literatura

2.1. Antimicrobianos

Os antimicrobianos séo substancias quimicas
inespecificas ou especificas que atuam sobre
0S micro-organismos em geral, patogénicos
ou nao. Pertencem ao primeiro grupo, 0S

desinfetantes e antissépticos; ao segundo, 0s
quimiotergpicos e os antibiticos, que sao

substancias sintetizadas em laboratorio e
produzidas parcial ou totalmente por micro-

organismos, respectivamente (SPINOSA,

2006).

A utilizacdo de antimicrobianos em animais
sempre acompanhou o desenvolvimento e o
uso destes em medicina humana. Na década
de 50, descobriu-se seu uso como aditivo
alimentar, melhorando os indicadores de
crescimento animal e a eficiéncia produtiva
(MITCHELL et al, 1998).

Na producdo moderna de animais, cujo
produto é destinado ao consumo humano, os
antimicrobianos podem ser utilizados para
diversas finalidades (AARESTRUP, 2005):

terapéutica (tratamento de infeccbes em
animais que apresentam sinais clinicos);
metafildtica (tratamento de  animais

clinicamente saudaveis que pertencam ao
mesmo rebanho ou cercados dos animais com



sinais clinicos); profilatica (antimicrobiano
aplicado em animais saudaveis para a
prevencdo de doencas); promotores de
crescimento  (antimicrobiano  adicionado
continuamente na ragdo para aumentar o peso
e melhorar a conversao alimentar).

De acordo com SPINOSA (2006), os
mecanismos de acdo dos antimicrobianos
contra micro-organismos susceptiveis
incluem: inibicdo da parede celular dos
micro-organismos (beta-lactamicos), inibicdo
da sintese proteica (cloranfenicol,
tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos),
comprometimento da replicagcdo do &acido
desoxirribonucléico (DNA) (quinolonas),

alteracdo da funcdo normal da membrana
celular (polimixinas) e inibicdo da sintese de
alguns metabdlitos essenciais (sulfonamidas
e trimetoprim).

mais
de

As classes de antimicrobianos
comumente utilizados em animais
producéo, segundo MITCHEL#t al (1998),
sdo 0s Dbeta-lactamicos (penicilinas e
cefalosporinas), as tetraciclinas
(oxitetraciclina, tetraciclina e
clortetraciclina), 0s aminoglicosideos
(estreptomicina, neomicina e gentamicina),
0s macrolideos (eritromicina e tilosina) e as
sulfonamidas (sulfametazina).

2.2.
leite

Residuos de antimicrobianos no

De acordo com oCodex Alimentarius
FAO/WHO (citado por BRASIL, 1999),
define-se residuo de uma droga veterinaria
como a “fracdo da droga, seus metabdlitos,

produtos de conversdo ou reagdo e impurezas
que permanecem no alimento originario de
animais tratados”.

Segundo MITCHELLet al. (1998), pode-se
detectar a presenca de residuo de drogas
veterinarias, mais especificamente de
antimicrobianos, em alimentos como leite,
carne e ovos, a partir da administracdo destas
drogas aos animais pelas vias intramuscular,
intravenosa, subcutanea, oral (no alimento ou
na agua), topicamente sobre a pele e também
por infusdo intramamaria ou intrauterina. Na
Tabela 1 estdo apresentadas as principais vias
de administracdo dos medicamentos
utilizados em vacas leiteiras e a duracéo
média da sua eliminacao pelo leite.

JONES e SEYMOUR (1988) relataram que a
presenca de residuos de antimicrobianos no
leite pode ter as seguintes causas: 1)
tratamentos aleatérios; 2) problemas ou
falhas na identificacdo dos animais tratados;
3) ndo separagdo de vacas em tratamento no
momento da ordenha; 4) uso de dosagem
acima da recomendada; 5) falhas na
observacao ou ndo cumprimento dos periodos
de caréncia dos antimicrobianos
administrados; 6) uso de medicamentos por
periodos muito prolongados ou excessivos; 7)
uso de medicamentos com periodos de
excrecdo prolongados; 8) descarte do leite
apenas dos quartos tratados; 9) mistura
acidental de leite ndo contaminado com leite
contaminado; 10) uso de equipamentos de
ordenha contaminados; 11) vacas que tiveram
seu periodo seco reduzido ou parto precoce;
12) uso indevido de medicamento destinado a
vacas secas em vacas lactantes.

Tabela 1. Persisténcia de eliminacdo (em horas)atiicamentos no leite de acordo com a via de

administragéo utilizada

Via de administracdo

Persisténcia média (horas)

Oral
Intramuscular
Intravenosa
Intrauterina
Intramamaria

86

72 a 96
44
31

48 a 144

Fonte: COSTA (1996)
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Ap6s o término de um ciclo de lactacao,
inicia-se o periodo seco, cujo tempo minimo
necessario para uma nova lactacdo € de 60
dias. Quando o tratamento da mastite é
realizado neste periodo, o medicamento é
aplicado na glandula maméaria com veiculo
oleoso tendo, portanto, sua acdo prolongada.
FAGUNDES (2003), ap0s administrar o
antimicrobiano para tratamento de mastite em
65 vacas no periodo seco, detectou a
presenca do residuo do antimicrobiano 60
dias apés sua administracdo em
aproximadamente 29,1% dos animais. No
periodo entre 60 e 70 dias apés a
administracéo, 19,4% dos animais
continuavam excretando tais residuos, e apés
70 dias da administracdo havia residuo no
leite de 7,1% dos animais. Estes resultados
mostram que o cumprimento do periodo de
caréncia (60 dias), para tratamentos
realizados no periodo seco pode ndo ser
suficiente para que o leite esteja isento de
residuos. Neste sentido, € possivel que os
residuos encontrados apos 60 dias da
aplicacdo, estejam abaixo dos Limites
Maximos de Residuos (LMR) fixados pelo
Codex Alimentariug/ou pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). De fato, a metodologia usada por
FAGUNDES (2003) foi qualitativa. Ressalta-
se, neste momento, que o autor defende,
ainda, o fato de ser o periodo seco de
fundamental importancia para que se evite tal
ocorréncia.

2.3. Consequéncias da presenca de
residuos de antimicrobianos no leite

Em relacdo a saude publica, a presenca de
residuos de antimicrobianos no leite é
indesejavel por véarias razdes, sendo as mais
frequentes as reacdes de hipersensibilidade e
a selecdo de micro-organismos resistentes
(COSTA, 1996).

Embora os niveis aceitaveis de residuos de
antimicrobianos sejam inferiores ao limite
minimo necessario para produzir reacgfes
alérgicas agudas, ndo se sabe se a exposicdo
frequente a baixas concentracbes de tais
medicamentos possa causar efeitos nocivos
ao consumidor. A maioria das informacgdes
relativas a hipersensibilidade est4 associada
ao uso da penicilina e de outros beta-

lactamicos, além de relatos de que
aminoglicosideos, cloranfenicol e
novobiocina  sejam, também,  muito
alergénicos em individuos  sensiveis

(DENOBILE, 2002).

As penicilinas sdo altamente alergénicas.
Estima-se que 10% da populagdo mundial
apresentem reacdo de hipersensibilidade a
essas substancias (BRASIL, 1999;
MARTINS e VAZ, 2000). COSTA (1996)
relata que quando presentes no leite, mesmo
em quantidades muito baixas, tais
antimicrobianos podem provocar erupcgoes
eczematosas, ou vesiculas e erupgdes orais e
cuténeas.

O cloranfenicol é um antimicrobiano
altamente eficaz no tratamento de um namero
consideravel de doencas. Apesar disso, € uma
droga extremamente tOxica, fato que a tem
relacionado com o surgimento da anemia
aplastica em individuos hipersensiveis. A
legislacdo brasileira, por meio da Instrucdo
Normativa n° 9/2003, proibiu seu uso, assim
como dos nitrofuranos, em medicina
veterinaria (BRASIL, 1999; BRASIL, 2003).

PESSANHA e GONTNO FILHO (2001),
assim como BARBERIOet al. (2002),
afirmaram que nos ultimos anos a resisténcia

dos micro-organismos frente aos
antimicrobianos vem aumentando
significativamente devido ao seu uso
incorreto ou indiscriminado de

antimicrobianos, tanto em medicina humana
guanto na veterinaria. BARBERI@t al.
(2002) afirmaram, ainda, que quando do
surgimento de cepas resistentes em uma
determinada localidade, esta pode circular e
se disseminar por um periodo de dois a trés
anos. A expressao de resisténcia depende de
varios fatores, sendo de importancia que o
micro-organismo disponha de genes para tal
e que tenha sido exposto ao antimicrobiano
por um periodo de tempo prolongado. De
fato, bactérias que possuem genes de
resisténcia quando em contato persistente
com antimicrobianos podem vir a expressar
esta resisténcia transmitindo-a para geracoes
futuras de bactérias.

O aumento da resisténcia de micro-
organismos aos antimicrobianos tem sido



considerado um problema global, sendo a
resisténcia mdltipla a drogas observada em
muitas linhagens de bactérias, incluindo
espécies desalmonellae Enterococcus O
desenvolvimento de  micro-organismos
patogénicos resistentes pode decorrer do uso
de antimicrobianos no homem, nos animais e
no ambiente. Animais produtores de alimento
sao comumente expostos aos antimicrobianos
por indicacdo terapéutica e, ainda, para
aumentar a eficiéncia alimentar e o ganho de
peso. A microbiota intestinal de animais que
tém sido expostos aos agentes
antimicrobianos pode servir como um
reservatorio de bactérias resistentes a estes
micro-organismos que, por sua vez, podem
estar presentes em alimentos de origem
animal (CERQUEIRA, 2003; MATHUR e
SINGH, 2005).

