CLARICE GEBARA MURARO SERRATE CORDEIRO TENORIO

AVALIACAO DA EFICIENCIA DO TESTE
COPAN (MICROPLATE E SINGLE) NA
DETECCAO DE RESIDUOS DE
ANTIMICROBIANOS NO LEITE

Dissertacdo apresentada a UFMG, como
requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Medicina Veterinéria.

Area de Concentragdo: Tecnologia e
Inspecéo de Produtos de Origem Animal
Orientadora: Professora Monica Maria
Oliveira Pinho Cerqueira

Belo Horizonte — MG
Escola de Veterinaria — UFMG
2007.



T312a Tenorio, Clarice Gebara Muraro SerCataleiro, 1980-
Avaliacédo da efiaéndo teste COPAN (Microplate e Single) na deteadgresiduos c
antimicrobianos no leite / Clarice Gebara Murara&e Cordeiro Tendrio. — 2007.
71p. il

Orientadora: Monica Mariav®ira Pinho Cerqueira
Dissertacdo (mestrado) ivehsidade Federal de Minas Gerais, Escola de WMéré
Inclui bibliografia

1. Leite — Andlise — TesgsResiduos de antibidticos — Teses. |. Cerquigiéaica Maria
Oliveira Pinho. Il. Universidaffederal de Minas Gerais. Escola de VeterinadiaT flulo.

CDD - 637




Dissertacao defendida e aprovada em 26 de fevatei2®07 pela Comisséo
Examinadora constituida por:

e,
Profi/ Monica M}A a Olivej ﬁnho Cerqueira
Orientadora

i) Jilots

Dr. Luiz Simeio do Carmo

/
W% s

Prﬁf Leorges Moraes da Fonseca







DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus em primeiro lugar, almiamada filha Isabele e a meu
esposo e companheiro Nino. Vocés sao a razao do/ivieu



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, meu Criador, Protetor e Ajudaamr,me dar a vida e me conduzir até aqui,
sem Ele, nada seria possivel.

Ao meu esposo Nino, por toda a paciéncia, apoijudaaseu amor e amizade me dao forgas
para ndo desistir!

A minha filhinha Isabele, que nasceu durante eeseupso, mas que s6 me ajudou a dar mais
valor a tudo. Vocé é a maior alegria da minha viflgigada por existir!

A minha querida mae, Ténia, sempre guerreira, egforco de toda uma vida hoje tem dado
frutos. Obrigada por ter me proporcionado e ensitiado 0 que sou.

A minha avé Rose Muraro, gue sempre me ensinoaninou e investiu em minha educacéo, o
gue me possibilitou chegar até aqui.

Aos meus irmaos Livia, Jonas e Maiara, e a melyiaj vocés sdo meus maiores amigos e me
complementam com seu amor e ajuda. A toda a miahdli&, (Muraro e Tendrio), pelo
carinho, incentivo e apoio incondicional, e tamlpstas oragbes que sempre me fortaleceram.

A minha orientadora e amiga Monica Cerqueira, pplartunidade, ensinamentos, paciéncia e
dedicacao.

A todos os componentes da banca avaliadora, pgardbilidade e contribuicao.

Aos professores Claudia Penna e Marcelo Resentiegjuela, amizade e por sempre estarem
prontos a socorrer.

A todos os professores e funcionarios do DTIPOAg peixilio. A Maura, ao Miltinho e a
Fatinha, pela paciéncia e por toda a ajuda, measdorarios extendidos.

Aos funciondrios do laboratério da Itambé, em espea Fabiana dos Anjos, pela
disponibilidade e ajuda.

Aos amigos e colaboradores deste trabalho Roarga¥jieMaria de Fatima Resende, Diogo
Clinquart, Andréia Santos, Fernando Nogueira; senguais este trabalho néo teria sido tao
bem conduzido.

A meus amigos Cristiane, Cecilia, Ricardo, RegMaisa, Joana e a todos meus colegas de
mestrado pelas experiéncias e companheirismo.

A minhas amigas de coracdo Renilda, Lumena e Mariga, cuja amizade e ajuda foram
fundamentais na reta final deste trabalho.

A todos aqueles que contribuiram direta ou indinetiste para a realizacdo deste trabalho, aqui
esté o fruto de um trabalho coletivo, que foi @b com muita dedicagéo e carinho.



“A verdadeira viagem do descobrimento n&o consstebuscar novas paisagens, mas
em ter novos olhos”.

Marcel Proust



SUMARIO

1. INTRODUGAO........ocuiieeceieieeeiete ettt et ee et st et etestess et te s et essesesssneneassessatessasesssenensasessesens 12
2. REVISAO DE LITERATURA . .....ooii ettt ettt ettt e e ene et es s 13
2.1 OS antiMICrODIANOS. .........eieieii i eemee e e e e e e n e e e e e s e e 13
2.2 Residuos de antimicrobianos NO [EILE. .. o veeeeriuiiiiie it 14
2.3. Prejuizos a saude do consumidor e as indsISkBidaticinios. ...........c.eveeeiiiiririiicemecn e 17
A S I =T 1] = Yo Lo SR 18
AR 1 (0 F=Tot=To I o (o 1 =1 =T | S 21
2.6. Métodos de detecgéo de residuos de antim@grobiem leite.............cccovevveeiiiiiiiieeccenecieenn. 24
P22 30 Y/ 1= oo [o 30 g T o o oo [ To [0 1= PP URPRSRR 24
2.6.2. Fatores que interferem nos testes MICroQIOS ..............cooiveiiriiiiie i 25
2.6.3. Kits comerciais para detecgdo de antimiGObs NO l€Ite............c.covviiiiiiiiiiiiicnereeee e 26
2.6.4. Consideracdes sobre os métodos de deteec@sidiuos de antimicrobianos..................... 28
2.7. Contagem de microrganismos €M €18 CrU........cooiiiiiiiiiieii e 29
2.7.1. Contagem Bacteriana Total (CBT) por metdatr@iCO. ............ceerrureeiriiiiieeeeiemee e 30
2= T O o] 1= 1Y/ 0L PP 30
3. MATERIAL E METODOS...... .ottt ete et ete et ee ettt es e e s evs e teaeamssa e seeae e eneaenas 31
3.1 Avaliacdo do kit COPAN ATK P&S - Microplate en§le...........ccoooeeeeii . 31

3.2 Avaliacdo da estratégia de triagem de amosigaeite cru com.baixa contagem bacteriaBd

T R o 1= = o [SI= 0 4 [0 1] 1 = LR 34
3.2.2 Pesquisa de residuos de antimiCrobian0os.............ccovvvieirie e 34
3.2.3. ANALISE ESTALISHICA. ... vveeieiees e e e e e e e e e e e e rme e e e e et ee e e e e e e arenaeaeens 34
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD. ......cooiitieeieieeeteeee et ee e eee e ee et eesaeae s s e eneaeas 34

4.1 Avaliagdo da eficiéncia do teste COPAN (Micadple Single) na deteccdo de residuos ke
aNtiMICrobIAN0S NO BILE..........ieieii e ceeeee e e e e e e sn e

4.1.1. Sensibilidade e ESpecifiCidade. .........ccooii oo 36
4.1.2. Detecgdo dos antimicrobianos de diferentBR@E. ..........cuvvveeeiiiiiiriiieeee e e 37

4.1.3. Grupos de antimiCroDIANOS. ..........e ettt ettt ettt ee e e e e 38
4.1.4. Comparacédo dos kits Microplate € Single..........ooveiiii e 44
4.1.5. Consideracies SODIe 0S LESTES. ... cocaaeaaeiiii ettt e e ee e e 45

4.2. Avaliacdo da estratégia de triagem de amosteateite com.baixa contagem bacteriamkb

5. CONSIDERAGOES FINAIS......cooietiiie ettt et ee et e ee et eas e eteaes e eseae e eneneas 50
B. CONCLUSOES........oouioeceectee ettt ettt ee ettt ettt eteessete e et teen et ens s eseae e e 53
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .......oiuieeteieie ettt en et aneteana e 53
ANEXOS. .ottt s ettt b b £ R et e enn e e e h e et e beee e en e re e e raeee s 60
Anexo 1 — Manual de instrucdes do kit COPAN ATK FB&.......coovvviiiiiiiiiiiiiee e 60
Anexo 2 — Tabela de cores para verificacdo detemtudo kit COPAN ..., 62
Anexo 3 — Limites de detecgéo do teste COPAN apdisdo do fabricante ............cccccooeivvieeceae 63
Anexo 4 — Protocolo de preparacdo de SOIUGEO0 EBLOGU....c.evvvevireiiiiiieieeee e e e 64
Anexo 5 — Resultados da avaliagéo dos testes COFANP & S Microplate e Single ................. 68
Anexo 6 - Resultados da pesquisa de residuos beienabianos utilizando o teste COPAN ATK

P & S Microplate e da Contagem Bacteriana Totdizada em equipamento eletrénico...............Z0




LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Persisténcia de eliminacdo (em horasyaetBcamentos pelo leite de acordo com a via

de adminiStragao ULIIZada. ..........coo oo et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeens 15
Tabela 2. Duragdo minima (dias) de eliminagéo gersl antimicrobianos pelo leite.................... 15
Tabela 3. Namero médio de ordenhas com vestigitectdeeis de antimicrobianos, apds sua
U122 Yo U 1S 16
Tabela 4. Antimicrobianos que apresentam efeitosrads para gestantes e fetos.............ceeee.... 17
Tabela 5. Concentragéo de lisozima e lactofernmag@mL em amostras de leite normal, em leite
de vacas com mastite € €M COIOSIIO. .......eeroeeee e e ceie ettt eeeme e e e e seee e e e seeeens 26
Tabela 6. Kits para pesquisa de residuos de antibidmnos em leite............occeeeeiiiiiiiniiiee e, 27
Tabela 7. Detecgéo (%) de diferentes concentrag@emntimicrobianos em leite utilizando-se o
(S R O @ L N A Y Tod o] o] F= 35
Tabela 8. Detecgéo (%) de diferentes concentrag@emntimicrobianos em leite utilizando-se o
tESTE COPAN SINGIE. .. oottt e e e et e e e e eeeeeeeeeaaeeeeaeeeeaeaaaeeees 35
Tabela 9. Sensibilidade e especificidade (%) dseseCOPAN Microplate e Single na detecgao
de concentragfes de antimicrobianos referenteEMBS(NIVel 2)..........ccoovviiiiiiiiiiieniisceeeiee 36
Tabela 10. Sensibilidade e especificidade (%) @sses COPAN Microplate na detecgdo de
limites de concentracdes de antimicrobianos dedtsraelo fabricante (Nivel 3).............ccuee..c. 36
Tabela 11. Sensibilidade e especificidade (%) dses COPAN Single na detecgdo de limites de
concentracdes de antimicrobianos declarados pef@#te (Nivel 3).........cccocvvveeieeiiiicceeeen s 37
Tabela 12. Detec¢do de residuos de antimicrobijpslosteste COPAN Microplate, em relagcdo ao
grupo de antimicrobianos analiSado (NIVEl 2)........eeeiiiiiiiei e e e e e 38
Tabela 13. Detec¢do de residuos de antimicrobipets teste COPAN Single, em relacdo ao
grupo de antimicrobianos analiSado (NIVEl 2).......ieiiiiiiiiei e ee e e 38
Tabela 14. Deteccdo de residuos de antimicrobialmogrupo dos beta-lactamicos pelo teste
COPAN MiICroplate (NIVEI 2).....ccciieieeeie it ettt ee e e st ee e e e e e e eeee e s sne e eeaeee e s snreeeeees 40
Tabela 15. Deteccdo de residuos de antimicrobiailmogrupo dos beta-lactamicos pelo teste
COPAN SiNGIE (NIVEI 2)....eeeeeieiie ettt e s ee e e e e e e e eeeaessssse e eeeeeee e annneanenaeaeens 40
Tabela 16. Deteccao de residuos de antimicrobido@gupo das tetraciclinas pelo teste COPAN
AV Tt ] 0] = UL (AN Y] 22 PP 922
Tabela 17. Deteccao de residuos de antimicrobido@gupo das tetraciclinas pelo teste COPAN
SINGIE (NIVEI 2) .ottt et r e s eeser e ee e e s s nnnnnnneeeeeeesennnnnenneneess DD
Tabela 18. Comparacéo dos resultados da pesquigeestnca de residuos de gentamicina entre
os testes Microplate e Single N0 NIVEl 2 (LMR)......oiiiiiiiiiiie et 43
Tabela 19. Comparacao dos resultados da pesquiseesienca de residuos de trimetoprim entre
os testes Microplate e Single N0 NIVEl 2 (LMR)ceca..eeviiieieiee e e e e ee e e 44
Tabela 20. Comparacao entre os kits Microplate rg§I&i quanto a detec¢do de residuos de
antimicrobianos N0 NIVEl 2 (LIMR).......c e eeeees et ee et eeee e er e ae e e e s ennnene e eeens 45
Tabela 21. Comparacdo entre os testes Microplé&egle, quanto a deteccdo de residuos de
antimicrobian0os NO NIVEL 3.........ei e ee e 45



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Resultados da pesquisa de residuos deiaobianos de amostras de leite cru de
produtores previamente selecionados com CBT alaX0.000 UFC/ML...........oooiiiviiiiieiiiieennes 42

LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Limite Maximo de Residuos (LMR) em lagtabelecidos pelo Programa de Controle
de Residu0S €M Leite — PCRL........oiiiiieeeeee ettt rmme et nain e e e e 20
Quadro 2. Limite M&ximo de Residuos (LMR) estalidlex peloCodex Alimentariuspela Unido
Européia (UE) e os limites de tolerancia estabetecipelos Estados Unidos (EUA), er@l
comparacdo com o LMR da legislac&o brasileira -1gfg (PPD)......vvvvveveemieiiiiiiiiiiieiiieeeeeeens
Quadro 3. Prevaléncia de residuos de antimicrobié¥) em leite tratado termicamente no Bra&it
NOS UIIMOS BINOS.....coiitiiiiiitiiie et emmme ettt e e ettt e e e ekttt e et e e e eeemme e s sesee e e e b be e e e e ntbeeeeeanneeae e e
Quadro 4. Niveis de concentragdo dos antimicroligegpressos em ppb) testados pelo teste

COPAN ATK P & S MICTOPIALE. ... ettt ettt ettt ettt ee e e e e e e e e e e e 32
Quadro 5. Niveis de concentragdo dos antimicroligegpressos em ppb) testados pelo teste
COPAN ATK P & S SINGIE....ciiiii it eeeee ettt rmmn e et e s e nnae 33
Quadro 6. Prevaléncia de residuos de antimicrobig®® em leite cru no Brasil nos ultimos

2 01 49

10



RESUMO

Foi avaliada a eficiéncia dos testes microbiolGgi€@OPAN (Microplate e Single) que séo
utilizados na deteccdo de residuos de antimicrobiam leite. Essa avaliacdo foi feita a partir
de ensaios laboratoriais, de setembro a dezembro20d&, utilizando 13 diferentes
antimicrobianos em quatro concentragfes inoculamasleite isento de residuos, além de
amostras controle. Os testes apresentaram 100%ndibiidade na deteccdo de penicilina G,
ampicilina, cloxacilina, amoxicilina, sulfadiazira sulfametoxazol; e 96,66% na deteccdo de
oxacilina para as concentragbes testadas. Em oelagédconcentracdes estabelecidas pela
legislacdo (LMR) verificou-se que os testes forampazes de detecta-las para os
antimicrobianos avaliados, exceto para eritromicoxatetraciclina, tetraciclina e trimetoprim.
Os testes também foram capazes de detectar aswagdes declaradas pelo fabricante (limites
de deteccdo) para todos os antimicrobianos testadiizando o teste Microplate foram
analisadas 136 amostras de leite cru, originadgsatiitores com histérico de baixa contagem
bacteriana total no leite, provenientes da regi&tropolitana de Belo Horizonte (MG), e a
presenca de residuos de antimicrobianos ocorre24e26% das amostras analisadas.

Palavras-chave: leite, antimicrobianos, residuos.
ABSTRACT

The efficiency of COPAN (Microplate and Single)rofilogical tests that are used to detect
antimicrobial residues in milk was evaluated. Ténsluation was conducted in laboratory from
September to December 2004, with 13 different acrodbials in 4 concentrations each,
inoculated in free milk residues, besides contramngles. COPAN tests showed 100% of
sensibility to detect penicillin G, ampicillin, doacillin, amoxicillin, sulfadizine and
sulfamethoxazole; and 96,66% detecting oxacillntésted concentrations. COPAN tests are
capable to detect concentrations established inislajon (MRL), for the evaluated
antimicrobials, except to erythromycin, oxytetram| tetracycline and trimethoprim. COPAN
tests can also detect concentrations around detedinits informed by the tests manufacturing
for all tested antimicrobials. Using the Microplatest, we analyzed 136 samples of raw milk
from producers that have historical data of lowalobacterial count in milk. The selected
producers were from metropolitan area of Belo Honite (MG). The presence of antimicrobial
residues has occurred in 24,26% of analysed samples

Keywords: milk, antimicrobials, residues.
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1. INTRODUCAO

O uso de antimicrobianos na producgdo
O leite é considerado o alimento mais animal tem sido motivo de preocupacgao de
perfeito da natureza. Apresenta composicdo autoridades de diversos paises,
rica em proteinas, vitaminas, gordura, especialmente quanto aos aspectos da
carboidratos e sais minerais (principalmente seguranca dos alimentos de origem animal
célcio), essenciais aos seres humanos. Epara a salde publica e para a
produzido durante a lactagdo na glandula comercializagao (Brito, 2003).
maméaria da vaca, a partir de elementos que
passam do sangue para as células O leite contendo tais residuos € considerado
especializadas da glandula. Durante este inaceitavel para utilizagéo, podendo resultar
processo, podem passar também em perda total para 0s produtores.
medicamentos ou drogas veterindrias que Consequentemente, a disponibilidade de
foram administrados as vacas para o testes sensiveis, rapidos e baratos para a
controle de alguma doenca. Portanto, sempre medicdo de residuos de antimicrobianos no
que for necessario administrar uma droga a leite € uma necessidade (Schliephake, 1998).
vaca leiteira, deve-se estar alerta para a
possibilidade de aparecimento de residuos Inimeros testes qualitativos e quantitativos
no leite (Brito, 2006). para detectar residuos de antimicrobianos e

drogas no leite e em derivados lacteos tém
Em relacdo aos medicamentos veterinarios, sido desenvolvidos, desde a década de 40.
0S antimicrobianos (incluindo os Os métodos mais usados sd@o os de inibicdo
antibiticos), os antiparasitarios e os do crescimento microbiano, ou
horménios sdo os grupos de substancias de microbiologicos, e se baseiam no principio
maior importancia quanto a seus residuos geral de que todos os antimicrobianos
em leite (Noa e Varcéarcel, 2000). inibem bactérias sensiveis (Brito, 2000).

