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RESUMO 
 

A cadeia produtiva do leite representa um importante segmento no agronegócio brasileiro. Por 
isso, é necessário que haja rigoroso controle de qualidade em todas as etapas de produção, 
incluindo o uso de antimicrobianos nos animais, que podem gerar resíduos no leite, causando 
prejuízos ao produtor, à indústria e à saúde do consumidor. Foram avaliados dois kits de 
inibição microbiana (Charm® Cow Side II Test e Charm® Blue Yellow II Test) para a detecção 
de resíduos de antimicrobianos em diferentes concentrações no leite. Avaliou-se também a 
capacidade de ambos em detectar o grupo das tetraciclinas em uma concentração menor daquela 
considerada na legislação brasileira. Amostras de leite foram inoculadas com soluções-padrão 
de 23 diferentes antimicrobianos e uma solução com metabólitos de um dos antimicrobianos 
(ceftiofur), em duas diferentes concentrações: o limite mínimo de detecção declarado pelo 
fabricante (Nível 1) e o limite máximo de resíduos (LMR) (Nível 2) estabelecido pela 
legislação. Ambos os kits foram eficientes na detecção da maioria dos antimicrobianos testados 
nas duas concentrações, inclusive de metabólitos de ceftiofur. É necessário rever a informação 
do fabricante do kit Charm® Cow Side II Test quanto à detecção dos resíduos de oxacilina, 
penicilina G, das sulfonamidas e espiramicina e do kit Charm® Blue Yellow II Test quanto à 
detecção de eritromicina, cloxacilina, sulfadiazina, tilosina e penicilina G no leite. Os dois kits 
detectaram resíduos de tetraciclinas atendendo o LMR previsto na legislação brasileira e podem 
ser utilizados com segurança para o monitoramento destes resíduos no leite. 
 
Palavras-chave: leite, antimicrobianos, resíduos, inibição microbiana 

 
 
 
 

ABSTRACT 
 

The milk supply chain is an important stage in Brazilian agribusiness. Therefore, it is necessary 
to have strict quality control at all stages of production, including the use of antimicrobials in 
animals, which may generate residues in milk, causing damages to producer, industries and 
consumer health. Two kits based on microbial inhibition (Charm® Cow Side II Test and 
Charm® Blue Yellow II Test) for detection of antimicrobial residues in milk in different 
concentrations were evaluated. The ability of both to detect the tetracycline group in a lower 
concentration of that considered by Brazilian law was also evaluated. Milk samples were 
inoculated with standard solutions of 23 different antimicrobial agents and metabolites with a 
solution of one of antimicrobials (ceftiofur) in two different concentrations: the lower limit of 
detection stated by the manufacturer (Level 1) and the maximum residue limit (MRL) (Level 2) 
established by the legislation. Both kits were effective in detecting most of antimicrobials tested 
in two concentrations, including metabolites of ceftiofur. It is necessary to review information 
from the manufacturer of the kit Charm® Cow Side II Test for the detection of residues of 
oxacillin, penicillin G, spiramycin, and sulfonamides and Charm® Blue Yellow II Test on the 
detection of erythromycin, cloxacillin, sulfadiazine, tylosin, and penicillin G in milk. Both kits 
detected residues of tetracyclines given the MRLs required by the Brazilian law and can be 
safely used for monitoring these drugs in milk. 
 
Keywords: milk, antimicrobials, residues, microbial inhibition 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O Brasil é considerado uma promessa no 
agronegócio mundial. Sua extensão 
territorial e a grande oferta de terras para 
produções agrícolas e pecuárias aliadas à sua 
imagem positiva no cenário internacional 
são ingredientes para um futuro promissor.  
 
A cadeia produtiva do leite representa um 
importante segmento no agronegócio 
brasileiro e o Brasil é o sexto maior produtor 
mundial de leite. Além de sua importância 
na economia do País, a produção de leite é 
relevante no aspecto social, uma vez que 
gera inúmeros empregos não somente no 
meio rural, mas também na indústria que 
processa o leite e seus derivados. Frente a 
estes fatores, o aumento da produção 
leiteira, seguindo um rigoroso controle de 
qualidade, é um dos principais objetivos dos 
produtores rurais e das indústrias de 
laticínios. 
 
No entanto, diversos aspectos precisam ser 
melhorados no que concerne ao controle de 
qualidade na produção. Um deles diz 
respeito ao uso dos antimicrobianos em 
vacas leiteiras, atitude que pode gerar 
resíduos no leite, causando prejuízos ao 
produtor, à indústria e, muitas vezes, à saúde 
do consumidor.  
 
Para que tantos prejuízos sejam evitados, 
algumas empresas desenvolveram testes 
rápidos e eficazes para a detecção de 
resíduos de antimicrobianos em leite. Há 
vários tipos de métodos com princípios 
distintos no mercado, tais como 
microbiológicos, enzimáticos e 
cromatográficos, com vantagens e 
desvantagens diferentes para cada um. Fica a 
critério de a indústria avaliar qual método é 
mais adequado para atender a sua demanda.  
 
Considerando-se os testes microbiológicos, 
o mercado oferece algumas opções, mas é 
característica unânime de tais produtos não 

detectarem o grupo das tetraciclinas no leite 
em concentrações iguais ou menores ao 
mínimo permitido pela legislação brasileira. 
Os objetivos deste trabalho foram: avaliar 
dois kits de inibição microbiana para a 
detecção de resíduos de antimicrobianos em 
diferentes concentrações no leite quanto à 
legislação vigente e ao limite de detecção do 
fabricante e avaliar a capacidade de ambos 
em detectar o grupo das tetraciclinas, assim 
como o ceftiofur e seus metabólitos, em uma 
concentração menor daquela considerada na 
legislação brasileira. 
 
2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Produção de leite, resíduos de 
antimicrobianos e suas consequências  
 
A produção leiteira no Brasil vem crescendo 
a cada ano. O País apresentou um 
crescimento médio na produção de 3,15% 
entre 1990 e 2007, taxa anual superior ao 
crescimento médio mundial (1,0%) 
(Produtos..., 2008). Para o ano de 2008, um 
estudo da FAO (Food..., 2008) estimava 8% 
de aumento na produção leiteira em relação 
a 2007, chegando a 31,2 bilhões de litros de 
leite. Essa expansão é resultado da 
reestruturação do setor, com consequente 
aumento de produtividade. Nas últimas duas 
décadas, o País passou de importador líquido 
de produtos lácteos para exportador líquido. 
A participação brasileira na produção 
mundial de leite aumentou de 3,1% para 
4,5% (Produtos..., 2008). 
 
O País ainda não é um grande exportador de 
lácteos, mas possui potencial produtivo real, 
com possibilidade de expansão das 
exportações. O resultado positivo da balança 
comercial de lácteos entre 2004 e 2008 
aponta ganho em competitividade da 
pecuária de leite brasileira e das empresas do 
setor. No entanto, há restrições impostas ao 
comércio dos produtos brasileiros pelas 
exigências do mercado internacional quanto 
à qualidade e segurança alimentar. Dentre as 
barreiras ao comércio internacional, 
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destacam-se as técnicas e sanitárias, cada 
vez mais utilizadas como instrumento 
balizador ao comércio de produtos lácteos. 
Alcançar os padrões internacionais de 
qualidade e cumprir as exigências dos países 
importadores são ações que a cadeia do leite 
deve desenvolver para abrir novos mercados 
(Pereira et al., 2009). Dentre as barreiras 
sanitárias impostas para a exportação de 
produtos lácteos, os resíduos de 
antimicrobianos em leite têm se tornado um 
desafio.  
 