Deve-se considerar que o fator idade é
extremamente relevante em relacdo a
algumas das reacdes adversas aos
antimicrobianos. Desta forma, a presenca
destes residuos no leite, que é consumido
principalmente na infancia, assume particular
importancia. Também devem ser

considerados os riscos pelo consumo do leite
contendo niveis altos de residuos de
antimicrobianos por gestantes. Alguns

antimicrobianos tém potencial teratogénico,
como  metronidazais, rifampicina e

trimetoprim; outros, como a estreptomicina,

apresentam ototoxidade; e as tetraciclinas
podem determinar alteragbes no

desenvolvimento 6sseo fetal (COSTA, 1996).
Em relacdo a
lacteos, a presenca de
antimicrobianos, mesmo em pequenas
concentracdes, inibe as culturas lacteas,
trazendo problemas na fabricacdo de leites
fermentados, queijos e manteiga. Além disso,
pode favorecer a multiplicagdo de micro-
organismos indesejaveis como coliformes e
bactérias putrefativas, que crescem em pH
préximo a neutralidade (FAGUNDES e

MOLIN, 1988; GIGANTE, 2004).

qgualidade dos derivados
residuos de

Os antimicrobianos retardam a acidificacédo
do leite. Assim, de acordo com FAGUNDES
(1997), no iogurte ocorre um desequilibrio do
fermento lacteo, fato que proporciona sabor
desagradavel de peptona e aspecto anormal

no produto, em virtude do excesso de soro
que se acumula na superficie do mesmo. No
queijo, estes antimicrobianos provocam
dessoragem inadequada da coalhada,
fermentacdo indesejavel com producdo de
gas e maturacdo inadequada, além de sabor
anormal, textura alterada, tornando o produto
friavel. Na manteiga, inibem a fermentacao
lactea parcial ou total, induzindo uma menor
producdo de diacetil que é responsavel pelo
aroma caracteristico do produto. Entretanto,
atualmente as industrias adicionam esta
substancia ao produto, ndo havendo a
fermentacéo.

2.4. Legislacao referente a residuos de
antimicrobianos

No Brasil, a proibicdo do emprego de
substancias quimicas na conservagéo do leite
ja era citada no Regulamento da Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) em seu artigo 514
(BRASIL, 1952), mas sem especificacdes e
detalhamento.

Para assegurar a alta qualidade e a seguranca
dos produtos lacteos, foi determinado o
Limite Maximo de Residuos (LMR), que é a
concentracdo maxima de residuos presentes
no alimento, resultante do uso de drogas
veterinarias, expressa em ppb (partes por
bilhdo) ou ppm (partes por milhdo). Estes
limites, recomendados pelo Codex
Alimentarius s&o legalmente permitidos ou
reconhecidos como aceitaveis no alimento. O
LMR é baseado na Ingestéo Diaria Aceitavel
(IDA) de um residuo, que € definida como a
dose diaria que, se ingerida durante toda a
vida do individuo, ndo gera riscos aos
consumidores, sendo expresso em mg da
droga/kg de peso vivo (CODEX..., 1996;
MITCHELL et al, 1998; BRASIL, 1999). Os
LMR, limite de tolerancia ou limite de
seguranca, sdo determinados a partir de
apurados estudos toxicoldgicos, de curto e
médio prazos, realizados em animais de
laborat6rios, micro-organismos e genomas
celulares. Apo6s a conclusdo destes estudos,
sdo recomendados os LMR dos diferentes
compostos aprovados a consideracdo dos
paises membros d€odex Alimentarius-
Programa das NacbGes Unidas Sobre
Harmonizacdo de Normas Alimentares,
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gerenciado
1999).

pela FAO/WHO (BRASIL,

A Instru¢cdo Normativa n° 42, publicada em
1999 pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1999),
estabelece os LMR em vigor no Brasil e
altera o Plano Nacional de Controle de
Residuos em Produtos de Origem Animal —
PNCR, no qual esta inserido o Programa de
Controle de Residuos em Leite — PCRL. O
PNCR foi instituido pela Portaria Ministerial
n° 51, de 06 de maio de 1986 e adequado
pela Portaria Ministerial n°. 527, de 15 de
agosto de 1995. O Quadro 1 mostra os
valores estabelecidos para os LMR pelo
Codex Alimentarius pela Unido Europeia
(UE) e pelo Brasil, e os valores de tolerancia
estabelecidos pelos Estados Unidos (EUA).

A Instrucdo Normativa n° 51 de 2002 do
MAPA tornou compulsério o monitoramento
da ocorréncia de residuos de antimicrobianos

no leite pelas industrias de laticinios. O
Anexo relativo ao leite tipo A especifica que
a Pesquisa de Residuos de Antibidticos deve
ser feita pelo menos uma vez por més, em
Unidade Operacional da Rede Brasileira de
Laboratérios para Controle da Qualidade do
Leite, independentemente das analises
realizadas na frequéncia estipulada pelo
Programa de Controle de Qualidade interno
da Granja Leiteira e que 0s métodos
analiticos empregados nessa pesquisa devem
apresentar sensibilidade para os LMR
adotados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento sobre o assunto
(BRASIL, 2002).

Recentemente, foi publicada a Instrugéo

Normativa n°® 62 de 29 de dezembro de 2011
do MAPA alterando partes do texto da IN n®

51, porém mantendo inalteradas as partes
relativas aos residuos de antimicrobianos no
leite (BRASIL, 2011).

Quadro 1. Limites Maximos de Residuos de antimiergds no leite (LMR) em pg/kg (ppb)

Grupo/Substancia Brasil LMR Codex LMR UE EUA
Beta-lactamicos
Penicilina 4 4 4 5
Ampicilina 4 - 4 10
Amoxicilina 4 - 4 10
Cloxacilina - - 30 10
Ceftiofur 100 100 10 50
Tetraciclinas
Tetraciclina 100 100 100 300
Oxitetraciclina 100 100 100 300
Clortetraciclina 100 100 100 300
Macrolideos
Eritromicina 40 - 40 50
Tilosina - 100 50 50
Aminoglicosideos
Estreptomicina 200 200 200 125
Neomicina 500 1500 500 150
Gentamicina - 200 100 30
Sulfonamidas
Sulfametazina 100 - - 10
Sulfadimetoxina 100 - - 10
Sulfatiazol 100 - - 10
Sulfadimidina - 25 - 10
Outros
Cloranfenicol - - 0 0
Trimetoprim - 50 -

—Codex Alimentariug2011)

Fonte: Adaptado de BRASIL (1999); PEDERSEN E SUHREGDO

); OFFICIAL STANDARDS
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2.5. Método microbioldgico para
deteccéo de residuos de antimicrobianos
no leite

Os efeitos indesejaveis de residuos de
antimicrobianos no leite tornaram necessério
0 desenvolvimento de varios testes para
detecta-los. Estas técnicas encontram-se
disponiveis no mercado sob a forma de
conjuntos de kits prontos para uso em
condicdo de campo. Os Kits, inicialmente
desenvolvidos para utilizagdo em plataformas
de recebimento de leite nas industrias, tém
sido aplicados também em propriedades
rurais, para verificar a presenca de residuos
no leite armazenado nos tanques ou
proveniente de vacas mantidas sob
tratamento.

Ha varias metodologias disponiveis para a
deteccdo de residuos de antimicrobianos em
produtos de origem animal. S&o exemplos, a
inibicdo microbioldgica, 0s testes
enzimaticos, os testes imunoldgicos, a
cromatografia gasosa, a cromatografia em
camada delgada e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (KANG e SEYMOUR, 2001).

O Quadro 2 apresenta alguns exemplos de
kits de deteccéo de antimicrobianos baseados
na inibicdo microbiolégica.

Os métodos microbiolégicos baseiam-se
usualmente na inibicdo de crescimento de
micro-organismos empregados, percebida
pela mudanca de cor de um indicador de pH
no meio-teste. As seguintes bactérias sdo
amplamente utilizadas nos testes de inibicdo

de crescimento: Geobacillus
stearothermophilus, Streptococcsalivarius
subsp. thermophilus, Bacillus subtilis,
Bacillus cereuse Micrococcus luteus As
concentracdes  detectadas dos  Vérios
antimicrobianos variam entre os diferentes
testes (MITCHELL et al, 1998;
CERQUEIRA, 2003).

A maioria dos kits de inibicdo microbiana
contém um meio de cultura com um
indicador de pH (purpura de bromocresol) e
um numero padréo de esporosGiobacillus
stearothermophilusvar. calidolactis Este
micro-organismo foi selecionado porque é
muito sensivel a diversos antimicrobianos e,
em particular, a penicilina e aos demais beta-
lactamicos. Em temperatura de 64 a 65°C, os
esporos germinam e se multiplicam havendo
a formacéo de acido. Quando uma quantidade
suficiente de acido é formada, a cor do
indicador de pH muda de violeta para
amarelo. Porém, se a amostra de leite
contiver uma substancia inibidora, como um
antimicrobiano, esta substancia se difunde no
meio de cultura e, quando presente em
concentracdo suficiente, causa inibicdo do
processo de multiplicacao e,
consequentemente, ndo ha producéo de acido.
A cor do meio-teste neste caso ndo muda
para amarelo e permanece violeta. Quando a
concentracao do inibidor esta acima do limite
de deteccdo do teste para o0 mesmo, 0 meio-
teste permanece com coloracdo violeta.
Quando a concentracdo do inibidor esta
préxima do limite de deteccdo, a coloracédo
fica entre violeta e amarelo (HOTTA, 2003).

17



Quadro 2. Testes microbiolégicos para pesquisasiduos de antimicrobianos em leite

Principio do teste

Nome do teste

Inibicdo do crescimento
microbiano

BR-Test (Brilliant black reduction test)
BR-Test “Blue Star”, BR-Test AS
Charm Farm Test, Charm Inibition Aséay

Teste do disco

Delvotest-P, Delvotest-SP
Copan ATK P & S Microplate
Copan ATK P & S Singfe
Charm Cowside Il Test
Charm Blue Yellow Il Tedt
Eclipse 56
Eclipse 100

Fonte: Adaptado de CULLOR (1992), TENORIO (200TNAGE et al.(2007)

Legenda:

'BR- Test® — Idetek Inc., Sunnyvale, California, USA
2Charm Test® — Charm Sciences Inc., Malden, Marijla®iA
3Delvotest® - Gist-Brocades Food Ingredients Inéng<of Prussia, Pennsylvania, USA

“Copan® ATK P e S Microplate e Single

°ZEU-Immunotec, Zaragoza, Spain
2.6.  Situagdo no Brasil
Ha na literaturavarios trabalhos de autores
gue pesquisaram a presenca de residuos de
antimicrobianos no leite utilizando diferentes
metodologias ~ (MAGALHAES,  1995;
PORTO et al, 2002; RUELA, 2003;
TENORIO, 2007; MATTOSet al, 2010).
Trabalhos desta natureza s&o necessarios e
importantes para o0 levantamento da
qualidade do leite consumido no Brasil e para
que se possa iniciar um programa de
controle, definir estratégias, estabelecer
prioridades e trabalhar de forma tal a obter
resultados que sejam eficazes e eficientes.

