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RESUMG

0 objetivo desta pesquisa compreendeu tres as-
pectos preponderantes, ou seja: verificar a sensibilidade do
metodo (Delvotest-P); estudar a prevalencia de antibioticos
no leite tipo B e C, industrializado e comercializado em Be-
lo Horizonte, e, finalmente, diagnosticar o tempo de elimi-
nagéo dos antibioticos (Acromicina e Sin-Bio-Vet), por duas

r - - . L4
vias (intramamaria e intramuscular), em vacas sadias e mam) -

titcas.
.
Q0 metodo empregado apresentou-se extremamente
{ . . . ~ . . .
sensivel a penicilina, bem como a Clortetraciclina, sendo
rd . rd . . ~

seguro, rapido e de facil interpretagao.

A prevalencia, no leite tipo B, foi de 5,49% e,
no tipo C, 1,25%, comprovando a fregliente utilizagao destas
drogas, atraves dos produtores, alheios a orientagaoc e

fiscalizagcao dos orgaos responsaveis.

Quanto ao tempo de eliminagao dos antibioticos

- - 4 . .
a permanencia em vacas mamiticas ultrapassou em mu)to, a
previsao de 72 horas, regulamentadas em lei. A via intrama-

maria eliminou ate |44 horas, ao passo que a via intramuscu-




viil

. . -,
lar el iminou ate 132 horas.

Vacas sadias mantiveram uma eliminagcao que Os-
cilou de 72 a 96 horas, por via intramamaria e de 48 a 72
horas, por via intramuscular, nao se afastando das normas

previstas (72 horas).

Quartos nao tratados, em vacas sadias, apresen-
taram el iminacao de 48 a 72 horas, enquanto que, nas vacas
mam)ticas, a eliminagao, nestes quartos, teve a media de 92
horas, por via intramamaria e, por via intramuscular, apre-

. v - . .
sentou uma eliminacao medija de 84 horas.
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I NTRODUGAO

. ~ - - a - L) - -
A importancia dos antibioticos no leite esta re-
- # 4 . L] - -
|acionada com a saude publica, tendo sido causa de polemica
por parte dos orgaos competentes, podendo resultar em pro-
- - - ” . * s L]
blemas alergicos, choque anafilatico, efeitos toxicos, re-

. T . 0 - - ] r .
sistencia microbiana e efeitos colaterais secundarios.

A pfescnga de residuos antibioticos no leite tem
trazido problemas, notadamente em centros economicamente |a-
ticinistas. Na indistria de laticinios a presenca desta dro-
ga, no leite, traz dificuidades técﬁicas interferindo nos
caracteres organolepticos e tecnologicos dos produtos | ac -
teos industrializados, principalmente no processamento tec-
nologico do iogurte, manteiga e queijo, devido a inibiggo da

flora microbiana.

Na industria laticinista brasileira, o problema
e bem maior, pois o uso de antibioticos e indiscriminado nao
havendo uma Iegislagao espechica para o leite "in natura”de
maior consumo, ou seja, leite tipo C. No entanto para produ-
gao do leite tipo B, a legislagao permite sua comercializagao

» . 4 . . -
somente apos terem decorrido 72 horas da ultima aplicagao no




animal independente da via.

Tendo em.vista os problemas causados pelo uso
abusivo de antibiético, este trabalho objetivou estudar a
prevalencia deste no leite de plataforma de recepgac da in-
distria; comprovar a sensibilidade e especificidade do meto-
do (Delvotest-P), e determinar o periodo de el iminagao de
antibioticos no leite, apés aplicagaes intramuscular e in-

tramamaria, comparande.o tempo de eliminagao destes agentes
. 4 . - : . .
entre vacas normais e mamiticas. Com isto, adviria a neces-
rd . . Lo rd . . -~
saria orientacao dos orgaos de inspecgao para alertar os pro-
dutores e consumidores para o grave problema de saude publi-
- . . 4 . . { .
ca, como tambem orientar as industrias de laticinios, no
. . - L4 . ~ -
sentido de eviter prejuizos, quando na manipulacao de mate-
ria prima contaminada com antibioticos.
Justifica-se o presente estudo, pelo fato de nao
. . 4 N B
existir em nosso paits normas regulamentadas em lei, relativo
. . [ .
ao consume do leite "in natura”, contendo residuos de anti-
. . . ~ ¢ .
bioticos, havendo somente determinagao especifica para pro-
dugao e consumo do leite tipo B, a qual permite sua comer-

cializagao apos transcorridas 72 horas da ultima aplicagao.

0 metodo a ser utilizado para detecgao de anti-
bioticos no leite, permitiré répida leitura e extrema sensi-
bilidade, proporcionando condigoes aos tecnicos de operar
tanto a nivel de plataforma como em condiqaes de campo, no
que o0s metodos anteriormente existentes tornavam-se imprati-

caveis nas condigoes acima descritas.

~ -~ . ~ - -
Quanto a prevalencia nao ha estudos, ate a pre-
sente data, para o leite de consumo tipo B. Espera-se que a

presenga de antibioticos seja bem maior, devido ao alto in-




vestimento dos produtores, na aquisigao de equipamentos e
- - -

matrizes de elevados caracteres zootecnicos. Nestes rebanhos
. - * - ~ -

leiteiros a probabilidade de ocorrencia desta droga torna-se
2 - . Lad - 0

maior, pela grande incidencia da mamite, levando o produtor

a recorrer ao uso intenso e indiscriminado destes agentes

antibacterianos.




2. LITERATURA CONSULTADA

2.1, Tempo de el iminagao dos antibioticos no

- ~ -
leite e prevalencia.

Sabe-se que a literatura, principalmente a nor-

. . - - —~ .
te—americand, vem apresentando inumeras pesquisas enfatizan
do a presenga de agentes inibidores, onde se destacam os an-

- - 0 0 - - v -
tibioticos, sendo a penicilina a principal representante.

Este problema foi uma preocupagao constante,
- . . 4
comprovado na propria literatura, onde pairses como Estados
Unides, Franca, Dinamarca, Inglaterra e tantos outros obri-
garam-se a desenvdlver estudos e recalizar campanhas educa-
cionais procurando conscientizar os produtores. Posterjor
- . .
mente, recorreram a normas rigidas amparadas em suas legt
~ . ~ . 4 ~ . ~ .
lagoes, as quairs dao autonomia aos orgaos de Inspegao ¢ sau-
” . . .
de publica no sentido de combater o uso 1ntenso destes agen-

tes antibacterianos, segundo ALBRIGHT et alii (1901a).