Os antimicrobianos deixam resíduos no leite 
através da circulação sanguínea no animal. 
O leite é sintetizado no úbere da vaca, que é 
composto por quatro glândulas mamárias. 
Essas glândulas possuem alvéolos 
secretores, sendo cada alvéolo circundado 
por vasos sanguíneos. Objetivando preservar 
sempre a saúde da vaca e a manutenção da 
sua capacidade produtiva, é comum o 
tratamento de doenças com a administração 
de antimicrobianos. Esses medicamentos são 
absorvidos pela corrente sanguínea, sendo 
excretados principalmente pelos rins. No 
entanto, muitos desses medicamentos 
também são excretados no leite. O animal 
tratado que esteja em lactação deve ser 
separado na hora da ordenha, por um 
determinado período, para que seu leite seja 
descartado por conter resíduos do 

antimicrobiano. Também, quando há 
somente uma glândula mamária em 
tratamento por mastite, todo o leite deve ser 
descartado. Como há intensa circulação de 
sangue no úbere, o antimicrobiano aplicado 
em um quarto é absorvido pela corrente 
sanguínea, sendo excretado no leite de todos 
os quartos (Brito e Brito, 2001). Esses 
resíduos ocorrem no leite após o tratamento 
de vacas em lactação por problemas 
reprodutivos, respiratórios ou quaisquer 
outros problemas infecciosos. Podem 
decorrer também de tratamento no período 
seco para controle da mastite e ordenha 
acidental das vacas secas (Brito, 2005).   
 
Os antimicrobianos são administrados aos 
animais pelas vias intramuscular, 
intravenosa, subcutânea, infusão 
intramamária e intrauterina, oral ou 
topicamente na pele. Todas essas rotas 
podem deixar resíduos nos alimentos de 
origem animal, como leite, carne e ovos 
(Mitchell et al., 1998). A persistência de 
resíduos de antimicrobianos no leite varia 
com a droga e depende de vários fatores, 
como dose, via de administração, excipiente 
utilizado, dentre outros (Costa, 1996). A 
Tabela 1 mostra as principais vias de 
administração dos medicamentos e o tempo 
de eliminação médio no leite. 

 
Tabela 1. Persistência de eliminação de medicamentos pelo leite de acordo com a via de 
administração utilizada 
 
 
 
  
   
 
 
 
  Fonte: Costa (1996) 
 
Esses resíduos no leite não representam 
apenas prejuízos para a exportação, mas 
também para a indústria e, principalmente, 

para a saúde do consumidor. No caso da 
indústria, a presença de traços de 
antimicrobianos pode tornar o leite 

Via de administração Persistência média (horas) 
Oral 86 

Intramuscular 72 a 96 
Intravenosa 44 
Intrauterina 31 

Intramamária 48 a 144 
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impróprio para a produção de alguns 
produtos, como leites fermentados e queijos. 
As culturas lácteas utilizadas para a 
fabricação desses derivados são sensíveis a 
determinados níveis de antimicrobianos, 
ocasionando consideráveis perdas 
econômicas para a indústria processadora 
(Brito, 2005). O tratamento térmico, como a 
pasteurização, tem pouco efeito sobre a 
concentração de resíduos de antimicrobianos 
no leite e não deve ser considerada como 
fator de controle desse problema (Santos e 
Fonseca, 2007). 
 
Quanto à saúde humana, podem ocorrer 
reações alérgicas ou tóxicas em indivíduos 
que ingerem o leite com resíduos de 
antimicrobianos (Brito, 2005). Muitas 
drogas possuem potencial para causar 
reações imunoalérgicas, mas os 
antimicrobianos são, atualmente, 
considerados os principais responsáveis por 
tais reações (Dewdney et al., 1991), que 
podem até mesmo desencadear choque 
anafilático em indivíduos particularmente 
sensíveis (Costa, 1996).  
 
2.2 Antimicrobianos  
 
Segundo o CCAR (Canadian Committee on 
Antibiotic Resistance), os antimicrobianos 
englobam os antibióticos e agentes sintéticos 
que possuem um efeito antimicrobiano. 
Originalmente, os antibióticos são 
substâncias naturais produzidas por certos 
micro-organismos que destroem ou inibem o 
crescimento de outros micro-organismos. 
Atualmente, em sua maioria, os antibióticos 
são semi-sintéticos, produzidos em culturas 
microbianas em grande escala e depois 
transformados por processos químicos.  
Considerando o mecanismo de ação, os 
antimicrobianos dividem-se em dois grupos: 
um que inclui aqueles que atuam na 
membrana ou parede celular, tornando a 
célula vulnerável às forças osmóticas; outro 
que atua de forma mais profunda na célula, 
bloqueando a síntese protéica de diversas 

formas e prejudicando o metabolismo 
bacteriano (Auto et al., 2008). 
 
Os antimicrobianos beta-lactâmicos 
possuem como característica o anel β-
lactâmico, variando a forma como esse anel 
é estabilizado. A penicilina é o beta-
lactâmico mais conhecido, sendo que a 
penicilina G foi o primeiro antimicrobiano 
descoberto, obtido por fermentação a partir 
do Penicillium chrysogenum e 
permanecendo eficaz frente a inúmeras 
infecções até hoje. A partir do momento em 
que se descobriu o seu núcleo central, uma 
série de derivados foi obtida em laboratório, 
constituindo o grupo das penicilinas semi-
sintéticas. As cefalosporinas fazem parte do 
grupo de beta-lactâmicos e são 
antimicrobianos bactericidas, inibindo a 
síntese da parede celular, similarmente às 
penicilinas (Tavares, 2007). Alguns 
antimicrobianos do grupo dos beta-
lactâmicos são: amoxicilina, ampicilina, 
cefacetril, cefazolina, ceftiofur, cefapirina, 
cloxacilina, dicloxacilina e oxacilina.  
 
O ceftiofur é uma cefalosporina de terceira 
geração, considerada pela OIE (World..., 
2007) como droga de grande importância na 
medicina veterinária. Quando administrado, 
o ceftiofur origina rapidamente o metabólito 
ativo desfuroilceftiofur, que conserva a 
estrutura da beta-lactama (Giguère, 2006). 
 
As sulfonamidas são derivadas da para-
aminobenzenosulfonamida (sulfanilamida). 
A maioria é relativamente insolúvel em 
água, mas seus sais de sódio são facilmente 
solúveis. As sulfonamidas agem inibindo 
competitivamente a enzima bacteriana 
dihidropteroato-sintase, responsável pela 
incorporação do ácido para-aminobenzoico 
(PABA) em ácido dihidropteroico, precursor 
imediato do ácido fólico. As células de 
mamíferos necessitam de ácido fólico pré- 
formado e não são afetadas pelas 
sulfonamidas (Brunton et al., 2008). 
Sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfametazina 
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e dapsona são exemplos de antimicrobianos 
dessa classe.  
A dapsona foi proibida em toda a União 
Europeia para uso em animais de produção 
de acordo com o Regulamento (CEE) nº 
2377/90 (União..., 1990). Essa droga pode 
causar sérios efeitos colaterais em humanos, 
como o quadro de hemólise dose-
dependente, que pode levar à anemia 
hemolítica, e meta-hemoglobinemia. 
Anormalidades na formação de glóbulos 
brancos, incluindo anemia aplástica, são 
raros, mas são responsáveis pela maioria das 
mortes causadas pelo uso da dapsona 
(Hadjigeorgiou et al., 2009). 
 
O trimetoprim é um composto sintético que 
inibe a diidrofolatoredutase, penúltima etapa 
da síntese do tetraidrofolato, que é a forma 
ativa do ácido fólico. Possui atividade 
sinérgica com algumas sulfonamidas e essa 
combinação é ativa (e, muitas vezes, 
bactericida) contra muitos cocos Gram 
positivo e bastonetes Gram negativo 
(Robbers, 1997). 
 
Os antimicrobianos macrolídeos 
(eritromicina, espiramicina e tilosina) são 
agentes bacteriostáticos que inibem a síntese 
protéica por ligação reversível às 
subunidades ribossômicas 50S de 
organismos sensíveis (Brunton et al., 2008). 
No entanto, alguns macrolídeos, como a 
eritromicina, podem ser bactericidas quando 
em altas concentrações ou quando atuam 
contra um agente extremamente sensível 
(Plumb, 1999). 
 