Segundo oCodex Alimentariuscitado por A conducéo de testes de triagem apropriados
Brasil (1999), residuo de uma droga para determinar residuos, assim como a
veterinaria € fracdo da droga, de seus adogdo de praticas sanitarias, podem ajudar
metabolitos, produtos de conversdo ou ha manutencdo da seguranca do leite
reacdo, e impurezas que permanecem no (Cullor, 1992). Devido a grande importancia
alimento originario de animais tratados com nutricional do leite e ao aspecto de salude do
tais drogas. consumidor, € necessario o controle da
presenca de residuos de antimicrobianos
Existem muitas razbes para estudar a nesse alimento visando, desta forma, a sua
presenca de residuos de antimicrobianos no qualidade sanitaria (Lopes et al., 1998).
leite. Os antimicrobianos utilizados na
medicina veterinaria sdo similares ou O objetivo deste trabalho foi avaliar a
idénticos aos utilizados nos humanos eficiéncia do kit para pesquisa de residuos
(Schliephake, 1998; Brito, 2003). A de antimicrobianos em leite cru, COPAN
presenca desses residuos no leite de ATK P & S (Microplate e Single), quanto a
consumo ¢é derivada de sua utilizacdo deteccdo de diferentes niveis dessas
inadequada nas propriedades rurais, o que substancias em leite. Avaliou-se também
constitui  grande  preocupacdo, por Uuma estratégia de triagem de amostras de
representar risco a salde do consumidor e leite cru com baixa Contagem Bacteriana
por interferir na producdo dos derivados, Total (CBT), em relacdo a presenca de
determinando prejuizos econdmicos (Costa, residuos de  antimicrobianos  nessas
1996; Brito, 2003; Nero et al., 2004). amostras.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. OS ANTIMICROBIANOS

Os antibidticos sdo substancias quimicas
produzidas pelo metabolismo de
determinadas linhagens de bactérias, de
fungos e de actinomicetos. Podem, em
solucdes diluidas, impedir temporéria ou
definitivamente as funcgdes vitais de outros
microrganismos, determinando  efeitos
bacteriostatico e bactericida. O uso dessas
drogas no tratamento e prevencdo de
doencas e, como promotor de crescimento,
melhorando a conversdao alimentar, esta
amplamente difundido na pecuéria (Brasil,
1999).

A palavra “antibiético” deriva do termo
antibiosis que literalmente significa “contra

a vida" @nti = contra; bios = vida). Os
antimicrobianos incluem o0s compostos
naturais (antibiéticos) e seus derivados e
também os compostos sintéticos (Robbers et
al., 1997).

Os mecanismos de a¢éo dos antimicrobianos
contra microrganismos susceptiveis incluem:
inibicao da parede celular do
microrganismo, inibicdo da biossintese
protéica, rompimento do metabolismo do
acido desoxirribonucléico (DNA), alteracao
da funcdo normal da membrana celular e
inibicdo da sintese de alguns metabdlitos
essenciais (Robbers et al., 1997).

Segundo Mitchell et al. (1998), os

antimicrobianos mais comumente utilizados
em animais produtores de alimentos podem
ser divididos em cinco principais grupos, de
acordo com seu modo de acdo: beta-
lactamicos (por exemplo, penicilinas e
cefalosporinas); tetraciclinas

(oxitetraciclinas, tetraciclinas e

clortetraciclinas); aminoglicosideos

(estreptomicina, neomicina e gentamicina);
macrolideos (eritromicina) e sulfonamidas
(sulfametazina).

Os antimicrobianos beta-lactamicos
compreendem as penicilinas, as
cefalosporinas, o0 imipenem e o aztreonam.
Tém como caracteristica comum um anel de
R-lactama, mas diferem no modo como esse
anel fortemente contorcido é estabilizado.
As penicilinas tém um anel de tazolidina de
cinco membros ligado ao anel de 3-lactama,
e essa combinagdo configura o que se
conhece como nucleo “penam” (Robbers et
al., 1997).

As tetraciclinas constituem um grupo de

antibiéticos produzidos pelo metabolismo de

actinomicetos e possuem consideravel

utilidade terapéutica. As tetraciclinas tém

amplo espectro de acédo, abrangendo
bactérias Gram-negativo e Gram-positivo,

rickettsias e alguns virus. Atuam pela

inibicdo da sintese de proteinas por

interferirem na ligacdo do RNAt aos sitios

aceptores da subunidade 30S dos ribossomos
70S dos microrganismos (Robbers et al.,

1997).

As propriedades quimicas e bioldgicas dos
aminoglicosideos sdo semelhantes, tendo em
comum a hidrossolubilidade, forte carater
basico e estabilidade. Tém um espectro
intermediario de atividade, abrangendo a
maioria dos bacilos Gram-negativo e
algumas bactérias Gram-positivo. Atuam
sobre a subunidade 30S dos sistemas
ribossémicos 70S induzindo a leitura
errdbnea do codon e inibindo a formagéo de
proteinas  bacterianas essenciais, por
interferir no complexo de inicio entre o
RNA e a subunidade 30S ou por romper a
translocacéo. A peculiaridade  dos
antibiéticos aminoglicosideos como
inibidores da sintese protéica consiste no
fato de serem bactericidas, o que aumenta
muito sua utilidade no tratamento de
infeccdes graves (Robbers et al., 1997).

Os antimicrobianos macrolideos
caracterizam-se por um anel de
macrolactona glicosidicamente ligado a um
acucar ou mais. Todos os macrolideos tém o
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mesmo mecanismo de ac¢do, ou seja, ligam- microbiota normal ou de uma acéo
se reversivelmente a subunidade farmacolégica independente da atividade
ribossémica 50S dos organismos antimicrobiana da molécula. Pode-se
susceptiveis, inibindo a sintese de proteinas também observar toxicidade indireta no uso
dependente de RNA, por meio do bloqueio desses agentes, sendo o tipo mais comum a
da translocacdo do RNAt peptidico do sitio que causa alteracdo no equilibrio ecoldgico
aceptor para o sitio doador. Tém espectros da microbiota intestinal. Esse problema é
bacterianos semelhantes, porém ndo maior com 0s antimicrobianos de amplo
idénticos, e seus efeitos colaterais diferem, espectro, visto que uma parte importante da

sobretudo no que se refere a
farmacocinética. S&o bacteriostaticos ou
bactericidas, dependendo do organismo

microbiota pode ser suprimida (Robbers et
al., 1997).

patogénico em questdo e da concentracdo doNo Brasil, o uso de antimicrobianos é

antimicrobiano (Robbers et al., 1997).

As sulfonamidas tém seus compostos
derivados dap-aminobenzenossulfonamida
(sulfanilamida), com substituicdo do grupo
amida ou p-amino para alterar as

propriedades fisico-quimicas. Sao
considerados anti-metabdlicos por serem
andlogos do acido p-aminobenzdico,

substrato da biossintese do acido fdlico, que
€ um metabdlito essencial para algumas
bactérias que o usam como fonte de

unidades de carbono para a biossintese dossecas,

aminodcidos, purinas e pirimidinas. As
sulfonamidas sdo bacteriostaticas e inibem
grande numero de bactérias Gram-positivo e
Gram-negativo (Robbers et al., 1997).

A trimetoprina € um composto sintético que

inibe a diidrofolatoredutase, penultima etapa
da sintese do tetraidrofolato (forma ativa do
acido félico). Tem atividade sinérgica com o

sulfametoxazol, sendo essa combinacdo
ativa contra muitos cocos Gram-positivo e

bastonetes Gram-negativo (Robbers et al.,
1997).

Uma das limitagbes do uso terapéutico de
um antimicrobiano € a sua toxicidade em
mamiferos e as manifestacbes de tais

reagbes indesejaveis variam muito. A
toxicidade pode decorrer da falta de
seletividade pelo agente patogénico

associada ao mecanismo basico de acdo, masalimentares,

de
da

decorre
alteracdo

na maioria das
hipersensibilidade,

vezes,
de
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indiscriminado, ndo existindo um controle
eficaz na comercializacdo destes produtos
utilizados no tratamento de animais (Hotta,
2003). Para adocdo de testes visando a
deteccdo de antimicrobianos, € necessério
saber, primeiramente, quais sdo o0s mais
utilizados numa determinada regido. Em
2001, as principais classes de
antimicrobianos utilizadas em vacas em
periodo de lactagédo foram: aminoglicosideos
e beta-lactamicos; tetraciclinas; macrolideos;
sulfonamidas e quinolonas. Ja em vacas
0s mais utlizados foram os
aminoglicosideos e beta-lactamicos; os
macrolideos e as tetraciclinas (Gorni e
Cabrini, 2003).
Segundo Lopes et al. (2002) os
antimicrobianos  mais  utilizados  por
produtores da regido metropolitana de
Curitiba (PR) em vacas leiteiras foram a
penicilina associada (24,7%), seguida de
aminoglicosideo associado, oxitetraciclina e
pirlimicina.

2.2. RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS
NO LEITE

Os produtos veterinarios utilizados em
animais produtores de alimentos sdo muitos,
variando de produtos para desinfeccdo de
tetos a hormdénios. Aproximadamente 42%
desses produtos séo utilizados como aditivos
19% contra infecgles
(antimicrobianos, antifingicos e antivirais),
13% como parasiticidas, 11% de uso



biol6gico e 15% representam outras drogas administracdo dos medicamentos utilizados
(Miller, 1993 — citado por Mitchell et al., em vacas leiteiras e a duracdo média da sua
1998). eliminacdo pelo leite. Nas Tabelas 2 e 3 é
mostrada a duracdo minima de eliminacao
A antibioticoterapia tem sido amplamente pelo leite de alguns antimicrobianos mais
empregada pelos produtores e veterinarios freqlientemente utilizados no tratamento da
no tratamento de doencas infecciosas de mastite, em dias e em numero de ordenhas
vacas leiteiras, principalmente da mastite, (Costa, 1996).
gue é a doenca mais comumente encontrada
nesses animais. Assim, o tratamento de Outras condicbes que podem determinar a
mastite utilizando antimicrobianos é uma presenca de residuos no leite sdo a
pratica veterinaria comum (Silva e Sena, higienizacdo de equipamentos e dos
1984; Brady e Katz, 1988; Zeng et al.,, utensilios da industria e, até mesmo, a
1998). adicao intencional de drogas para encobrir a
deficiéncia na qualidade higiénica do leite,
Estas drogas também tém sido incorporadas visando aumentar seu tempo de vida (util
na alimentacdo animal como suplemento de (Borges et al., 2000).
dietas. Estes usos, as vezes indiscriminados,
tém levado a veiculagdo de residuos de Tabela 1 — Persisténcia de eliminagdo (em
antimicrobianos pelo leite e, horas) de medicamentos pelo leite de acordo
consequentemente, constituem problemas de com a via de administracdo utilizada.
saude publica, tecnolégicos, além de

econdmicos. Logo, h4 uma preocupacdo por Via de Persisténcia média

parte dos 6rgdos de inspecdo de alimentos administrac&o (horas)

no controle deste problema (Silva e Sena, Oral 86

1984). Intramuscular 72 296
Intravenosa 44

Os  antimicrobianos  podem  ser Intrauterina 31
Intramamaria 48 a 144

administrados aos animais por vias
intramuscular, intravenosa, subcutanea, oral Fonte: Costa (1996)

(no alimento ou na &gua), topicamente sobre . o _

a pele e também por infuso intramamaria 1abela 2 — Duracdo minima (dias) de
ou intrauterina. Teoricamente todas essas €liminacao de alguns antimicrobianos pelo
vias podem levar ao aparecimento de leite.

residuos nos alimentos originados dos

animais tratados, como o leite, a carne e Antimicrobiano (via Periodo minimo de
ovos (Mitchell et al., 1998). intramamaria) eliminag&o (dias)
Penicilina (procaina)* 2
Clortetraciclina 6

Os antimicrobianos podem persistir no leite Oxi "
p . xitetraciclina 4
por periodos variados, dependendo de Cloranfenicol 3
alguns fatores como, por exemplo: a droga  gsgreptomicina 4
selgcmnada e sua solu'bl'lldadeN, a dose Fonte: Costa (1996)
aplicada e a via de administracéo, 0 peso *Este periodo varia também com o excipiente
corporal do animal tratado, o excipiente utilizado, assim, penicilina em solugdo aquosa é
utiizado, a intensidade do processo eliminada no minimo por trés dias, mas em forma de
inflamatério, entre outros (Brady e Katz, Pomada, o minimo € de seis dias.
1988; Luthman, 1993; Costa, 1996; Zeng et
al., 1998, Brito, 2006). Na Tabela 1 est&o
apresentadas as principais vias de
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Tabela 3 — Numero médio de

ordenhas com vestigitectdveis de antimicrobianos, apds sua

utilizacao.
Antimicrobiano Forma Excipiente Posologia (Via N° médio de
IM) ordenhas
Oxitetraciclina (HCl)  Aquosa Polivinilpirrolidona 10 mg/kg/8h 7
Tetraciclina (HCI) Aquosa 5 mg/kg/8h 5
Cloranfenicol Solugéo Propilenoglicol 10 mg/kg/8h 2
Penicilina procaina Aquosa Polivinilpirrolidona 2Amdes Ul/12h 8
Colistina (sulfato) Aguosa - 25.000 Ul/kg/4h 3
Ampicilina Oleosa Polisorbato 80 + esteato de ahimnt 12 mg/kg/8h 5

oleato de etila

Fonte: Costa (1996)

O cloranfenicol é um antibidtico altamente

eficaz no tratamento de véarias doencgas.
Apesar disso, € uma droga extremamente
toxica, fato que o tem relacionado com o
surgimento da anemia aplastica em
individuos  hipersensiveis  (Aspenstrém-

Fagerlund, 1993; Brasil, 1999). A FAO/OMS

recomendou esforcos para proibir ou
substituir o seu uso para tratamento de
animais destinados a alimentacdo humana,
particularmente vacas em lactagcdo (Brito,
2006). A legislacdo brasileira por meio da
Portaria Ministerial 448/98 proibiu seu uso,

assim como da Furazolidona e da
Nitrofurazona para animais produtores de
alimentos (Brasil, 1999).

Segundo o artigo 514 do RIISPOA, é
proibido o emprego de substancias quimicas
na conservacdo do leite e, quando um
antibiético for utilizado para tratamento de
enfermidades em vacas leiteiras, a
comercializacdo do leite somente podera ser

intramaméaria perdura por 141 horas no leite
(Fagundes e Molin, 1988).

Para Fagundes (1981), o tempo de eliminacdo
de residuos de antimicrobianos pode variar de
66 a 96 horas em animais sadios, porém
Lopes et al. (1998) citam periodo de até 96 a
141 horas em animais com mastite.

O periodo de caréncia de um antimicrobiano
€ 0 prazo de eliminacdo deste no leite, apos a
Gltima aplicagédo (Brito, 2006). Esse periodo
de eliminacdo da substancia administrada
deve ser respeitado para prevenir residuos de
drogas e aditivos alimentares nos alimentos
provenientes dos animais tratados, que
durante esse periodo ndo devem ser utilizados
para consumo humano (Aspenstrom-
Fagerlund, 1993; Brito, 2006).

Segundo o0 Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento - MAPA (Brasil,
2002), ndo é permitido o envio de leite a

efetuada depois de transcorridas 72 horas daPosto de Refrigeragdo ou estabelecimento

Gltima aplicacao destes

(Regulamento..., 1980).

produtos

Estudos realizados por Fagundes (1981)
comprovaram gque em vacas com mastite, a
PPD (dihidroestreptomicina + penicilina

procaina) permanece no leite 117 horas
guando aplicada por via intramuscular e 126
horas quando aplicada por via intramamaria.
A clortetraciclina, quando inoculada por via

intramuscular, permanece 96 horas e por via
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industrial adequado, quando oriundo de
animais que estejam sendo submetidos a
tratamento com drogas e medicamentos de
uso veterindrio em geral, passiveis de
eliminagdo pelo leite, motivo pelo qual
devem ser afastados da producdo pelo
periodo recomendado pelo fabricante, de
forma a assegurar que os residuos da droga
ndo sejam superiores aos niveis fixados em
normas especificas.



2.3. PREJUIZOS A
CONSUMIDOR E AS
LATICINIOS

SAUDE DO
INDUSTRIAS DE

A presenca de inibidores bacterianos no leite
de consumo como sanitizantes,
antimicrobianos ou quimioterapicos, resulta
em grande preocupacdo para a industria
laticinista, além de representar um risco para
a saude do consumidor (Borges et al., 2000).
Uma vez que a presenca de residuos de
antimicrobianos constitui tal risco, o
veterinario e o produtor devem estar
preparados para detectar e tomar as medidas

cabiveis para evitar este tipo de
contaminacéo (Costa, 1996).
Os antimicrobianos possuem grande

variacdo em relagdo a sua toxicidade (Brasil,
1999), sendo o risco a saude do consumidor
representado por reacles alérgicas, que se
manifestam geralmente como urticérias,
dermatites ou rinites e asma broénquica, que
podem, até mesmo, desencadear choque
anafilatico em individuos particularmente
sensiveis (Brady e Katz, 1988; Johnsson,
1993; Aspenstrom-Fagerlund, 1993; Costa,
1996; Borges et al., 2000; Brito, 2006).
Segundo Schliephake (1998), o]

associados ao cloranfenicol podem ocorrer
(Aspenstrom-Fagerlund, 1993; Costa, 1996,
Mitchell et al., 1998). Os efeitos toxicos nos
seres humanos incluem, também, problemas
auditivos, causados, por exemplo, pela
estreptomicina  (Brasil, 1999). Alguns
antimicrobianos possuem potencial
carcinogénico, podendo desenvolver tumores
em animais de laboratério (como a
sulfametazina e os nitrofuranos) (Brito,
2006).