-~ - r - # - 0 -
A permanencia de antibioticos no organismo vivo

- . - . r
varia intensamente, dependendo da dose administrada, veicu-
lo, via de aplicacao e aspectos inercntes ao animal, YASAF

VAID et alii(1900) utilizaram penicilina G procaina, suspen-




sao aquosa ¢ oleosa com monoestcarato de aluminio na dosagem
de 5.000 Ul/Kg. Conclufram que houve retenqao de 60 horas,
para penicilina G procafna aquosa e 108 horas referente a
penitcilina G proaafna oleosa, apos a altima aplicagao, sen-
do ambas ap!icadas por via intramuscular em vacas mamiticas.
MOL & BAKKER (1969) administrando penicitina G procaina a-
quosa, por via intramuscuiar, em 9 vacas mamt ticas, observa-
ram que © antibiotico permancceu por 54 horas no leite.
SEVICK et alii (1970) injetaram cloranfenicol em 3 vacas ma-
miticas por via intramuscular. Concluiram que ate 96 horas,
dependendo da concentraggo, este antibiotico podia ser en-

contrado no leite.

RLOBEL & BURCH (1960b) administraram, por infu-
s30 iitramamaria em vacas mamiticas, peniciltina G cristali
na nas dosagens de |.000.000 Ul/quarto. A penicilina persis-
tiu ate 120 horas nos guartos tratados; entretanto, naqueles
nao tratados foi eliminada em 24 horas, sendo a via 5dngu:~
nea a princtpal responsavel pela transferencia. BRODIE et
alii (1902) verificaram que a penicilina G procaina com mo-
noestearato de aluminio (PAM) aplicada por via i ntramamaria
em vacas mamiticas, podia ser detectada no leite, por sete
ou oito dias apos a aplicaqﬁo. A penicilina G procalna aquo
sa produziu niveis detectaveis no leite por mais de quatru
dias apés uma unica dosagem. FINCHER et alii (1962) recaliza-
ram pesquisa em vacas mamiticas, utilizando diversos anti-
bioticos por via intramamaria. Comprovaram que a pcniciiind
G proca?na aguosa era eliminada em 72 horas. A clortetract-
clina e oxitetraciclina pomada persistiram de 120 a 180 ho-
ras. ERERHART et aliti (1903) efetuaram um estudo em vacas

4 . . . . . .
mamiticas por via intra-quarteo, tratando-as com penicilina G




potassica aquosa (100.000 Ul) e 250 mg dihidroestreptomici-

na, encontrando el iminagao de |32 horas. Quando usaram uma
combinagao de produtos comerciais, verificaram que o anti -
bidtico permanecia no leite durante 240 horas. SIDDIGUE et
alii (1965) administraram penicilina G procaina aquosa e es-

treptomicina por via intramamaria (quarto posterior direito)
em vacas mamiticas. Comprovaram que havia transferencia de
quarto tratado para o nao tratado, ate 36 horas; no quarto
inocul ado, o antibiotico persistiu por 60 horas. KATZ et ali
(1973) administraram oxitetraciclina, por via intramamaria,
em 2 vacas mamiticas em lactacao. Os autores observaram gque
residuos oriundos dos guartos anteriores tratados, permane-
ciam por cinco e meio dias (130 horas) ao passo que residuos
procedentes dos quartos posteriores persistiram de tres a
quatro dias e meio (108 horas). Residuos no leite de quartos
nao tratados continuavam presentes durante 96 horas, sendo
o sistema circulatorio o principal rcsponsével pela transfe-

~ -
rencird.

RLOBEL & RURCH (1960a) usaram dihidroestreptomi-
cina e clortetraciclina intramuscular e endovenosa, respec-
tivamente, em vacas normais., O |2 antibiotico na dosagem de
0,5 g/45 Kg permaneceu por 30 horas no leite; mas guando  u-
saram | g/45 Kg, detectaram durante 4% horas. Ao administra-

rem clortetraciclina, na concentragao de 2 mg/Kg, verifica-

ram que todas as vacas eliminaram a droga por 48 horas. Al-

BRIGHT et alii(1961) administraram em 3 vacas sadias, via
intramuscular, penicilina G procafna oleosa, na dose de
6.000.000 Ul/animal, verificaram que o leite era isento de

residuos de antibioticos nas 96 horas. Aplicando, por via




~1

intramamaria, penicilina G procaina oleosa ¢ aquosa no quar-
to posterior direito na dose de 100.000 Ul/animal, encontra-
ram penicilina em todas as vacas por 36 horas. Nas vacas
tratadas com suspensao aquosa, a mesma nao foi detectada a-
pos 72 horas. Quando aplicada penicilina base olcosa, resi-
duos permancceram no leite, da seguinte maneira: cm sete das
oito vacas por 72 horas; en cinco das oito vacas por ¥4 ho-
ras, e em quatro das oito do grupo eliminaram ate 96 horas.
SCHIPPER (1965) administrou penicilina potéssica, pPOCafna e
sodica Suspcnsgo aquosa, via intramusculer, em vacas sadias,
na dosagem de 0.000.000 Ul. Verificou que todas eram elimi-
nadas durante 45 horas. Quando a dosagem foi de 9.000.000 U1,
somente a penicifina G procafna era detectada em 060 horas e,
as demais, persistiam no leite por 4% horas. VYHNALLD L
(1974} injetou oxitetraciclina intramuscular em 5 vacas sa-
dias, e apés tres horas de dplicagao, jé havia presenga da

mesma no leite, prolongando-se por 72 horas.