Os aminoglicosídeos (gentamicina e 
neomicina) são bactericidas, ao contrário da 
maioria dos inibidores da síntese de proteína 
microbiana, que é bacteriostática. A ação 
depende da concentração da droga, mas a 
atividade bactericida residual persiste 
mesmo após a concentração sérica ficar 
abaixo da concentração inibitória mínima 
(Brunton et al., 2008). 
 

As lincosamidas (pirlimicina e clindamicina) 
agem ligando-se à subunidade 50S dos 
ribossomos do RNA de bactérias suscetíveis, 
interferindo na síntese protéica. Elas são 
ativas, principalmente, contra bactérias 
Gram positivo, como Staphylococcus 
aureus, S. epidermidis, S. chromogenes, S. 
hyicus, S. xylosus, Streptococcus agalactiae, 
S. dysgalactiae, S. uberis, S. bovis e 
Enterococcus faecalis (Plumb, 1999). 
 
As tetraciclinas (oxitetracilina e tetraciclina) 
são antimicrobianos bacteriostáticos que 
atuam inibindo a síntese da proteína 
microbiana, sendo ativas tanto contra 
bactérias Gram negativo quanto Gram 
positivo. A inibição da síntese protéica 
ocorre pela ligação ao ribossomo 30S das 
bactérias, impedindo o acesso do RNAt 
aminoacil ao receptor do complexo RNAm-
ribossomo (Brunton et al., 2008). 
 
2.3 Legislação brasileira  
 
A ingestão diária aceitável (IDA) de 
substâncias farmacologicamente ativas é 
uma estimativa da quantidade de resíduo que 
pode ser ingerida diariamente por toda a 
vida sem representar risco à saúde do 
consumidor.  Os dados da IDA são 
estabelecidos com base em dados 
toxicológicos, farmacológicos ou 
microbiológicos: o menor valor será 
considerado. Os limites máximos de 
resíduos (LMR) baseiam-se nos valores 
obtidos da IDA. Uma vez que os LMR 
forem fixados, torna-se necessário 
determinar o tempo de descarte do leite para 
cada medicamento veterinário, para que 
então o produto tenha sua comercialização 
autorizada, de forma que os resíduos 
provenientes da sua utilização não 
ultrapassem o valor do LMR estabelecido 
(Position..., 2002). 
 
No Brasil, os LMR dos produtos de origem 
animal são definidos pelo Plano Nacional de 
Controle de Resíduos em Produtos de 
Origem Animal – PNCR, descrito na 
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Instrução Normativa nº 42, de 20 de 
dezembro de 1999 (Quadro 1) do Ministério 
da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA). As drogas não descritas no PNCR 
quanto ao LMR seguem as recomendações 
do Codex Alimentarius.   

 
Quadro 1. Programa de Controle de Resíduos em Leite – PCRL/2000 
  

ANTIMICROBIANOS 
MÉTODO 

ANALÍTICO 
LQ/MIC  
(µg/kg) 

LMR/NA*  
(µg/kg) 

AMOSTRAS LABORATÓRIO 

Penicilina 

ELISA 
 

CLAE-UV 

NE 4 

200 
LARA/RS 
LARA/MG 

Estreptomicina NE 200 
Tetraciclina (a) NE 100 
Eritromicina NE 40 
Neomicina NE 500 

Oxitetraciclina (a) NE 100 
Clortetracilina (a) NE 100 

Ampicilina NE 4 
Amoxicilina NE 4 

Ceftiofur NE 100 
Sulfametazina(b) ELISA 

CCD – DST 
CLAE – UV 

10 
100 100 

LARA/RS 
LARA/MG 
LARA/SP 

Sulfadimetoxina(b) 10 
Sulfatiazol(b) NE 

Cloranfenicol 
ELISA 

CLAE – UV 
5 (i) 5* (ii) 100 

LARA/MG 
LARA/RS 
LARA/SP 

i) Para aquelas substâncias que possuem LMR igual a 
ZERO ou aquelas sem LMR 
estabelecidos, o Nível de Ação é igual ao Limite de 
Detecção do método de confirmação. 
(ii) Para drogas proibidas não se estabelece LMR. 
(*) NA - Nível de ação  

LQ - Limite de Quantificação 
NE - Não estabelecido  
LMR - Limite Máximo de Resíduo 
MIC - Concentração Mínima Inibitória 
(a) Somatório de todas as Tetraciclinas 
(b) Somatório de todas as Sulfonamidas 

ELISA – Enzimaimunoensaio 
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiência 
CCD- Cromatografia por Camada Delgada 
DST - Densitometria 

DCE - Detector por Captura de Elétrons 
UV - Detector Ultra Violeta 
DF - Detector por Fluorescência 

 
 
Com a Resolução nº 02, de 12 de julho de 
2002 (Brasil, 2002a), o MAPA criou o 
Comitê Técnico Consultivo, responsável 
pela avaliação dos kits analíticos destinados 
à detecção de micro-organismos, resíduos de 
drogas, medicamentos ou outras substâncias, 
no processo de Autorização de Uso de 
Produtos (AUP). Para que fossem 
comercializados no País, os kits deveriam 
passar antes pela aprovação do governo. No 
entanto, tal resolução foi revogada em 2007, 
fazendo com que os kits possam ser 
vendidos livremente (Brasil, 2007).  
 

A Instrução Normativa nº 51/2002 do 
MAPA (Brasil, 2002b) considera, como um 
dos requisitos de qualidade do leite cru, a 
ausência de resíduos de antimicrobianos e de 
outros agentes inibidores do crescimento 
microbiano. Portanto, torna-se necessário o 
uso de testes sensíveis que sejam capazes de 
detectar tais resíduos no leite de forma 
rápida e de baixo custo. 
 
2.4 Resíduos de antimicrobianos no leite: 
panorama brasileiro 
 
Há inúmeros trabalhos demonstrando a 
realidade brasileira quanto aos resíduos de 
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antimicrobianos em leite. Em um artigo 
publicado em 1998, Lopes et al. testaram 
178 amostras de leite pasteurizado de 
diferentes marcas comerciais em Campinas 
(SP) utilizado o Delvotest P de acordo com 
as recomendações do fabricante. O resultado 
mostrou que 14 amostras apresentaram 
resíduos de antimicrobianos, o que 
representa 7,9% do total coletado. 
 
Borges et al. (2000) verificaram a ocorrência 
de resíduos de antimicrobianos no leite 
pasteurizado integral e padronizado 
produzidos no Estado de Goiás. A técnica 
utilizada baseava-se na difusão do resíduo 
de antimicrobiano em ágar, tendo o Bacillus 
subtilis e o Bacillus stearothermophilus 
como micro-organismos-teste. Foram 
analisadas 533 amostras de leite 
pasteurizado integral e padronizado, 
compostas por 98 marcas comerciais. 
Destas, 32 (32,65%) apresentaram resíduos 
de antimicrobianos. 
 
Nascimento et al. (2001) avaliaram a 
ocorrência de resíduos de antimicrobianos 
em 96 amostras de leite pasteurizado 
comercializado em Piracicaba (SP). A 
metodologia utilizada foi a de disco de papel 
filtro em meio de cultura contendo Bacillus 
stearothermophilus. Observou-se que 50% 
das amostras de leite apresentaram 
resultados positivos.  
 
Lopes et al. (2002) fizeram uma pesquisa 
em 80 propriedades leiteiras na região de 
Curitiba (PR) e detectaram resíduos de 
antimicrobianos em 75% das amostras de 
leite das fazendas pesquisadas. Além disso, 
foi aplicado um questionário aos produtores, 
que mostrou a penicilina associada como o 
antimicrobiano mais utilizado (24,7%), 
seguida de aminoglicosídeo associado, 
oxitetraciclina e pirlimicina. 
 