Um dos aspectos mais importantes para
assegurar a correta identificacdo da presenca
de antimicrobianos no leite é o tipo de

metodologia utilizada para anélise. No

momento da escolha do teste, devem-se levar
em consideracao: o principio do teste e os
compostos que detecta os limites de

deteccdo; a praticidade de realizacdo, o
tempo despendido com a andlise e o custo; o
fato de que sé serdo acusadas como positivas
as amostras que contiverem residuos que
sejam detectaveis pela metodologia e que
estejam presentes em  concentracoes
superiores ao limite de deteccdo do teste. A

— Copan, atali

presenca de resultados positivos néo significa
invariavelmente  ilegalidade, pois a
concentracdo dos mesmos, quando presentes
no leite podem estar abaixo dos LMR
estabelecidos peldCodex Alimentariusou
pela legislacdo vigente para eles.

Embora utilizando diferentes métodos de
deteccdo de residuos de antimicrobianos no
leite, os dados descritos abaixo mostram que
0 problema continua ocorrendo,
independentemente do tipo de leite e da
cidade de coleta. Estes dados foram
compilados no Quadro 3 para melhor
visualizag&o da situacdo do Brasil em relacdo
a presenca de residuos de antimicrobianos no
leite tratado nos ultimos anos.

MAGALHAES (1995) analisou 120 amostras
de leite pasteurizado (tipo A, B, C e
“Integral/Fazenda”, sendo 30 amostras de
cada) comercializados na Grande Belo
Horizonte (MG), com o objetivo de verificar
a ocorréncia de residuos de inibidores, no
periodo de outubro a dezembro de 1994. Os
resultados observados revelaram que o leite
tipo B apresentou maior frequéncia de
residuos de inibidores (36,67%), seguido pelo
leite “Integral/Fazenda” (20,00%) e pelo leite
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tipo A (6,67%). Para o leite pasteurizado tipo
C, nenhuma amostra positiva foi detectada.
Do total de amostras analisadas, 15,83%
apresentaram-se positivas para presenca de
inibidores.

LOPESet al (1998) analisaram 178 amostras

de leite pasteurizado tipos A, B e C

comercializados na cidade de Campinas (SP)
utilizando o teste Delvotest-P. Do total de

amostras, 14 apresentaram residuos de
antimicrobianos, representando 7,9% das
amostras coletadas. O maior numero de
amostras com presenca de residuos de
antimicrobianos ocorreu, respectivamente,
nos leites pasteurizados tipos A (14,1%) e B
(2,5%). No leite pasteurizado tipo C néo

houve deteccéo desse tipo de substancia.

BORGES et al (2000) investigaram a
presenca de residuos de antimicrobianos no
leite utilizando 533 amostras de leite
pasteurizado padronizado no estado de Goias,
no periodo de junho de 1997 a agosto de
1998. O método utilizado para a pesquisa
baseou-se na difusdo de residuos de
antimicrobianos em &gar, tendo Bacillus
subtilis e o Geobacillus stearothermophilus
como micro-organismos teste. Encontraram-
se residuos em 9,95% das amostras, sendo
que 32,5% das 98 marcas comerciais
apresentaram-se positivas.

PORTO et al (2002) avaliaram 10.464
amostras de leite cru produzido na regido
sudeste do Rio Grande do Sul, no periodo de
abril de 1998 a marco de 1999. Utilizou-se o
teste Snap para deteccdo de residuos de
antibidticos beta-lactdmicos e resultados
positivos foram observados em 1,16%.
Porém, notou-se uma diferenca em relacéo ao
més de coleta e analise, sendo que as épocas
com maior indice de leite com residuos de
beta-lactamicos foram maio, no final do
outono, julho e agosto. Nesta época do ano,
0s rigores climaticos afetam os animais, 0s
quais ficam mais sujeitos a enfermidades, o
gue € agravado pelas caréncias alimentares
em propriedades onde os produtores nao
fazem reservas de alimentos para o periodo
desfavoravel. O maior uso de
antimicrobianos, aliado a tentativa de
incrementar o volume de producdo de leite
em um periodo de entressafra, pode ter

contribuido para a elevagdo dos indices de
residuos de antimicrobianos no leite nestes
meses. No entanto, ALVES (2006) verificou
gue a presenca dos residuos de inibidores
microbianos em leite cru em propriedades de
Minas Gerais ocorreu somente na primavera
e no verao (7,6% e 8,1%, respectivamente).
Este periodo coincidiu com o periodo das
chuvas, e também a maior ocorréncia de
casos de mastite nos rebanhos, ou seja, maior
namero de animais afetados e em tratamento.

HOTTA (2003) analisou amostras de leite

coletadas em tanques refrigeradores de 200
propriedades leiteiras de Minas Gerais. Os
resultados indicaram que 21% das amostras
apresentaram residuos de antimicrobianos em
pelo menos um método testado. Nesse
experimento, foram utilizados os testes Snhap
(beta-lactamicos e tetraciclinas), Charm-SL

(beta-lactamicos e tetraciclinas), Delvotest-

SP e Copan.

RUELA (2003), utilizando um método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), analisou 53 amostras de leite
comercializado no Brasil. O método utilizado
apresentou limites de detecgao de 10 ng/mL
para oxitetraciclina, 15 ng/mL para
tetraciclina e 40 ng/mL para clortetraciclina.
Em apenas uma amostra (1,9%]joi
detectada a presenca de quantidade
significativa de oxitetraciclina (22 ng/mL).
Entretanto, BRITO (2004), também
utilizando o método de CLAE, analisou 55
amostras de leite no estado de Minas Gerais e
encontrou 22 amostras positivas (40%) com
valores acima do LMR estabelecido pela
legislacdo brasileira para beta-lactamicos,
sendo os limites de deteccdo do método de
4,0 ug/L para ampicilina e 3,Qug/L para
penicilina.

LEME et al (2004) analisaram 1500

amostras de diferentes tipos de leite (A, B, C,
e UHT) comercializados na cidade de Séao
Paulo (SP), no periodo de abril de 2003 a
marco de 2004. Foi utilizado o método
Delvotest-SP. Do total de amostras
analisadas, 0,66% apresentou resultado
positivo para presenca de residuos de
antimicrobianos.
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TENORIO (2007) analisou 136 amostras de
leite cru originadas de produtores com
histérico de baixa contagem bacteriana total
no leite da regido metropolitana de Belo

Horizonte (MG) pelo teste COPAN
Microplate. A presenca de residuos de
antimicrobianos foi detectada em 24,26% das
amostras analisadas.

Quadro 3. Ocorréncia de residuos de antimicrobiétp®m leite no Brasil nos ultimos anos

Autor Ano Cidade/Estado Teste Resultado| Tipo de N°
positivo leite amostras
(%)
MAGALHAES | 1995 | Belo Horizonte/MG TTC 15,83 A/ B,Ce 120
Integral
Fazenda
LOPESet al. 1998 Campinas/SP Delvotest-P 7,90 ABelC 178
BORGESet al. | 2000 GO Difusdo em agar 9,95 BeC 533
PORTO et al. 2007 RS Snfgactamicos 1,16 Cru 10.464
HOTTA 2003 MG Snap, Charm-Sl, 21,00 Cru 200
Delvotest-SP e
Copan
RUELA 2003 Varios estados CLAE 1,90 A B, Ce 53
UHT
BRITO 2004 MG CLAE 40,00 A /B, Ce 55
UHT
LEME et al. 2004 Sao Paulo/SP Delvotest-SH 0,66 A, B, Ce 1500
UHT
TENORIO 2007| Belo Horizonte/MG Copan Microplate 24,26 Cru 136
BANDO et al. 2009 PR Kits imuno- 41,30 Pasteuri- 151
enzimaticos zado
MATTOS etal | 2010 PE Charm MRL Teg 1,89 Cru 53
BASTOSetal. | 2010 MG Delvotest 1,00 Cru 300
Accelerator

Fonte: Adaptado de varios autores

Legenda:

%CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia i#dda na detecgdo de tetraciclinas, com
limites de deteccdo de 10 ng/mL (oxitetraciclindp ng/mL (tetraciclina) e 40 ng/mL

(clortetraciclina).

®CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia izda na deteccdo de beta-lactamicos, com
limites de detecgéo de 44@/L (ampicilina), e 3,Qug/L (penicilina G).

BANDO et al (2009) analisaram 151
amostras de leite pasteurizado coletadas em
cidades do Parana, no periodo de marco de
2005 a abril de 2006. Para a deteccdo de
residuos de beta-lactamicos, tetraciclinas e
gentamicina, foram utilizados kits Snap
especificos para as respectivas drogas. Os
residuos de neomicina, estreptomicina-
diidroestreptomicina e cloranfenicol foram
determinados por kits imunoenzimaticos
quantitativos sendo encontrados residuos em

trés, duas e quatro amostras, respectivamente.

Destas, nenhuma das amostras que
continham neomicina estavam acima do
LMR (500 ppb), uma de estreptomicina
estava acima do LMR (200 ppb) e as quatro
de cloranfenicol tinham niveis acima da
tolerdncia zero. Nas analises qualitativas, 41
de 151 amostras apresentaram residuos de
tetraciclinas, quatro de 82 amostras residuos
de gentamicina e cinco de 151 amostras
tinham residuos de beta-lactamicos. No geral,
do total de 151 amostras, em 59 (41,3%)
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foram detectados residuos de

antimicrobianos.

MATTOS et al (2010) coletaram 53
amostras de propriedades rurais do agreste de
Pernambuco e analisaram quanto a presenca
de antimicrobianos beta-lactamicos
utilizando o kit Charm MRL Test. Os autores
observaram a presenca de beta-lactamicos em
apenas uma amostra (1,89%) e relacionaram
os resultados observados a baixa frequéncia
de tratamento e de mastite clinica, que pode
estar relacionada a baixa produtividade dos
animais.

