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RESUMO

A cadeia produtiva do leite representa um impogtasigmento no agronegdécio brasileiro. Por
isso, é necesséario que haja rigoroso controle ddidaule em todas as etapas de producao,
incluindo o uso de antimicrobianos nos animais, ppgem gerar residuos no leite, causando
prejuizos ao produtor, a industria e a salde dewoidor. Foram avaliados dois kits de
inibicdo microbiana (Charm® Cow Side Il Test e @Gh@rBlue Yellow Il Test) para a deteccao
de residuos de antimicrobianos em diferentes corecgies no leite. Avaliou-se também a
capacidade de ambos em detectar o grupo das tétrasiem uma concentracdo menor daquela
considerada na legislacéo brasileira. Amostrasite foram inoculadas com solu¢fes-padrao
de 23 diferentes antimicrobianos e uma solugcéo w@tabolitos de um dos antimicrobianos
(ceftiofur), em duas diferentes concentragcfes:notdi minimo de deteccdo declarado pelo
fabricante (Nivel 1) e o limite maximo de residu@dvR) (Nivel 2) estabelecido pela
legislacdo. Ambos os kits foram eficientes na dgteca maioria dos antimicrobianos testados
nas duas concentracdes, inclusive de metabdlitegftiefur. E necessario rever a informacgéo
do fabricante do kit Charm® Cow Side Il Test quaatdeteccdo dos residuos de oxacilina,
penicilina G, das sulfonamidas e espiramicina &«id€harm® Blue Yellow Il Test quanto a
deteccao de eritromicina, cloxacilina, sulfadiazitlasina e penicilina G no leite. Os dois kits
detectaram residuos de tetraciclinas atendendo® piMvisto na legislacéo brasileira e podem
ser utilizados com seguranca para o monitoramesgtes residuos no leite.

Palavras-chave: leite, antimicrobianos, residumiig@o microbiana

ABSTRACT

The milk supply chain is an important stage in Biaz agribusiness. Therefore, it is necessary
to have strict quality control at all stages of garction, including the use of antimicrobials in
animals, which may generate residues in milk, causiamages to producer, industries and
consumer health. Two kits based on microbial intghi (Charm® Cow Side Il Test and
Charm® Blue Yellow Il Test) for detection of antinbbial residues in milk in different
concentrations were evaluated. The ability of botlletect the tetracycline group in a lower
concentration of that considered by Brazilian lawmswalso evaluated. Milk samples were
inoculated with standard solutions of 23 differantimicrobial agents and metabolites with a
solution of one of antimicrobials (ceftiofur) in emdifferent concentrations: the lower limit of
detection stated by the manufacturer (Level 1)thednaximum residue limit (MRL) (Level 2)
established by the legislation. Both kits were @ff@ in detecting most of antimicrobials tested
in two concentrations, including metabolites oftiodfir. It is necessary to review information
from the manufacturer of the kit Charm® Cow SideTdst for the detection of residues of
oxacillin, penicillin G, spiramycin, and sulfonaregland Charm® Blue Yellow Il Test on the
detection of erythromycin, cloxacillin, sulfadiagintylosin, and penicillin G in milk. Both kits
detected residues of tetracyclines given the MRdguired by the Brazilian law and can be
safely used for monitoring these drugs in milk.

Keywaords: milk, antimicrobials, residues, microkiahibition
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1 INTRODUCAO

detectarem o grupo das tetraciclinas no leite
em concentragbes iguais ou menores ao
minimo permitido pela legislacéo brasileira.

O Brasil é considerado uma promessa no Os objetivos deste trabalho foram: avaliar
agronegécio mundial. Sua extensdo dois kits de inibicdo microbiana para a
territorial e a grande oferta de terras para deteccdo de residuos de antimicrobianos em
producdes agricolas e pecuarias aliadas a suadiferentes concentragées no leite quanto a

imagem positiva no cendrio internacional
sdo ingredientes para um futuro promissor.