ROLLINS et alii(1971) efctuaram uma pesquisa em
5 vacas sadias, administrando penicilina 6 procafna e dihi-
droestreptomicina por via i ntramamaria, observando que: em
quartos tratados, ambas as drogas estavam presentes no leite

de 72 a 80 horas e em quartos nao tratados, as mesmus pore

neciam ate S horas, sendo que a penicilina era detectada, na
urina, por |4 dias e a dihidroestreptomicina ate 15 dias.
VIDEAU et alii{1977) recalizaram uma pesquisa em duas vacas
sadias por infusao intramamaria, com uma bisnaga em cada

quarto, sendo que usaram, em cada vaca, um tipo de pomada: a
primeira era clortetraciclina associada a hidrocortisona e a
seqgunda, somente clortetracicling, chegando ao seguinte roc-

sultado: a pomada com hidrocortisona retardou a eliminagao




ate 108 horas, enguanto que na segunda aplicaggo o antibio-
tico persistiu no leite por 96 horas. MAY et alii(l975) a
plicaram antibioticos por via intramamaria em vacas sadias.
Os autores detectaram a presenca de antibioticos (Pen.G pro-
caina + Pen.G sodica + dihidroestreptomicina + sulfonamida)

por 60 a 84 horas.

CANNON & HAWKINS (1962) trataram um grupo de va-

. . - - . - , -
cas sadias por diversas vias, com penicilina G potassicasus-
~ . . . < ~
pensao aquosa e penicilina G procaina oleosa, chegando a se-
» ~ . - . r L -
guinte conclusao: por via endovenosa, a penicilina potassica

aquosa permanecia, no leite, por 44 horas; via intrauterina,
s
de 27 a 3! horas; a aplicada no musculo, detectava-se por
. . . £ . .
72 horas. A penicitina G procaina oleosa, via intramuscular

. . . - .
persistiu, no leite ate 90 horas.

~ -~ . < . . .
Quanto a prevalencia de residuos de antibioticos

no leite, a literatura reqgistra diversos trabalhos. WELSH et
alii (1955) realizaram uma pesquisa no leite pasteurizado nos
Estados Unidos, Canada e Reino Unido, verificando a preva-

lencia de 11,07 de penicilina. MEARA (1959) fez um levanta-

mento num rebanho de |.200 cabegas, no Sul da Africa, e com-

provou a ocorrencia de 3% de antibioticos no leite. GROVE
(1959) efetuou uma pesquisa na Pensiivania (USA), revelan

que ate 71% dos fazendeiros nao descartavam o leite proveni-
ente de animais tratados nas 72 horas apos a ultima aplica-
ggo. Diante disto, o Estado formulou normas severas para pu-
nir os infratores havendo, com isso, um decrescimo da inci-
déncia de antibioticos no leite, diminuindo de 6,57 para
0,527%7. KOSIKOWSKI (1960) fez um levantamento em |7 estados

{(USA), obtendo inFormagaes da ocorrencia de residuos de an-




3

tibioticos no leite, sendo que a penicilina oscilava em
0, 54% num total de 768,500 amostras. MELLO et alii (1909)
realizaram um cstudo de 1.000 amostras de leite tipo C no
estado de Sao Paulo, detectando penicilinag em torno de 1,097,
FARRELY (1970} estudou a ocorrencia de antibioticos no leite

da cidade de Dublin (Irianda). De 1.705 fazendas examinadas,

) ~t N B . . . . R

8, 2% continham antibioticos e, destas, 5,87 era penicilina.
”

Examinou, tambem, 174 amostras de lcite pasteurizado com a

prevalencia de 5,7% de antibiéticos, sendo 4,0% penicilina.
COOK et alii (1970) em pesquisas efetuadas na cidade de
Johannesburyg, Africa do Sul, revelaram a existencia de peni-
cilina no leite pasteurizado, ou scja, de 300 amostras, 12
continham penicilina (3,2%) e, no total de leite comerciali-
ado na cidade, num periodo de cinco anos, a mesma  oscilava
em torno de 1,2 a 2,6%. POLO LORA et alii (1977) pesquisaram
.340 amostras de leite cru provenientes de scte Provincias
do Sul da Espanha. Concluiram que a penicilina estava pre-
sente em torno de 1,19%; estreptomicina, 1,11%; tetracicli-
na, |,047%; bacitracina 9,87 ¢ kanamicina, 9,37, sendo_a Pro-

L4 . - .- -~ .
vincia de Cordoba, a que apresentava a maior prevalencra, ou

. Y - 4 . . -
seja, 25,877 das amostras com residuos de antibioticos no
leite.
. ~ . - . - 4 .
2.2. Aspectos inerentes a industria de laticini-
0s,
. -, - .
Sabe-se que a presenga de antibioticos no lcite

constitui adulteragao de acordo com a "Federai Food Drug and

Cosmetic Act”. A mesma institui programas educacionais, rea-

- ~ . L - . . .
{izados por servicos de extensao, veterinarios, laticinistas,

sanitaristas, junto ao homem do campo, tendo alcangado bom




aproveitamento e cooperagao. Procurou-se deixar bem claro
~ - . - -
que o exito exclusivamente do bom senso, responsabilidade e
. ~ . .
aquiescencia dos produtores, fazendo-os ver que leiteconten-

- - ’ . - - -~ .
do antibiotico constitui-se num produto toxico, trazendo re-

sultados nocivos a industria laticinista {(ALRRIGHT ct al i
I90ta) pois os produtos lacteos, os quais dependem de fer-
mentagao, sofrem inibicao de suas floras microbianas; como
ressalta HUNTER (1949) demonstrando que cul turas puras de

Streptococcus cremoris quando adicionadas isoladamente, fo-

ram completamente inibidas numa Concentraqgo de 0,07 Ul/ml de

penicilina, e que o Streptococcus thermophtlus, quando wuti-

| tzado no fabrico do quei jo sufgo foi muito sensivel a pre-
senga de antibioticos. Este mesmo pesquisador verificou que
o qgquet jo Cheddar, fabricado com leite penicilinico na con

ccntrag$0 de 0, 1-0,5 Ul/ml determinou uma ma qual idade do
mesmo, quanto ao aspecto de sabor e coloragao, apés tros me-
ses de maturaggo. BRADFIELD (1950) comprovou que 0,25-0,31%
da acidez do queijo podia ser atingida num pcr?odo de 7 ho-
ras, com condiqacs normais, mas, na presenga de agente anti-
bacterianos o produto final era caracterizado por sabor a-
normal, sem textura e muito fragil. HANSEN et alii (1950) de-
monstraram a existoncia de residuos de antibidticos no  cre