BASTOS et al. (2010) analisaram amostras
de leite cru coletadas em 300 propriedades
rurais do Estado de Minas Gerais. A pesquisa
de residuos de antimicrobianos foi feita
utilizando o equipamento  Delvot&st
Accelerator. Do total analisado, trés amostras
(1%) apresentaram resultado positivo para
presenca de residuos de antimicrobianos.
Pelo teste Charm MRL BL/TET, foi
identificada a presenca de residuos do grupo
dos beta-lactamicos nas trés amostras. O
equipamento utilizado detectou quatro
amostras com suspeita de acidez elevada, o
que poderia comprometer o resultado da
pesquisa de residuos de antimicrobianos pela
geracéo de resultados falso-negativos.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia do kit de inibicdo
microbiana Eclipse 50(Zeu Inmunotec) na
deteccdo de residuos de antimicrobianos em
leite cru.

3.2. Obijetivos Especificos

+ Avaliar a eficiéncia, sensibilidade e
especificidade do kit Eclipse 8ha
deteccédo de residuos de
antimicrobianos em leite inoculado
com a concentracdo declarada pelo
fabricante como limite minimo de
deteccao do kit;

* Avaliar a eficiéncia, sensibilidade e
especificidade do kit Eclipse 8ha
deteccao de residuos de
antimicrobianos em leite inoculado
com a concentracdo referente ao
Limite M&ximo de Residuos (LMR);

e Avaliar a facilidade de manipulacéo
e execucao do kit Eclipse %0

4. Material e Métodos

Os procedimentos de avaliacdo do kit Eclipse
50° (Zeu Inmunotec) seguiram as
recomendacbes prescritas no Guia para
Validagéo de Métodos EURACHEM (1998).
As andlises foram realizadas seguindo
criteriosamente as recomendacdes e cuidados
do fabricante, descritos no manual de
instrucbes do respectivo kit (ANEXO 1).
Todos os procedimentos foram realizados em
capela de fluxo laminar sob condi¢des
assépticas, utilizando material esterilizado,
no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Tecnhologia e
Inspecéo de Produtos de Origem Animal da
Escola de Veterinaria da UFMG em Belo
Horizonte - MG.

Foram utilizadas solugbes-padréo preparadas
com 19 diferentes antimicrobianos que foram
adicionadas em amostra de leite isento de
residuos, em duas concentracdes. As
solucBes-padrao utilizadas na adicdo das
amostras foram preparadas em solvente
compativel com o kit (ANEXOS 3 e 4),
seguindo recomendacdes descritas
internacionalmente (CEN standard, 1999).

A adicdo de amostras consistiu na inoculagéo
de solucdes-padrdo dos analitos pesquisados
em uma amostra branca da matriz (amostra
de leite isenta de residuos de
antimicrobianos). Os niveis de adicdo foram
estabelecidos considerando o limite minimo
de deteccdo declarado pelo fabricante
(ANEXO 2) e o limite maximo de residuo

estabelecido pela legislacdo brasileira
(Instrucdo Normativa n°42/1999/MAPA),
conforme BRASIL (1999). Para o0s

antimicrobianos que nado possuem limite
estabelecido no Pais, limites legais
estabelecidos pelGodex Alimentariusu por
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legislacdo da Unido foram

adotados.

Europeia

Os testes foram analisados em dois niveis de
concentracdo do antimicrobiano com 30

(LMR). Alguns antimicrobianos tinham o
limite de deteccdo declarado pelo fabricante
(N1) colocado com uma faixa de
concentracdo, sendo testados o limite inferior
(N1 1) e o limite superior (N1 S) dessa faixa.

repeticdes para cada nivel. O nivel 1 (N1) foi
equivalente ao limite minimo de detecgéo
declarado pelo fabricante e o nivel 2 (N2)
equivalente ao limite maximo de residuos
estabelecido pela legislacdo brasileira

O Quadro 4 mostra a relagdo dos
antimicrobianos e as  concentragfes
estabelecidas para cada nivel.

Quadro 4. Antimicrobianos utilizados no experimeatsuas respectivas concentragdes expressas
em partes por bilhdo (ppb)

Antimicrobiano Concentracdes (ppb)
Nivel 1 | Nivel 2
B-lactamicos
Penicilina G 4 4*
Amoxicilina 4 4*
Ampicilina 4-5 4*
Cloxacilina 25 30**
Ceftiofur 100 100*
Tetraciclinas
Tetraciclina 100 100*
Doxiciclina 100 100*
Oxitetraciclina 100 100*
Clortetraciclina ND 100*
Macrolideos
Eritromicina 400 -- 800 40*
Tilosina 80 -- 100 | 100***
Aminoglicosideos
Estreptomicina 2000 200*
Gentamicina 400 200***
Neomicina 1500 500*
Sulfonamidas
Sulfadiazina 100 100*
Sulfatiazol 100 100*
Sulfametoxazol 100 100*
Sulfametoxipiridazina 100 100*
Lincosamidas
Lincomicina 150 -- 300 ‘ 150***

Nivel 1= Limite de deteccéio declarado pelo fabtiegdeu Inmunotet); ND= N&o declarado pelo

fabricante

Nivel 2= Limite maximo de residuos — LMR: * IN42 reiil, 1999); ** Regulamento (UE) n°
37/2010 (UNIAO...,2010); *** OFFICIAL STANDARDS €odex Alimentariug2011)
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4.1. Preparo das Solucbes-Padréo

O preparo das solucbes-padréo foi feito no
Laboratério de Residuos de Medicamentos
Veterinarios do LANAGRO-MG em Pedro
Leopoldo - MG. Foram utilizados 19 padrdes
de antimicrobianos de seis classes distintas,
todos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA).

Foram utilizados da classe dos beta-

lactdmicos: penicilina G, amoxicilina,
ampicilina, cloxacilina e ceftiofur; das
tetraciclinas: tetraciclina, oxitetraciclina,

doxiciclina e clortetraciclina; dos

macrolideos: eritromicina e tilosina; dos
aminoglicosideos: estreptomicina,
gentamicina e neomicina; das sulfonamidas:
sulfadiazina, sulfametoxipiridazina,

sulfametoxazol e sulfatiazol;, e das
lincosamidas: lincomicina.

As solucdes-estoque foram preparadas pela
pesagem do composto em balanca analitica
com sensibilidade de 0,00001g e dissolugao
em solvente apropriado, considerando-se
sempre, a poténcia declarada pelo fabricante
ou, na falta desta, a pureza do sal e seu
contetdo de agua, e calculando-se a
quantidade de padrdo que contivesse somente
a base seca do antimicrobiano. Como foram
as mesmas solucdes utilizadas nos métodos
cromatogréficos confirmatérios do
LANAGRO/MG, fatores como o solvente
utilizado e as condi¢cdes de armazenamento
foram aqueles indicados na metodologia
prépria para cada classe: assim, beta-
lactamicos foram dissolvidos em mistura de
agua:acetonitrila  50:50; aminoglicosideos,
em agua destilada e deionizada; macrolideos,
lincosamidas, tetraciclinas e sulfonamidas em
metanol. Todas as solugbes foram
armazenadas em freezer a -15°C, pelo
periodo maximo adequado para cada classe:
beta-lactamicos, por um més; tetraciclinas,
macrolideos, lincosamidas e sulfonamidas,
por seis meses; e aminoglicosideos, por um
ano.

As solucdes de trabalho foram preparadas no
dia anterior ao wuso, diluindo-se suas

respectivas  solucdes-estoque em agua
destilada e deionizada. Quando utilizadas por

mais de um dia, as solucbes eram
armazenadas em freezer a -18°C.

4.2. Obtencdo do leite isento de

residuos de inibidores

O leite cru isento de residuos de inibidores
utilizado no experimento foi proveniente de
uma propriedade localizada nas proximidades
do LANAGRO/MG em Pedro Leopoldo -
MG, sendo o mesmo leite também utilizado
pelo LANAGRO/MG em suas analises.

Em cada dia da coleta, o leite foi ordenhado
manualmente em recipiente de vidro estéril,
refrigerado e acondicionado em caixa
isotérmica até a chegada ao Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Tecnologia e Inspecao de
Produtos de Origem Animal da Escola de
Veterindria da UFMG. Duas aliquotas do
leite (40 mL do leite) foram coletadas,
acondicionadas em frascos contendo o0s
conservantes azidiol para andlise de CBT
(contagem bacteriana total) e bronopol para
andlises de CCS (contagem de células
somaticas) e de composicdo do leite, e
enviadas ao Laboratorio de Andlise da
Qualidade do Leite (LabUFMG). A CBT foi
realizada no equipamento eletrbnico
BactoCount IBE (Bentley Instruments
Incorporated; Chaska, EUA) segundo IDF
(1991), e a CCS segundo IDF (1995),
determinada pelo principio de citometria de
fluxo no equipamento eletrénico
CombiScope FTIR 400(Delta Instruments;
Drachten, Holanda). A composicdo do leite
(determinacdo dos teores de gordura,
proteina, lactose, extrato seco
desengordurado e total) também foi realizada
no equipamento eletrébnico CombiScope
FTIR 40%, segundo IDF (2000) por
absorcdo de comprimento de onda no
infravermelho médio. O restante do leite foi
mantido sob refrigeracdo a 4°C e utilizado na
preparacdo das solugcbes dos diferentes
antimicrobianos.



4.3. Controles analiticos

Durante o experimento, controles analiticos
foram realizados para garantr a
confiabilidade dos resultados. Estes controles
foram: afericdo periddica da temperatura do
banho-maria; analises de amostras de leite
isento de residuos de antimicrobianos
(controle negativo ou branco), andlises de
amostras de leite adicionado de trés vezes a
concentracdo de antimicrobiano que o kit
capaz de detectar (controle positivo); andlises
de amostras de leite adicionadas dos
solventes utilizados em algumas solugfes de
antimicrobianos (metanol e acetonitrila) na
concentracdo maxima utilizada nas solugcdes
para verificar se esses solventes gerariam
alguma inibicdo ou interferéncia no kit; e
determinacdo da acidez titulavel (°D) do leite
utilizado. A acidez titulavel foi determinada
segundo a Instrucdo Normativa n° 68
(BRASIL, 2006).