Porto et al. (2002) analisaram 10.464 
amostras de leite cru produzido no Rio 
Grande do Sul, utilizando o Snap Test. Do 
total de amostras analisadas, 121 (1,16%) 
apresentaram resultados positivos para 
resíduos de antimicrobianos beta-lactâmicos.  
 
Utilizando o Delvotest SP, Leme (2005) 
pesquisou a presença de resíduos de 
antimicrobianos de uso veterinário em 1500 
amostras de leite na cidade de São Paulo 
(SP), sendo 900 amostras de leite 
pasteurizado integral e 600 de leite integral 
tipo longa vida ou UAT. O resultado 
mostrou que 10 amostras (0,67% do total), 
sendo seis de leite pasteurizado e quatro de 
leite UAT, apresentaram resíduos de 
antimicrobianos. 
 
Nero et al. (2007) avaliaram a presença de 
resíduos de antimicrobianos em leite com o 
kit Charm-test. Foram testadas 210 amostras 
de leite cru coletadas em quatro regiões do 
País: Viçosa (MG), Pelotas (RS), Londrina 
(PR) e Botucatu (SP). Detectaram-se 
resíduos em 24 amostras, ou seja, em 11,4% 
do total coletado. 
 
Bando et al. (2009), utilizando ensaio 
imunoenzimático, verificaram a ocorrência 
de resíduos de antimicrobianos em 151 
amostras de leite pasteurizado comercial no 
Estado do Paraná. Os resultados mostraram 
que 59 (41,3%) do total de amostras 
continham tais resíduos. 
 
2.5 Detecção de antimicrobianos no leite  
 
Existem vários métodos para detectar 
resíduos de antimicrobianos no leite (Quadro 
2). Esses métodos incluem inibição 
microbiana, métodos imunológicos, 
cromatografia gasosa, cromatografia líquida 
e ensaios enzimáticos (Cullor, 1992). 
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Quadro 2. Testes para pesquisa de resíduos de antimicrobianos em leite 
TESTE PRINCÍPIO DO TESTE 

Teste de disco 

 
Inibição do crescimento microbiano 

BR-Test1 

BR-Test Blue Star1 

Br-Test AS1 

Charm Farm Test2 

Charm Inhibition Assay2 

Delvotest-P3 

Delvotest-SP3 

COPAN ATK P&S Microplate4 

COPAN ATK P&S Single4 

Charm Cowside II Test2 

Charm Blue Yellow II Test2 

Charm Cowside Test2 
Ensaio de receptor Charm I Test2 

Charm II Test2 

CITE Probe (β-lactâmicos)5 Ligação Protéica 
CITE Probe (Tetraciclina)5 

ELISA 

CITE Probe (Gentamicina)5 

Cite Sulfa Trio5 

LacTek (β-lactâmicos)6 

LacTek (Gentamicina)6 

LacTek (Sulfametazina)6 

Signal Neomicina Detection Test7 

Signal Foresite Gentamicina7 

Signal Gentamicina7 

Signal Foresite Sulfametazina7 

Snap (β-lactâmicos)9 

Snap (Tetraciclinas)9 

Charm MRL BL/TET2 

Penzyme8 

Enzima 
Método de bioluminescência10 

 
Fonte: Adaptado de Cullor (1992), Costa (1996) e Tenório (2007) 
 
1BR- Test® – Idetek Inc., Sunnyvale, California, USA 
2 Charm Test® – Charm Sciences Inc., Malden, Md, USA 
3Delvotest® - Gist-Brocades Food Ingredients Inc., King of Prussia, Pa, USA 
4Copan® ATK P e S Microplate e Single – Copan, Italia 
5CITE Probe® - IDEXX Laboratories Inc., Portland, Maine, USA 
6LacTec® – Idetek Inc., Sunnyvale, California, USA 
7Signal® – Signal ForeSite 
8Penzyme® - UCB-Bioproducts S.A., Chemin du Foriest, Belgium  
9SNAP® – IDEXX Laboratories Inc., Portland, Maine, USA 
10Método de bioluminescência (ATP) – Biosys S.A., Compiègne, France 

 

2.5.1 Método de inibição microbiana 
  
O método de inibição microbiana apresenta-
se na forma de kit com uma cultura padrão 
de um micro-organismo teste (por exemplo, 

Bacillus stearothermophilus), um meio de 
cultura (ágar) e um indicador de pH. Após a 
inoculação da amostra de leite a ser testada, 
o kit é incubado por um período, geralmente 
de três horas. Se o leite não contiver 
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resíduos ou apresentá-los em concentrações 
abaixo do limite de detecção do método, o 
micro-organismo teste se multiplicará, o pH 
do meio diminuirá, e o meio mudará de cor. 
A presença da substância inibitória é 
indicada por zonas de inibição (teste de 
disco) ou por manutenção da cor original do 
kit (Cullor, 1993). 
 
Deve-se levar em consideração que esses 
testes estão sujeitos a resultados falso-
positivos pelo efeito de substâncias 
inibitórias naturais encontradas no leite, 
como lisozima, lactoferrina, dentre outras 
(Mitchell et al., 1998).  No entanto, pode-se 
aquecer a amostra de leite antes do teste para 
inativar tais inibidores (Cullor, 1993). 
 
Os testes atuais são, em sua maioria, 
formados por ampolas (monotestes) ou sob a 
forma de placas. Eles não requerem muitos 
equipamentos de laboratório, exceto banho-
maria ou estufas. Para evitar diferenças 
subjetivas na interpretação visual e 
possibilitar leituras mais objetivas, algumas 
empresas têm leitores que fazem medições 
fotométricas do comprimento de onda ou 
usam um comprimento de onda padrão em 
leitor de ELISA (Navrátilová, 2008). 
 
Entre os métodos de inibição microbiana 
disponíveis no mercado brasileiro, 
destacam-se os kits Charm® Cow Side II 
Test e Charm® Blue Yellow II Test. Esses 
kits baseiam-se no crescimento de Bacillus 
stearothermophilus var. calidolactis, com 
consequente produção de ácido no meio e 
alteração do pH, que é detectada pela 
alteração da cor do meio de azul para 
amarelo, evidenciado pelo indicador púrpura 
de bromocresol. Quando há presença de 
antimicrobianos, o micro-organismo não 
consegue crescer, não ocorre a produção do 
ácido e a cor do meio não se altera, 
permanecendo azul. 
 
Com a evolução dos testes, aumenta-se a 
sensibilidade dos métodos existentes no 
mercado. Por isso, é recomendado que 

reavaliações periódicas quanto ao tempo de 
descarte e limite tolerável de resíduos dos 
antimicrobianos no leite sejam feitas 
(Jensen, 1995). 
 
2.5.2 Tetraciclina no leite 
 
Os métodos de inibição do crescimento 
microbiano encontrados no mercado são 
falhos para a detecção de resíduos de 
tetraciclina em leite em concentrações 
estabelecidas pela legislação brasileira 
(LMR). Hotta (2003) testou diferentes kits 
para detecção de resíduos de 
antimicrobianos em leite e observou que os 
métodos imunoenzimáticos (Snap 
tetraciclina) e de receptores (Charm SL 
tetraciclina) detectaram os resíduos de 
tetraciclina na concentração de 100 ppb, que 
é o limite máximo de resíduos (LMR) 
permitido pela legislação brasileira. No 
entanto, os kits baseados no método de 
inibição microbiana (Delvotest SP, COPAN 
ATK P&S Single e COPAN ATK P&S 
Microplate) não detectaram os resíduos 
nessa concentração. Da mesma forma, 
Tenório (2007) realizou um estudo com os 
testes de inibição microbiana COPAN 
Microplate e COPAN Single e observou que 
a sensibilidade de ambos foi baixa na 
concentração do LMR e na concentração 
indicada pelo fabricante (100 ppb para o 
COPAN Microplate e 150 ppb para o 
COPAN Single). 
 