Deve-se considerar que o fator idade é
extremamente relevante em relacdo a
algumas das reagcbes adversas aos
antimicrobianos, portanto, a presenca destes
residuos no leite, que € consumido
principalmente na infancia, assume

particular importancia. Também, devem ser
considerados os riscos pelo consumo do leite
contendo altos niveis de residuos de
antimicrobianos por gestantes. Alguns
antimicrobianos tém potencial teratogénico,
como metronidazois, rifampicina e

trimetoprim; outros, como a estreptomicina
apresentam ototoxidade; e as tetraciclinas
podem determinar alteracbes no

desenvolvimento 6sseo fetal. Na Tabela 4
estdo reunidos alguns antimicrobianos que

aparecimento de reacdes alérgicas causadas apresentam efeitos adversos para gestantes e
por esses residuos estdo aumentando, sendo fetos (Costa, 1996).

estimado que 2 a 4 % da populacdo séo
afetados. Além das reacOes alérgicas, outros
problemas como anemia  apléstica,

Tabela 4 — Antimicrobianos que apresentam efedosraos para gestantes e fetos.

Antimicrobiano

Efeitos em gestantes e fetos

Tetraciclinas
posteriormente
Sulfonamidas

Alteracao no desenvolvimento 6sseo do feto e gHierana coloracdo dos dentes,

Hemdlise no recém-nascido, podem epaasdesordens do sistema nervoso central

Quinolonas Anormalidade na formacéo das cartilagens
Aminoglicosideos Ototoxicidade

Vancomicina Possivel ototoxicidade

Eritromicina Hepatite colestatica

Trimetoprim Possivel teratogenicidade

Metronidazol
Nitrofurantoina

Possivel teratogenicidade
Anemia hemolitica

Fonte: Costa (1996).
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Além de reacdes alérgicas e de inducao de

qguadros patolégicos, o0s residuos de
antimicrobianos possibilitam o risco de
inducdo de resisténcia bacteriana e,

posteriormente, a transferéncia de resisténcia
multipla entre os microrganismos atravées de
plasmidios ou de outros mecanismos como,
por exemplo, os transposons (Johnsson,
1993; Mitchell et al., 1998; Schliephake,
1998; Brasil, 1999; Borges et al., 2000).

O aumento de resisténcia de microrganismos
aos antimicrobianos tem sido considerado
um problema global, sendo a resisténcia
multipla a drogas observada em muitas
linhagens de bactérias, incluindo espécies de
Salmonella e Enterococcus O
desenvolvimento de microrganismos
patogénicos resistentes pode decorrer do uso
de antimicrobianos no homem, nos animais e
no ambiente. Animais produtores de
alimento sdo comumente expostos a
antimicrobianos por indicagéo terapéutica e,
ainda, para aumentar a eficiéncia alimentar e
0 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
microrganismos que, por sua vez, podem
estar presentes em alimentos de origem
animal (Cerqueira, 2003).

Considera-se indesejavel a presenca de
residuos de antimicrobianos, em relagdo aos
aspectos de producdo, devido a sua
interferéncia no crescimento dos cultivos

iniciadores durante a elaboragéo de queijos e
leites fermentados, podendo resultar em
coagulacdo inadequada do leite e maturacéo
inadequada de queijos durante sua producao;
reducdo na producdo de acido e “flavor”

durante a producéo de leites fermentados. A
presenca de antibiéticos no leite, mesmo em
pequenas quantidades, pode assim gerar
perdas na producdo de derivados l4acteos,
causando prejuizos econdmicos (Brady e
Katz, 1988; Johnsson, 1993; Varnam e

Sutherland, 1994; Gallina, 1997; Gigante,

2004).
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Uma vez que o leite contaminado com
residuo de antimicrobiano dé entrada na
industria, praticamente nada pode ser feito
para evitar sua presenca no leite fluido ou
nos produtos lacteos. Os tratamentos usuais
aos quais o leite é submetido, como filtracéo,
resfriamento e tratamento térmico na faixa
de 72-75°C por 15 a 20 segundos, tém pouca
ou nenhuma influéncia sobre o conteudo de
antimicrobianos. Mesmo o tratamento UHT
a 130-140°C por 2 a 4 segundos ndo €
suficiente  para destruir 100% dos
antimicrobianos (Gigante, 2004). Gallina
(1997) ressalta que os tratamentos térmicos
usualmente empregados pelas indastrias de
laticinios ndo inativam totalmente os
residuos de antimicrobianos.

Na grande maioria das vezes, a simples
presenca de residuo de antibiéticos ou
inibidores € motivo para descarte automatico
do produto e, portanto, ndo pagamento do
mesmo aos produtores. No entanto, algumas
industrias adotam programas de incentivo na
forma de bonificagdo para produtores que
mantém um padrdo de isencdo de residuos
de drogas por um longo periodo (Picinin,

2003).

Devido a todos esses fatores, é recomendada
a monitorizacdo da presenca de residuos de
antimicrobianos em leite, sendo adotados
como referéncia os valores estabelecidos
pela legislacdo brasileira e internacional.

2.4. LEGISLACAO

A partir da década de 1950, a preocupagéo
com as substancias quimicas presentes nos
alimentos foi manifestada pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS). Atualmente,
diversas organizacfes internacionais estdo
envolvidas no  desenvolvimento de
mecanismos de controle das substancias
guimicas (antibiéticos, hormonios, pesticidas
e parasiticidas) usadas na producdo animal.
Esses mecanismos incluem o controle da



distribuicio e uso em animais, a
determinacdo de niveis seguros de residuos
nos alimentos de origem animal e as
tecnologias de deteccdo de residuos
(Mitchell et al., 1998; Brito, 2003).

Em nivel internacional essas organizacoes
incluem a Comissédo dBodex Alimentarius
(Codex Alimentarius Commissipn cujas
diretrizes séo fixadas pet@odex Committee
on Residues of Veterinary Drugs in Food
(CCRVDF), que por sua vez é baseado
cientificamente peldoint WHO/FAOCEXxpert
Committee on Food Additive$JECFA).
Outros grupos internacionais incluem a
European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products (EMEA), Office
International des EpizootiedOIE) e a
Consultation Mondiale de I'Industrie de la
Santé Animale(COMISA). Muitos paises
possuem grupos especializados envolvidos
no assunto como oFood and Drug
Administration(FDA) nos Estados Unidos, o
Bureau of Veterinary Drugao Canada e o
Veterinary Products Committee of the
Ministry of Agriculture, Fisheries and Foods
no Reino Unido (Mitchell et al., 1998).

Para assegurar a alta qualidade e a seguranca
dos produtos lacteos, foi determinado o
Limite M&ximo 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 milh&o). Estes
limites, recomendados pelo Codex
Alimentarius sdo legalmente permitidos ou
reconhecidos como aceitaveis no alimento.
O LMR ¢é baseado na Ingestdo Diaria
Aceitdvel (IDA) de um residuo, que é
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
limites maximos de residuos (LMR), limite
de toleréncia ou limite de seguranga, sao
determinados a partir de apurados estudos
toxicologicos, de curto e médio prazos,
realizados em animais de laboratorios,
microorganismos e genomas celulares. Apos
a conclusdo destes estudos sao
recomendados os LMR dos diferentes
compostos aprovados a consideracdo dos
paises membros d€odex Alimentarius-
Programa das Nacdes Unidas Sobre
Harmonizacdo de Normas Alimentares,
gerenciado pela FAO/WHO (Brasil, 1999).
O Quadro 1 mostra os LMR em vigor no
Brasil, estabelecidos pela legislacdo
(Instrucdo Normativa n°42 de 1999
MAPA). J& o Quadro 2 mostra os valores
estabelecidos para os LMR pelGodex
Alimentarius pela Unido Européia (UE) e
pelo Brasil, e os valores de tolerancia
estabelecidos pelos Estados Unidos (EUA)
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Quadro 1 — Limite Maximo de Residuos (LMR) em les¢tabelecidos pelo Programa de Controle
de Residuos em Leite — PCRL.

Antimicrobianos Método LQ/MIC LMR/NA* Amostras | Laboratério
Analitico (10/kg) (ug/kg)
Penicilina NE 4
Ampicilina NE 4
Amoxicilina ELISA NE 4 LARA/RS
Estreptomicina CLAE-UV NE 200 100 LARA/MG
Tetraciclind 20 100
Oxitetraciclind 10 100
Clortetracilind 50 100
Eritromicina NE 40
Neomicina NE 500
Ceftiofur NE 100
Sulfametazina CL-EM/EM 25 100 LARA/RS
Sulfadimetoxini CLAE 25 100 60 LARA/MG
Sulfatiazo? 25 100 LARA/SP
ELISA LARA/MG
Cloranfenicol CLAE - UV 5 (i) 5* (ii) 100 LARA/RS
LARA/SP
Ivermectina CLAE - DF 10 10 LARA/MG
Doramectina 10 10 120 LARA/RS
Abamectina 10 10 LARA/SP
Eprinomectina 10 10

Fonte: Instrugdo Normativa’ 42/1999 — MAPA (Brasil, 1999); Portaria n° 50/2006MAPA
(Brasil, 2006)

(*) NA - Nivel de agdo; NE - Nao estabelecido, LQmite de Quantificacdo; MIC - Concentragdo Minimipitoria
2 Somatdrio de todas as Tetraciclifs8pmatério de todas as Sulfonamidas

METODOS DE ANALISE

ELISA — Enzima imunoensaio

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
UV - Detector Ultra Violeta

EM — Espectrometria de Massa

DF — Detector de Fluorescéncia

(i) Para aquelas substancias que possuem LMR &@gid&RO ou aquelas sem LMR estabelecidos, o Nivéigde é
igual ao Limite de Deteccao do método de confirrnaca
(i) Para drogas proibidas ndo se estabelecem LMR
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Quadro 2 — Limite Maximo de Residuos (LMR) estatidies peloCodex Alimentariuspela
Unido Européia (UE) e os limites de tolerancia kesdtecidos pelos Estados Unidos (EUA), em
comparacdo com o LMR da legislac&o brasileira -ngfkg (ppb).

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

Fonte: Adaptado de Brasil (1999); Pedersen e Suf2600); Official Standards -€odex

Alimentarius(2006).

Segundo o0 proposto no Regulamento
Técnico de Producdo, Identidade e
Qualidade do Leite tipo C (Brasil, 2002), no
qgue se refere aos procedimentos especificos
para o controle de qualidade da matéria-
prima no estabelecimento beneficiador, deve
ser realizada a colheita de amostra, por
produtor, no minimo uma vez por més, para
andlise completa, que incluird a pesquisa de
residuos de antimicrobianos, cujos métodos
analiticos empregados devem apresentar
sensibilidade para os LMR adotados pelo
MAPA (Quadro 1).

O leite contendo substancias inibitorias
acima dos limites legais € considerado
inaceitavel para utilizacdo, podendo resultar
em perda total para os produtores.

Conseqguentemente, a disponibilidade de
testes sensiveis, rapidos e baratos para a
medicdo de residuos de antimicrobianos no
leite € uma necessidade (Schliephake, 1998).

2.5. SITUACAO DO BRASIL

Diante do estabelecimento dos limites
maximos de residuos em leite (LMR),
diversos estudos tém sido realizados para a
pesquisa da presenca desses residuos em
leites comerciais, por meio de testes
variados. Tais estudos sdo importantes para
0 levantamento da qualidade do leite
consumido no Brasil, principalmente no que
se refere aos riscos a saude do consumidor.
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residuos de
leite tratado

Persisténcia de
antimicrobianos em
termicamente

Quanto a persisténcia de residuos de
antimicrobianos no leite, estudo realizado
por Fagundes (1980) revelou a prevaléncia
de 5,49% para o leite tipo B e 1,25% para o
leite tipo C, comercializados em Belo
Horizonte (MG), de agosto a novembro de
1978. Ja4 Barros e Perches (1981), em
estudo realizado na cidade de S&o Paulo
(SP), observou-se uma prevaléncia de
21,87% das amostras do leite B empacotado
e distribuido ao consumo.

No estudo de Silva e Sena (1984) analisou-
se amostras de leite pasteurizado tipo B (96
amostras) e Especial — 3,2% de gordura
(288 amostras), de trés marcas comerciais,
na cidade de Belo Horizonte (MG), no
periodo de abril de 1982 a marco de 1983.
Utilizou-se quatro métodos diferentes para
a pesquisa: método classico com disco de
papel filtro (utilizando oBacillus subitilig,
método do TTC, Delvotest-P e um método
gue estava em pesquisa (utilizando o
Bacillus stearothermophilus  var.
calidolactis. Observou-se resultado
positivo para presenca de residuos de
antimicrobianos em 4,16 % no leite tipo B,
e 1,04% no leite Especial.

Magalhdes (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 freqiéncia de
residuos de inibidores (36,67%), seguido
pelo leite “Integral/Fazenda” (20,00%) e
pelo leite 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.
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Albuquerque et al. (1996) investigaram a
presenca de residuos de antimicrobianos em
leite comercializado na regiao
metropolitana de Fortaleza (CE), analisando
251 amostras de leite (leite pasteurizado
tipo A e tipo C). Os resultados indicaram
gue das amostras analisadas, 71,31% (179
amostras) apresentaram residuos de
inibidores, sendo o maior indice de
positividade encontrado no leite tipo A
(86,9%). Os autores presumem que este
indice se deve ao maior uso de antibioticos
pelo produtor de leite e a ndo obediéncia do
periodo de caréncia dos medicamentos
utilizados nas vacas.

Machado (1998), com o objetivo de
determinar a incidéncia da contaminacao
com residuos de antimicrobianos no leite
pasteurizado tipo C e “Integral/Fazenda”
comercializados na regido Norte-Nordeste
do Estado do Rio de Janeiro, analisou 300
amostras de leite, sendo 130 do tipo C e
170 do Integral/Fazenda, no periodo de
abril de 1996 a abril de 1997. Observou-se
uma incidéncia total de 4,33% de
contaminacéo com residuos de
antimicrobianos no leite, utilizando o
método Delvotest-P e o Snap-test para beta-
lactamicos.

Lopes et al. (1998) analisaram 178 amostras
de leite pasteurizado tipo A, tipo B e tipo 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 namero de
amostras com presenca de residuos de
antimicrobianos ocorreu, respectivamente,
nos leites pasteurizados tipo A (14,1%) e
tipo B (2,5%). No leite pasteurizado tipo C
ndo houve deteccdo desse tipo de
substancia nas amostras testadas.

Souza (1998) pesquisou a presenca de
residuos de antimicrobianos em 384
amostras de leite, sendo 322 do tipo C e 62



UHT, provenientes das cinco regides do

estado de Santa Catarina. Utilizou-se o teste
Delvotest-P e as amostras foram coletadas e
analisadas no periodo de setembro de 1996
a setembro de 1997. O resultado encontrado
foi de alta prevaléncia desses residuos
(50,52% de amostras positivas e 44,01%

suspeitas).

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 antibiéticos em Agar, tendo Bacillus
subtilis e o Bacillus stearothermophilus
como microrganismos-teste. Encontraram-
se residuos em 9,95% das amostras, sendo
que 32,5% das 98 marcas comerciais
apresentaram-se positivas.

Barros et al. (2001) realizaram pesquisa de
residuos de antimicrobianos em leite
pasteurizado tipo C, comercializado na
cidade de Salvador (BA), no periodo de
outubro de 1998 a marco de 1999.
Analisaram-se 26 amostras, utilizando o
testeAntimicrobial Diffusion Methodom o

Bacillus stearothermophilus  var.

calidolactis Do total de amostras, 38,5%
encontraram-se positivas para residuos.

Nascimento et al. (2001) avaliaram 96
amostras de leite de seis diferentes marcas
comerciais (leite tipo A, tipo B, tipo C e
UHT) na cidade de Piracicaba (SP).
Utilizou-se o método do disco de papel
filtro em meio de cultura contendRacillus

stearothermophilus Os dados
demonstraram que das 96 amostras
analisadas, 50% (48 amostras)

apresentaram resultados positivos.

Rosario (2002) avaliou a presenca de
residuos de antimicrobianos no leite
comercializado no municipio de

Pirassununga (SP), com o SNAP test.
Foram coletadas amostras de leite tipo A,
B, C e UHT, sendo uma amostra de cada
marca de leite do comércio. No total, foram
analisadas 193 amostras, sendo que 8,2%
apresentaram-se positivas para presenca de
residuos.

Ruela (2003) utilizando um método de
cromatografia liqguida de alta eficiéncia
(CLAE) analisou 53 amostras de leite
comercializado no Brasil. O método
utilizado apresentou limites de deteccéo de
10 ng/mL para oxitetraciclina, 15 ng/mL
para tetraciclina e 40 ng/mL para
clortetraciclina. Em apenas uma amostra
(1,9%) foi detectada a presenca de
guantidade significativa de oxitetraciclina
(22 ng/mL). Ja 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 detec¢do do
meétodo de 4,@g/L para a ampicilina e 3,0
ng/L para a penicilina.

Leme et al. (2004) analisaram 1500

amostras de diferentes tipos de leite (A, B,

C, e UHT) comercializados na cidade de

Sao 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% apresentaram resultado
positivo para presenca de residuos de
antimicrobianos.