me, que impediam o desenvolvimento nermal da maturagao o
creme para a manteiga. JACQUET (1953) comprovou que na fa-
bricagso do queijo Canmembert, em presenca de antibioticos na
conccntraqgo de 0,5-L,0UlI/m! de penicilina, obtem-se, no fi-
nal, um produto impregnado de gas. RUSSOF et alii(1957) tra-
“taram vacas sadias ¢ mamiticas por via intramamaria comclor-
tetraciclina, a qual foi detectada no leite desnatado duran-

te cinco ordenhas, mesmo depois da remogao da caseina ¢ al-




bumina. MARTH & ELLICKSON (1959) mostraram claramente que a

pasteurizacao nao elimina a penicilina do leite e af irmaram

~ rd ~
que os antibioticos resistem tambem a cbuligao durante 60
. . -~ (0]
minutos e mesmo ao aquecimento em autoclave a 120 € om uma
~ ., 2 .
pressao de | Kg/em™ por 15 a 30 minutos. Estes mesmos pCes-
. - - -
quisadores anal isaram amostras de leite em po desnatado,
comprovando a presenga de penicilina em torno de 0,05 a

0,1 Ul/ml, e que este produto retinha entre 0,5 a 2,5 Ul de
penicilina por grama. HARPER (1960) estudou o fenomeno rela-
tivo a nao coagulaggo da caseina durante o fabrico de queci jo
"Cottage”, observando que, para pecguenas concentragaes de
tetraciclina no leite, haveria uma interagao entre caseina,
antibiotico ¢ calcio, ¢ em consequencia, a codgulaqéo nao se
realizava. MELLO et alii (1968) efectuaram estudos no lerto
em p6 comercializado em Sao Paulo (250 amostras), encontran-
do |,2% de penicilina e 3,0% de inibidores nao identificados
PILET & THOMA (1909) comprovaram que a pentcilina no leite
.o, p o

so0 e destruida totalmente a uma temperatura de 100 °C, o mes-
mo acontecendo com a tetraciclina. JACQUET & PITRE (1977

comprovaram que a pasteurizagao ndo diminui, a nao ser li-
geiramente, o indice de antibiotico. Os mesmos fizeram refc-
rencias a fermentagao lactica, onde a inibicao ¢ medida o
fungao do tcor de antibiotico presente, af irmando que, na
produgéo do quei jo Camembert, 50 poderé ocorrer um acidente
tecnologico a partir de 200 Ul/titro. Com objetivo de compa-
rar tres metodos sensiveis ‘a detecgao de antibioticos no
leite, JOHNSON et ali {(1977) efetuaram um estudo: anal i se
de disco, cilindro de pltaca ¢ Delvotest-P, chegando a se-
guinte conclusao: no primeiro teste a penicilina foi detec-

tada em 757 do leite; no segundo metodo a detecgao foi de




5§37, ao passo que o Delvotest-P apresentou positividade de
95% para penicilina. HUHTANEN et alii (1977) constataram a
alta sensibilidade (0,004 Ul/ml), precisao ¢ rapidez do mec-
todo Delvotest-P, para revelar penicilina no leite cru ¢  no

.
leite em po desnatado,

. ~ - ” .
2.3. Aspectos inerentes a saude publica.

Ha muito tempo, sao realizadas pesquisas de ambi-
to mundial, no sentido de elucidar as consequencias do uso
intenso ¢ abusivo dos antibiodticos no tratamento de rebanhos
leiteiros, A presencga de antibioticos no leite pode provocar

0s mais vartados tipos de recacoes que vao desde uma simples

. - . - L -
urticaria ao choqgue anafilatico mortai. E de um modo geral
doses a partir de 0,03 Ul/ml sao suficientes para provocar
"~ { . .
reagoes e pessoas sensiveis c¢itada por MELLO (1969} ; este

mesmo pesauisador cita a “"Food Drug and Administration”, on-
de esta organi:agao el etuou uma confergncia com um ygrupo de
medicos especialistas em aleraia causada por antibioticos.
Concluiu que a penicilina quando prescente no lette, mesmo om
pequenas parcelas, provoca reacoes alergizantes. BORRIE &
RARRET (1961) demonstraram que a penicilina contida no leite
pode produzir erupcoes eczematosas recidivantes em PesSsoe:
sensibilizadas. Os mesmos cunstétaram, num enfermo, Pedgaes
graves apés ingestao de 500 ml de leite, contendo 0,03 1l de
pentci l_ina por ml. MELLO (1909) na cidade de Sao Paulo, for-
neceu 100 wml de lfeite pvnicilfnico na concentraq&o de 9,5
Ui/mb, ou scja, 200 Ul a ¢inco voluntarios sadios, scm Pas-
sado di(l\.r‘g]icu. Logo, a seguir, detectou na urina niveis ca-
pazes de produzir Fenomenos de sensibilizacao. ROSANOVE

(I‘)UO) relatou um caso onde o pacirente apresoehtou bo-




~ -~ * . . -
lhas e erupgoes, oral e cutanecas, apos ter ingerido feite

penicilinico (0,05 UI/ml). ZIMMERMAN (1959) nos Estados Uni-
dos, comprovou quatro casos de urticaria cronica, atribuidas

~ . . - 0 . -
a penicilina ingerida no leite.




3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material.

3.1.1. Animais utilizados no experimento.

Foram selecionadas 24 vacas holandesas em lacta-
cao, sendo 8 sadias (quanto a mamite) e 16 mamiticas, diag-
nosticadas por exames clinicos e CMT (SCHALM & NOCRLANDER,

1957}, As mesmas permaneceram em regime de semi-estabulagao,

na Fazenda Experimental da Escole de Veterinaria da UFMG
(Igarapé - M3).

3.1.2. Amostras de leite.

Para pesaquisa e antibioticos no leite de conau-
mo tipo B e C as amostras foram coletadas na plataforma  da
Cooperativa !dio Leal a fim de estaveicer-se a prevalencia
de antibioticos. Nos animais, as amostras foram tomadas an-
tes da ordenha, por quartos, conforme criterio prénestabefe-
cido para determinar a presenga de antibioticos nestes ani-

mais.