2.6 Produto orgânico 
 
De acordo com o artigo 2° da Lei n° 10.831, 
de 23 de dezembro de 2003, do Ministério 
da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, 
considera-se produto da agricultura orgânica 
ou produto orgânico, seja ele in natura ou 
processado, aquele obtido em sistema 
orgânico de produção agropecuária ou 
oriundo de processo extrativista sustentável 
e não prejudicial ao ecossistema local. O 
Regulamento Técnico para os Sistemas 
Orgânicos de Produção Animal e Vegetal 
(Brasil, 2008) traz os princípios e normas 
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sobre aspectos de manejo, nutrição e saúde 
animal que devem ser seguidos para que um 
produto receba a denominação de orgânico. 
 
Os objetivos desse trabalho foram testar dois 
kits de detecção de resíduos de 
antimicrobianos baseados no método de 
inibição microbiana em leite inoculado 
experimentalmente com diferentes 
concentrações de vários grupos de 
antimicrobianos, especialmente de 
tetraciclinas, ceftiofur e seus metabólitos.  
 
3. MATERIAL E MÉTODOS  
 
3.1 Avaliação dos kits Charm® Cow Side 
II Test e Charm® Blue Yellow II Test 
 
Os procedimentos de avaliação dos kits 
Charm® Cow Side II Test e Charm® Blue- 
Yellow II Test seguiram as recomendações 
prescritas na Guia para validação de 
métodos EURACHEM (EURACHEM, 
1998). As análises feitas seguiram as 
recomendações e cuidados do fabricante, 
descritos no manual de ambos os kits 
(Anexos 1 e 3). Todos os procedimentos 
foram realizados em capela de fluxo laminar 
sob condições assépticas e com material 
esterilizado no Laboratório de Microbiologia 

do Leite e Derivados do Departamento de 
Tecnologia e Inspeção de Produtos de 
Origem Animal (DTIPOA) da Escola de 
Veterinária da UFMG, em Belo 
Horizonte/MG. 
  
Amostras de leite cru foram inoculadas com 
soluções-padrão de 23 diferentes 
antimicrobianos e uma solução com 
metabólitos de um dos antimicrobianos 
(ceftiofur), em duas diferentes 
concentrações. Essas soluções foram 
preparadas em solvente compatível com o 
kit, seguindo recomendações internacionais 
(International..., 1999). Os níveis de adição 
consideraram o limite mínimo de detecção 
declarado pelo fabricante (Nível 1) e o limite 
máximo de resíduos (LMR) (Nível 2) 
estabelecido pela Instrução Normativa nº 42 
de 1999 (Brasil, 1999).  Para os 
antimicrobianos que não possuem limite 
estabelecido no País, limites legais 
estabelecidos pelo Codex Alimentarius ou 
por legislação da União Europeia foram 
adotados. 
 
Os quadros 3 e 4 mostram a relação de 
antimicrobianos e as respectivas 
concentrações estabelecidas para cada kit 
testado, bem como o limite legal adotado.
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Quadro 3. Antimicrobianos utilizados no experimento e suas respectivas concentrações para 
avaliação do Charm® Cow Side II Test 
 

Antimicrobiano 
Concentrações (ppb) 

Nível 1 (Charm®) 
Nível 2 

(Legislação) 
Cefazolina 6 50** 

Cefapirina 8 60** 

Pirlimicina 25 100*** 

Cefacetril 10 125** 

Cloxacilina 10 30** 

Dicloxacilina 5 30** 

Oxacilina 5 30** 

Penicilina G 2 4* 

Tetraciclina 50 100* 

Oxitetraciclina 75 100* 

Ceftiofur 50 100* 

Metabólitos do Ceftiofur 50 100* 

Gentamicina 75 100** 

Neomicina 100 500* 

Ampicilina 3 4* 

Amoxicilina 3 4* 

Eritromicina 75 40* 

Sulfadiazina 40 100** 

Sulfadimetoxina 25 100* 

Sulfametazina 75 100* 

Tilosina 20 50** 

Dapsona 1 0** 

Trimetoprim 200 50** 

Espiramicina 300 200**/*** 

 
Nível 1= Limite de detecção declarado pelo fabricante (Charm® Sciences Inc.);  
Nível 2= Limite máximo de resíduos – LMR: * IN42 (Brasil, 1999); ** Regulamento (UE) nº 37/2010 (União..., 
2010); *** Codex Alimentarius – 32nd Session of the Codex Alimentarius Commission (Compendium..., 2009) 
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Quadro 4. Antimicrobianos utilizados no experimento e suas respectivas concentrações para 
avaliação do Charm® Blue Yellow II Test 
 

Antimicrobiano 
Concentrações (ppb) 

Nível 1 (Charm®) 
Nível 2 

(Legislação) 
Cefazolina 6 50** 

Cefapirina 4 60** 

Pirlimicina 50 100*** 

Cefacetril 10 125** 

Cloxacilina 10 30** 

Dicloxacilina 10 30** 

Oxacilina 8 30** 

Penicilina G 2 4* 

Tetraciclina 75 100* 

Oxitetraciclina 75 100* 

Ceftiofur 50 100* 

Metabólitos do Ceftiofur 50 100* 

Gentamicina 75 100** 

Neomicina 75 500* 

Ampicilina 2 4* 

Amoxicilina 2 4* 

Eritromicina 100 40* 

Sulfadiazina 80 100** 

Sulfadimetoxina 50 100* 

Sulfametazina 75 100* 

Tilosina 20 50** 

Dapsona 1 0** 

Trimetoprim 200 50** 

Espiramicina 400 200**/*** 

 
Nível 1= Limite de detecção declarado pelo fabricante (Charm® Sciences Inc.);  
Nível 2= Limite máximo de resíduos – LMR: * IN42 (Brasil, 1999); ** Regulamento (UE) nº 37/2010 (União..., 
2010); *** Codex Alimentarius – 32nd Session of the Codex Alimentarius Commission (Compendium..., 2009) 
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3.2 Obtenção do leite orgânico 

 
O leite cru orgânico utilizado foi coletado na 
Fazenda Salvaterra, especializada na 
produção de leite, café e outros produtos  
orgânicos, localizada em Juiz de Fora/ MG, 
a 272 km de Belo Horizonte. A fazenda 
possui duas certificações de qualidade 
orgânica, sendo uma pela Minas Orgânica – 
Associação Mineira para Certificação de 
Produtos Orgânicos, e a outra pela BCS 
Öko-Garantie, empresa alemã com filial no 
Brasil. 
 
Foram coletados sete litros de leite para o 
experimento (International..., 1995a). Em 
seguida, este leite foi refrigerado e 
acondicionado em caixa isotérmica até a 
chegada ao Laboratório de Microbiologia de 
Alimentos do Departamento de Tecnologia e 
Inspeção de Produtos de Origem Animal da 
Escola de Veterinária da UFMG em Belo 
Horizonte/ MG. Duas alíquotas do leite (40 
mL do leite) foram coletadas, 
acondicionadas em frascos contendo os 
conservantes azidiol para análise de CBT 
(contagem bacteriana total) e bronopol para 
análises de CCS (contagem de células 
somáticas) e de composição do leite, e 
enviadas ao Laboratório de Análise da 
Qualidade do Leite (LabUFMG). A CBT foi 
realizada em equipamento eletrônico (IBC 

Bactocount/ Bentley Instruments


) segundo 
IDF (International..., 1991), e a CCS 
segundo IDF (International..., 1995b), 
determinada pelo princípio de citometria de 
fluxo. A composição do leite (determinação 
dos teores de gordura, proteína, lactose, 
extrato seco desengordurado e total foram 
realizadas em equipamento eletrônico 
Bentley Combisystem 2300/ Bentley 
Instruments, segundo IDF (International..., 
2000) por absorção de comprimento de onda 
no infravermelho médio. O restante do leite 
foi mantido sob refrigeração a 4ºC e 
utilizado na preparação das soluções dos 
diferentes antimicrobianos. 
 