Embora utilizando diferentes métodos de
deteccao de residuos de antimicrobianos no
leite, esses dados mostram que o problema
continua ocorrendo, independentemente do
tipo de leite e da cidade de coleta. Os dados
acima descritos foram compilados na
Quadro 3 para melhor visualizagcdo da
situacdo do Brasil em relacdo a presenca de
residuos de antimicrobianos no leite nos
altimos anos.
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Quadro 3 - Prevaléncia de residuos de antimicrobig®) em leite tratado termicamente no
Brasil nos ultimos anos.

N

Autor Ano Cidade/Estado Teste Resultadp Tipo de leite N°
positivo (%) amostras
Barros e Percheg 1941 S&o Paulo/SK TTC 21,8f B 3
Silva e Sena 1984 Belo Horizonte/MG 4 métodos 4,16 B 96
Silva e Sena 1984t Belo Horizonte/MG 4 métodos 1,04 Especial (3,2% 288
de gordura)
Magalhaes 199% Belo Horizonte/MG TTC 15,83 A, B, Celntegrgl 120
Fazenda
Albuquerque et al| 1996 Fortaleza/CE Disco de papel 71,31 AeC 251
filtro
Machado 1994 RJ Delvotest e Snpp 4,33 C e Integral 300
B-lactamicos Fazenda
Lopes et al. 1994 Campinas/SP Delvotest-p 7,9 AB 178
Souza 1999 SC Delvotest-P 50,52 C e UHT 384
Borges et al. 200 GO Difusdo em adar 9,95 BeC 533
Barros et al. 2001 Salvador/ BA | Antimicrobial 38,5 C 26
Diffusion Method
Nascimento et al| 200[L Piracicaba/SH Disco de papel 50,0 A, B, Ce UHT 96
filtro
Rosario 2002 Pirassununga/SP  Spdg@ctamicos 8,2 A, B, Ce UHT 193
e tetraciclinas
Ruela 2003 Varios estados CLAE 1,9 A, B, C e UHT 53
Brito 2004 MG CLAE® 40 A, B, C e UHT 55
Leme et al. 2004 Sé&o Paulo/SP Delvotest-SP 0,64 B, & e UHT 1500

Fonte: adaptado de varios autores.

dCLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia izdda na detecgdo de tetraciclinas, com limitededecgdo de
10 ng/mL (oxitetraciclina), 15 ng/mL (tetraciclina)}0 ng/mL (clortetraciclina).
PCLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia itilda na detecgédo de beta-lactamicos, com limiedeteccdo
de 4,0ug/L (ampicilina), e 3,@g/L (penicilina G).

2.6. METODOS DE DETECCAO DE
RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS NO

LEITE

Para a detecgdo de antimicrobianos em leite
podem ser utilizados trés tipos de métodos
microbioldgicos,
quimicos e imunoenziméticos. Cada um
vantagens

de

destes

andlise:

métodos

possui

Os métodos utilizados para a determinagéo
de residuos de medicamentos veterinarios,

devem estar baseados em um conjunto de

critéri

fisico-

e

desvantagens em relagéo ao custo, tempo de

resposta e especificidade, o que os qualifica

laboratério

os

e

como:

2.6.1. Métodos microbiolégicos

como adequados ou ndo para cada fim
proposto (Ramirez, et al., 2001).
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O principio

destes

testes

sensibilidade,

especificidade, precisédo, limite de deteccao,
limite de quantificacéo,
aplicabilidade em condicbes normais de
susceptibilidade
interferentes (Noa e Varcarcel, 2000).

praticidade e

a

baseia-se

usualmente na inibicdo de crescimento de

micro

rganismos

empregados,

percebida

pela mudancga de cor de um indicador de pH



no meio-teste. As seguintes bactérias sao
amplamente utilizadas nos testes de
inibicAo de  crescimento: Bacillus
stearothermophilus, Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus, Bacillus
subtilis, Bacillus cereuse Micrococcus
luteus As concentragbes detectadas dos
varios antimicrobianos variam entre 0s
diferentes testes (Mitchell et al., 1998;
Cerqueira, 2003).

Nesses testes, o inOculo padrdo de um
organismo-teste (por exemplo, Racillus
stearothermophilys é incubado em
amostras de leite por um periodo de
algumas horas. Se o0 leite contiver
concentracdo suficiente de substancias
inibidoras, o crescimento bacteriano é
reduzido ou eliminado. A presenca de
substancias inibidoras € indicada por zonas
de inibicdo ou por indicadores coloridos
(Cullor, 1992).

Os testes de inibicAo microbiana sé&o
sensiveis aos inibidores naturais presentes,
em grande quantidade, no leite de animais
com mastite, causando um resultado de
teste positivo, quando ndo ha residuos de
antimicrobianos. Por estas razbes, a
Federacgéo Internacional de Laticinios (FIL)

iniciou diretrizes para a descricdo

padronizada de testes de inibicdo
microbiana e para a validacdo destes
métodos (Honkanen-Buzalski e Reybroeck,
1997; Cerqueira, 2003).

2.6.2. Fatores que interferem nos testes
microbiol6gicos

Os fatores que podem interferir no
resultado dos testes microbiolégicos podem
estar relacionados a composi¢do da amostra
ou a susceptibilidade durante os
procedimentos do teste. De forma
generalizada, pode-se dizer que a influéncia
da composi¢do da amostra diminuir4d com o
aumento da sensibilidade para a deteccdo
de uma variedade de antimicrobianos
(Suhren, 1995).

Além de seletividade e sensibilidade, outros
parametros podem interferir no
desempenho dos testes como: elevada
contagem de células somaticas (CCS),
elevada contagem bacteriana total (CBT),
possivel interferéncia de outras classes de
drogas, fatores antibacterianos presentes no
leite da vaca com mastite e no colostro
(lactoferrina e lisozima). Esses fatores
podem interferir com o crescimento do
microrganismo  presente  no  teste,
determinando falsa positividade (Cullor,
1992; Andrews et al., 1997; Mitchell et al.,
1998; Brito, 2003; Cerqueira, 2003).

A mastite clinica € a responsavel por

diversos problemas de saude que requerem
tratamento com antimicrobianos durante a
lactagdo. Mesmo quando o leite esta

aparentemente normal, pode-se seguir um
episédio de mastite clinica durante a fase de
recuperacdo devido a persisténcia de
mastite sub-clinica. Conseqlentemente a
avaliagdo dos resultados do teste de
pesquisa de residuos deve levar em
consideracdo a CCS e a CBT do leite dessas
vacas individualmente, j& que esses fatores
podem estar associados com resultados
falso-positivos (Andrew et al., 1997).

Para se evitar a influéncia de
microrganismos contaminantes sobre o
microrganismo-teste, guando
microrganismos mesofilos sdo usados no
método, recomenda-se 0 pré-aquecimento
da amostra para inativar a maior parte da
microbiota do leite e também os inibidores
naturais ali presentes. No caso de se usar
um microrganismo-teste termdfilo como o
Bacillus stearothermophilysecomenda-se

a incubacdo dos sistemas de teste em
temperaturas 50°C, faixa de temperatura
gue somente alguns microrganismos da
microbiota do leite podem se multiplicar e
realizar suas atividades metabdlicas
(Suhren, 1995). Fatores como reagente
utilizado, condi¢cdes de incubacao e volume
da amostra podem também interferir
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durante a realizacdo dos testes (Cerqueira,

2003).
Inibidores naturais

Os fluidos excretados pelo corpo como
lagrimas, saliva e leite contém substancias
antimicrobianas. Provavelmente, o objetivo
€ manter, razoavelmente baixo, o nivel de
infeccdo dos locais produtores desses
fluidos. Esses chamados inibidores naturais

para que niveis normais nao sejam
confundidos com residuos de
antimicrobianos no leite, prejudicando deste
modo os produtores (Beukers, 1993).

Os mais importantes inibidores naturais do

leite sdo as proteinas, incluindo a
lactoferrina, a lisozima e o0 sistema
lactoperoxidase. A concentracdo de

lactoferrina e lisozima no leite varia muito
com o estagio da lactagdo, havendo altos

também agem contra as bactérias presentesvalores no colostro e no leite proveniente de

nos testes microbiol6gicos, sendo assim
essencial que seja feito um controle em

vacas com mastite, conforme mostrado na
Tabela 5 (Cullor, 1992; Beukers, 1993;

relacdo a presenca desses inibidores naturaisMitchell et al., 1998).

Tabela 5 — Concentragéo de lisozima e lactofeemag/mL em amostras de leite normal, em

leite de vacas com mastite e em colostro.

Proteina Leite Leite de vacas com mastite Colostro
Lisozima {g/mL) 0,1-0,2 0,5-3 0,4
Lactoferrina fpg/mL) 20-350 Mais de 8000 2000-5000

Fonte: Beukers (1993)

2.6.3. Kits comerciais para deteccdo de
antimicrobianos no leite

Existem vérios kits comerciais disponiveis
para a pesquisa de residuos de
antimicrobianos em leite (Tabela 6). Esses
kits permitem facil realizacdo das analises,
de uma forma mais ou menos mecanizada

e sao relativamente baratos. Estes incluem:
BRT (Black Reduction TestCharm AIM,
Delvo e Valio T101 (Suhren, 1995). Outro
teste microbiolégico disponivel inclui o
COPAN ATK P & S que detecta
simultaneamente, residuos de
antimicrobianos do grup@-lactamicos e
tetraciclinas, além de sulfonamidas (Costa,

para analise em massa, sem a necessidade dd996; Cerqueira, 2003).

instrumentos sofisticados e pessoal treinado,
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Tabela 6 — Kits para pesquisa de residuos de antibianos em leite.

Principio do teste Nome do teste

Teste do disco
BR-Test (Brilliant Black Reduction Test)
Inibicdo do crescimento BR-Test “Blue Star”, BR-Test AS
microbiano Charm Farm Test, Charm inibition asSay
Delvotest-P, Delvotest-SP
Copar® ATK P & S Microplaté;
Copar® ATK P & S Singlé

Receptor Charm Cowside Test
Charm | Test, Charm Il Tést
Ligagdo a proteina CITE Probe g-lactamico)

CITE Prob® (Tetraciclinas)
CITE Prob® (Gentamicina)
CITE® Sulfa-trio (sulfametazina, sulfatiazol, sulfaméta®
ELISA Lactek (Beta-lactamicos); Lactek (sulfametaZina)
Lactek (Gentamicind)
Signal (gentamicina); Signal (sulfametaziha)
Signal (neomicind)
Penzymep®
Enzima Snap™ (Beta-lactamicos)
Snap™ (Tetraciclinaj
Método de bioluminescéncia (ATF)

Fonte: Adaptado de Cullor (1992), Costa (1996) draw et al. (1997).

IBR-test — Idetek Inc., Sunnyvale, California, USA

2Charm Test — Charm Sciences Inc., Malden, Md, USA

3Delvotes® - Gist-Brocades Food Ingredients Inc., King ofd2ia, Pa, USA
“Copar® ATK P e S Microplate e Single — Copan lItalia

SCITE Prob@® - IDEXX Laboratories Inc., Portland, Maine, USA

S_actek — Idetek Inc. Sunnyvale, California, USA

Signal — Signal ForeSite

8Penzime® - UCB-Bioproducts S. A., Chemin du Foriest, Beigiu

9Snap - IDEXX Laboratories Inc., Portland, Main&§AJ

19Método de bioluminescéncia (ATP) — Biosys S.A., @i@gne, France.
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Copar® — ATK Single e Microplate

O principio deste teste é semelhante ao do
Delvotest SP. O meio de cultura contém um
nimero padrdo de esporos dacillus

stearothermophilusrar. calidolactis C953.

Esta amostra foi selecionada porque €
muito sensivel a diversos antimicrobianos
e, em particular, a penicilina e aos beta-

lactamicos. Na adicdo de nutrientes
selecionados e de um aumento da
temperatura para 83, os esporos

germinam e se multiplicam havendo a

formacgéo de &cido. 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 concentragdo suficiente, causa
inibicAo do processo de multiplicagdo e,

conseqguentemente, ndo h& producdo de
acido. A cor do meio-teste neste caso nao
muda para amarelo e permanece violeta.
Quando a concentracdo do inibidor esta
acima do limite de deteccdo do teste para o
mesmo, 0 meio-teste permanece com
coloracédo violeta; e atinge uma coloragéo
entre violeta e amarelo, quando a

concentracdo do inibidor esta proxima do

limite de detecc¢éo (Hotta, 2003).

2.6.4. Consideracdes sobre os métodos de
deteccao de residuos de antimicrobianos

De modo geral, 0s métodos
microbiolégicos tém habilidade para
analisar grande numero de amostras ao
mesmo tempo, mas esses métodos detectam
somente a presenca de substancias
inibidoras e nao necessariamente seus
metabdlitos ou seus produtos de
degradacdo. Um resultado positivo fornece
pouca ou nenhuma informacgéo a respeito da
identidade da substancia inibidora presente
(Croshby, 1991; Moats, 1997; Mitchell,
1998). Estes testes possuem niveis de
deteccdo dos antimicrobianos limitados, e
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também necessitam de muito tempo
(algumas horas) para a determinagdo do
resultado (Mitchell et al., 1998).

Por outro lado, os métodos quimicos podem
detectar tanto os componentes ativos quanto
qgualquer produto de degradacdo, mas seu
significado pode ndo ser conhecido em
termos de perigos a saude humana. Os
métodos quimicos sdo especificos para
componentes ou grupos (Crosby, 1991).

Nos testes microbioldégicos podem ocorrer
resultados falso-negativos se estiverem
presentes residuos de substancias as quais o
teste ndo é sensivel, ou em concentractes
inferiores as detectadas pelos testes
(Croshy, 1991). Resultados falso-violativos
ocorrem quando h& presenca de residuos de
antimicrobianos no leite em limites
inferiores aos de seguranca ou tolerancia,
porém detectaveis pelos testes (Andrew et
al., 1997).

Resultados falso-positivos retiram
equivocadamente o leite do uso para
alimentacdo humana, enquanto que

resultados falso-negativos permitem que
leite contaminado com antimicrobianos
entre no mercado para consumo humano
(Zeng et al., 1998; Mitchell et al., 1998).

No Brasil, os métodos oficiais para
determinacéo de residuos de
antimicrobianos em leite sdo os métodos
fisico-quimicos de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que sao
mais precisos, porém tém custo mais
elevado, sdo mais demorados e necessitam
de equipamentos caros e pessoal treinado.
Esses testes devem ser realizados por
laboratoérios credenciados pelo Ministério
da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) como os Laboratérios de
Referéncia Animal (LARA) localizados em
diversos estados do pais, conforme mostra o
Quadro 1.



A condugdo de testes de triagem
apropriados para determinar residuos e a
adocdo de praticas sanitarias podem ajudar
na manutencdo da seguranca do leite
(Cullor, 1992). Devido a grande

importancia nutricional do leite e ao

aspecto de saude do consumidor, €
necessario o0 controle da presenca de
residuos de antimicrobianos nesse alimento
visando, desta forma, a sua qualidade
sanitaria (Lopes et al., 1998).

A presenca de residuos de antimicrobianos
no leite € uma questao a qual se deve dar
grande importancia devido aos prejuizos

gue pode causar, tanto econémicos quanto a
saude dos consumidores que ingerem
alimentos (em especial leite e derivados)

contendo tais substancias. Os testes
microbiol6égicos sdo, portanto, de grande

importancia para a industria de alimentos e,

conseguentemente, para a saude publica,
garantindo assim a saude do consumidor e a
reducdo dos prejuizos no processamento
dos derivados lacteos.

A pesquisa de presenca de residuos de
antimicrobianos em leite €& muito

importante de ser realizada, seja por
métodos microbioldgicos, fisico-quimicos

ou imunologicos, para que seja atestada a
segurancga do alimento, no caso o leite, que
€ consumido em grande quantidade por
criangcas. As criangas por sua vez, S0 mais
susceptiveis aos riscos que essas
substancias constituem para a saude
humana. Por tudo isso é indispensavel a
conscientizacao dos profissionais

relacionados a producdo de leite e a
inspecao, além do consumidor, que deve ser
0 principal interessado na seguranca dos
alimentos que sao oferecidos a sua familia.

Além da pesquisa de residuos de
antimicrobianos em leite, outra analise de
grande importancia € a contagem de
microrganismos em leite cru que também
esta relacionada com a qualidade do leite e

consegientemente com a saude do

consumidor.

2.7. CONTAGEM DE MICRORGANISMOS
EM LEITE CRU

Devido ao alto conteddo de agua, pH
proximo ao neutro e variedade de
nutrientes, o leite constitui excelente meio
de crescimento para muitos
microrganismos. O leite cru pode ser
contaminado com grande variedade de
microrganismos provenientes de diversas
fontes. O numero e os tipos de
microrganismos presentes no leite cru
refletem a salde da vaca, além das
condi¢Bes higiénicas nas quais o leite foi
obtido e armazenado (Broutin, 2004).

A qualidade microbiolégica do leite cru
resulta de um conjunto de fatores, como a
saude da glandula mamaria; as condi¢des
de manejo do rebanho; a higiene na
obtencdo do leite, da sala e dos
equipamentos e utensilios de ordenha; o
estado de salde do ordenhador e as
condicbes de estocagem e transporte do
leite enviado a industria (Cerqueira et al.,
1999a).

A enumeracdo de microrganismos no leite
cru € um importante instrumento de auxilio
no controle da qualidade por permitir uma
avaliacdo da higiene de ordenha, da saude
do animal e das condi¢bes de estocagem e
transporte do leite produzido. A elevada
populacdo bacteriana é indesejavel para o
consumidor, pois coloca em risco a saude
do mesmo devido a maior probabilidade de
veiculagdo de microrganismos patogénicos.
Para a indlstria, a elevada contagem
bacteriana é responsavel por problemas na
estocagem e no processamento do leite,

além de caracteristicas sensoriais
indesejaveis (Picinin, 2003; Fonseca,
2005).
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Segundo relatos de Cerqueira et al. (1999b),
o leite ao sair do Ubere, possui uma
microbiota variavel de 5,0 x 1@ 1,0 x 16
UFC/mL, podendo atingir 1,0 x 40
representada por micrococos e bacilos nao
patogénicos.