3.1.3. Reagentes e Antibioticos.
- Resazurin

. . . ¢ . . . -, .
Penicilina G procaina + Penicilina G potassica

+ dihidroestreptomicinag (P.P.E.)*

Clortetraciclina™™

3.2. Métodos

3.2.1. Sensibilidade ¢ especificidade do Delvo-
test-P.
A existencia ou nao de agentes antimicrobtanos
no leite foi detectada atraves do teste Delvotest-P, o que

4 . . (8]
torna possivel a leitura em 2 horas e meia a 03-05 C, ¢m ba-
. - .
nho-Maria. Este metodo se caracteriza pela presenga de um

microrganismo, ou seja, o Bacillus stcarothermophilus var.,

0 . - - 4 . -
Calidolactis, acondicionado em ampolas num meio solido, adi-

cionando-se as mesmas um tablete nutriente que funciona co-
L4 ”
mo indicador, no caso o bromocresol purpura, alem da pepto-
- . - r ’
na, glicose e leite em po; logo a seguir, acrescenta-se 0,1
. - . - . ~ .

ml de leite, com uma seringa dosificadora ajustada a pipeta

descartavel. As ampelas sao acondictonadas em um suporte  ao-
I3

propriado e leva-se ao banho-Maria, observando-se que © ni-
4

vel da,amostra seja mantido cerca de 0,5 cm, sob a superfi-

cie da agua. A interpretacao consiste em: cor amarela dc to-

* Sin-Rio-Vet (Farmavet)

Acromicina (Blemco)




. + - - . . ”
do o meio solido, indicando resultado negativo; cor rosea

(violacea) de todo o meio, indicande teste positivo.

- - L4
Como o Bacillus stearothermoplilus e notavelmente

penicilfnico Sens{vc|, seu crescimento e particularmente 11—
nibido por uma con(:entr‘ag;u tao pequena quanto 0,003 Ui /ml
no leite e tem completa inibiqso a partir de 0,006 Ut/ml.
Torna-se importante manter a temperatura na faixa prevista,

. ~
pois, havendo desvios da mesma, havera alteracao quanto ao

tempo de leiturs do teste.

Para avaliar a sensibilidade e cspecificidade do

- . . . ~ v - - . -
Delvotest-P, varias diluicoes com os antibioticos seleciona-
dos foram testados experimentalmente, sendo: P.P.E. e clor-

tetraciclina.

Procedimento

a) P.P.E. (2.000.000 Ul)}, pesou-se o conteudo do frasco do
antibiotico, e a seguir rcalizamos as ailuigaes:0,0l, Q,o0l,
0,002 e 0,005 Ul/ml, usando como dituente aqua destilada

) ) :
esterilizada (IZO(C por 20 minutos).

Foram usadas cinco ampolas dor metodo (Delvo-
test-P) para cada diluigao. De imediato retirava-se 0,1 mi
das diluigaes problema, ¢ adicionava-se em cada uma Jdas oy
co ampolas, acrescentando um tablete nutriente espechico,

por ampeola. Posteriormente, incubava-se no banho-Maria a

L0 .
05 C, durante duas horas e meja.

b} Clortetraciclina - 500 my, sendo que as diluigaes testa-

das foram: Q9,15 my, Q0,10 mg e 0,05 mg.

Procedeu-se de forma identica ao P.P.E., quanto a

ampliagao do método Delvotest-P.




3.2.2. Estudo da prcvaiancia de antibioticos no

teite tipo B e C.

As amostras de Icit; tipo B e €, foram tomadas em
frascos de 250 ml, rectirando-as do latao, apos serem homoge-
neizadas. O horario de chegada do leite B variava de 8h30min
as |0h30min. © numero de amostras foi de 183, coletadas du-
rante 3 meses, com uma amostragem de¢ 10 produtores por sema-
na. Foram coletadas, tambem, 80 amostras, de duas rotas de
leite tipo C, durante um mes. Estas amostras eram tomadas de
latoes transportados em caminhoes. Apos serem acondicionadas
em caixas isotermicas, eram conduzidas para o | aboratorio do
Departamento de Tecnologia e |ﬂ5pe§50 de Produtos de Origem

Animal da Escola de Veterinaria da UFMG.

Procedeu-se com leite tipo B, a prova de resazu-
rin e lactofermentagao (MADSEN et alii, 1965) para comprovar
se estas analises poderfam servir como indicadores da proe-
senca de antibidticos no leite. Para tanto, diluigoes de
0,04 UI, 0,05 ul, 0,07 Ul ¢ 1,0 Ul de penicilina foram pre-
paradas, adicionando-as em tubos de¢ ensaio com as  respecti-
vas amostras de leite. De imediato, incubou-se no  banho-Ma-
ria, 3?OC por |[h30min e a scqguir a leitura da prova de resa-

zurin, foi feita a lactofermentacao durante 45 horas.

4 . . ~ .
3.2.3. Estudo do periodo de eliminagcao de anti-

bioticos.

Para realizar o experimento, foram utilizadas
24 vacas holandesas, em fase de lactacao; dessas, foram se-
iecionadas oito vacas sadias e |0 portadoras de mamite, diag-

nosticada por exames clinicos e identificada pelo teste CMT,




As vacas sadias foram sclecionadas em quatro
grupos- de duas, ao passo que as mamiticas em quatro grupos
de quatro, tratadas por duas vias (intramamaria ¢ intramus-
cular), com dois diferentes antibidticos (P.P.E. e Clorte-

traciclinal.

As seguintes doses foram administradas: P.P.E.
(2.000.000-Ul) pelas vias intramuscular e intramamaria, com
tres aplicagaes durante 36 horas, intercaladas de |2 horas.
Evidentemente, esta dosagem foi calculada por quarto infec-
tado para, em seguida, serem aplicadas as infusoes intrama-

s .
marias.

A dose de clortetraciclina (500 mg) por via in-
tramuscular foi1 de 1.000 mg, enquanto que, por via intrama-
maria, foram aplicados 500 mg por quarto 1nfectado, sendo

tres aplicagoes com intervalos de 12 horas.