3.3 Preparo das soluções 
 
As soluções-padrão foram preparadas 
conforme recomendação do fabricante. As 
amostras de leite foram homogeneizadas 25 
vezes, por inversão, antes do uso 
(Standard..., 1992). Primeiro, os 
antimicrobianos foram diluídos com uma 
determinada quantidade de solvente 
(Solução- padrão 1) em tubos de ensaio 
esterilizados, identificados e 
homogeneizados dez vezes por movimentos 
de inversão. Em seguida, foram agitados em 
aparelho Phoenix AP56 por 30 segundos. 
Essas soluções foram, então, novamente 
diluídas (Soluções-padrão 2) com o mesmo 
solvente ou com outro, de acordo com as 
recomendações do fabricante, e agitadas por 
30 segundos em aparelho Phoenix AP56. De 
cada solução-padrão 2, era retirada uma 
alíquota e esta era adicionada a 100 mL de 
leite. Esse leite era, então, homogeneizado 
por inversão 25 vezes antes da transferência 
para os kits.  
 
3.4 Controles analíticos 
 
Durante o experimento, controles periódicos 
da temperatura dos banhos-marias, análises 
de amostras de leite isento de resíduos de 
antimicrobianos (branco) e determinação da 
acidez titulável (ºD) do leite (Brasil, 2006) 
utilizado foram realizados. 
 
3.5 Kit Charm® Cow Side II Test 
 
Aproximadamente 30 minutos antes da 
realização do teste, os banhos-marias foram 
ligados e mantidos a 64ºC ± 2ºC. Após a 
preparação das concentrações, 100 µL de 
cada diluição foram transferidos, com 
auxílio da pipeta que acompanha o teste, 
para a ampola contendo a cultura- padrão de 
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis 
até completar 30 testes. Em seguida, todas as 
ampolas foram colocadas em banho-maria 
por três horas. Após esse tempo, a leitura foi 
feita visualmente, observando-se se houve 
alteração na coloração (azul/roxo – positivo; 
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amarelo – negativo) (Anexo 2). No decorrer 
do experimento, também foi realizada leitura 
de amostras de leite isentas de 
antimicrobianos (branco), consideradas 
controle.  
 
3.6 Kit Charm® Blue Yellow II Test 
 
Aproximadamente 30 minutos antes da 
realização do teste, os banhos-marias foram 
ligados e mantidos a 64ºC ± 2ºC. Após a 
preparação das concentrações, 50 µL de 
cada diluição foram transferidos, com 
auxílio de pipeta automática, para o “poço” 
contendo a cultura-padrão de Bacillus 
stearothermophilus var. calidolactis, até 
completar 30 testes. Em seguida, todos os 
“poços” foram colocados na placa e esta foi 
colocada em banho-maria por três horas. 
Após esse tempo, a leitura foi feita 
visualmente, observando-se se houve 
alteração na coloração (azul/roxo – positivo; 
amarelo – negativo) (Anexo 4). No decorrer 
do experimento, também foi realizada leitura 
de amostras de leite isentas de 

antimicrobianos (branco), consideradas 
controle.  
 
4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
As respostas obtidas neste experimento 
foram submetidas à análise estatística 
descritiva, segundo Sampaio (2002) e à 
estatística não paramétrica, utilizando-se o 
teste de McNemar (Siegel e Castellan, 
1988). 
 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Qualidade do leite utilizado no 
experimento 
 
Os resultados médios da qualidade do leite 
utilizado demonstram falhas na obtenção 
higiênica ou na limpeza dos equipamentos 
de ordenha e/ou tanque refrigerador pela 
elevada CBT. Apesar da alta CBT, a acidez 
titulável do leite apresentou-se dentro dos 
padrões legais estabelecidos pela legislação 
brasileira (Brasil, 2002b), conforme 
demonstrado na Tabela 2.  

 
Tabela 2. Resultados médios da qualidade do leite utilizado no experimento em comparação 
com a qualidade estabelecida pela legislação brasileira  
 

Parâmetros Instrução Normativa n° 51/2002 Resultados encontrados 
CBT (log UFC/mL) 5,8 6,2 
CCS (log cels/mL) 5,8 5,8 
GORDURA (%) 3,0 3,14 
PROTEÍNA (%) 2,9 3,25 
LACTOSE (%) 4,3 (RIISPOA) 4,43 
ESD (%) 8,4 8,63 
EST (%) 11,4 11,77 
ACIDEZ TITULÁVEL (°D) 14 a 18 16 

 
 
5.2 Avaliação da eficiência do Charm® 
Cow Side II Test e Charm® Blue Yellow 
II Test na detecção de resíduos de 
antimicrobianos no leite 
 
Os kits Charm® Cow Side II Test e Charm® 
Blue Yellow II Test foram avaliados quanto 
à detecção de vários antimicrobianos em 

duas concentrações. Foi verificado que estes 
testes foram capazes de detectar a presença 
da maioria dos antimicrobianos nas 
concentrações mínimas declaradas pelo 
fabricante (Nível 1) e na concentração 
permitida pela legislação (LMR-Nível 2), 
conforme as Tabelas 3 e 4. 
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Como pode ser observado na Tabela 3, o kit 
Charm® Cow Side II Test detectou quase 
todos os antimicrobianos no nível declarado 
pelo fabricante, excetuando- se oxacilina, 
penicilina G, sulfadiazina, sulfadimetoxina e 
dapsona, para os quais as sensibilidades 
foram de 16,67%; 60,00%; 63,34%; 76,67% 
e 43,34%, respectivamente. Recomenda-se 
que o limite de detecção mínimo para tais 
drogas, declarado no manual do teste, seja 
revisto, uma vez que o fabricante declara o 
limite de detecção em concentração expressa 
em um intervalo de amplitude. Desta forma, 
na concentração testada, ou seja, no limite 
inferior deste intervalo, os resultados de 
sensibilidade para estas drogas não foram 
muito altos. 
 
Quanto à detecção das tetraciclinas, ambos 
os kits apresentaram resultados satisfatórios. 
Esse é um grande diferencial, pois os testes 
de detecção de resíduos de antimicrobianos 
baseados em inibição microbiana não são 
capazes de detectar as tetraciclinas em 

limites inferiores ao LMR. Le Breton et al. 
(2007) testaram dois kits com esse mesmo 
princípio (Delvotest SP-NT e Copan Milk 
Test) e observaram que nenhum dos testes 
foi capaz de detectar as tetraciclinas abaixo 
da concentração do LMR (100 ppb). Tenório 
(2007) testou os kits COPAN Single e 
Microplate e verificou que ambos os testes 
não detectaram os antimicrobianos do grupo 
das tetraciclinas no limite de detecção 
declarado pelo fabricante. Stead et al.(2008) 
testaram o kit Delvotest SP-NT e 
observaram que, para o grupo das 
tetraciclinas, o teste não detecta o limite 
declarado pelo fabricante, que é acima do 
LMR (100ppb). 
 