A Instrucdo Normativa 51 do MAPA
(Brasil, 1999) que aprova o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ)
do leite cru refrigerado, estabelece
requisitos microbiolbgicos, fisicos,
qguimicos, de CCS, e de residuos quimicos a
serem avaliados pela Rede Brasileira de
Laboratérios de Controle de Qualidade de
Leite. No que se refere a contagem de
microrganismos (contagem padrdo em
placas) em leite cru a legislacdo estabeleceu
0 méaximo de 1,0 x POUFC/mL até 1° de
julho de 2008 na regido sudeste, devendo a
andlise ser realizada no minimo uma vez
por més para todos os estabelecimentos
processadores de leite.

2.7.1. Contagem Bacteriana Total (CBT)
por método eletrdnico

A busca de melhoria na pecuaria leiteira
envolve a qualidade do leite, o que tem sido
uma motivacdo mundial visando a obtencédo
de uma matéria-prima de qualidade, na
propriedade rural e na industria, e de um
produto seguro e saudavel na mesa do
consumidor. Varios métodos para analise
desta qualidade foram desenvolvidos nas
Ultimas décadas, a exemplo da citometria de
fluxo e da radiagdo infravermelha, ambos
empregados com sucesso na andlise de
diferentes componentes do leite. O estado
de saude do animal e da glandula mamaria
pode ser estimado com base nos resultados
de diversas andlises, que ja sdo rotina em
laboratérios automatizados no Brasil
(Fonseca, 2005).

A contagem bacteriana do leite pode ser
feita por meio de varios métodos, como a
contagem padrdo em placas e a contagem
eletrbnica. A contagem padrdo em placas é
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amplamente adotada em todo o mundo e
auxiia na avaliacdo da contaminacdo

bacteriana do leite, podendo estimar

microbiota diversificada, dependendo da

temperatura de incubacdo utilizada na

técnica. E um método simples, sem

necessidade de equipamentos sofisticados,
entretanto é pouco preciso e demorado,

necessitando de 48 a 72 horas de incubagéo
para a obtengdo dos resultados (Suhren e
Walte, 2000; Fonseca, 2005).

Os meétodos eletrbnicos sdo mais rapidos
(aproximadamente 150 amostras por hora).
Na determinacdo da contagem bacteriana
por citometria de fluxo utilizada na rotina
laboratorial para analise de leite ndo ha
distincdo entre células vivas e mortas. A
técnica de marcacao por
imunofluorescéncia, utilizando corantes que
permitem diferenciacdo da viabilidade
celular, pode ser uma alternativa futura para
contornar este problema (Suhren e Walte,
2000; Fonseca, 2005).

No equipamento eletrébnico que tem como
principio de funcionamento a citometria de

fluxo, um corante fluorescente, o brometo

de etidio, se liga ao DNA das células, que
sdo levadas por meio de um fluido

carreador a um compartimento de

passagem. Neste compartimento ha a
incidéncia de um feixe de laser sobre a
amostra com DNA corado, que ao incidir

no brometo de etidio resulta na emissao de
fluorescéncia, que é captada como pulso
eletrénico. A intensidade e a amplitude dos
pulsos de fluorescéncia captados sé&o
traduzidos em contagens individuais de
bactérias e entdo transformados
estatisticamente em UFC/mL por meio de
uma curva de calibragdo previamente
elaborada (Bactocount..., 2002, citado por
Alves, 2006).

2.8. OBJETIVOS

Frente a importancia da realizagédo de testes
para pesquisa da presenca de residuos de



antimicrobianos no leite que chega as
indastrias, € necesséaria a realizagdo de
trabalhos de pesquisa para avaliar a
eficiéncia desses testes na deteccdo de tais
residuos. Diante disso o0 objetivo do
presente trabalho foi avaliar a eficiéncia do
kit COPAN ATK P & S — Microplate e
Single — na deteccdo de residuos de
antimicrobianos em leite  inoculado
experimentalmente com diferentes
concentracbes de Vvarios grupos de
antimicrobianos (beta-lactamicos,
tetraciclinas, sulfonamidas, macrolideos,
aminoglicosideos e trimetoprim). Também
foi avaliada uma estratégia de triagem para
a realizacdo da pesquisa de residuos de
antimicrobianos em leite cru, utilizando-se
a baixa contagem bacteriana total como
requisito basico, além do histérico dos
produtores.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 AVALIACAO DO KIT COPAN ATK P
& S — MICROPLATE E SINGLE

O teste qualitativo para deteccdo de
substancias inibitérias no leite, COPAN
ATK P & S, nas versbes Microplate e
Single, baseia-se no crescimento do
Bacillus stearothermophilus  var.
calidolactis, que promove mudanca de pH
detectada como uma alteracdo da cor do
meio-teste de violeta para amarelo, por
producdo de &cido no meio e conseqiente
diminuicdo do pH. Quando as substancias
inibitérias estdo presentes, ndo ha
crescimento do microrganismo e o pH nao
se altera, assim a cor do meio permanece a
mesma (violeta).

Os procedimentos de avaliagdo do kit
COPAN ATK P & S seguiram as

recomendacdes prescritas na Guia para
validagdo de métodos EURACHEM

(Eurachem, 1998). As andlises foram feitas
seguindo criteriosamente as recomendacdes
e cuidados do fabricante, descritos no
manual para os kits Microplate e Single

(Anexo 1), e foram realizadas no periodo de
setembro a dezembro de 2004. Todos os
procedimentos foram realizados em capela
de fluxo laminar sob condi¢des assépticas e
com material estéril no Laboratério de
Microbiologia de Leite e Derivados do
Departamento de Tecnologia e Inspec¢éo de
Produtos de Origem Animal (DTIPOA) da
Escola de Veterinaria da UFMG, em Belo
Horizonte (MG).

Solucdes-padrédo, preparadas com 13
antimicrobianos (Sigma Aldrich Brasil
Ltda.), foram adicionadas em amostras de
leite em diferentes concentracbes desses
antimicrobianos. As  solugbes-padrdo
utilizadas na adicdo das amostras foram
preparadas em solvente compativel com o
kit, seguindo recomendacgdes internacionais
(CEN Standard, 1999) (Anexo 4).

A adicBo de amostras consistiu na
inoculacdo de solugdes-padrédo dos analitos
pesquisados em uma amostra branca da
matriz em questdo (amostra de leite isento
de residuos de antimicrobianoSkim milk

da DIFCO - Becton Dickinson and
Company - Sparks, Maryland - USA). Os
niveis de adicdo foram estabelecidos
considerando o limite de deteccéo
declarado pelo fabricante e o limite maximo
de residuo (LMR) estabelecido pela
legislacdo brasileira através da Instrucao
Normativa n° 42 de 1999, conforme Brasil
(1999), ou por 6rgdos internacionais como a
OMS e oCodex Alimentariugquando a
legislacdo brasileira ndo estabelece os
limites para determinada droga). Foram
estabelecidos quatro niveis de
concentracoes (Quadros 4 e 5):

e 0 primeiro nivel equivalente a
metade do limite de deteccdo
declarado pelo fabricante;

e 0 segundo nivel equivalente ao
limite médximo de residuos (LMR)
estabelecido pela legislacéo
brasileira;
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e 0 terceiro nivel equivalente ao

limite de deteccdo declarado pelo
fabricante;

o quarto nivel equivalente ao dobro
do limite de deteccdo declarado
pelo fabricante.

As amostras foram inoculadas utilizando
esses quatro niveis de concentragdo
diferentes de antimicrobianos dos grupos:
beta-lactamicos penicilina G, ampicilina,

amoxicilina, cloxacilina, oxacilina;
tetraciclinas: oxitetraciclina e tetraciclina;
sulfonamidas sulfadiazina e
sulfametoxazol;macrolideos eritromicina

e tilosina;aminoglicosideos gentamicina,;
vérios: trimetoprim. Foram realizadas 30
repeticbes de cada nivel para o teste
Microplate e 8 repeticdes de cada nivel para
o teste Single.

Quadro 4. Niveis de concentracdo dos antimicrolsigarpressos em ppb) testados pelo teste

COPAN ATK P & S Microplate.

Antimicrobiano Niveis de Concentragdo (ppb)
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
Amoxicilina cristalina 1,75 4,0 3,5 7,0
Ampicilina anidra cristalina 2,0 4,0 4,0 8,0
Cloxacilina sédica monohidratada 12,5 30 (OMS) 25 0 5
Oxacilina s6dica monohidratada 7,5 30 (OMS) 15 30
Penicilina G sodica 1,25 4,0 2,5 5,0
Cloridrato de Tetraciclina 50 100 100 200
Oxitetraciclina dihidratada Sigmaultra 75 100 150 003
Estearato de Eritromicina 150 40 300 600
Tartarato de Tilosina 37,5 - 75 150
Sulfadiazina 25 100 50 100
Sulfametoxazol - 100 - -
Sulfato de Gentamicina 100 200ddey 200 400
Trimetoprim 100 50 (OMS) 200 400

Nivel 1 = Metade do limite de detecc¢éo declarado fabricante; Nivel 2 = Limite Maximo de Residuos
— LMR (IN 42, OMS eCodex Alimentarids Nivel 3 = Limite de deteccdo declarado pelo ifabrte;
Nivel 4 = Dobro do limite de deteccao declarado fedbricante.
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Quadro 5. Niveis de concentracdo dos antimicrolsigerpressos em ppb) testados pelo teste

COPAN ATK P & S Single.

Antimicrobiano Niveis de Concentragéo (ppb)
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
Amoxicilina cristalina 2,0 4,0 4,0 8,0
Ampicilina anidra cristalina 2,0 4,0 4,0 8,0
Cloxacilina sédica monohidratada 12,5 30 (OMS) 25 0 5
Oxacilina s6dica monohidratada 7,5 30 (OMS) 15 30
Penicilina G sodica 1,25 4,0 2,5 5,0
Cloridrato de Tetraciclina 50 100 100 200
Oxitetraciclina dihidratada Sigmaulta 75 100 150 030
Estearato de Eritromicina 100 40 200 400
Tartarato de Tilosina 50 - 100 200
Sulfadiazina 25 100 50 100
Sulfametoxazol - 100 - -
Sulfato de Gentamicina 125 200 (Codex) 250 500
Trimetoprim 100 50 (OMS) 200 400

Nivel 1 = Metade do limite de detec¢do declarado fabricante; Nivel 2 = LMR (IN 42, OMS @odex
Alimentariug; Nivel 3 = Limite de deteccdo declarado pelo ifzeote; Nivel 4 = Dobro do limite de

detecc¢édo declarado pelo fabricante.

Para a realizacdo do teste na verséo
Microplate, conforme recomendacdo do
fabricante descrita no Anexo 1, 100 de
leite contendo as concentracbes de
antimicrobianos  (Quadro 4) foram
transferidos para cada orificio da placa-
teste, sendo todos os niveis repetidos 30
vezes. Ja para a versdo Single, foram
realizadas oito repeticbes de cada nivel,
conforme descrito no Quadro 5. Também
foram utilizadas amostras para controle
negativo (leite em po isento de residuos e
reconstituido com &gua estéril) e controle
positivo (leite adicionado de concentragéo
significativa de antimicrobiano). Apds a
inoculacdo do leite no kit, o mesmo foi
incubado em banho-maria a 64°Q % por
trés horas. A leitura foi feita observando-se

essa concentracdo existente esta proxima do
nivel de deteccéo do teste.

Para a avaliacdo da especificidade foram
utilizadas amostras brancas preparadas com
leite isento de residuosSKim milk da
DIFCO - Becton Dickinson and Company -
Sparks, Maryland - USA). Para a
determinacdo da sensibilidade, amostras
brancas (do mesmo leite) foram adicionadas
de diferentes concentracoes 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

a presenga ou ndo de alteracédo na coloragdo de antimicrobianos.

do kit (violeta — positivo, amarelo -

negativo), como mostra a tabela de cores
para a verificacdo de resultado (Anexo 2),
ressaltando que coloracdo entre o violeta e
o0 amarelo € resultado suspeito, que é
considerado positivo, ja que essa coloracao
indica que ha presenca de inibidores, porém
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3.2 AVALIACAO DA ESTRATEGIA DE
TRIAGEM DE AMOSTRAS DE LEITE
CRU COM BAIXA  CONTAGEM
BACTERIANA TOTAL

3.2.1. Coleta das amostras

Amostras de leite cru de produtores rurais
da regido metropolitana de Belo Horizonte

foram coletadas em tanques refrigerados e
analisadas em laboratério, para contagem
bacteriana total (CBT), em equipamento

eletrbnico por método de citometria de

fluxo (Foss Eletric), no periodo de outubro

a novembro de 2005.

Foram observados os resultados obtidos no
equipamento eletrénico para CBT e o leite
dos produtores que apresentaram amostras
com histérico de CBT abaixo de 5,0 x*10
UFC/mL foram selecionados para nova
coleta, no dia subseqgiiente da mesma. Essa
nova coleta foi realizada por funcionério do
laticinio, em frasco estéril.

A partir desta triagem, 136 amostras de
leite cru foram coletadas em frascos estéreis
(sem adicéao de Azidiol) e transportadas sob
refrigeracdo até o Laboratério de
Microbiologia do DTIPOA da Escola de
Veterinariam da UFMG onde foram
submetidas a pesquisa de residuos pelos
testes COPAN ATK P & S Microplate.

de de

3.2.2. Pesquisa residuos

antimicrobianos

Para a realizagdo do teste COPAN
Microplate, 100uL de cada amostra (leite
cru) foram transferidos para os orificios da
placa-teste. As amostras foram devidamente
identificadas e as placas foram entdo
incubadas em banho-maria a 64°Cl%C

por 3 horas. Apds esse periodo, realizou-se
a leitura dos resultados pela observacéo de
coloracdo, seguindo uma tabela que varia
de violeta a amarelo (Anexo 2). Quando o
orificio permanecia violeta, a amostra era
considerada positiva para presenca de
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residuos de antimicrobianos, quando houve
alteragcdo 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 proximas dos limites de
deteccéo dos testes.

Na realizacdo desse teste, utilizaram-se
também controles negativo e positivo. O
controle negativo foi preparado utilizando

leite em po isento de residuos (leite isento
de residuos de antimicrobianoSkim milk

da DIFCO - Becton Dickinson and

Company - Sparks, Maryland - USA)

reconstituido com 4gua destilada estéril. O
controle positivo foi preparado com este
mesmo leite, adicionado de antimicrobiano
(Neomicina).

3.2.3. Andlise Estatistica

A avaliagdo dos kits COPAN ATKP & S —
Microplate e Single — foi realizada no
presente trabalho pela observacdo dos
resultados (positivos/suspeitos e negativos)
e os resultados obtidos foram submetidos a
andlise estatistica. Realizou-se o estudo de
dispersdo de frequéncia por meio do teste
de Qui-quadradoyf) e o teste exato de
Fisher, conforme Sampaio (1998). Para a
realizacdo dos calculos utilizou-se o
programa estatistidepi Info 6(Dean et al.,
1992).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. AVALIACAO DA EFICIENCIA DO

TESTE COPAN ATK P & S
(MICROPLATE E  SINGLE) NA
DETECCAO DE RESIDUOS DE

ANTIMICROBIANOS NO LEITE

Os kits para deteccdo de residuos de
antimicrobianos COPAN, Microplate e
Single, foram avaliados, quanto ao limite de



deteccao de diferentes antimicrobianos. Em relag@oniveis de deteccdo testados, foi
verificado que os testes foram capazes de testes detectaram niveis abaixo destes (nivel
detectar a presenca dos antimicrobianos nas 2), conforme mostrado nas Tabelas 7 e 8 e
concentracbes declaradas pelo fabricante Anexo 5.

(nivel 3). Para alguns antimicrobianos, os

Tabela 7. Detecgéo (%) de diferentes concentrag@estimicrobianos em leite utilizando-se o
teste COPAN Microplate.

Antimicrobiano Nivel 1 (%) Nivel 2 (%) Nivel 3 (%) Nivel 4 (%)
P N S P N S P N S P N S

Amoxicilina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Ampicilina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Cloxacilina 96,66 0 3,34 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Oxacilina 100 0 0 100 0 0 9666 O 3,34 100 0 0
Penicilina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 9333 0 6,67

Oxitetraciclina 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0
Tetraciclina 0 100 0 0 96,663,34 0 96,66 3,34 0 0 100
Eritromicina 10 0 90 0 100 O 100 0 0 100 O 0

Tilosina 0 100 O NR NR NR 100 0 0 100 O 0
Sulfadiazina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0

Sulfametoxazol NR NR NR 100 0 0 NR NR NR NR NR NR

Gentamicina 0 100 0 6,66 93,34 O 6,66 93,34 O 100 0 0
Trimetoprim 0 30 70 0 96,663,34 100 0 0 100 0 0

P: Positivo, N: Negativo, S: Suspeito, NR: Ndo Realo
Nivel 1 = Metade do limite de detec¢do declarado fabricante; Nivel 2 = LMR (IN 42, OMS @odex
Alimentariug; Nivel 3 = Limite de deteccdo declarado pelo ifzemte; Nivel 4 = Dobro do limite de
detecc¢édo declarado pelo fabricante.

Tabela 8. Detecgéo (%) de diferentes concentrag@®estimicrobianos em leite utilizando-se o
teste COPAN Single.