As vacas sadias, guando subwetidas a antibiotico-
- - 0 - 0 - .
terapia, pela via intramamaria, rcceberam dose unica de
P.P.E. 2.000.000 Ui, durante 30 horas, intercaladas de b2
horas, enquanto que a clortetraciclina foi administrada 500
mqg, em mesmo intervalo de tratamento descrito acima.
~ - -~ 0 < . .
Quanto a infusao Iintramamaria nas  vacas sadias,
. . - ’ . - -~ +
sequiu-se 0 seguinte criterio: infusao no quarto postoerior
direito {(PD) ¢ coleta no anterior esquerdo (AE), o mesmo o-

correndo com aplicacgac intramuscular, onde foram usados, pa-

ra coleta, dois quartos citados (PD ¢ AE),

¢ . . . .
0 vercuio aquoso foi usado para o antibiotico,
. . -~ . . - . ot
adicionando-se |0 ml de solucao fisiologica (0,%85% de NaCl)

B —_ . ~ . ” .
com pH 0,7, somente para a infusao intramamaria,




'Y

A coleta de amostras foi efetuada apos 24 horas
da ultima aplicagao ¢, posteriormente, com intervalos de |2
horas, em tubos de ensaio devidamente esterilizados para e-
vitar a prescnca de residuos de antibioticoes. Ainda  sc¢  ob-
servou para as vacas mum:ticas, que a amostragem foi tomada

dos quartos infcctados ¢ um sadio, previamente selecionados.,

3.2.4. Analise estatistica dos dados experimen-

tais.

0 teste chi-quadrado (SNEDECOR & COCHRAN, 1967)
foi utilizado para avaliar a sensibilidade e especificidade

do metodo Delvotest-P, segundo o modelo:

. 4 -
Diagnéstico Real (caso)

+ _
Diagnastico + a b a+ b
do
- I d c + d
Delvotest-P
a4+ cl| b+ d N
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Portanto, a sensibilidade ¢ especificidade sao

traduzidas por:

a

S = atrc

£ = d
T bd

L4 . A ~ . . T
No estudo do periodo de eliminacao dos antibio-
ticos, os truatamentos formados em esquema fatorial (2 vias x
e - . s . . - - . -
2 antibioticos s 2 estados sanitarios) seguiram um delinea-
mento inteiramente casualizado, com 2 repetigoes para vacas

. L4 . - . .~ .
sadias e 4 para as mamiticas. A analise de variancia obede-

ceu ao scguinte esquema:

fontes de variacao graus de liberdade
Total 23
Tratamento 7
Erro o
4 - € . . ~
As medias de pertodo de ebiminagao, para cada

tratamento foram comparadas pelo teste t de Student ao nivel

—at ’ ’ . < . . . B .
de 5% atraves do calculo da diferengca minima stgnificativa

{(dms)

onde

t ¢ o valor tabelado de t com 10 graus de liber-

dade U

3]

a variancia do erro

mn
LIRS

n., ¢ o numero de repeticao dos tratamento compa-

rados.




4. RESULTADOS

4.1. Sensibilidade e especificidade,

A sensibilidade e especificidade do Delvotest-P,
foram de 1007 de probabilidade estatistica, nas diluicoes
0,01, 0,001, 0,002 ¢ 0,005 Ul para P.P.E. Quanto a clorte-
traciclina, nas diluigaes 0,15 mg, 0,10 mg ¢ Q0,05 my, repe-

L4 . . B
tiu-se o mesmo resultado estatistico citado acima.

J.1.1. Prevaléncia de antibidticos no leite tipo

3 e C.

- * . -+ -
Apos a analise do leite tipo B, comprovou-se a
. -~ . L4 - .7 - -~ .
existencia de residuos de antibioticoes, com uma prevalencia

de 5,497,

No que se refere ao lcite tipe C, a presenca  de
q I ’ F v

€ . . . . -4
residuos de antibioticos foir de 1,25 ..

Quanto aos testes de lactofermentacao e resazu-
rin, nas diluigoes (0,04, 0,05, 0,07 e |,0 Ul), pode con-
cluir-se que, na prova de resazurin, nao houve alteracao

. v g - . - . -~ .
stanificativa, quanto a interpretacao, pois todos os resul-




[ ]
| (!

tados foram identicos (coloraqao azul actinzentada, durante
- . - - - .
Ih30min), ou scja, leite de otima qualidade, quer na amostra
- * -
problema {com antibiotico) ou na testemunha. Na lactofceemen-
tagao todos os testes ftermentaram (+) durante as primeiras
24 horas de incubacao. Portanto, estes dois metodos nao  sao
. r
4 . . 4 . . . . .
especificos por si so, para indicar a presencga de antibioti-
cos, logicamente dependende das concentragoces prescentes no

leite.

- 4 . . ~ . . T .
4.1.2. Periodo de eliminagao de antibioticos.

Pela TAB. | uma vaca sadia (VS) el iminou por 48
horas, apés ap!icaqao intramuscular de clortetraciclina, ao
pPasso que na vaca (VO) a permanéncia do antibiotico no leite
foi de 84 horas, superando o permitido pela legislacao, ou
sega, de 72 horas. Quando na aplicagao intramamaria, a el i-
minacao nos guartos tratados foi de QG horas por ambas as

vacas do grupo (v7 e v8).

Na administracao dessc mesmo antibiotico, em  va-

L4 . - . .
cas mamiticas, indiferente da via ¢ de guartos tratados ou
nao, as & vacas do grupo el iminaram antibioticos pelo leite

or mais de 72 horas, tendo 3 vacas do grupo (v VoL OV
P 7 r ’; L ¢) P ( 227 23 24)

- - 4
eliminado ate 144 horas.

Na TAB. 1! nota-se, que uapos inoculagao de P.P.E.
por via intramuscular, as duas vacas sadias (vl e vq) tive-
r ~ - 0 . - - v — - -
ram a persistencia de antibiotico no leite, por 72 a %4 ho-
- - . - . . -
ras, respectivamente. O mesmo antibiotico, administrado em
- - - e -
vacas sadias (v3 C v4), pela via intramamaria, apresentou 0

4 B . -~ s
periodo de eliminagao de ate 72 horas, nos quartos tratados.

~ - .
Na aplicacao do P.P.E., em vacas mamiticas, quer




por via intramuscular ou intramaméria, a e!iminaqgo de todas
as vacas do grupo foi superior a 84 horas, principalmente nos
quartos tratados infectados. Quanto aos gquartos controles,
apcenas | vaca (vio), eliminou antibiotico por menos de 72

horas.

Na TAR. |1l onde se avalia o tempo de eliminacao

dos dois antibioticos, pode se detectar que 91,60 das va-
cas eliminaram clortetraciclina alem do permitido pel as
normas de produqSO de leite (72 horas). Podendo notar-se
também, que 25% das vacas c¢liminaram antibiotico ate | 44
horas.