4.4.  Anélises no Kit Eclipse 50

Para a realizacdo das andlises no kit Eclipse
50°, o banho-maria  foi ligado
aproximadamente 30 minutos antes e
mantidos a 65°C + 1°C. Ap0Os a preparacao
das concentracdes (leite + solucdo de
trabalho) 50 pL de cada diluicdo foram
transferidos, com o auxilio de pipeta
automatica, para os orificios da placa teste
até completar 30 orificios. As amostras
foram devidamente identificadas e as placas
foram ent&o incubadas em banho-maria por 2
horas e 15 minutos, tempo este recomendado
pelo fabricante. Apds esse periodo, conferiu-
se se 0s controles negativos (branco)
realmente estavam negativos e entdo, foi
realizada a leitura visual dos resultados pela
observacdo de coloragdo. Quando o orificio
permanecia violeta, a amostra era
considerada positiva para presenca de
residuos de antimicrobianos, quando houve
alteracdo para amarelo, a amostra foi
considerada negativa. A coloracdo entre
violeta e amarelo determina resultado
suspeito, que no presente trabalho
considerou-se como resultado positivo, por
haver presenca de residuos em concentracdes
préximas dos limites de detec¢éo dos testes.

4.5, Avaliacéo dos resultados e andlise
estatistica

A avaliacdo do Kit Eclipse 50foi realizada

no presente trabalho pela observacdo dos
resultados (positivos/suspeitos e negativos) e
as respostas obtidas foram submetidas a
andlise estatistica descritiva (SAMPAIO,
2002) e ndo paramétrica, utilizando-se o teste
de MacNemar (SIEGEL e CASTELLAN,
1988).

Para a avaliacdo da especificidade foram

utilizadas amostras brancas preparadas com o
leite isento de residuos. Para a determinacéo
da sensibilidade, amostras brancas (do

mesmo leite) foram adicionadas de diferentes

concentracbes dos antimicrobianos citados.

Considerou-se a sensibilidade do kit como a

capacidade do mesmo apresentar resultado
positivo na presenca de residuos de

antimicrobianos na concentracdo conhecida;

e a especificidade como a capacidade do kit
apresentar resultado negativo na auséncia de
residuos de antimicrobianos.

Além dos parametros citados acima, também
foi feita uma avaliacdo dos resultados com
base na Decisdo 657/2002 da Comunidade
Europeia (CE, 2002). Esta decisdo prevé
normas para os metodos a serem utilizados
nas analises de amostras oficiais. Para
métodos qualitativos de triagem, a decisdo
exige apenas que a técnica esteja validada e
apresente uma taxa de resultados falso-
negativos (C@) abaixo de 5% no nivel de
residuos requerido, além da especificidade,
gue € um requisito geral. A capacidade de
deteccdo (C@) refere-se ao teor mais baixo
de uma substancia que pode ser detectado,
identificado e/ou quantificado numa amostra
com uma probabilidade de erfd que é
definido como 5%. Este erro refere-se a
probabilidade de a amostra analisada ser, na
realidade, ndo conforme, apesar de se ter
obtido um resultado conforme (falsa deciséo
conforme).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Qualidade do leite utilizado no
experimento e controles analiticos

Os resultados de qualidade do leite utilizado
encontram-se na Tabela 2. Os baixos valores
de CCS e CBT podem ser explicados pelo
modo de criacdo dos animais e pela coleta
asséptica do leite. O leite foi proveniente de
uma primipara criada com poucos animais,
ordenha manual e bezerro ao pé que mamava
a primeira porcao do leite em todos os tetos.

ApGs a retirada do bezerro, o leite era
ordenhado diretamente num recipiente de
vidro estéril e imediatamente refrigerado.

Os valores de acidez titulavel variaram de
14,2 a 16,2 °D, ndo extrapolando os valores
estabelecidos pela Instrucdo Normativa n°® 62,
segundo BRASIL (2011). A acidez titulavel

€ uma importante analise a ser executada ao
se trabalhar com kits de inibicdo microbiana,
pois o0 leite com acidez elevada leva a
mudanca de cor do indicador de pH do Kit,
podendo gerar resultados falso-negativos.

Tabela 2. Resultados médios da qualidade do lgiteado no experimento em comparagdo com a

qualidade estabelecida pela legislacdo brasileira

Parametros 12 coleta 22 coleta Valores de
Referéncia*

CBT (UFC/mL) 1.000 1.000 600.000 (max.)
CCS (céls./ mL) 29.000 5.000 600.000 (méax.)
GORDURA (g/100 g) 2,51 3,04 3,0 (min.)
PROTEINA (g/100 g) 3,00 2,84 2,9 (min.)
LACTOSE (g/100 g) 4,72 4,59 4,3**(min.)
ESD (g/100 g) 8,78 8,65 8,4 (min.)
EST (g/100 g) 11,29 11,69 11,4 (min.)
ACIDEZ TITULAVEL (°D) 14,3 16,2 14 a 18

* Instrucdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2011)
** RIISPOA

A temperatura do banho-maria foi aferida
constantemente durante todo o experimento e
manteve-se sempre entre 64,5 e 65,5°C. Na
leitura do resultado, que foi feita apds 2 horas
e 15 minutos de incubacdo (tempo indicado
no manual de instru¢cdes do kit), 100% dos
controles negativos (branco) foram negativos,
100% dos controles positivos foram positivos
e 100% das amostras adicionadas dos
solventes utilizados nas solucbes dos
antimicrobianos foram negativas, indicando
que as concentracdes utilizadas nas solucbes
ndo sdo capazes de provocar inibicdo do
micro-organismo do Kkit.

5.2. Avaliacao da eficiéncia do kit
Eclipse 5¢

O Kit Eclipse 56 foi avaliado quanto a
deteccdo de varios antimicrobianos em duas
concentracdes. Verificou-se que este teste foi

capaz de detectar a presenca da maioria dos
antimicrobianos nas concentracbes minimas
declaradas pelo fabricante (Nivel 1). Em
relacdo ao LMR (Nivel 2), o kit apresentou

bons resultados, com excecdo para 0S
aminoglicosideos, a eritromicina e a
lincomicina.

Em relacdo a especificidade, todas as

amostras brancas testadas geraram resultado
negativo derivando, entdo, em uma
especificidade de 100% para o kit estudado.

A segquir, os resultados serdo apresentados e
discutidos por grupo de antimicrobianos.
Para os célculos estatisticos e para o célculo
da sensibilidade, os resultados suspeitos
foram considerados positivos, visto que se
trata de um teste de triagem no qual
resultados suspeitos indicam a presenca de
residuos de antimicrobiano em concentraces
préximas ao limite de deteccdo do Kkit.
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Entretanto, optou-se por expor os resultados

concentracdes testadas nos dois niveis em

suspeitos separadamente dos positivos nas todas as amostras. O kit foi sensivel para

tabelas para permitir uma melhor comparacéao
da eficiéncia do teste entre os diferentes
antimicrobianos.

5.2.1. Beta-lactamicos

Em relag&o aos antimicrobianos do grupo dos
beta-lactamicos, o0 teste detectou as

detectar as concentracBes informadas pelo
fabricante (nivel 1) e as concentragfes
estabelecidas pelo LMR (nivel 2), como esta
colocado na Tabela 3. Todos os resultados
foram estatisticamente significativos
(p<0,05) quando comparados com o controle
negativo (branco).

Tabela 3. Deteccdo de antimicrobianos do grupobets-lactamicos em leite em dois niveis de

concentracdo
Antimicrobiano  Nivel ppb Positivo Suspeito Ngativo Resultado
(Branco x
N° % N° % N° % Nivel)
Penicilina G N1 4 28 93,3 2 6,7 0 0 p< 0,05
N2 4 28 93.3 2 6,7 0 0 p<0,05
Amoxicilina N1 4 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2 4 30 100 0 0 0 0 p<0,05
Ampicilina N1S 5 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N1 | 4 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2 4 30 100 0 0 0 0 p<0,05
Cloxacilina N1 25 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2* 30 30 100 0 0 0 0 p<0,05
Ceftiofur N1 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05

N1= Limite de detecc¢&o declarado pelo fabricant8ugerior I: Inferior

N2= LMR; N2*= LMR UE

Como era esperado, o kit Eclipse ®50

apresentou uma o6tima sensibilidade para a
classe dos beta-lactamicos nos dois niveis
testados (Tabelas 4 e 5). Para o0s cinco

antimicrobianos testados, obteve-se uma
sensibilidade de 100%. Resultados
semelhantes  foram  encontrados  por

TENORIOet al. (2009) que trabalharam com
duas versdes do kit COPAN ATK P & S
(Microplate e Single). Este teste utiliza o
mesmo principio do Eclipse %0 também
tem como micro-organismo teste o
Geobacillus  stearothermophilus  var.

calidolactis Para a penicilina G, inclusive
para o nivel declarado pelo fabricante que era
inferior ao LMR (2,5 ppb), ambas as versfes
do kit COPAN apresentaram 100% de
sensibilidade. J& LAGE (2010), avaliando os
kits Charm® Cow Side Il Test e Charm®
Blue Yellow 1l Test obteve resultado
semelhante apenas com o primeiro. O
segundo kit apresentou uma sensibilidade
inferior, principalmente para a penicilina G
que foi detectada em apenas 50% das
amostras testadas com a concentracdo do
LMR (4 ppb).
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Tabela 4. Sensibilidade e especificidade (%) naagéb do nivel 1 para os antimicrobianos do

grupo dos beta-lactamicos

Antimicrobiano Nivel 1 (ppb) Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)
Penicilina G 4 100 100
Amoxicilina 4 100 100
Ampicilina 4-5 100 100
Cloxacilina 25 100 100

Ceftiofur 100 100 100

Tabela 5. Sensibilidade e especificidade (%) nacdéb de concentracdes de antimicrobianos do
grupo dos beta-lactamicos referentes aos LMR (Ndyel

Antimicrobiano Nivel 2 (ppb) Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)
Penicilina G 4 100 100
Amoxicilina 4 100 100
Ampicilina 4 100 100
Cloxacilina 30 100 100

Ceftiofur 100 100 100

A alta sensibilidade dos kits de inibicdo
microbiana em relacdo aos beta-lactamicos é
de extrema importancia, visto que, 0s
antimicrobianos dessa classe s&o um dos
mais utilizados na pecuéria leiteira, com
destaque para a penicilina (LOPES al,
2002; PONTES NET@t al, 2005).