Antimicrobiano Nivel 1 (%) Nivel 2 (%) Nivel 3 (%) Nivel 4 (%)
P N S P N S P N S P N S

Amoxicilina 0 100 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Ampicilina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Cloxacilina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Oxacilina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Penicilina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Oxitetraciclina 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0

Tetraciclina 0 100 0 0 0 100 0 0 100 100 0
Eritromicina 0 100 0 100 0 100 0 0 100 0
Tilosina 0 100 NR NR NR 100 0 0 100 0
Sulfadiazina 0 100 0 100 0 0 100 0 0 100 0
Sulfametoxazol NR NR NR 100 0 0
Gentamicina 0 0 100 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Trimetoprim 0 875 125 0 87,5 125 100 0 0 100 0

o o
o o

P: Positivo, N: Negativo, S: Suspeito, NR: Ndo Realo
Nivel 1 = Metade do limite de detec¢do declarado fabricante; Nivel 2 = LMR (IN 42, OMS @odex
Alimentariug; Nivel 3 = Limite de deteccdo declarado pelo ifzemte; Nivel 4 = Dobro do limite de
detecc¢édo declarado pelo fabricante.
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No Brasil, ainda existem poucos trabalhos ainda novos no mercado e necessitam de
realizados comparando os diferentes avaliagdes para sua validacao no pais (Hotta,
métodos existentes no mercado. Isto 2003).

dificulta a avaliacdo dos kits e a adocéo de

um método padrdo. Pouco se sabe sobre 4.1.1. Sensibilidade e Especificidade

estes kits em relacdo a sua sensibilidade e

especificidade devido a falta de pesquisas e As avaliagbes da sensibilidade e da
de metodologias capazes de avaliar a especificidade dos kits COPAN Microplate e

eficiéncia dos mesmos no Brasil. Muitos sdo Single estdo descritas nos Tabelas 9 a 11.

Tabela 9. Sensibilidade e especificidade (%) dsteseCOPAN Microplate e Single na deteccao
de concentragBes de antimicrobianos referentesMBs(Nivel 2).

Antimicrobiano Microplate Single
LMR Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade
(ppb) (%) (%) (%) (%)
Amoxicilina 4 100 100 100 100
Ampicilina 4 100 100 100 100
Cloxacilina 30 100 100 100 100
Oxacilina 30 100 100 100 100
Penicilina 4 100 100 100 100
Oxitetraciclina 100 0 100 0 100
Tetraciclina 100 0 100 0 100
Eritromicina 40 0 100 0 100
Tilosina SP NR 100 NR 100
Sulfadiazina 100 100 100 100 100
Sulfametoxazol 100 100 100 100 100
Gentamicina 200 6,66 100 100 100
Trimetoprim 50 0 100 0 100
NR: Nao realizado; SP: Sem Padrao

Tabela 10. Sensibilidade e especificidade (%) estes COPAN Microplate na detecgéo de
limites de concentracdes de antimicrobianos dedtsraelo fabricante (Nivel 3).

Antimicrobiano Nivel 3 Microplate
(ppb) Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Amoxicilina 3,5 100 100
Ampicilina 4,0 100 100
Cloxacilina 25 100 100
Oxacilina 15 96,66 100
Penicilina 2,5 100 100
Oxitetraciclina 150 0 100
Tetraciclina 100 0 100
Eritromicina 300 100 100
Tilosina 75 100 100
Sulfadiazina 50 100 100
Sulfametoxazol SP NR 100
Gentamicina 200 6,66 100
Trimetoprim 200 100 100
NR: Nao realizado; SP: Sem Padrao
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Tabela 11. Sensibilidade e especificidade (%) dste$ COPAN Single na detecgéo de limites
de concentragBes de antimicrobianos declaradodgtmiicante (Nivel 3).

Antimicrobiano Nivel 3 Single
(ppb) Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Amoxicilina 4,0 100 100
Ampicilina 4,0 100 100
Cloxacilina 25 100 100
Oxacilina 15 100 100
Penicilina 2,5 100 100
Oxitetraciclina 150 0 100
Tetraciclina 100 0 100
Eritromicina 200 100 100
Tilosina 100 100 100
Sulfadiazina 50 100 100
Sulfametoxazol SP NR 100
Gentamicina 250 100 100
Trimetoprim 200 100 100

NR: Nao realizado;

Observou-se que o0s testes apresentaram(sulfadiazina

excelente especificidade e boa sensibilidade
para os antimicrobianos testados, exceto
para as tetraciclinas, eritromicina,

gentamicina e trimetoprim. Segundo Gorni e
Cabrini (2003), os testes microbioldgicos,

como o Delvotest SP e o COPAN, abrangem
as principais classes de antibioticos
utilizados em gado leiteiro, como os beta-
lactamicos, tetraciclinas, sulfas e

aminoglicosideos. Possuem excelente limite
de deteccdo para cada penicilina,
cefalosporina e sulfas, razoavel para as
tetraciclinas, guestionavel para 0

aminoglicosideo gentamicina e péssimo para
cloranfenicol.

4.1.2. Deteccdo dos antimicrobianos de
diferentes grupos

Os antimicrobianos podem ser divididos em
grupos, de acordo com seu modo de acgéo, e
os utilizados no presente trabalho podem ser

assim agrupados: beta-lactamicos
(amoxicilina, ampicilina, cloxacilina,
oxacilina e penicilina); tetraciclinas

(oxitetraciclina e tetraciclina); macrolideos
(eritromicina e tilosina); sulfonamidas

SP: Sem Padrao

e sulfametoxazol);
aminoglicosideos (gentamicina) e outros
(trimetoprim).

Observando-se o0s resultados obtidos na
pesquisa de residuos de antimicrobianos,
utilizando-se o teste COPAN Microplate, em
relacdo ao grupo de drogas testado, nota-se
que ha diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) (Tabela 12). Esse
resultado comprova que a sensibilidade do
teste € diferente para cada grupo de
antimicrobiano, e por isso os limites de
deteccéo indicados pelo fabricante (Anexo
1) diferem em relacdo a cada grupo e até
entre antimicrobianos pertencentes ao
mesmo grupo. Utilizou-se o estudo de
dispersdo de frequéncia, por meio do teste
do Qui-quadrado ¥f) conforme Sampaio
(1998), e o programa estatistiEpi Info 6
(Dean et al., 1992).
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Tabela 12 — Deteccgédo de residuos de antimicrobipelogeste COPAN Microplate, em relacéo
ao grupo de antimicrobianos analisado (Nivel 2).

Presenca de residuos de antimicrobianos

% positivos e

Grupo de Antimicrobiano Total suspeitos
Positivo e suspeito Negativo
Beta-lactamicos 150 0 150 100
Tetraciclinas 1 59 60 1,67
Sulfonamidas 60 0 60 100
Macrolideos (Eritromicina) 0 30 30 0
Aminoglicosideos (Gentamicina) 2 28 30 6,67
Vérios (Trimetoprim) 1 29 30 3,33
TOTAL 214 146 360 59,44

x%= 344,17; gl = 5; significativo para p < 0,05

Analisando os resultados da Tabela 13, que
se refere a deteccdo de residuos de
antimicrobianos pelo teste COPAN Single
testados nas concentragbes do nivel 2
(LMR), observa-se que ndo ha diferenca
significativa (p > 0,05) na detec¢do dos
antimicrobianos  dos  grupos  beta-
lactamicos, sulfonamidas e

aminoglicosideos, onde todas as amostras
apresentaram resultado positivo ou
suspeito. Porém houve diferenca
estatisticamente significativa, pelo teste
exato de Fisher (p < 0,05) na deteccdo dos
antimicrobianos desses grupos em relag&o
aos outros grupos.

Tabela 13 —Detecc¢éo de residuos de antimicrobipelosteste COPAN Single, em rela¢do ao

grupo de antimicrobianos analisado (Nivel 2).

Presenca de residuos de antimicrobianos

% positivos e

Grupo de Antimicrobiano Total* suspeitos
Positivo e suspeito Negativo
Beta-lactamicos 40 0 40 100
Tetraciclinas 8 8 16 50
Sulfonamidas 16 0 16 100
Macrolideos (Eritromicina) 0 8 ‘8 0
Aminoglicosideos (Gentamicina) 8 0 h 100
Vérios (Trimetoprim) 1 7 s 12,5
TOTAL 73 23 96 70,08

Avaliacdo pelo Teste Exato de Fisher
*Valores seguidos de letras distintas indicam \es@statisticamente diferentes (p<0,05)

4.1.3. Grupos de antimicrobianos

Beta-lactamicos

Em relacdo aos antimicrobianos do grupo
beta-lactamicos, os testes detectaram as
concentracdes testadas em todos os niveis,
em praticamente todas as amostras. Os
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testes foram sensiveis para detectar as
concentracoes informadas pelo fabricante
(nivel 3), as concentracBes estabelecidas
pelo LMR (nivel 2) e também metade da

concentracdo informada pelo fabricante

(nivel 1), conforme mostrado nas Tabelas 7
e 8.



O teste Microplate foi capaz de detectar a

concentracdo de 1,75 ppb para amoxicilina;

2,0 ppb para a ampicilina; 12,5 ppb para a

cloxacilina (em 96,66% das amostras); 7,5

ppb para a oxacilina e 1,25 ppb para a

penicilina. Esses resultados mostram que o
teste é capaz de detectar concentracfes
abaixo do que é informado pelo fabricante e

abaixo do LMR estabelecido pela legislagéo

brasileira, fato que pode gerar resultados

falso-violativos.

O teste Single foi capaz de detectar as
seguintes concentragbes: 4,0 ppb para a
amoxicilina; 2,0 ppb para a ampicilina; 12,5

ppb para a cloxacilina; 7,5 ppb para a

oxacilina; e 1,25 ppb para a penicilina.

Em relacdo ao resultado obtido por grupo
de antimicrobiano testado no nivel 2
(LMR), observou-se que entre o0s
antimicrobianos testados do grupo dos beta-
lactamicos, ndo houve diferengadicando
gque a resposta (deteccdo de residuos) é
semelhante para todos os antimicrobianos
pertencentes a esse grupo, utilizando o teste
Microplate (Tabela 14) ou o teste Single
(Tabela 15). Uma vez que os resultados
encontrados apresentaram 100% de
positividade para todos os antimicrobianos
testados deste grupo néo foi aplicado teste
estatistico para analise de dispersdo de
frequéncia.

A estrutura quimica do nucleo da penicilina
€ pouco comum, e caracteriza-se por um
anel de R-lactama de quatro membros
fundidos a um anel de tiazolidina. Qualquer
desorganizacdo desse arranjo provoca a
perda completa da atividade

antimicrobiana. Do ponto de Vvista

microbiol6gico ha microrganismos
resistentes a agdo da penicilina G que
produzem uma R-lactamase (penicilinase)
capaz de hidrolisar o anel de [-lactama e
formar acido penicildico inativo. Do ponto
de vista quimico, a peniciina G ¢é
rapidamente inativada quando o pH é mais
acido que 5,0 ou mais alcalino que 8,0,
tendo maxima estabilidade em pH 6,8, e &
considerada o agente de primeira escolha
contra muitas bactérias gram-positivo
patogénicas. As penicilinas atuam pela
inibicdo da formacdo de mucopeptideos na
parede celular das bactérias. A penicilina G
sédica é normalmente formulada com
sistema tampdo adequado. A penicilina G
sédica pura é usada como padrdo de
referéncia para ensaios microbiol6gicos das
penicilinas, sendo 1 mg equivalente a 1667
unidades (Robbers et al., 1997).

A amoxicilina € o derivadp-hidroxilico da

ampicilina. Tem atividade anti-bacteriana
semelhante & da ampicilina que é uma
penicilina semi-sintética estdvel em meio
acido e rapidamente absorvida. A
ampicilina é inativada pela penicilinase,
mas tem um espectro de atividade muito
grande. E ativa contra a maioria das
bactérias sensiveis a penicilina G, mas
contra certos bacilos Gram-negativo sua
atividade é maior. Cloxaciclina e Oxacilina

sdo penicilinas  semi-sintéticas  ndo
inativadas pela penicilinase. Séo
recomendadas principalmente para o

tratamento de infeccbes causadas por
estafilococos resistentes a outras penicilinas
(Robbers et al., 1997).
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Tabela 14 — Deteccdo de residuos de antimicrobidoagupo dos beta-lactamicos pelo teste
COPAN Microplate (Nivel 2).

Antimicrobiano

Presenca de residuos de antimicrobianos

Total positivos e suspeitos

Positivo e Suspeito Negativo
Amoxicilina 30 0 30 100
Ampicilina 30 0 30 100
Cloxacilina 30 0 30 100
Oxacilina 30 0 30 100
Penicilina 30 0 30 100
TOTAL 150 0 150 100

Tabela 15 — Deteccéo de residuos de antimicrobidoagupo dos beta-lactamicos pelo teste
COPAN Single (Nivel 2).

Antimicrobiano

Presenca de residuos de antimicnobga Total % positivos e suspeitos

Positivo e Suspeito Negativo
Amoxicilina 8 0 8 100
Ampicilina 8 0 8 100
Cloxacilina 8 0 8 100
Oxacilina 8 0 8 100
Penicilina 8 0 8 100
TOTAL 40 0 40 100

Pode-se observar que os testes, tanto o Para a eritromicina o teste Microplate foi
Microplate quanto o Single, apresentaram capaz de detectar 300 ppb e o Single 200
elevada sensibilidade para os ppb (nivel 3), enquanto que o LMR para
antimicrobianos do grupo beta-lactamicos, essa substancia € 40 ppb. Ja para a Tilosina,
podendo entdo ser indicados como o teste Microplate detectou 75 ppb e o
adequados para a deteccdo desses residuosSingle 100 pp (nivel 3); entretanto ndo ha
conforme mostrado nas Tabelas 14 e 15. LMR estabelecido para esta droga na
legislacdo brasileira, e as organizacbes
internacionais estabelecem limite de 50 ppb
(Quadro 2) (Pedersen e Suhren, 2000).
A eritromicina tem um espectro Pode-se observar que esses testes detectam
principalmente Gram-positivo, mas também niveis acima do permitido pela legislacédo, o
inibe alguns outros agentes patogénicos. que pode gerar resultados falso-negativos
Nao inibe, porém, nenhum bacilo entérico para essas drogas.

Gram-negativo (Robbers et al., 1997).

Macrolideos

Em relag&o ao resultado obtido por grupo de
Quanto aos macrolideos, os kits detectaram antimicrobiano, observou-se que ndo houve
as concentracdes informadas pelo fabricante diferenca entre os antimicrobianos testados
e 0 dobro desse valor (niveis 3 e 4, do grupo dos macrolideos no nivel de
respectivamente) em 100% das amostras deteccdo declarado pelo fabricante (nivel 3),
(Tabelas 7 e 8). Porém esse limite de onde foi encontrado 100% de positividade
deteccéo do teste, descrito em seu manual depara as amostras testadas, tanto no teste
instrucdo, € superior ao LMR estabelecido Microplate quanto no teste Single. Isso
pela legislacdo para ambos antimicrobianos. indica que a deteccdo de residuos €
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semelhante para as substancias pertencentes3), este indicou que os testes sdo sensiveis
a esse grupo, utilizando-se tais testes. para detectar concentracdes de
Entretanto, os testes detectaram niveis acima sulfametoxazol entre 50 e 100 ppb, porém
do permitido pela legislacdo brasileira, 0 que neste trabalho testou-se a concentracdo de
pode gerar resultados falso-negativos para 100 ppb.
esses antimicrobianos, situagdo que nao é
nada favordvel ao consumidor e as Ao avaliar o resultado referente ao grupo das
indastrias, e assim os kits ndo podem ser sulfonamidas, observou-se que utilizando os
considerados adequados para a deteccdotestes Microplate e Single, 100% das
desse grupo de drogas. amostras foram positivas para presenca de
residuos destas drogas no nivel 2 (LMR), e
por isso ndo foi aplicado teste estatistico.
Frente aos resultados avaliados, pode-se
As sulfonamidas s@o agentes tireostaticos, afirmar que os testes Microplate e Single sao
podendo causar reagOes alérgicas em adequados para a pesquisa de residuos de
individuos sensiveis. Detentoras de atividade sulfonamidas em leite.
bacteriostatica séo utilizadas em todas as
espécies animais com a finalidade de curar Tetraciclinas
ou prevenir doengas, ou ainda, via acao
sinérgica com outras drogas, visando manter O cloridrato de Tetraciclina € o menos caro
o0 ganho de peso do animal, mesmo quando e 0 mais usado desses antibidticos. Esta
estejam debilitados. Séo drogas presente em grande numero de formulas,
administradas pelas mais diferentes vias como base, sal de HCI e complexo de
(Brasil, 1999). fosfato. A oxitetraciclina é comercializada
em vérias férmulas para uso oral, parenteral
Os testes apresentaram elevada sensibilidadee topico (Robbers et al., 1997).
(100%) para antimicrobianos do grupo das
sulfonamidas, detectando os limites
estabelecidos pela legislacdo brasileira
(nivel 2) (Tabela 9).

Sulfonamidas

Em relacédo a tetraciclina e oxitetraciclina, os
resultados observados no presente estudo
indicam que a sensibilidade dos testes foi
baixa nos niveis 2 e 3, demonstrando
Para a sulfadiazina, o teste Microplate foi dificuldades na utilizacdo destes métodos
capaz de detectar a concentracdo de 25 ppb,para deteccdo destes antimicrobianos,
sendo este valor metade do informado pelo especificamente. No entanto, analisando-se
fabricante e um quarto do LMR estabelecido os limites de deteccdo revistos pelo
pela legislacdo (100 ppb). O teste Single foi fabricante (Anexo 3), verifica-se que o0s
capaz de detectar 50 ppb desta droga, que étestes realmente ndo detectam os LMR, mas
o limite de deteccdo informado pelo sim, concentracbes mais elevadas. Isto
fabricante (nivel 3), e também metade do indica coeréncia com o0s resultados
LMR. Ou seja, os testes detectaram limites encontrados e reforca a necessidade de rever
inferiores ao permitido pela legislacdo as informacgdes contidas no manual dos kits.
brasileira, podendo assim gerar resultados
falso-violativos, o que ndo é favoravel aos
produtores.