No que se refere a P.P.E,, 75%¢ dos animais do
experimento apresentaram uma el iminacao do antibiotico no

leite, superior ao tempo estabeltecido em lei. Evidencia-se,
- . ¢
que 8,337 das vacas dessce grupo, mantiveram resjduos desse

. - - - -
antibiotico, no leite, ate 144 horas.

Pela TAB. IV cstima-se o tempo de el iminagao da
clortetractclina entre quartos, quando inoculado cm vacas
mamiticas. Verifica-se que indifTerente da via de aplicagao,
todous os animais do grupo eliminaram por mais de 72 horas,

quer por quarto tratado infectado ou quarto controtle,

Na TAB. V comprova-sc a persistencia de P.P.L.
- . -~ L4 -
entre quartos, apos inoculacao em vacas mamiticas. Todas as
~ . . - - -
vacas doentes, apresentaram uma permanencia do antibirotico
no leite por mats de 72 horas, independente dos quartos tra-

tados.

A TAB. VI demonstra a persistéencia dos dois an-

-

. - ” . - -~ -
tibioticos, apos inoculacao pelas duas vias (IM ¢ 1Q), cm




vacas sadias. A P.P.E. e clortcetraciclina, quando inocul a-
das por via intramuscular, fizeram-se presente no leite pelo
{ - v . - .
periodo de ate 54 horas. 0 P.P.E., aplicado por via intrama-
rd . - .
maria, no quarto tratado, c¢liminou pelo tempo rceqgul amentado
- - -~ -
em lei (72 horas), € nos quartos controles a persistencia
. . . . . ~ . r
fo; de 00 horas. A clortetraciclina, por infusao 1ntramama-
. L[4 -~ . .
ria, apresentou um periodo de permancncia no leite de 90 ho-

ras, a0 passo que Os quartos controles, tiveram a eliminagao

pelo leite de 72 horas,

Na TAR. VIl relaciona-sc a influencia Jda inten-
sidade da PeagEO CiiT, no tempo de persistancia da P.P.E., Es-
se antibiético, administrado por via intramuscular, teve sua
eliminagao pelo leite de 132 horas, tempo estc, bem superior
ao previsto com lei (72 horas), independente da intensidade dao

Pcagao do CMT.

- ~ - - . .
Quando da inoculagao intramamaria, repetiu-se os
resultados acima descritos, tendo uma vaca (v|3) el iminado
- - - ~ .
ate 114 horas, sendo gue por esta via houve influencia da

intensidade de reagao.

Na TAB. VIl os paramctros sao os mesmos da TAB.
VI1, exceto quanto ao antibiotico administrado, A clortetra-

o

- - - - - . . - ”
ciclina, por via intramuscular, o eliminada ate 132 horg

pelo lette, dependendo da reacao do CMT.

Na aplicagao, por via intramamaria, tambem  hou-

ve eliminagcao superior as normas previstas, Pode-se notar,
” . -~ . had r . ~

realmente, que ha influencia quanto a intensidade da reagao

do CMT, citando como exemplo 3 vacas (V2°' V”} € v que
L o

2
- F

-” . . -
eliminaram antibiotico pelo leite ate 114 horas.
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Na TAB. [X podem ser observadas as difercencas,

entre tempo de climinagao dos antibioticos, clortetraciclina

e P.P.E., ¢ o comportamento da persistencia destes, em vocas

. 4 .
sadias ¢ mamiticas,.

Para as vacas sadias (dms = 25), houve difcrenca

significativa na eliminacao, entre os tratamentos, intramus-

cular e intra-guarto, com clortcetraciclina,

[4 .
Para vacas mamiticas (dms =

1¥) houve para o tem-
po de eliminacao diferenca significativa, independente dos
tratamentos ¢ vias utilizadas {exceto por vias IM e IQ

com
P.P.E.).

0 calculo da dms, entre os tratamentos das vacas
4 . B .
sadias ¢ mamiticas foi de 22, demonstrando haver difTcerene o

significativa na permancncia de antibioticos, dependendo  da

via 1noculada.

0 coefliciente de variacao do  experimento foi

TEN




5. DISCUSSAO

5.1. Sensibilidade e especificidade do Del vo-

test-P,

. s ¢

0 metodo utilizado para detectar residuos de an-

- . - - - . - L . N
tibioticos no leite mostrou-se altamente satisftatorio, apre-
sentando-se com grande sensibilidade e especificidade e a-

N L o~

tendendo, notadamente, o binomio tempo-precisao. Comprova-se

. .~ . - - - T .
a total eficiencia do metodo, pois, alem das caracteristicas

- - - . . ~
acima citadas, e simples e de facil interpretacao.

Estes resultados coincidiram com aqueles apre-
sentados por HUHBTANEN et alii(1977), ou éeja, a sensibili-
dade de 0,004 UlI/ml para o metodo Delvotest-P; ao passo que
JOHNSON et alii (1977), comparando troes metodos de dvtvcgﬁn
de antibioticos no leite (ané|ise de disco, cilindro de pla-
ca e Delvotest-P, concluiram que o Delvotest-P alcangou 05%
de scguranca no diagnéstico para penicilina.

-~ 0 - . -~ . +
5.2. Prevalencia de antibioticos no leite.

~ . .
Com o estudo da prevalencia realizado durante

tres meses consecutivos foram, atce certo ponto, expressivos,




. kS . -t . .
pois restduos de antibioticos no leite tipo B, foram detec-
”
tados e, levando-se em conta © pequeno numero de produtores,
a prevalencia foi elevada, comprovando o uso intensivo ¢ in-

discriminado desses ayentes antibacterianos.

. . - . 4 Nl
0 leite tipo C apresentou antibiotico, mas com
¢ . ) ~ . . .
indices bem menores. Essa menor ocorrencia poderia scer atri-
3 ~ . . . -
buida ao despreparo do produtor quanto a profilaxia sanita-
~ I . ~ . .
ria, falta de orientacao tecnica na exploragao leiteira, me-
-~ . ~ - . B
nor valor economico ¢ selecao zootecnica dos rebanhos lei-

teiros, e em termos gerais resume-se o deficiente manejo.