5.2.2. Tetraciclinas

Os métodos de inibicdo do crescimento
microbiano encontrados no mercado eram
falhos para a deteccdo de residuos de
antimicrobianos do grupo das tetraciclinas
em leite em concentracdes estabelecidas pela
legislacdo Dbrasileira (LMR), fato este
preocupante devido as tetraciclinas serem
bastante utilizadas pelos produtores de leite.
HOTTA (2003) testou diferentes kits para
deteccdo de residuos de antimicrobianos em
leite e observou que o0s métodos
imunoenziméticos (Snap tetraciclina) e de
receptores  (Charm SL  tetraciclina)
detectaram os residuos de tetraciclinas na
concentracdo de 100 ppb, que é o limite

maximo de residuos (LMR) permitido pela
legislacdo brasileira. No entanto, os Kkits
baseados no método de inibigdo microbiana
(Delvotest SP, COPAN ATK P&S Single e
COPAN ATK P&S Microplate) nao
detectaram os residuos nessa concentracao.
Da mesma forma, TENORI®t al. (2009)
realizaram um estudo com os testes de
inibicdo microbiana COPAN Microplate e
COPAN Single e observou que a
sensibilidade de ambos foi baixa na
concentracdo do LMR e na concentracéo
indicada pelo fabricante (100 ppb para o
COPAN Microplate e 150 ppb para o
COPAN Single).

Diferentemente do que foi colocado acima, o
Kit Eclipse 50 foi eficaz na deteccdo dos

residuos de tetraciclinas na concentracao
estabelecida pela legislagdo, que coincide
com o limite de deteccdo declarado pelo
fabricante (100 ppb), como pode ser
observado nas tabelas 6, 7 e 8.

Como foi colocado na tabela 6, o fabricante
ndo inclui a clortetraciclina na lista dos
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antimicrobianos que o kit € capaz de detectar colocada para os outros antimicrobianos do
em determinadas concentragdes (ANEXO 2). grupo (100 ppb), indicando que a
Entretanto, no presente trabalho, o teste clortetraciclina poderia entrar para a lista
apresentou resultado positivo em 100% das declarada pelo fabricante.

amostras adicionadas da mesma concentracao

Tabela 6. Deteccdo de antimicrobianos do grupoteéiaciclinas em leite em dois niveis de

concentracdo
Antimicrobiano  Nivel ppb Positivo Suspeito Negativo Resultado
(Branco x
N° % N° % N° % Nivel)
Tetraciclina N1 100 25 83,3 5 16,7 0 0 p< 0,05
N2 100 25 83,3 5 16,7 0 0 p<0,05
Doxiciclina N1 100 29 96,7 1 3,3 0 0 p<0,05
N2 100 29 96,7 1 3,3 0 0 p<0,05
Oxitetraciclina N1 100 26 86,7 4 13,3 0 0 p<0,05
N2 100 26 86,7 4 13,3 0 0 p<0,05
Clortetraciclina N1 * 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05

N1= Limite de deteccédo declarado pelo fabricant¢dd declarado pelo fabricante
N2= LMR

Tabela 7. Sensibilidade e especificidade (%) naagéb do nivel 1 para os antimicrobianos do
grupo das tetraciclinas

Antimicrobiano Nivel 1 (ppb) Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)

Tetraciclina 100 100 100

Doxiciclina 100 100 100
Oxitetraciclina 100 100 100
Clortetraciclina 100 100 100

Tabela 8. Sensibilidade e especificidade (%) nacgéb de concentracdes de antimicrobianos do
grupo das tetraciclinas referentes aos LMR (Niyel 2

Antimicrobiano Nivel 2 (ppb) Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)

Tetraciclina 100 100 100

Doxiciclina 100 100 100
Oxitetraciclina 100 100 100
Clortetraciclina 100 100 100
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LAGE (2010) obteve resultados semelhantes
testando os kits ChafffCow Side Il Test e
Charn? Blue Yellow Il Test para a
tetraciclina e para a oxitetraciclina.

5.2.3. Macrolideos

Na avaliacdo do kit para a deteccdo dos
residuos de eritromicina, um  dos

antimicrobianos do grupo dos macrolideos, o
teste ndo apresentou uma boa sensibilidade
na concentracdo do LMR (N2), como

mostrado nas Tabelas 9 e 11. A sensibilidade
foi de apenas 63,3% com 12 amostras
consideradas suspeitas, sete positivas e 11
negativas. Este resultado ja era esperado,
visto que a faixa de deteccdo declarada pelo
fabricante € a partir de 400 ppb (10 vezes
superior ao LMR). Nesta faixa de detec¢ao

declarada pelo fabricante (N1), o kit obteve
uma sensibilidade de 100% (Tabela 10).
Estes resultados mostram que o kit cumpre o
que é declarado pelo fabricante, mas nao é
eficaz na deteccdo de residuos de
eritromicina na concentragdo exigida na
legislacdo brasileira. De acordo com a
Decisdo 657/2002 da Comunidade Europeia
(CE, 2002), para ser eficaz o teste deve
apresentar uma sensibilidade de 95%, ou
seja, um err® de 5%.

Os kits testados por TENORI& al. (2009) e
LAGE (2010) também néo foram eficazes na
deteccdo da eritromicina no nivel do LMR,
confrmando a baixa sensibilidade do
Geobacillus  stearothermophilus var.
calidolactisfrente a este antimicrobiano.

Tabela 9. Deteccdo de antimicrobianos do grupo rdasrolideos em leite em dois niveis de

concentracao
Antimicrobiano  Nivel ppb Positivo Suspeito Negativo Resultado
(Branco x
N° % N° % N° % Nivel)
Eritromicina N1S 800 30 100 0 0 0 0 p< 0,05
N1 | 400 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2 40 7 23,3 12 40,0 11 36,7 p<0,05
Tilosina N1S 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N1 80 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2* 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05

N1= Limite de detec¢&o declarado pelo fabricant®ugerior I: Inferior

N2= LMR; N2*= LMR Codex Alimentarius

Em relacdo a tilosina, a faixa minima de
deteccado declarada pelo fabricante é de 80 a
100 ppb, sendo o limite superior (100 ppb)
correspondente  ao LMR do Codex
Alimentariuspara este antimicrobiano. O kit
Eclipse 56 foi capaz de detectar as duas
concentracdes de residuos em 100% das
amostras analisadas. Os testes COPAN ATK
P&S Single e COPAN ATK P&S Microplate
testados por TENORI®@t al. (2009) foram

capazes de detectar as concentracbes de 100
ppb e 75 ppb de tilosina, respectivamente. O
fabricante dos kits ChaffrCow Side Il Test

e Charnfi Blue Yellow Il Test testados por
LAGE (2010) colocaram como limite de
deteccdo para tilosina a concentracdo de 20
ppb, porém apenas o primeiro foi capaz de
detectar tal concentracdo. O segundo kit foi
eficaz na deteccdo apenas na concentracao de
50 ppb.
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Tabela 10. Sensibilidade e especificidade (%) nacgéo do nivel 1 para os antimicrobianos do
grupo dos macrolideos

Espeificidade (%)

100
100

Antimicrobiano Nivel 1 (ppb) Sensibilidade (%)

100
100

400 - 800
80 -100

Eritromicina
Tilosina

Tabela 11. Sensibilidade e especificidade (%) necgéo de concentragdes de antimicrobianos do
grupo dos macrolideos referentes aos LMR (Nivel 2)

Nivel 2 (ppb)

40
100

Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)

100
100

Antimicrobiano

63,3
100

Eritromicina
Tilosina

nivel 1. Para a deteccdo da gentamicina e
neomicina os valores para sensibilidade
foram de 90% e 80%, respectivamente
(Tabela 13). Estes resultados indicam a

5.2.4. Aminoglicosideos

A classe dos aminoglicosideos foi a que

apresentou os piores resultados na deteccéo
pelo kit Eclipse 58. Os niveis minimos de
deteccdo declarados pelo fabricante para os
trés antimicrobianos testados sdo bem
superiores ao LMR (Tabela 12). Entretanto,

necessidade do fabricante em rever estes
niveis de deteccdo, uma vez que eles
deveriam ser de no minimo 95%, de acordo
com a Decisdo 657/2002 da Comunidade
Europeia (CE, 2002).

apenas para a estreptomicina o0 teste
apresentou 100% de sensibilidade para o

Tabela 12. Detec¢do de antimicrobianos do grupadusoglicosideos em leite em dois niveis de

concentracao
Antimicrobiano  Nivel ppb Positivo Suspeito Negativo Resultado
(Branco x
N° % N° % N° % Nivel)
Estreptomicina N1 2000 28 93,3 2 6,7 0 0 p< 0,05
N2 200 0 0 12 40,0 18 60 p>0,05
Gentamicina N1 400 16 53,3 11 36,7 3 10 p<0,05
N2* 200 4 13,3 18 60 8 26,7 p<0,05
Neomicina N1 1500 21 70,0 3 10,0 6 20 p<0,05
N2 500 5 16,7 14 46,7 11 36,7 p<0,05

N1= Limite de deteccdo declarado pelo fabricante
N2= LMR; N2*= LMR Codex Alimentarius

Em relacdo a deteccdo de concentracBes testados. Os valores para a estreptomicina,

referentes aos LMR (Nivel 2) a sensibilidade gentamicina e neomicina foram de 40%,
foi baixa para os trés antimicrobianos 73,3% e 63,4%, respectivamente (Tabela 14).
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Tabela 13. Sensibilidade e especificidade (%) nacgéo do nivel 1 para os antimicrobianos do
grupo dos aminoglicosideos

Antimicrobiano Nivel 1 (ppb) Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)
Estreptomicina 2000 100 100
Gentamicina 400 90 100
Neomicina 1500 80 100

Tabela 14. Sensibilidade e especificidade (%) necgéo de concentracdes de antimicrobianos do
grupo dos aminoglicosideos referentes aos LMR (Nive

Antimicrobiano Nivel 2 (ppb) Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)
Estreptomicina 200 40 100
Gentamicina 200 73,3 100
Neomicina 500 63,4 100
Para os quatro antimicrobianos a

5.2.5. Sulfonamidas sensibilidade de deteccéo foi de 100% para a

o B concentracdo de 100 ppb, concentracdo esta
O teste em estudo foi eficaz na deteC(}aO dos que coincide para 0s dois niveis estudados

quatro antimicrobianos testados no grupo das (Tabelas 16 e 17).
sulfonamidas, como exposto na tabela 15.