Esse resultado é coerente com o encontrado
por Hotta (2003), que utilizando estes
métodos microbiol6gicos para deteccao de
residuos de antimicrobianos em leite cru,
nao encontrou resultados positivos para

Em relacdo ao sulfametoxazol, ambos os
testes detectaram 100 ppb, que é o LMR

para esta droga. ApoOs a revisdo dos limites
de deteccéao realizada pelo fabricante (Anexo

deteccdo de 100 ppb para tetraciclinas no
controle positivo. Isto € um indicativo que
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estes métodos nao foram capazes de detectal.MR estabelecido pela legislacdo, que € de
residuos de tetraciclina no limite 100 ppb.
estabelecido pela legislacdo brasileira
(LMR) e no limite estabelecido pelo O fato de os testes Microplate e Single
fabricante para os respectivos métodos. detectarem  valores  superiores aos
estabelecidos pela legislacdo brasileira, para
Nas amostras testadas para tetraciclinas, oresiduos de tetraciclinas, pode gerar
teste Single foi capaz de detectar a resultados falso-negativos. Assim, quando
concentracao de 200 ppb (nivel 4), resultado laboratoristas de indastrias de laticinios
este coerente com os limites de deteccdo utilizam esses testes, amostras com
informados pelo fabricante apds a revisdo resultados negativos, podem na verdade,
(de 200 a 300 ppb). Porém esse valor é estar positivas, veiculando residuos deste
superior ao estabelecido pela legislacdo antimicrobiano no leite. As consequéncias
brasileira (100 ppb). J4 para o teste da presenca desses residuos no leite podem
Microplate, na concentracdo de 200 ppb ser caracterizadas por problemas
(nivel 4) as amostras testadas apresentaramtecnol6gicos para as industrias e de saude
resultado suspeito, o que ainda pode ser publica.
coerente com a informagdo do fabricante
apos a revisdo que indica a deteccdo de 200 Ao avaliar os resultados obtidos entre os
a 300 ppb; porém novas andlises devem ser antimicrobianos testados do grupo das
realizadas para que se possa confirmar essestetraciclinas pelo teste Microplate, observa-
limites. se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa ( p > 0,05) entre eles pelo Teste
Para a oxitetraciclina, ambos o0s testes Exato de Fisher. Isso indica que a resposta
detectaram concentragfes de 300 ppb, o que (presenca de residuos) ndo depende do
também é condizente com a informac¢do do antimicrobiano presente (Tabelas 16 e 17),
fabricante apdés a revisdo que indica a ressaltando-se que a deteccdo das
deteccdo de 250 a 300 ppb desta droga. tetraciclinas pelos testes ndo foi

s

Porém este limite também é superior ao consideravel.

Tabela 16 — Detecgdo de residuos de antimicrobidnogrupo das tetraciclinas pelo teste
COPAN Microplate (Nivel 2).

Antimicrobiano Presenca de residuos de antimicrobsa Total % positivos e suspeitos
Positivo e Suspeito Negativo
Tetraciclina 1 29 3¢ 3,33
Oxitetraciclina 0 30 30 0
TOTAL 1 59 60 1,67

Avaliacéo pelo Teste Exato de Fisher, ndo sigrifiogara p < 0,05.
*Valores seguidos de letras iguais em uma mesmaadleterminam equivaléncia entre grupos

Em relacdo ao teste Single, para o grupo de Observa-se na Tabela 17 que houve inversao
antimicrobianos em questdo pode-se dos valores, sendo a tetraciclina detectada
observar que houve diferenca em todas as amostras e a oxitetraciclina em
estatisticamente significativa para a presenca nenhuma.

dos mesmos nas amostras avaliadas pelo kit,

pelo Teste Exato de Fisher para p < 0,05.
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Tabela 17 — Detecgdo de residuos de antimicrobidnogrupo das tetraciclinas pelo teste
COPAN Single (Nivel 2).

Antimicrobiano Presenca de residuos de antimicnobga  Total* % positivos e suspeitos

Positivo e Suspeito Negativo
Oxitetraciclina 0 8 8 0
Tetraciclina 8 0 3 100
TOTAL 8 8 16 50

Avaliacdo pelo Teste Exato de Fisher, significapaoa p < 0,05.
*Valores seguidos de letras diferentes em uma mesinaa determinam que ndo hé equivaléncia entgeupos.

Diante da andlise destes resultados pode-seanalisadas o teste detectou a concentragdo de
indicar que os testes Microplate e Single ndo 200 ppb apenas em 6,66 % dos resultados.
sdo adequados para a deteccdo de residuosEntretanto, o limite de deteccdo informado
de tetraciclinas dentro do Limite M&ximo de pelo fabricante apds revisdo (Anexo 3) foi
Residuos estabelecido pela legislagdo de 250 a 350 ppb, e como esses valores nao

brasileira (Brasil, 2002). foram testados no presente trabalho, n&o
pode-se afirmar que o teste ndo esta
Aminoglicosideos Gentamicina condizente com o manual de instrucoes,

apesar do teste néo ter detectado o LMR.
A gentamicina € produzida por

Micromonospora purpurea um Ja o teste Single foi capaz de detectar 200
actinomiceto. A mistura antibiética usada ppb de gentamicina, que é a concentracdo
consiste, sobretudo das gentamicingsGea estabelecida pel@odex Alimentariuomo

e G. A gentamicina € é o principal LMR. Observou-se que houve diferenca

componente. Essas substancias antibidticas estatisticamente significativa entre o teste
contém dois residuos de amino-aclcar e uma Single e o Microplate (Tabela 18) em

unidade de 2-desoxiestreptamina (Robbers relacdo a deteccdo de residuos de
et al., 1997). gentamicina em leite na concentracdo

testada no nivel 2 (LMR). Assim pode-se

O teste Microplate foi capaz de detectar 400 afirmar que o teste Single € mais eficiente
ppb em 100% das amostras testadas comque o Microplate na deteccdo de residuos
essa concentracdo de gentamicina, que é odesse antimicrobiano em leite, de acordo
dobro do LMR estabelecido pelGodex com os valores estabelecidos pela legislacéo.
Alimentarius (200 ppb). Nas amostras

Tabela 18 — Comparacédo dos resultados da pesqeipaedgenca de residuos de gentamicina
entre os testes Microplate e Single no Nivel 2 (MR

Teste Presenca de residuos de antimicrobianos Total* % positivos e suspeitos
Positivo e suspeito Negativo
Microplate 2 28 3¢ 6,66
Single 8 0 8 100
TOTAL 10 28 38 26,31

Avaliacdo pelo Teste Exato de Fisher significapaoa p < 0,05.
*Valores seguidos de letras diferentes em uma mesinaa determinam que ndo hé equivaléncia entgeupos.
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Outros antimicrobianos- Trimetoprim amostras. Porém, nas concentra¢fes de 50
ppb e 100 ppb foram encontrados resultados

Na pesquisa de residuos de trimetoprim, 0 suspeitos em 12,5% das amostras.

teste Microplate foi capaz de detectar 200

ppb em 100% das amostras testadas, sendoEm relacdo a deteccdo de residuos de

essa concentracdo quatro vezes maior que otrimetoprim em leite, observou-se que néo

LMR estabelecido pela OMS — Organizacdo houve diferenca estatisticamente

Mundial da Saude (50 ppb), que € o valor de significativa entre o teste Single e o

referéncia utilizado, uma vez que a Microplate (p > 0,05), utilizando-se o Teste

legislacdo brasileira ndo estabelece LMR Exato de Fisher (Tabela 19).

para esta droga. Para essa concentragdo de

50 ppb (nivel 2) foram observados Embora os kits ndo tenham detectado os

resultados suspeitos em 3,34% das amostrasvalores do LMR, os resultados foram

testadas. Ja para a concentragdo de 100 ppbcoerentes, uma vez que 0S mMesMOSs

70% das amostras foram consideradas detectaram os limites estabelecidos no

suspeitas para a presenca de residuos. Amanual do fabricante (Anexo 1). Porém

observacdo de resultados suspeitos indica esses testes ndo sdo adequados para a

gue o teste detecta concentragfes préximas pesquisa desse antimicrobiano em leite por

as das amostras analisadas. detectar concentracbes acima do permitido
pela legislacéo.

O teste Single também detectou a

concentracdo de 200 ppb em 100% das

Tabela 19 — Comparagédo dos resultados da pesceipaedenca de residuos de trimetoprim
entre os testes Microplate e Single no nivel 2 (MR

Teste Presenca de residuos de antimicrobianos Totelo positivos e suspeitos
Positivo e suspeito Negativo
Microplate 1 29 3¢ 3,33
Single 1 7 8 12,5
TOTAL 2 36 38 5,26

Avaliacéo pelo Teste Exato de Fisher, ndo sigrnifiogara p < 0,05.
*Valores seguidos de letras iguais em uma mesnumaaleterminam equivaléncia entre grupos.

4.1.4. Comparacdo dos kits Microplate e eles utilizando-se o teste do Qui-quadrado

Single (p< 0,05) em relagéo a deteccdo de residuos
de antimicrobianos em leite nas

Comparando-se os dois kits testados concentragfes estabelecidas pela legislacéo

(Microplate e Single), observou-se que ha (nivel 2) (Tabela 20).

diferenca estatisticamente significativa entre
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Tabela 20 — Comparacao entre os testes Micropl&iegle, quanto a detecgdo de residuos de
antimicrobianos no nivel 2 (LMR).

Teste Positivo e suspeito Negativo Total % positeveuspeitos
Microplate 215 175 390 55,13
Single 73 23 96 76,04
TOTAL 288 198 486 59,26

x*=13,10 (correcdo de Yates), gl = 2, significatiengp < 0,05.

Em relacdo as concentragdes estabelecidasentre os testes Microplate e Single, pelo
no manual de instru¢cdes do kit (nivel 3) teste do Qui-quadrado (Tabela 21).
observa-se que também houve diferenca

estatisticamente significativa (p < 0,05)

Tabela 21 — Comparacao entre os testes Micropl&iagle, quanto a detecgdo de residuos de
antimicrobianos no nivel 3.

Teste Positivo e suspeito Negativo Total % positeyeuspeitos
Microplate 303 87 390 77,69
Single 88 8 96 91,67
TOTAL 391 95 486 80,45

x*= 8,70 (correcdo de Yates), gl = 2, significatiasgp < 0,05.

Observando-se os resultados (Tabelas 20 e podem ser influenciados por alta contagem
21) pode-se dizer que o teste Single foi mais de células somaticas, inibidores naturais,
eficiente na detec¢édo de antimicrobianos nas variagdo na temperatura de incubacéo,
concentracdes testadas no nivel 2 (LMR) e viabilidade da cultura microbiana utilizada e
no nivel 3 (indicadas pelo fabricante). assepsia durante a realizacdo do teste. O
nimero elevado de resultados suspeitos
Hotta (2003) comparando diversos métodos sugere que os fatores anteriormente
de deteccao de residuos de antimicrobianos mencionados podem influenciar  os
no leite cru observou que o método COPAN resultados, dificultando a decisdo na
ATK P & S Single identificou 9,5% de indUstria de receber ou descartar o leite.
amostras com residuos de antimicrobianos,
seguido do Microplate, que identificou 8,5% 4.1.5. Consideracdes sobre os testes
das mesmas amostras. Pelos resultados
obtidos pela autora, qualquer um dos kits A determinacdo efetiva de risco inaceitavel
pode ser utilizado na detecgdo de residuos deda presencga de residuos de antimicrobianos
antimicrobianos, pois estatisticamente sdo em alimentos somente pode ser alcancada
iguais. Apesar de apresentarem limites de fazendo-se, ap06s um teste de triagem, a
deteccéo diferentes para alguns identificaco do composto e sua
antimicrobianos, estes kits possuem algumas quantificacdo no produto. A constatacédo de
semelhancas, sendo de facil execucdo e positivos pode ndo significar risco para o
leitura, no entanto, sdo mais demorados. consumidor, bem como resultados negativos
podem ndo significar auséncia de residuos,
Segundo Surhen (1995), alguns cuidados uma vez que a amostra analisada pode
devem ser tomados ao se utilizar testes conter principios ativos ndo detectaveis pelo
microbiol6gicos, pois 0s seus resultados
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teste ou estarem em niveis aquém de suacoloragdo para correta interpretagcdo dos
capacidade de deteccao (Leme et al., 2004). resultados. Sugere-se, portanto, uma revisao

do mesmo, adequando-o rigorosamente a
A deteccdo de concentragbes abaixo do técnica proposta pelo fabricante e incluindo
LMR pelos testes pode ser vantajosa para o os novos limites de deteccdo dos testes
consumidor, mas ndo para os produtores, COPAN.
pois em amostras de leite com concentragfes
destes antimicrobianos permitidas pela Hotta (2003) observou que n&o houve
legislacéo, o teste pode apresentar resultadodiferenca significativa (p < 0,01) na
positivo, levando & penalizacdo desse deteccdo de residuos com leitura baseando-
produtor ou até mesmo ao descarte dessese na mudanca da cor violeta para a amarela
leite, quando na verdade as concentracfes do controle negativo e no tempo real de
estdo dentro dos padrbes legais. Esses leitura do método (trés horas de incubacao)
resultados séo considerados falso-violativos, recomendado pelo fabricante, quando se
j& que o teste detecta a concentracdo de utiizava o0s métodos microbioldgicos
antimicrobiano existente, mesmo que essa COPAN Single e Microplate, indicando que
concentracdo esteja dentro do limite o tempo ndo interferiu nos resultados
permitido pela legislacdo brasileira, o que observados.
nao seria uma violagao.

Portanto, na avaliacdo realizada no presente
A determinacdo do limite de deteccdo dos trabalho, os testes COPAN Microplate e
testes € importante para garantir a industria, Single mostraram-se eficientes na deteccao
aos o6rgdos fiscalizadores e aos produtores dos antimicrobianos testados, exceto as
gue os resultados obtidos com as analises tetraciclinas, eriromicina e trimetoprim,
serdo verdadeiros e confiaveis, permitindo sendo considerados excelentes para a
uma correta tomada de decisdo caso haja deteccdo de residuos de beta-lactamicos e
presenca de residuos no leite (Hotta, 2003). sulfonamidas.

Durante a realizagdo dos ensaios 4.2. AVALIACAO DA ESTRATEGIA DE
laboratoriais, observou-se a facilidade de TRIAGEM DE AMOSTRAS DE LEITE COM
manipulacdo dos kits COPAN Microplate e BAIXA CONTAGEM BACTERIANA TOTAL
Single, sem a necessidade de muito

treinamento para a realizacdo dos testes, e aEm uma cadeia alimentar basica como a do
vantagem do microrganismo j& estar leite, residuos de antimicrobianos devem ser
incorporado no meio com o indicador de pH. minimos. Niveis zero, no entanto, ndo sao
Para alguns antimicrobianos, houve reais para todos os antimicrobianos, mas a
dificuldades de interpretar os resultados, concordancia com os limites maximos de

pelo fato da cor verificada ser intermediaria
entre o positivo (violeta) e o negativo
(amarelo); desta forma, foram considerados

residuos (LMR) presentes na legislacao
vigente é, no estado atual de conhecimento,
o suficiente para salvaguardar os aspectos de

como suspeitos. seguranca ligados ao seu consumo (Picinin,
2003).

Um ponto que merece atencéo refere-se ao

conteido do manual de instrucdo, pois o A quantificacdo da ocorréncia da presenca
mesmo ndo é muito claro, podendo gerar de residuos de antimicrobianos no leite cru
davidas quanto a utilizacdo dos kits, como a entregue a industria, bem como as épocas
necessidade ou ndo de aquecimento do leite, em que esta ocorréncia € mais acentuada,
da utilizacdo de controles positivo e sao fundamentais para orientar programas de

negativo e a dificuldade da determinagédo da extensdo visando esclarecer produtores
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guanto ao uso dessas drogas, bem como indicaram, no presente trabalho, que em 136
fundamentar o refor¢co de medidas higiénico- amostras, 24,26% (33 amostras)
sanitarias na producdo do leite em apresentaram resultados positivos ou
determinadas épocas do ano (Porto et al., suspeitos para presenca desses residuos
2001). (Figura 1). Dessas 33 amostras, 18
apresentaram resultado positivo (13,23%) e
Os resultados da andlise de residuos de 15, suspeito (11,03%).
antimicrobianos em amostras individuais de
leite cru coletadas em tanques refrigeradores

Figura 1 — Resultados da pesquisa de residuostiei@nbianos em amostras de leite cru de
produtores previamente selecionados com CBT alaX0.000 UFC/mL.

A frequéncia de 24,26% das amostras de Fortaleza (CE), analisando 33 amostras
consideradas positivas para residuos de de leite cru, e encontraram resultado positivo
antimicrobianos em leite cru, mostra que em 81,8% das amostras. Utilizou-se o

esse problema continua ocorrendo no Brasil.
Meller et al. (1974) avaliaram 100 amostras

de leite cru na cidade de Santa Maria (RS) e
constataram presenca de residuos de
penicilina em 1% das amostras, através de
método cromatogréfico.

Barros e Perches (1981), em estudo
realizado na cidade de S&o Paulo (SP),
observaram uma prevaléncia de 15,04% de
antimicrobianos em 490 amostras de leite
tipo B, analisado diretamente dos

produtores, pelo método do TTC (pesquisa
de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolium).

Albuquerque et al. (1996) investigaram a

método classico do disco de papel-filtro com
cultura deBacillus sterarothermophylus

Lopes et al (2002) investigaram a presenca
de residuos de antimicrobianos no leite
produzido na regido metropolitana de
Curitiba (PR), no periodo de janeiro a maio
de 2001, utilizando o kit comercial Charm
Farm Test — VIAL, que se baseia na inibicdo
de crescimento bacteriano, utilizando o
Bacillus stearothermophilus  var.
calidolactis Foram detectados residuos de
antimicrobianos em 25,6% das 320 amostras
de leite cru analisadas.