Os kits Charm® Cow Side II Test e Charm® 
Blue Yellow II Test foram eficientes na 
detecção do ceftiofur e seus metabólitos no 
limite inferior de detecção declarado pelo 
fabricante. O mesmo resultado foi 
encontrado por Stead et al.(2008) quanto ao 
Delvotest SP-NT. 
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Tabela 3. Detecção (%) de diferentes concentrações de antimicrobianos em leite utilizando-se o 
teste Charm® Cow Side II 

Antimicrobiano 
Positivo Negativo 

Nível N/30 % Nível N/30 % 

Cefazolina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Cefapirina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Pirlimicina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Cefacetril 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Cloxacilina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Dicloxacilina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Oxacilina 
N1 5 16,67 N1 25 83,33 
N2 18 60 N2 12 40 

Penicilina G 
N1 18  60 N1 12 40 
N2 30 100 N2 0 0 

Tetraciclina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 29 96,67 N2 1 3,33 

Oxitetraciclina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 28* 100 N2 0 0 

Ceftiofur 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Metab. do Ceftiofur 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Gentamicina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Neomicina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Ampicilina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Amoxicilina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Eritromicina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 6 20 N2 24 80 

Sulfadiazina 
N1 19 63,34 N1 11 36,66 
N2 30 100 N2 0 0 

Sulfadimetoxina 
N1 23 76,67 N1 7 23,33 
N2 30 100 N2 0 0 

Sulfametazina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Tilosina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Dapsona 
N1 13 43,33 N1 17 56,67 
N2 --- --- N2 --- --- 

Trimetoprim 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 12 40 N2 18 60 

Espiramicina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Nível 1: Limite mínimo de detecção declarado pelo fabricante (Charm® Sciences Inc.); Nível 2: LMR 
(Brasil, 1999; Compendium..., 2009 e União..., 2010) 
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Tabela 4. Detecção (%) de diferentes concentrações de antimicrobianos em leite utilizando-se o 
teste Charm® Blue Yellow II 

Antimicrobiano 
Positivo Negativo 

Nível N/30 % Nível N/30 % 

Cefazolina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Cefapirina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Pirlimicina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Cefacetril 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Cloxacilina 
N1 14 46,67 N1 16 53,33 
N2 28 93,33 N2 2 6,67 

Dicloxacilina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Oxacilina 
N1 29 96,67 N1 1 3,33 
N2 29 96,67 N2 1 3,33 

Penicilina G 
N1 0 0 N1 30 100 
N2 15 50 N2 15 50 

Tetraciclina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Oxitetraciclina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 28  93,33 N2 2 6,67 

Ceftiofur 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Metab. do Ceftiofur 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Gentamicina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Neomicina 
N1 28 93,33 N1 2 6,67 
N2 30 100 N2 0 0 

Ampicilina 
N1 28 93,33 N1 2 6,67 
N2 30 100 N2 0 0 

Amoxicilina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 30 100 N2 0 0 

Eritromicina 
N1 24 80 N1 6 20 
N2 0 0 N2 30 100 

Sulfadiazina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 28 93,33 N2 2 6,67 

Sulfadimetoxina 
N1 10 33,33 N1 20 66,67 
N2 30 100 N2 0 0 

Sulfametazina 
N1 27 90 N1 3 10 
N2 30 100 N2 0 0 

Tilosina 
N1 1 3,33 N1 29 96,67 
N2 30 100 N2 0 0 

Dapsona 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 --- ---- N2 --- ---- 

Trimetoprim 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 6 20 N2 24 80 

Espiramicina 
N1 30 100 N1 0 0 
N2 1 3,33 N2 29 96,67 

Nível 1: Limite mínimo de detecção declarado pelo fabricante (Charm® Sciences Inc.); Nível 2: LMR 
(Brasil, 1999; Compendium..., 2009 e União..., 2010) 
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Na Tabela 3, com relação ao LMR, a 
oxacilina foi detectada somente em 60% das 
amostras testadas. Isso preocupa, uma vez 
que esta droga é classificada como muito 
importante para uso na veterinária, 
especialmente em bovinos, segundo a OIE 
(World..., 2007). Portanto, o nível de 
detecção da oxacilina pelo Charm® Cow 
Side II Test deve ser revisto. A eritromicina 
e o trimetoprim também apresentaram 
resultados baixos de detecção na 
concentração do LMR (20% e 40%, 
respectivamente). No entanto, esse resultado 
era esperado, pois o limite de detecção do kit 
é acima do LMR. Uma surpresa no resultado 
foi a detecção da espiramicina, pois o seu 
limite de detecção divulgado no manual do 
produto está acima do LMR e a 
sensibilidade do teste foi de 97% para o 
nível 2 avaliado. 
 
Na Tabela 4, avaliando-se o Charm® Blue 
Yellow II Test em relação ao nível 1, 
praticamente todos os antimicrobianos 
foram detectados. O índice de detecção da 
eritromicina ficou abaixo do esperado, 80%. 
Cloxacilina, sulfadimetoxina e tilosina 
obtiveram 46,67%, 33,33% e 3,33% de 
detecção, respectivamente. No caso da 
penicilina G, verificou-se resultado negativo 
para todas as amostras. Em todos esses 

casos, o limite mínimo de detecção 
considerado no manual do kit deve ser 
revisto. Quando se analisa o nível 2, que é o 
LMR, somente a penicilina G apresentou 
resultado não satisfatório, com apenas 50% 
de detecção. Eritromicina, trimetoprim e 
espiramicina também apresentaram baixa 
porcentagem de detecção, o que já era 
esperado, pois o teste é violativo para essas 
drogas, apresentando nível de detecção 
acima do permitido pela legislação. 
 
5.3 Comparação dos resultados entre os 
kits por grupos de antimicrobianos 
 
A Figura 1 mostra a comparação entre os 
kits por grupo de antimicrobianos em 
relação ao nível 1. Observa-se que os kits se 
comportaram de maneira matematicamente 
semelhante em quase todos os grupos, sendo 
o Charm® Cow Side II Test ligeiramente 
melhor que o Charm® Blue Yellow II Test. 
As maiores diferenças ficaram evidentes no 
grupo dos macrolídeos (eritromicina, tilosina 
e espiramicina), em que o Charm® Cow 
Side II Test apresentou maior porcentagem 
de detecção e no grupo das sulfas 
(sulfadiazina, sulfadimetoxina, 
sulfametazina e dapsona), em que o Charm® 
Blue Yellow II Test foi capaz de detectar 
maior número de amostras positivas. 
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β-Lact.: beta-lactâmicos; Linc.: Lincosamidas; Trimet.: Trimetoprim; Aminog.: Aminoglicosídeos; Macrol.: Macrolídeos; Sulfas: 
Sulfonamidas; Tetrac.: Tetraciclinas. 
 

Figura 1. Porcentagem de detecção dos kits Charm® Cow Side II Test e Charm® Blue Yellow 
II Test no nível 1 (Charm® Sciences Inc.). 
 

β-Lact.: beta-lactâmicos; Linc.: Lincosamidas; Trimet.: Trimetoprim; Aminog.: Aminoglicosídeos; Macrol.: Macrolídeos; Sulfas: 
Sulfonamidas; Tetrac.: Tetraciclinas. 
 
Figura 2. Porcentagem de detecção dos kits Charm® Cow Side II Test e Charm® Blue Yellow 
II Test no nível 2 (LMR). 
 
A Figura 2 mostra a comparação entre os 
kits por grupo de antimicrobianos em 
relação ao nível 2 (LMR). Novamente, os 
dois testes apresentaram resultados 
matematicamente semelhantes, com exceção 
do grupo dos macrolídeos e do trimetoprim, 
sendo que o Charm® Cow Side II Test 
apresentou melhor porcentagem de detecção. 

Porém, deve-se lembrar que tanto o 
trimetoprim quanto as drogas do grupo dos 
macrolídeos testadas apresentam o limite de 
detecção acima do permitido pela legislação 
(excetuando-se a tilosina). Portanto, esse 
resultado já era esperado e foi, portanto, 
coerente com a informação do fabricante do 
kit. 
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5.4 Comparação dos resultados entre os 
kits pelo teste de McNemar 
 
Para a maioria dos antimicrobianos testados 
nas duas concentrações, os resultados foram 
matematicamente ou estatisticamente iguais 
(p > 0,05). Este dado é importante, pois 

sinaliza que ambos os kits estão aptos para 
detectar estes antimicrobianos de forma 
similar. No entanto, a detecção de alguns 
antimicrobianos (oxacilina, sulfadimetoxina 
- Nível 1 e trimetoprim - Nível 2) pelos dois 
kits foi diferente estatisticamente (p ≤ 0,05), 
conforme pode ser observado na Tabela 5. 