Tabela 15. Deteccdo de antimicrobianos do gruposdHenamidas em leite em dois niveis de

concentracao
Antimicrobiano Nivel ppb Positivo Suspeito Negativo Resultado
(Branco x
N° % N° % N° % Nivel)
Sulfadiazina N1 100 25 83,3 5 16,7 0 0 p< 0,05
N2 100 25 83,3 5 16,7 0 0 p<0,05
Sulfatiazol N1 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05
Sulfametoxazol N1 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N2 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05
Sulfametoxipiridazina N1 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N1 100 30 100 0 0 0 0 p<0,05
N1= Limite de deteccdo declarado pelo fabricante
N2=LMR
Como explicado anteriormente, para o0 resultados suspeitos indicam a presenca de
célculo da sensibilidade, os resultados residuos de antimicrobiano em concentracdes

suspeitos foram considerados positivos, visto
que se trata de um teste de triagem no qual

préximas ao limite de deteccdo do Kkit.
Analisando a Tabela 15, pode-se afirmar que
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o kit foi ligeiramente menos sensivel para a resultados suspeitos, enquanto 0s outros trés
sulfadiazina comparado aos outros trés tiveram as 30 amostras consideradas
antimicrobianos, pois apresentou cinco  positivas.

Tabela 16. Sensibilidade e especificidade (%) rtacgéo do nivel 1 para os antimicrobianos do
grupo das sulfonamidas (Nivel 1)

Antimicrobiano Nivel 1 (ppb)  Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)

Sulfadiazina 100 100 100
Sulfatiazol 100 100 100
Sulfametoxazol 100 100 100
Sulfametoxipiridazina 100 100 100

Tabela 17. Sensibilidade e especificidade (%) mecgéo de concentracdes de antimicrobianos do
grupo das sulfonamidas referentes aos LMR (Nivel 2)

Antimicrobiano Nivel 2 (ppb)  Sensibilidade (%)  Espeificidade (%)

Sulfadiazina 100 100 100
Sulfatiazol 100 100 100
Sulfametoxazol 100 100 100
Sulfametoxipiridazina 100 100 100

) _ sensibilidade de 100% (Tabelas 18 e 19).
5.2.6. Lincosamidas Para o limite inferior que coincide com o
_ _ _ o LMR do Codex Alimentariug150 ppb) a
A faixa minima de detecgdo para lincomicina  sensibilidade foi de 80%, mas com 22
declarada pelo fabricante vai de 150 a 300 resultados considerados suspeitos (Tabelas
ppb sendo o limite inferior (150 ppb) 18 e 19). Como explicado anteriormente,
correspondente a0 LMR  do Codex esses resultados suspeitos entram no calculo
Alimentariuspara este antimicrobiano. da sensibilidade como positivos. Este
resultado indica que o fabricante deve rever

Em relacéo ao limite superior da faixa de  os niveis de detecgdo declarados no manual
deteccéo declarada pelo fabricante (300 ppb), do kit.

o kit foi eficaz na deteccédo, alcancando uma

Tabela 18. Detecgédo da lincomicina em leite em divsis de concentracao

Antimicrobiano  Nivel Ppb Positivo Suspeito Negativo Resultado
(Branco x
N° % N° % N° % Nivel)
Lincomicina N1S 300 30 100 0 0 0 0 p< 0,05
N1 | 150 2 6,7 22 73,3 6 20 p<0,05
N2* 150 2 6,7 22 73,3 6 20 p<0,05

N1= Limite de deteccdo declarado pelo fabricant8uperior I: Inferior
N2= LMR; N2*= LMR Codex Alimentarius
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Tabela 19. Sensibilidade e especificidade (%) tecgéo de lincomicina (Nivel 1 e 2)

Antimicrobiano Nivel 1 (ppb)

Sensibilidade (%)

Espeificidade (%)

150*
300

Lincomicina

80
100

100
100

*Limite que coincide com o nivel 2

5.2.7. Comparagéo de resultados entre
0s grupos de antimicrobianos

A Figura 1 apresenta a comparagdo entre 0s
grupos de antimicrobianos em relacdo ao

percentual de deteccdo dos residuos de
antimicrobianos no limite minimo de
deteccéo declarado pelo fabricante (Nivel 1).

100

Porcentagem de detecgao

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50 T .

B-lactamicos Tetraciclinas Macrolideos

Grupos de antimicrobianos

Aminoglic. Sulfonamidas Lincosamidas

Figura 1. Porcentagem de deteccéo de residuostidgcaabianos no leite pelo kit Eclipse 580

nivel declarado pelo fabricante

Observa-se que neste nivel de detecg&o
grupos dos beta-lactamicos, das tetraciclinas,

dos macrolideos e das sulfonamidas
apresentaram 100% de resultados
positivos/suspeitos, ou seja, 100% de

deteccdo. O grupo dos aminoglicosideos e a
lincomicina representando o grupo das
lincosamidas apresentaram 90% de detecgéo
(Figura 1).

A Figura 2 mostra a comparacao entre 0s
grupos de antimicrobianos em relacdo ao
percentual de deteccdo dos residuos de
antimicrobianos no LMR (Nivel 2). Neste
nivel trés grupos apresentaram 100% de
deteccdo, sendo eles os beta-lactamicos, as
tetraciclinas e as sulfonamidas. Os grupos
dos macrolideos, lincosamidas e
aminoglicosideos apresentaram porcentagens
de deteccdo de 85%, 80% e 58,9 %,
respectivamente.
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Porcentagem de detecgao

B-lactamicos Tetraciclinas Macrolideos

Grupos dos antimicrobianos

Aminoglic. Sulfonamidas Lincosamidas

Figura 2. Porcentagem de deteccéo de residuostidgcaabianos no leite pelo do kit Eclipse®50

no nivel do LMR

5.3. Avaliacéo dos resultados com base
na Decisdo 2002/657/CE

Como explicado anteriormente, a Decisdo
657/2002 da Comunidade Europeia prevé
normas para 0os métodos a serem utilizados
nas andlises de amostras oficiais. Para
métodos qualitativos de triagem, a decisao
exige apenas que a técnica esteja validada e
apresente uma taxa de resultados falso-
negativos (C@) abaixo de 5% no nivel de
residuos requerido, além da especificidade,
gue € um requisito geral. A capacidade de
deteccéo (C@) refere-se ao teor mais baixo
de uma substancia que pode ser detectado,
identificado e/ou quantificado numa amostra
com uma probabilidade de erfo que é

definido como 5%. Este erro refere-se a

probabilidade de a amostra analisada ser, na
realidade, ndo conforme, apesar de se ter
obtido um resultado conforme (falsa deciséo

conforme).

O Quadro 5 apresenta os antimicrobianos que
estdo conformes ou ndo conformes
considerando o errp maximo de 5% para o
nivel minimo de deteccdo declarado pelo
fabricante (nivel 1). Para este nivel, os
antimicrobianos ndo conformes foram
gentamicina, neomicina e lincomicina (no
limite inferior da faixa de deteccéo declarada
pelo fabricante). Estes resultados indicam a
necessidade do fabricante rever os niveis de
deteccédo declarados no manual.
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Quadro 5. Avaliagéo dos resultados de deteccdesiduos de antimicrobianos no leite pelo Kit
Eclipse 56 de acordo com a Decisédo 657/2002 da ComunidadepEiar para o nivel declarado
pelo fabricante

Antimicrobiano ppb erro B (%) Conclusao
B-lactamicos
Penicilina G 4 0 CONFORME
Amoxicilina 4 0 CONFORME
Ampicilina 4--5 0 CONFORME
Cloxacilina 25 0 CONFORME
Ceftiofur 100 0 CONFORME
Tetraciclinas
Tetraciclina 100 0 CONFORME
Doxiciclina 100 0 CONFORME
Oxitetraciclina 100 0 CONFORME
Clortetraciclina 100 0 CONFORME
Macrolideos
Eritromicina 400 --800 0 CONFORME
Tilosina 80 -- 100 0 CONFORME
Aminoglicosideos
Estreptomicina 2000 0 CONFORME
Gentamicina 400 10 NAO CONFORME]
Neomicina 1500 20 NAO CONFORME
Sulfonamidas
Sulfadiazina 100 0 CONFORME
Sulfatiazol 100 0 CONFORME
Sulfametoxazol 100 0 CONFORME
Sulfametoxipiridazina 100 0 CONFORME
Lincosamidas
Lincomicina 150 20 NAO CONFORME
Lincomicina 300 0 CONFORME
Em relacdo ao nivel 2 (LMR), os resultados aminoglicosideos (estreptomicina,

de cinco dos 19 antimicrobianos testados gentamicina e neomicina) no nivel do LMR,
apresentaram-se ndo conformes, sendo eles a mostrando a baixa sensibilidade do
eritromicina, estreptomicina, gentamicina,  Geobacillus  stearothermophilus var.
neomicina e lincomicina. (Quadro 6). O kit calidolactis frente a esta classe de
Eclipse 56 ndo foi capaz de detectar os trés  antimicrobiano.

antimicrobianos testados do grupo dos
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Quadro 6. Avaliagéo dos resultados de deteccdesiduos de antimicrobianos no leite pelo Kit
Eclipse 56 de acordo com a Decisdo 657/2002 da ComunidadspEiarpara o nivel do LMR

Antimicrobiano ppb erro B (%) Conclusao
B-lactamicos
Penicilina G 4 0 CONFORME
Amoxicilina 4 0 CONFORME
Ampicilina 4 0 CONFORME
Cloxacilina 30 0 CONFORME
Ceftiofur 100 0 CONFORME
Tetraciclinas
Tetraciclina 100 0 CONFORME
Doxiciclina 100 0 CONFORME
Oxitetraciclina 100 0 CONFORME
Clortetraciclina 100 0 CONFORME
Macrolideos
Eritromicina 40 36,7 NAO CONFORME
Tilosina 100 0 CONFORME
Aminoglicosideos
Estreptomicina 200 60 NAO CONFORME
Gentamicina 200 26,7 NAO CONFORME
Neomicina 500 36,6 NAO CONFORME
Sulfonamidas
Sulfadiazina 100 0 CONFORME
Sulfatiazol 100 0 CONFORME
Sulfametoxazol 100 0 CONFORME
Sulfametoxipiridazina 100 0 CONFORME
Lincosamidas
Lincomicina 150 20 NAO CONFORME

Consideracdes sobre o Kit Eclipse

A constatacdo de resultados positivos pode

50°

O kit avaliado neste experimento é um teste
qualitativo, sendo capaz de estabelecer se ha
ou ndo antimicrobianos no leite analisado,
ndo informando qual o composto detectado e
qual a sua concentragcao no leite, sendo entdo
classificado como um teste de triagem.