A cadeia produtiva do leite representa um
importante segmento  no  agronegocio
brasileiro e o Brasil € o0 sexto maior produtor

legislacéo vigente e ao limite de deteccéo do

fabricante e avaliar a capacidade de ambos
em detectar o grupo das tetraciclinas, assim
como o ceftiofur e seus metabdlitos, em uma

concentracdo menor daquela considerada na
legislacao brasileira.

mundial de leite. Alem de sua importancia .
na economia do Pais, a producgdo de leite é 2 REVISAO DE LITERATURA
relevante no aspecto social, uma vez que
gera inlmeros empregos ndo somente no 2.1 Produgdo de leite, residuos de
meio rural, mas também na indUstria que antimicrobianos e suas consequéncias
processa o leite e seus derivados. Frente a
estes fatores, o aumento da producdo A producdo leiteira no Brasil vem crescendo
leiteira, seguindo um rigoroso controle de a cada ano. O Pais apresentou um
qualidade, é um dos principais objetivos dos crescimento medio na produgdo de 3,15%
produtores rurais e das indlstrias de entre 1990 e 2007, taxa anual superior ao
laticinios. crescimento  meédio  mundial  (1,0%)
(Produtos..., 2008). Para o ano de 2008, um
No entanto, diversos aspectos precisam ser estudo da FAO (Food..., 2008) estimava 8%
melhorados no que concerne ao controle de de aumento na producéo leiteira em relagéo
qualidade na producdo. Um deles diz a 2007, chegando a 31,2 bilhdes de litros de
respeito ao uso dos antimicrobianos em leite. Essa expansdo € resultado da
vacas leiteiras, atitude que pode gerar reestruturagéo do setor, com consequente
residuos no leite, causando prejuizos ao aumento de produtividade. Nas Ultimas duas
produtor, a industria e, muitas vezes, a salde décadas, o Pais passou de importador liquido
do consumidor. de produtos lacteos para exportador liquido.
A participacdo brasileira na producdo
Para que tantos prejuizos sejam evitados, mundial de leite aumentou de 3,1% para
algumas empresas desenvolveram testes4,5% (Produtos..., 2008).
rapidos e eficazes para a deteccdo de
residuos de antimicrobianos em leite. H4 O Pais ainda ndo € um grande exportador de
varios tipos de métodos com principios lacteos, mas possui potencial produtivo real,

distintos no mercado, tais como com possibilidade de expansdo das
microbiologicos, enzimaticos e exportacdes. O resultado positivo da balanca
cromatograficos, com vantagens e comercial de lacteos entre 2004 e 2008