 
Tabela 5. Comparação entre os resultados de resíduos de antimicrobianos entre os kits de acordo 
com o teste de McNemar 
 

N1: concentração mínima de resíduos de antimicrobianos detectada pelo teste, segundo o fabricante (Charm® 
Sciences Inc.); N2: LMR 
*resultados matematicamente iguais 
** em um total de 28 amostras, pois dois resultados foram inválidos na leitura visual  
 
 
 
 
 
 

Antimicrobiano Nível Resultados positivos Valor de P 

  Charm® Cow Side II Test Charm® Blue Yellow II Test  

Cefazolina* 
N1 30 30  
N2 30 30  

Cefapirina* 
N1 30 30  
N2 30 30  

Pirlimicina* 
N1 30 30  
N2 30 30  

Cefacetril* 
N1 30 30  
N2 30 30  

Cloxacilina 
N1 30 14  

N2 30 28  

Dicloxacilina* 
N1 30 30  
N2 30 30  

Oxacilina 
N1 5 29 P ≤ 0,05 
N2 18 29 P ≤ 0,05 

Penicilina G 
N1 18 0  
N2 30 15  

Tetraciclina 
N1* 30 30  
N2 29 30  

Oxitetraciclina 
N1* 30 30  
N2 28** 28  

Ceftiofur* 
N1 30 30  
N2 30 30  

Metab. do 
Ceftiofur* 

N1 30 30  
N2 30 30  
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Tabela 5. Comparação entre os resultados de resíduos de antimicrobianos entre os kits de acordo 
com o teste de McNemar (cont.) 
 

N1: concentração mínima de resíduos de antimicrobianos detectada pelo teste, segundo o fabricante (Charm® 
Sciences Inc.); N2: LMR 
*resultados matematicamente iguais 
 
A detecção de resíduos da cefazolina, 
cefapirina, cefacetril, pirlimicina, 
dicloxacilina, ceftiofur, metabólitos do 
ceftiofur, gentamicina e amoxicilina pelos 
dois kits foi matematicamente igual. Da 
mesma forma, para o nível 1, a detecção dos 
resíduos de tetraciclina, oxitetraciclina, 
trimetoprim e espiramicina pelos dois kits 
foi idêntica matematicamente, o que ocorreu 
também para o nível 2 das seguintes drogas: 
neomicina, sulfadimetoxina, sulfametazina e 
tilosina. Para alguns antimicrobianos, como 
cloxacilina, tetraciclina e oxitetraciclina 

(nível 2), houve pequena diferença na 
detecção de amostras positivas. 
 
Houve diferença estatisticamente 
significativa (p ≤ 0,05) na detecção da 
oxacilina pelos dois kits, em ambos os 
níveis. O Charm® Blue Yellow II Test foi 
capaz de detectar os resíduos da droga em 
ambos os níveis, enquanto o Charm® Cow 
Side II Test detectou uma quantidade 
mínima de amostras com resíduos no nível 1 
e um pouco mais da metade das amostras no 
nível 2. A detecção de resíduos da 
sulfadimetoxina (Nível 1), também diferiu 

Antimicrobiano Nível Resultados positivos Valor de P 

  Charm® Cow Side II Test Charm® Blue Yellow II Test  

Gentamicina* 
N1 30 30  
N2 30 30  

Neomicina 
N1 30 28  
N2* 30 30  

Ampicilina 
N1 30 28  
N2* 30 30  

Amoxicilina* 
N1 30 30  
N2 30 30  

Eritromicina 
N1 30 24  
N2 6 0  

Sulfadiazina 
N1 19 30  
N2 30 28  

Sulfadimetoxina 
N1 23 10 P ≤ 0,05 
N2* 30 30  

Sulfametazina 
N1 30 27  
N2* 30 30  

Tilosina 
N1 30 1  
N2* 30 30  

Dapsona 
N1 13 30  
N2 --- ---  

Trimetoprim 
N1* 30 30  
N2 12 6 P ≥ 0,05 

Espiramicina 
N1* 30 30  
N2 30 1  
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estatisticamente (p ≤ 0,05) entre os testes, 
sendo o Charm® Cow Side II Test melhor 
avaliado. Quanto ao trimetoprim, apesar dos 
resultados diferirem matematicamente, 
pode-se dizer que os testes não diferiram 
estatisticamente (p ≥ 0,05). 
 
6 CONCLUSÕES 
 
Os kits Charm® Cow Side II Test e Charm® 
Blue Yellow II Test foram eficientes na 
detecção da maioria dos antimicrobianos 
testados nas duas concentrações, inclusive 
de metabólitos de antimicrobianos.  
 
É necessário rever a informação do 
fabricante do kit Charm® Cow Side II Test 
quanto à detecção dos resíduos de oxacilina, 
penicilina G, das sulfonamidas e 
espiramicina e do kit Charm® Blue Yellow 
II Test quanto à detecção de eritromicina, 
cloxacilina, sulfadiazina, tilosina e 
penicilina G no leite.  
 
Os dois kits detectaram, com eficiência, 
resíduos de tetraciclinas atendendo o limite 
máximo de resíduos (LMR) previsto na 
legislação brasileira e podem ser utilizados 
com segurança para o monitoramento destes 
resíduos no leite. Da mesma forma, ambos 
os kits detectam resíduos de ceftiofur e de 
seus metabólitos, sendo eficientes também 
neste caso. 
 
7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Os testes avaliados neste experimento são 
qualitativos, sendo capazes de estabelecer se 
há ou não antimicrobianos no leite testado, 
não informando qual o composto detectado e 
qual a sua concentração quando utilizados 
para monitoramento de leite. Além disso, 
ambos os testes detectam, em sua maioria, 
os antimicrobianos em concentrações 
menores que o limite máximo permitido na 
legislação. Assim, resultado positivo não 
significa necessariamente violação da lei ou 
risco para o consumidor. Da mesma forma, 
resultado negativo não indica ausência 

completa de resíduos, uma vez que o leite 
pode conter antimicrobianos não detectáveis 
pelos kits. 
 
O uso de tais testes deve ser feito com 
cuidado, seguindo-se rigorosamente as 
recomendações do fabricante. A detecção de 
resíduos abaixo dos limites do LMR indica 
resultado positivo, o que levaria ao descarte 
do leite, sem saber se a concentração 
presente está violando ou não o LMR. No 
entanto, para os testes de triagem serem 
considerados eficazes e aprovados pelos 
organismos internacionais, eles têm de 
detectar concentrações abaixo dos limites 
legais estabelecidos como seguros para a 
saúde pública. O ideal é que amostras 
positivas para os testes de triagem sejam 
submetidas a métodos de confirmação, 
capazes de quantificar os resíduos presentes 
nas amostras testadas. 
 
Durante a realização deste trabalho foi 
possível perceber a facilidade de 
manipulação dos kits Charm® Cow Side II 
Test e Charm® Blue Yellow II Test, não 
havendo necessidade de muito investimento 
e nem de mão de obra muito especializada. 
 
Há, no entanto, algumas ressalvas a serem 
feitas. Com relação ao Charm® Cow Side II 
Test, a separação das ampolas é ligeiramente 
trabalhosa, pois o alumínio que as reveste 
não se rompe com facilidade. A leitura 
visual deixa a desejar, uma vez que gera 
dúvidas em relação ao resultado.  
 
O Charm® Blue Yellow II Test tem leitura 
mais fácil, pois as cores se destacam. No 
entanto, somente o uso de um leitor 
eletrônico daria certeza do resultado 
observado. As leituras visuais são, em geral, 
subjetivas. Todos os testes que dão respostas 
baseadas em coloração deveriam vir 
acompanhados de um leitor eletrônico que 
daria maior credibilidade aos resultados 
encontrados. 
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ANEXO 1 – Manual de instruções do kit Charm® Cow Side II Test 
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ANEXO 2 – Cartão de referência para leitura visual de resultados do kit Charm® 
Cow Side II Test 
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ANEXO 3 – Manual de instruções do kit Charm® Blue Yellow II Test 
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ANEXO 4 – Cartão de referência para leitura visual de resultados do kit Charm® 
Blue Yellow II Test 
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