Porto et al. (2002) analisaram 10.464

presenca de residuos de antimicrobianos em amostras de leite cru produzido na regido
leite comercializado na regido metropolitana sudeste do Rio Grande do Sul, no periodo de
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abril de 1998 a margo de 1999. Utilizou-se o propriedades leiteiras de Minas Gerais, e 0s
teste Snap para deteccdo de residuos deresultados indicaram que 21,0%
antibidticos beta-lactamicos, e resultado apresentaram residuos de antimicrobianos
positivo em foi observado em 1,16% (121 em pelo menos um método testado. Nesse
amostras). Porém, notou-se uma diferenca experimento foram utilizados diversos
em relacdo ao més de coleta e andlise, sendométodos de deteccdo de antimicrobianos e
gue as épocas com maior indice de leite com verificou-se que algumas amostras foram
residuos de beta-lactdmicos foram maio, no detectadas por mais de um método.
final do outono, e agosto e julho. Nesta
época do ano, os rigores climaticos afetam Nero et al. (2004) avaliaram 210 amostras
0s animais, os quais ficam mais sujeitos a de leite cru de pequenas e médias
enfermidades, o0 que ¢é agravado pelas propriedades rurais de quatro importantes
caréncias alimentares em estabelecimentos estados produtores de leite (MG, RS, PR e
onde os produtores ndo fazem reservas de SP), utilizando o Charm-test. Em 11,5% das
alimentos para o periodo desfavordvel. O amostras, observou-se resultado positivo
aumento no uso de antibidticos, aliado a para presenca de residuos de
tentativa de incrementar o volume de antimicrobianos.
producdo de leite em um periodo de
entressafra, pode ter contribuido para a Barreira et al. (2004) analisaram amostras de
elevacdo dos indices de residuos de leite cru de 199 tanques de refrigeracdo do
antibiéticos no leite nestes meses. J& Alves municipio de Macuco (RJ) no periodo de 06
(2006) verificou que a presenca dos residuos de maio a 06 de junho de 2004. Utilizou-se o
de inibidores microbianos em leite cru em kit Delvotest-SP e das amostras analisadas,
propriedades de Minas Gerais ocorreu 7,54% (15 amostras) apresentaram resultado
somente na primavera e no verdo (7,6% e positivo para presenca de residuos de
8,1%, respectivamente). Este periodo antimicrobianos.
coincidiu com o periodo das chuvas, e
também a maior ocorréncia de casos de Alves (2006), em seu trabalho, analisou 41
mastite nos rebanhos, ou seja, maior nimero amostras de leite cru provenientes de duas
de animais afetados e em tratamento. propriedades na regido metropolitana de
Belo Horizonte (MG), no periodo de outubro
Picinin (2003) em seu trabalho detectou a de 2004 a setembro de 2005. Observou-se
presenca de residuos de inibidores e/ou uma frequéncia de 9,8% de amostras
conservantes no leite em 19,35 % das positivas e 17,1% de amostras suspeitas a
amostras de leite cru de propriedades rurais contaminagdo por inibidores microbianos,
de Minas Gerais analisadas pelo teste do utilizando o teste COPAN Microplate e o kit
TTC. Delvotest-P. Do total das amostras
analisadas, 26,9% apresentaram resultado
Macedo (2003) analisou 103 amostras de positivo ou suspeito para presenca de
leite colhidas diretamente em propriedades residuos de antimicrobianos.
rurais de regides produtoras de leite no
estado do Pard, no periodo de setembro deOs dados mostram que o problema da
2002 a margo de 2003. Utilizando os testes presenca de residuos de antimicrobianos em
Snap, Charm-SL e COPAN, encontrou leite cru continua ocorrendo no pais. Os
positividade para presenca de residuos de dados acima descritos foram compilados no
antimicrobianos em 10,67% das amostras. Quadro 6 para melhor visualizacdo da
Hotta (2003) analisou amostras de leite situagdo do Brasil em relacdo a presenca
coletadas em tanques refrigeradores de 200 desses residuos nos ultimos anos.

48



Quadro 6 — Prevaléncia de residuos de antimicrobigb) em leite cru no Brasil nos ultimos
anos.

Autor Ano Cidade/Estado Teste Resultado N°
positivo (%) | amostras
Meller et al. 1974 Santa Maria/RS CCD* 1,00 100
Barros e Perches 1981 S&o Paulo/SH TTC 15,04 490
Albuquerque et al.| 1996 Fortaleza/CE Disco de pfilpel 81,8 33
Lopes et al. 2002 Curitiba/PR Charm Farm Test 25,6 320
Porto et al. 2002 RS Snfigactamicos 1,16 10.464
Macedo 2003 PA Snap, Charm e Copan 10,67 103
Hotta 2003 MG SnapBflactamicos e 21,0 200

tetraciclinas), Charm-SLB{
lactamicos e tetraciclinas)
Delvotest-SP e Copan

Nero et al. 2004 MG, RS, PR, SH Charm Test 11,5 209
Barreira et al. 2004 Macuco/RJ Delvotest-SP 7,54 9 19
Alves 2006 | Belo Horizonte/MQ Copan e Delvotest-P ,926 41

*CCD - Cromatografia em Camada Delgada
Fonte: adaptado de varios autores.

A observacdo de um maior numero de produtores, assim a concentracdo final
amostras positivas, detectadas pelos testes,podera ser inferior & detectada pelo teste
pode estar relacionada a diversos fatores utilizado.
como a ndo observacdo do periodo de
caréncia, ou ainda, ao relaxamento dos Os antimicrobianos podem estar presentes
produtores em virtude da ndo fiscalizagdo no leite devido a introducdo voluntaria e/ou
dos resultados exigidos pela Instrucdo fraudulenta pelo criador, visando melhorar a
Normativa A 51 do MAPA. As indlstrias qualidade bacterioldgica do leite cru. Mas, o
precisam estar atentas a este fato, pois o fato que mais contribui para o aparecimento
envio de amostras contendo residuos sem adestes produtos no leite € o tratamento de
devida deteccdo pode gerar nos produtores, adoengas infecciosas do gado de leite,
falsa idéia de que os métodos ndo sdo especialmente a mastite, sem respeitar o
capazes de detectar as violagdaspartir periodo de caréncia dos antimicrobianos. Os
dai, os riscos a saude publica e também os antimicrobianos utilizados na alimentacédo
problemas tecnolégicos, principalmente animal para melhorar a conversao alimentar
relacionados ao processamento de produtos também contribuem para o aparecimento
fermentados, podem ocorrer (Hotta, 2003).  destas drogas no leite (Fagundes e Molin,
1988). A utilizacdo inadequada, a ndao-
Atualmente o monitoramento dos residuos observagdo do periodo de caréncia destes
de antimicrobianos em leite cru no Brasil, ¢ produtos, a falta de informagdo dos
realizado basicamente nos caminhdes produtores e funcionarios, a falta de
refrigerados que transportam esse leite para assisténcia veterinaria, a limpeza inadequada
as industrias, para posterior rastreamento de do equipamento de ordenha, a mistura
amostras individuais dos produtores quando acidental do leite sem residuos e do leite
o teste origina resultados positivos. Esse fato com residuos e a escassez de fiscalizagéo da
pode “mascarar” o resultado pela diluicdo do indistria e dos 0rgdos governamentais
leite, ou seja, o leite de um produtor que responsavejsconstituem fatores agravantes
contenha residuos de inibidores pode ser desta condicdo (Fagundes e Molin, 1988,
diluido ao ser misturado aos leites de outros Osteras, 1993; Hotta, 2003). Além disso, 0
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pensamento das pessoas envolvidas na bacteriana total, A presenca de residuos de
producdo de leite de que uma pequena antimicrobianos pode interferir também
guantidade de antimicrobianos pode ndo sobre a contagem eletrbnica de
causar dano € um problema que ocorre com microrganismos, ja que 0 equipamento nao
frequéncia e também faz parte dos fatores diferencia células vivas e mortas, e ndo se
gue contribuem para a presenca de residuosconhece ao certo o efeito desses residuos
no leite (Osteras, 1993). sobre o DNA dessas células.

Tais resultados sdo conseqiiéncias do que seNo trabalho realizado por Andrew et al.

tém observado no campo. Os produtores (1997), observou-se que altas contagens
estdo utilizando indiscriminadamente os bacterianas (UFC/mL) tiveram associagéo
antibiéticos muitas vezes sem prescricdo e com a menor incidéncia de resultados falso-
acompanhamento de um médico veterinario positivos na pesquisa de residuos de
e, muitos ndo descartam o leite contaminado antimicrobianos utilizando diversos

com residuos, utilizando-o na fabricacdo de métodos. Nesse trabalho, o resultado de
gueijos, ou na alimentagdo de animais contagem bacteriana, o parto, e a quantidade
(bezerros, cdes e suinos), o que se observade leite produzido mostraram associagdo

com grande frequéncia (Hotta, 2003). Tal

fraude pode ser evitada pela identificacdo do
animal, pelo respeito ao periodo de caréncia
do medicamento utilizado e pela eliminagéo

do leite do animal sob tratamento (Picinin,

2003).

Considerando-se que o leite € a matéria-
prima para a producao nado so de leite fluido,
mas também de ampla gama de derivados
lacteos, € de grande relevancia o

monitoramento da qualidade do leite cru,

que devera estar livre de residuos de
antimicrobianos (Alves, 2006).

No presente trabalho foi testada uma

com a taxa de resultados falso-positivos para
os diferentes testes analisados, indicando
gue estes testes podem ser afetados por
fatores relacionados a qualidade do leite e
caracteristicas de producao.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Como se pode observar, a ocorréncia de
residuos de antimicrobianos existe. Entdo
surge a duvida sobre o que fazer com este
leite contaminado. Isto é importante, pois

além de ser um risco a saude humana, pode
ser também um risco ao meio ambiente. O
leite € um alimento muito importante na

alimentacéo humana, principalmente

estratégia de triagem das amostras de leite infantil, sendo também considerado sério

cru para a realizacdo da pesquisa de

antimicrobianos. Foram selecionadas
amostras de produtores cujo leite
apresentava contagem bacteriana total

(CBT) abaixo de 5,0 x fOUFC/mL em
andlise no dia anterior ao da coleta. Foi
observada porcentagem relativamente alta

poluente. A presenca de residuos de
antimicrobianos no leite pode ser um
agravante ambiental, considerando que o
destino usual do leite contendo residuos € o
descarte inadequado no meio ambiente
(Hotta, 2003).

no resultado de presenca de residuos de A deteccdo da presenca de residuos em leite

antimicrobianos no leite cru com essa baixa
CBT. Havendo residuos de antimicrobianos
no leite, a microbiota contaminante sera
suprimida ou inibida, melhorando

aparentemente a qualidade do leite
(Fagundes e Molin, 1988). Esse fato poderia
acarretar na diminuicAo da contagem
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€ realizada pela indastria, porém sdo o0s
produtores e os veterinarios quem controlam
0os tratamentos com utilizagdo de
medicamentos no gado leiteiro. Por isso, é
necessaria a implantacdo de programas de
controle de residuos em alimentos visando
detectar a presenca de niveis nocivos a saude



no leite antes de seu beneficiamento e outubro de 1994 e fevereiro de 1995. Foram
comercializacao, porém ndo estdo destinados analisadas pelo Delvotest-SP 176 amostras
a resolver os problemas de contaminacdo e de tanque de refrigeracdo, e encontrou-se
sim monitora-los (Noa e Varcarcel, 2000). resultado positivo em cinco amostras
(2,84%).
Em alguns paises como Estados Unidos,
Franca, Dinamarca e Inglaterra, o controle A utilizacdo dos testes para pesquisa de
de residuos de antimicrobianos no leite € residuos de antimicrobianos e a implantagéo
constante, seguindo normas rigidas de boas praticas de producéo tém colaborado
amparadas na legislagdo, com campanhascom a reducdo na ocorréncia desses residuos
educacionais procurando conscientizar os no leite (Andrew et al., 1997).
produtores sobre a importancia do controle
da presenca de qualquer agente O estabelecimento de um programa de
antimicrobiano no leite (Fagundes, 1981; deteccdo e prevencdo da presenca de
Vilela e Santos, 1981; Lopes et al., 1998). residuos e contaminantes no leite é um
instrumento Gtil para promover 0s niveis de
Existem diversos sistemas de pagamento do qualidade necessérios neste sentido, e
leite que levam em consideragdo a presenca constitui uma necessidade real do ponto de
de residuos de antimicrobianos em paises davista econdmico atual (Noa e Varcarcel,

Europa, como descrito por Johnsson (1993)
na Suécia, por Harding (1993) no Reino
Unido, por Madsen (1993) na Dinamarca, e
por Osteras (1993) na Noruega.

Madsen (1993) relata que na Dinamarca
somente os veterindrios podem administrar
antimicrobianos aos animais de producéo,
sendo estabelecido na legislagdo e
inspecionado pelos 6rgdos competentes, o
que também foi relatado por Osteras (1993)
na Noruega. Devido a esse fato, a ocorréncia
de residuos de antimicrobianos é muito

2000).

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 todos os fornecedores sejam
avaliados 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

baixa nesses paises. Em 1987, na Dinamarcapositivas, sendo ideal a coleta no tanque de
foram detectados apenas 0,03% de residuosleite da propriedade por um responséavel da
de penicilina em mais de 150.000 amostras industria, antes do leite ser colocado no
analisadas. Em 1988, também 0,03% de caminhdo. Os fornecedores devem estar
amostras positivas em mais de 284.000 informados sobre o programa de
amostras e em 1989, somente 0,04% de monitoramento e as respectivas acgbes a
residuos em mais de 281.000 amostras serem tomadas em caso de se detectar leite
(Madsen, 1993). Na Noruega, em 1990, positivo para antimicrobiano. Essas acoes
verificou-se a ocorréncia de residuos em podem ser, por exemplo, uma suspensdo no

0,75% das amostras analisadas. J& em 1991fornecimento do leite a inddstria, por um

e 1992, ap6s um intensivo sistema de
controle, esse valor caiu para 0,65%
(Osteras, 1993).

Adesiyun et al. (1998) pesquisaram a
ocorréncia de residuos de antimicrobianos
em propriedades leiteiras de Trinidad entre

tempo determinado, até que o fornecedor
tenha adotado e comprovado a industria as
medidas corretivas. Em casos reincidentes, a
suspensdo pode ser definitiva (Gorni e
Cabrini, 2003).
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Além do controle, é muito importante o alimentos de origem animal ainda estad sem
trabalho de esclarecimento e informacdo aos solucdo. Uma grande quantidade de
produtores sobre as préaticas que podem substéncias ainda ndo conta com um método
resultar em residuos no leite, as boas analitico adequado e convenientemente
praticas de higiene e controle da qualidade validado, para a determinagdo de residuos
do produto dentro da fazenda e o0 em alimentos de origem animal. A lista de
acompanhamento periddico de todos o0s substancias que possuem estudos concluidos
parametros de qualidade do leite do e apresentados peldodex Alimentariusé
produtor. Com informagdo adequada e reduzida, em comparagdo com o numero de
conhecimento, o produtor ter& melhores medicamentos utilizados na  prética
condigcbes de interferir em seu préprio veterindria no mundo. Mesmo entre essas
sistema de producao, atingindo as metas de substancias com estudos concluidos, nem
qualidade exigidas pelo mercado (Gorni e todas contam com métodos disponiveis de
Cabrini, 2003). andlise de residuos em leite (Noa e
Varcarcel, 2000).
E necessario conhecer a farmacocinética das
drogas utilizadas na medicina veterinaria, Particularmente quanto a producéo leiteira,
especialmente as aplicadas no tratamento daos consumidores se preocupam com O0S
mastite, seja durante a lactagdo ou o periodo efeitos sobre a saide humana (inocuidade e
seco. Esse conhecimento € de grande funcionalidade), sobre o meio ambiente
importancia para o estabelecimento de (degradagdo ambiental) e sobre o bem-estar
esquemas efetivos de controle e monitoracédo dos animais. Os consumidores exigem
da presenca de residuos de antimicrobianos sanidade e qualidade dos alimentos.
no leite, com a definicdo do melhor método Conseqlientemente, a reacao dos
de pesquisa, dependendo da droga mais fornecedores deve ser criar sistemas de
utilizada no local e dos fatores que possam controle e certificagdo de qualidade. Além
interferir na situacéo (Johnsson, 1993). disso, os padrdes de qualidade e inocuidade
deveriam ser uniformes através dos paises,
Conhecer o0 modo de acdo da droga é tranqguilizando a percep¢do do publico e
importante para determinar sua utilidade facilitando o processamento dos alimentos,
clinica. Quanto mais seletivo o0 tanto no ambito nacional como no
antimicrobiano para o metabolismo do internacional (Monardes, 2004).
agente patogénico, menor a sua toxicidade
para o hospedeiro humano. O mecanismo de Para garantir alta qualidade tecnoldgica e a
acdo também determinard& se o0 seguranca do leite para o consumidor, um
antimicrobiano é bactericida ou sistema integrado deve ser desenvolvido
bacteriostético, e se havera sinergismo, agdo compreendendo dois aspectos: aplicagdo de
independente ou antagonismo ao utilizar diferentes métodos dentro do sistema e a
terapia combinada. O mecanismo de acado definicdo de responsabilidades
especifico de um antimicrobiano, ao compartilhadas entre os produtores, as
contrdrio do modo geral de acdo, industrias beneficiadoras e as autoridades
freqientemente é uma caracteristica do sanitarias. Esse sistema integrado pode ser
préprio  antimicrobiano, observando-se considerado como um sistema de “barreira”,
muitas vezes mecanismos distintos de acdo que combina diferentes métodos e a
em dois antimicrobianos que tém o mesmo responsabilidade de todas as partes
modo geral de acdo (Robbers et al., 1997). envolvidas. S&o utlizados elementos do
conceito APPCC (Andlise de Perigos e
A problemética em relacdo aos residuos de Pontos Criticos de Controle) para minimizar
medicamentos de uso veterinario em
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0S riscos e garantir a seguranca dos produtos antimicrobianos no nivel 2 (LMR) e também
(Pedersen e Suhren, 2000). no nivel 3 (concentracdo informada no
manual de instrucdes).

A garantia de inocuidade do leite e de seus

derivados € o produto do esforco combinado A presenca de residuos de antimicrobianos
de todos os integrantes da cadeia produtiva, ocorreu em 24,26% (33 amostras) das 136
traduzindo-se em acOes coordenadas e amostras de leite cru analisadas (com o teste
integradas de controle de qualidade dos Microplate), provenientes da regiao
alimentos e sua certificacdo através de todo metropolitana de Belo Horizonte (MG), de
0 processo de producdo, coleta, transporte, produtores com histérico de baixa contagem

transformacéo, processamento, bacteriana total no leite.

armazenagem e comercializacdo dos A )
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