desvantagens diferentes para cada um. Fica aaponta ganho em competitividade da
critério de a inddstria avaliar qual método é pecuaria de leite brasileira e das empresas do
mais adequado para atender a sua demanda. setor. No entanto, ha restricbes impostas ao
comércio dos produtos brasileiros pelas
Considerando-se os testes microbioldgicos, exigéncias do mercado internacional quanto
o mercado oferece algumas opcbes, mas ¢ a qualidade e seguranca alimentar. Dentre as
caracteristica unanime de tais produtos néo barreiras ao comércio internacional,
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destacam-se as técnicas e sanitarias, cadaantimicrobiano. Também, quando héa
vez mais utilizadas como instrumento somente uma glandula mamaria em
balizador ao comércio de produtos lacteos. tratamento por mastite, todo o leite deve ser
Alcancar o0s padrdes internacionais de descartado. Como ha intensa circulacdo de
gualidade e cumprir as exigéncias dos paises sangue no Ubere, o antimicrobiano aplicado
importadores sdo a¢fes que a cadeia do leiteem um quarto € absorvido pela corrente
deve desenvolver para abrir novos mercados sanguinea, sendo excretado no leite de todos
(Pereiraet al, 2009). Dentre as barreiras o0s quartos (Brito e Brito, 2001). Esses
sanitérias impostas para a exportacdo de residuos ocorrem no leite apos o tratamento
produtos lacteos, o0s residuos de de vacas em lactacdo por problemas
antimicrobianos em leite tém se tornado um reprodutivos, respiratdérios ou quaisquer
desafio. outros problemas infecciosos. Podem
decorrer também de tratamento no periodo
Os antimicrobianos deixam residuos no leite seco para controle da mastite e ordenha
através da circulacdo sanguinea no animal. acidental das vacas secas (Brito, 2005).
O leite é sintetizado no Ubere da vaca, que é
composto por quatro glandulas mamarias. Os antimicrobianos sdo administrados aos
Essas glandulas  possuem  alvéolos animais pelas vias intramuscular,
secretores, sendo cada alvéolo circundado intravenosa, subcutanea, infusao
por vasos sanguineos. Objetivando preservar intramamaria e intrauterina, oral ou
sempre a saude da vaca e a manutencao detopicamente na pele. Todas essas rotas
sua capacidade produtiva, ¢ comum o podem deixar residuos nos alimentos de
tratamento de doencas com a administragdo origem animal, como leite, carne e ovos
de antimicrobianos. Esses medicamentos séo (Mitchell et al, 1998). A persisténcia de
absorvidos pela corrente sanguinea, sendo residuos de antimicrobianos no leite varia
excretados principalmente pelos rins. No com a droga e depende de varios fatores,
entanto, muitos desses medicamentos como dose, via de administracdo, excipiente
também sdo excretados no leite. O animal utilizado, dentre outros (Costa, 1996). A
tratado que esteja em lactacdo deve ser Tabela 1 mostra as principais vias de
separado na hora da ordenha, por um administracdo dos medicamentos e o tempo
determinado periodo, para que seu leite seja de eliminacdo médio no leite.
descartado por conter residuos do

Tabela 1. Persisténcia de eliminacdo de medicamegmito leite de acordo com a via de
administragéo utilizada

Via de administracdo Persisténcia média (horas)
Oral 86
Intramuscular 72 a 96
Intravenosa 44
Intrauterina 31
Intramamaria 48 a 144

Fonte: Costa (1996)

Esses residuos no leite ndo representam para a saude do consumidor. No caso da
apenas prejuizos para a exportagdo, masindistria, a presenca de tracos de
também para a inddstria e, principalmente, antimicrobianos pode tornar o leite
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impréprio para a producdo de alguns
produtos, como leites fermentados e queijos.
As culturas lacteas utilizadas para a

fabricacdo desses derivados sdo sensiveis aOs

determinados niveis de antimicrobianos,
ocasionando consideraveis perdas

formas e prejudicando o metabolismo
bacteriano (Autet al, 2008).

antimicrobianos beta-lactamicos
possuem como caracteristica o arfel
lactamico, variando a forma como esse anel

z

econbmicas para a industria processadora é estabilizado. A penicilina é o0 beta-

(Brito, 2005). O tratamento térmico, como a
pasteurizacdo, tem pouco efeito sobre a

lactamico mais conhecido, sendo que a
penicilina G foi o primeiro antimicrobiano

concentracao de residuos de antimicrobianos descoberto, obtido por fermentagcédo a partir

no leite e ndo deve ser considerada como
fator de controle desse problema (Santos e
Fonseca, 2007).

Quanto a saude humana, podem ocorrer
reacOes alérgicas ou téxicas em individuos
que ingerem o leite com residuos de
antimicrobianos (Brito, 2005). Muitas
drogas possuem potencial para causar
reacoes imunoalérgicas, mas 0s
antimicrobianos séo, atualmente,
considerados os principais responsaveis por
tais reacoes (Dewdnegt al, 1991), que
podem até mesmo desencadear
anafilatico em individuos particularmente
sensiveis (Costa, 1996).