Quanto ao tipe B, ha maior investimentos, no que
tange a instdlagaes, mane jo, controle higianico—sanitério, o
rebanho letteiro com boas caracteristicas zootecnicas, ffa-
zendo com que o produtor use indiscriminadamente, antibi Ot -
cos ¢ nao obedeca as normas existentes para prudugao e co-

. . ~ . L4 B . o r .
mercialtzagcao desse leite com restduos ‘de antibioticos.

A prevaléncia, por nos detectada, nao difere
muito do estudo rcalizado por WELSH ¢t alii {(1955), diagnos-
ticando 11,67 de penicilina em leite pasteurizado. MEARA
{1959} detectou 3 de antibiatiro; J& KOS TKOWSKI(1960) cons-

e

tatou O, 547 de penicilina nos Estades lUnidos; CO0K ot al..
(1970) comprovaram a presenca de 3,27 no leite pasteuriza-
do; MELLO (1909) detectou |,9% de penicilina no leite tipo
C, mas no lceite em pé a prevalancia foir de 1,27 (190%); FAR-
RELY (1970), determinou a existencia de 5,870 de  penicilina.
Conclui-se, frente a estes dados, que os resultados encon-

trados em nossa pesquisa, assemelham-se, mas devemos dar en-

fasc a epoca destas pesquisas, principalmente nos Estados




Unidos (1959-060), onde hoje esta prevaléncia nao ocorre

mats.

Comparando os dados publicados por MELLO (1969)
¢ transladando-sc para a realidade atual, onde a cidade de
Sao Paulo apresenta-se como a major fonte de CumePCidliZdQSU
do leite tipo B, torna-sec quase cvidente que a prevalancia
de 5,49%, verificada agui em Belo Horizonte nesse terte e
alarmante diante do grande consumo do mesmo, em Sao Paulo.

-

r . . ~ . . T .
5.3. Periodo de el iminagao dos antibioticos,

Na deteccao do tempo de eliminagao de antibioti-
. ] ’ - - v .
cos no leite, existem varias af irmativas divergentes, estan-
~ . . . ~ L4 -
do na dependencia da via de aplicagao, dose, veiculo ¢ ftato-

res 1nerentes ao-animal.

Para vacas sadias, tratadas por via intramamaria,
os resul tados obtidos foram praticamente identices aos acha-
dos pelos pesquisadores ROLLINS et alii (1971), MAY ct alii
(1975), VIDEAU et alii (1977), ALBRIGHT et alii (1961b), ou
seja, uma eliminaggo em torno de 72 a 96 horas (TAR. | ¢ 11};
mas © pPépPiO VIDEAU et alii (1977), quando utilizaram hi -
drocortisona associada ao antibiotico, detectaram no leito

pelo tempo de 108 horas.

Apos administracao por vio intramuscular, em va-
cas sadias, o periodo de eliminacao variou de 4% a 906 horas
(TAR., | e 1), ja outros pesquisadores, obtiveram resultados
semelhantes, RLOBREL & RURCH (1960b), SCHIPPER (1905), CANNON
& HAWKINS (1962), detectando residuos de antibioticos no

. L4
leite pelo periodo de 23 a 72 horas.
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Vacas mam ticas, apés o tratamento intramuscular,
el iminaram durante 84 a 132 horas (TAR. IV e V), indepcenden-
te dos antibioticos administrados (P.P.E. e Clortetracicli-
na), o que de certa forma, assemelham-se aos resul tados  ob-
tidos por YASAF VAID et alii (1960), SEVICK et alii (1970},
MOL & BAKKER (1969); as oscilacoes existentes nos periodos
de eliminagao, provavelmente ocorreram devido a fatores co-

4 . ~ . .
mo: dosagem, veiculo e grau de infeccao dos animass.

0 tratamento intramamario no grupo de vacas mam 1 -
ticas, apresentaram um periodo de eliminag50 de 84 a 144 ho-
ras (TAR. 1V e V), vindo de encontro aos resul tados detecta-
dos por BLOREL & BURCH (1960a), KATZ et alii (1973) e SI1DD}-
QUE et alii (1965). Mas os pesquisadores ERERHART et alii
(1963), FINCHER et alii (19062) e BRODIE et alit (1902}, do
tectaram antibioticos no leite pelo perfodo de 180 a 210 ho-
ras. Esta diferenga marcante pode ter ocorrido em funcao da
composiqao dos antibioticos, concentrdagao, tipo de veiculo

utilizado e a fatores i1nerentes ao animal .




6. CONCLUSAO

Em face dos resultados mencionados nesta pesqui-

sa, podem ser enumeradas as seguintes conclusoces:

- . . . . L4
a) 0 metodo utilizado para diagnosticar residuos
. .’ . - - {
de antibidoticos no leite (Delvotest-P) ¢ altamente sensivel,

especifico e atende o binomio tempo-precisao.

-~ . ¢ . . " .
b) A prevalencia de residuos de antibioticos, no
leite tipo B, comercializado em Belo Horizonte de agosto a
novembro de 1978, foi de 5,497 e para o leite tipo €, foi de
b, 250,
1 . . -
¢) Vacas mamiticas eliminam por um tempo bem ma-

- . - . 4 . . .
ior que vacas sadias, indiferente do antibiotico admini<tr.

do.

d) Um maior ou menor tempo de eliminagao dos an-
- . - B Nl ~
tibioticos no leite, pode depender da intensidade da recagao

do CMT.

e¢) O numero de quartos infectados por vacas nao
interfere diretamente no tempo de eliminagao dos antibioti-

cos no loeite,
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f) A clortetraciclina permancceu por tempo maior

do que a P.P.E. (TAB. It1), notadamcnte pela via intramama-

. L4 -
ria em vacas mamiticas.

L . - - « - L4 .
g) A via intramamaria climina antibiotico por um
i . . . .
periodo de tempo maior gue a via intramuscular, independente

do estado de saude do animal,

~ € -
h} 0s quartos nao tratados das vacas mamiticas
0 - . . L - -
eliminam antibioticos por um tempo maior do que os mesmos

quartos, em vacas sadias.




7. TABELAS
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TABELA I1X

Sadias

£ .
Mamiticas

41

As médias de eliminagao (horas) segundo o estado sanita-

rio do animal, antibiotico utilizado e via de inoculagao

P.P.E. CLORTETRACICLINA
M 1Q 11 1G
78 72 66 96
117 126 96 141
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