A determinacgdo efetiva de risco inaceitavel

da presenca de residuos de antimicrobianos
no leite somente pode ser alcancada fazendo-
se, ap0s um teste de triagem, a identificacao
do composto e sua quantificacdo no produto.

nao significar risco para o consumidor, bem
como resultados negativos podem néo
significar auséncia de residuos, uma vez que
a amostra analisada pode conter
antimicrobianos ndo detectaveis pelo teste ou
estarem em niveis aquém de sua capacidade
de deteccéo (LEMEt al, 2004).

Durante a realizacdo das andlises, observou-
se a facilidade de manipulacdo do Kit Eclipse

50°, sem a necessidade de muito treinamento
para a realizacdo dos testes. Entretanto, deve-
se prestar bastante atencdo no volume de
amostra pipetado, conferindo sempre se a
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ponteira ndo apresenta bolhas no meio do
leite. Qutro fator a ser sempre observado e
medido é a temperatura do banho-maria ou
da placa aquecedora, que para este kit deve
ser de 65°C.

Para alguns antimicrobianos houve
dificuldades na interpretacdo dos resultados,
pelo fato da cor verificada ser intermediaria
entre o0 positivo (violeta) e o negativo
(amarelo). Estes resultados foram
considerados como suspeitos. As leituras
visuais sdo, em geral, subjetivas. Todos os
testes que dao respostas baseadas em
coloracao deveriam vir acompanhados de um
leitor fotométrico que daria  maior
credibilidade aos resultados encontrados.

6. Conclusodes

O Kit Eclipse 56 foi eficaz na deteccdo de
quase todos os antimicrobianos testados no
nivel declarado pelo fabricante, exceto para a
gentamicina, neomicina e lincomicina (no
limite inferior da faixa de deteccéo declarada
pelo fabricante), indicando assim a
necessidade do fabricante em rever os niveis
de deteccdo declarados para estes trés
antimicrobianos.

Na deteccdo do nivel do LMR, o Kit Eclipse

50° foi eficaz na deteccdo de 14 dos 19

antimicrobianos testados. Dentre esses 14
antimicrobianos, quatro sdo do grupo das
tetraciclinas, antimicrobianos que ndo eram
detectados no nivel do LMR por alguns testes
disponiveis no mercado. O teste ndo foi
eficaz na deteccdo da eritromicina,

estreptomicina, gentamicina, neomicina e
lincomicina.

O Kit Eclipse 56 é um teste de fécil
manipulacdo e execucdo, mas o analista deve
seguir criteriosamente todas as
recomendacdes do fabricante.

7. Consideracoes finais

A presenca de residuos de antimicrobianos
no leite continua sendo um problema no leite
produzido em muitas localidades no Brasil.
Todos o0s que estdo envolvidos na cadeia

produtiva do leite devem se conscientizar
quanto as consequéncias geradas na saude
publica, na economia do Pais e na qualidade
dos produtos lacteos brasileiros devido a
presenca desses residuos no leite.

Consumidores no mundo estdo cada vez mais
preocupados com a seguranca alimentar,

principalmente pelo fato de o leite e de seus

derivados serem bastante consumidos por
criancas. Por isso, deve-se empregar o

maximo de esforco possivel para garantir a

qualidade dos produtos lacteos e manter a sua
boa imagem como produtos saudaveis.

Embora haja legislacdo que regulamente a
presenca destes residuos em alimentos,
algumas vezes ndo ha rigor dos produtores
em cumpri-la e nem fiscalizacéo eficiente de
orgados competentes, fato que compromete a
qualidade deste alimento tdo amplamente
consumido pela populagéo.

Para que um plano de monitoramento e seu
resultado sejam eficazes, deve-se
primeiramente elaborar um bom plano de
amostragem que atenda todo o leite coletado
pela industria. O plano de amostragem deve
garantir que o leite de todos os fornecedores
seja avaliado duas vezes ao més, na forma de
pool de fornecedores que compdem a rota de
um caminhdo. No entanto, amostras
individuais de fornecedores devem ser
coletadas para rastreabilidade em caso de
positivas, sendo ideal a coleta no tanque de
leite da propriedade por um responsavel da
indUstria, antes do leite ser colocado no
caminhdo. Os fornecedores devem estar
informados sobre o0 programa de
monitoramento e as respectivas acbfes a
serem tomadas em caso de se detectar leite
positivo para antimicrobiano. Essas acdes
podem ser, por exemplo, suspensdo no
fornecimento do leite & industria, por tempo
determinado, até que o fornecedor tenha
adotado e comprovado a industria as medidas
corretivas. Em casos reincidentes, a
suspensédo pode ser definitiva.

Além do controle, € muito importante o
trabalho de esclarecimento e informacdo aos
produtores sobre as praticas que podem
resultar em residuos no leite, as boas préticas
de higiene e controle da qualidade do produto
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dentro da fazenda e o acompanhamento
periodico de todos os parametros de
qualidade do leite do produtor. Com
informacdo adequada e conhecimento, o
produtor terd melhores condi¢bes de interferir
em seu proprio sistema de producéo,
atingindo as metas de qualidade exigidas pelo
mercado.

A educacdo e conscientizacdo do produtor,
acompanhadas de uma intensa fiscalizacdo
dos oOrgdos competentes e do emprego de
métodos de deteccdo eficientes sdo
necessarios para obter-se um produto de
qualidade, saudavel e sem residuos de
antimicrobianos.
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ANEXO 1 — Manual Kit Eclipse 50°

KIT ECLIPSE ZEL)

Screening test for detection of antibiotic and sulfonamide
residues in cow, sheep and goat milk

ECLIPSE is a broad-range screening test designed for the
qualitative detection of antibiotics in milk, when present at
levels above the recommended Maximum Residue Limits
(MRLs). The method follows the European Commission
Decision 91/180/EC and is based on the inhibition of
Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis. Samples
are added to 96-well microplates containing a solid agar
media, bacillus spores and a pH indicator. A colour change
will occur when inhibitors are not present in the samples.

There are differnt ECLIPSE test kits available:

ECLIPSE 50: (Ref. : ZE/ES50/961, ZE/E50/288i).
* One step kit producing results in about 2.30h.
* Supplied in microtiter plates of 96 wells that can be split in singles.

AR STRON APCa® S~ 7 W T SIS e e o = 4 1 2 28

* Results interpretation by visual reading from the side of the well

= -

50 pl of milk ) s | NEGATIVE
ample. [ — VEA e
- 3 > 65°C/
T 2.15-2.30h

m \ ﬁ POSITIVE

* Supplied in microtiter plates of 96 wells that can be split into singles

ECLIPSE 100: (Ref. : ZE/E100/96i, ZE/E100/288i)
* Test performed in two steps that take about 3.30 h

* Results interpretation by visual of photometrical reading

| NEGATIVE

/y 3 PHTOMETRICAL
READING
Add 100 pl Emm—
“ Diffusion
for1 h

\ e Az 590nm
A:650nm
ﬁ POSITIVE

* Kit test optimized for detection of macrolides and aminoglycosides. Complementary to Eclipse 50/100
* Test performed in two steps that take about 3.30 h. Supplied 96-wells microtiter plates

- SCREENING PLUS: (Ref. : ZE/SC/961, ZE/SC/2881)

ECLIPSE FARM: (Ref. : ZE/EF25, ZE/ES0)

* One step kit producing results in about 2.30h.
* Supplied in single test tubes
* Results interpretation by visual reading __—» YELLOW-

s GREENISH
' NEGATIVE

Add 50 pl >
of milk sample gl BLUE

Incubate at 65°C
' 2.15h -2.45h '/' POSITIVE
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ANEXO 2 — Lista com os limites minimos de deteccateclarados pelo fabricante

B-LACTAM

Amoxicillin 4 4 4 4
Ampicillin 4 4-5 4-5 4
Cefalexin 100 75 100 80
Cefapirin 6 8 8 5
Cefalonium 20 20 - -
Ceftifur 100 100 100 -
Cefazolin 50 35 - -
Cloxacillin 35 25 35 25
Oxacillin 20 3-4 25 15
Penicillin G 3 4 4 4
Doxicycline 100 100 100 50
Oxitetracycline 100 100 100 100

Tetracycline

MACROLIDES

Erytromicin

100

500

100

400-800

200

400-800

100

150

Tylosin

80

80-100

50

60

Spiramycin >400 >400 >500 400
AMINOGLYCOSIDES

Streptomycin 5.000 >2.000 >2.000 1500
Gentamycin 600 400 100 200
Neomycin >2.000 1500 1.000 300
Kanamycin 5.000 >2.000 >2.000 3.000

LICOSAMIDES

OTHERS

Chloranphenicol

Sulfadiazine 100 100 200 -
Sulfamethacine 100 150 300 -
Sulfamethoxypyridazine 100 100 - -
Sulfanilamide 500 600 - -
Sulfamethoxazole 50 100 - -
Sulfathiazole 100 100 200 5.000
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