2.2 Antimicrobianos

Segundo o CCARGanadian Committee on
Antibiotic Resistange os antimicrobianos
englobam os antibidticos e agentes sintéticos
que possuem um efeito antimicrobiano.
Originalmente, os  antibiéticos  séo
substancias naturais produzidas por certos
micro-organismos que destroem ou inibem o
crescimento de outros micro-organismos.
Atualmente, em sua maioria, 0os antibidticos
sdo semi-sintéticos, produzidos em culturas
microbianas em grande escala e depois
transformados por processos quimicos.
Considerando o mecanismo de acdo, 0s
antimicrobianos dividem-se em dois grupos:
um que inclui aqueles que atuam na
membrana ou parede celular, tornando a
célula vulneravel as forcas osmoticas; outro
que atua de forma mais profunda na célula,

do Penicillium chrysogenum e
permanecendo eficaz frente a inUmeras
infeccBes até hoje. A partir do momento em
gue se descobriu 0 seu ndcleo central, uma
série de derivados foi obtida em laboratério,
constituindo o grupo das penicilinas semi-
sintéticas. As cefalosporinas fazem parte do
grupo de  beta-lactamicos e sé@o
antimicrobianos bactericidas, inibindo a
sintese da parede celular, similarmente as
penicilinas  (Tavares, 2007). Alguns
antimicrobianos do grupo dos beta-
lactamicos sao: amoxicilina, ampicilina,

choque cefacetril, cefazolina, ceftiofur, cefapirina,

cloxacilina, dicloxacilina e oxacilina.

O ceftiofur € uma cefalosporina de terceira
geracdo, considerada pela OIE (World...,
2007) como droga de grande importancia na
medicina veterinaria. Quando administrado,
o ceftiofur origina rapidamente o metabdlito

ativo desfuroilceftiofur, que conserva a

estrutura da beta-lactama (Giguere, 2006).

As sulfonamidas sédo derivadas da para-
aminobenzenosulfonamida (sulfanilamida).
A maioria é relativamente insolivel em
agua, mas seus sais de sodio sao facilmente
sollveis. As sulfonamidas agem inibindo
competitivamente a enzima bacteriana
dihidropteroato-sintase, responsavel pela
incorporacdo do &cido para-aminobenzoico
(PABA) em &acido dihidropteroico, precursor
imediato do acido fdlico. As células de
mamiferos necessitam de acido félico pré-
formado e ndo sdo afetadas pelas
sulfonamidas (Brunton et al, 2008).

bloqueando a sintese protéica de diversas Sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfametazina
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e dapsona sdo exemplos de antimicrobianos As lincosamidas (pirlimicina e clindamicina)
dessa classe. agem ligando-se a subunidade 50S dos
A dapsona foi proibida em toda a Unido ribossomos do RNA de bactérias suscetiveis,
Europeia para uso em animais de producao interferindo na sintese protéica. Elas sao
de acordo com o Regulamento (CEE) n° ativas, principalmente, contra bactérias
2377/90 (Unido..., 1990). Essa droga pode Gram positivo, como Staphylococcus
causar sérios efeitos colaterais em humanos, aureus, S. epidermidis, S. chromogenes, S.
como o quadro de hemdlise dose- hyicus, S. xylosusStreptococcus agalactiae,
dependente, que pode levar a anemia S. dysgalactiae, S. uberis, S. bovs
hemolitica, e meta-hemoglobinemia. Enterococcus faecali®lumb, 1999).
Anormalidades na formacdo de glébulos
brancos, incluindo anemia aplastica, sdo As tetraciclinas (oxitetracilina e tetraciclina)
raros, mas sao responsaveis pela maioria dassdo antimicrobianos bacteriostaticos que
mortes causadas pelo uso da dapsonaatuam inibindo a sintese da proteina
(Hadjigeorgiouet al, 2009). microbiana, sendo ativas tanto contra
bactérias Gram negativo quanto Gram
O trimetoprim é um composto sintético que positivo. A inibicdo da sintese protéica
inibe a diidrofolatoredutase, penditima etapa ocorre pela ligacdo ao ribossomo 30S das
da sintese do tetraidrofolato, que é a forma bactérias, impedindo o acesso do RNAt
ativa do acido folico. Possui atividade aminoacil ao receptor do complexo RNAmM-
sinérgica com algumas sulfonamidas e essa ribossomo (Bruntoet al, 2008).
combinagdo é ativa (e, muitas vezes,
bactericida) contra muitos cocos Gram 2.3 Legislacdo brasileira
positivo e bastonetes Gram negativo

(Robbers, 1997). A ingestdo diaria aceitavel (IDA) de
substancias farmacologicamente ativas €
Os antimicrobianos macrolideos uma estimativa da quantidade de residuo que

(eritromicina, espiramicina e tilosina) sdo pode ser ingerida diariamente por toda a
agentes bacteriostaticos que inibem a sintesevida sem representar risco a saude do
protéica por ligacdo reversivel as consumidor. Os dados da IDA sédo
subunidades ribossémicas 50S de estabelecidos com base em dados
organismos sensiveis (Bruntehal, 2008). toxicologicos, farmacologicos ou
No entanto, alguns macrolideos, como a microbiolégicos: o menor valor sera
eritromicina, podem ser bactericidas quando considerado. Os limites maximos de
em altas concentracdes ou quando atuam residuos (LMR) baseiam-se nos valores
contra um agente extremamente sensivel obtidos da IDA. Uma vez que os LMR
(Plumb, 1999). forem fixados, torna-se  necessario
determinar o tempo de descarte do leite para
Os aminoglicosideos (gentamicina e cada medicamento veterinario, para que
neomicina) sao bactericidas, ao contrario da entdo o produto tenha sua comercializacéo
maioria dos inibidores da sintese de proteina autorizada, de forma que os residuos
microbiana, que é bacteriostdtica. A acdo provenientes da sua utilizagdo né&o
depende da concentragdo da droga, mas aultrapassem o valor do LMR estabelecido
atividade bactericida residual persiste (Position..., 2002).
mesmo apds a concentracdo sérica ficar
abaixo da concentracdo inibitéria minima No Brasil, os LMR dos produtos de origem
(Bruntonet al, 2008). animal sdo definidos pelo Plano Nacional de
Controle de Residuos em Produtos de
Origem Animal — PNCR, descrito na
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Instrucdo Normativa n°® 42, de 20 de (MAPA). As drogas ndo descritas no PNCR
dezembro de 1999 (Quadro 1) do Ministério quanto ao LMR seguem as recomendacdes
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento doCodex Alimentarius

Quadro 1. Programa de Controle de Residuos em-+&ieRL/2000

METODO | LQ/MIC | LMR/NA* .
ANTIMICROBIANOS ANALITICO (ng/kg) (ng/kg) AMOSTRAS | LABORATORIO
Penicilina NE 4
Estreptomicina NE 200
Tetraciclina (a) NE 100
Eritromicina NE 40
Neomicina ELISA NE 500 200 LARA/RS
Oxitetraciclina (a) CLAE-UV NE 100 LARA/MG
Clortetracilina (a) NE 100
Ampicilina NE 4
Amoxicilina NE 4
Ceftiofur NE 100
Sulfametazina(b) ELISA 10 LARA/RS
Sulfadimetoxina(b) CCD -DST 10 100 100 LARA/MG
Sulfatiazol(b) CLAE - UV NE LARA/SP
. ELISA . ) LARAIMG
Cloranfenicol CLAE — UV 5 (i) 5* (ii) 100 LARA/RS
LARA/SP
i) Para aquelas substancias que possuem LMR igual a  LQ - Limite de Quantificac@o
ZERO ou aquelas sem LMR NE - Nao estabelecido
estabelecidos, o Nivel de Agédo € igual ao Limite de LMR - Limite Maximo de Residuo
Detecgdo do método de confirmagéo. MIC - Concentragao Minima Inibitoria
(ii) Para drogas proibidas nédo se estabelece LMR. (a) Somatorio de todas as Tetraciclinas
(*) NA - Nivel de acéo (b) Somatdrio de todas as Sulfonamidas
ELISA — Enzimaimunoensaio DCE - Detector por Captura de Elétrons
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia UV - Detector Ultra Violeta
CCD- Cromatografia por Camada Delgada DF - Detector por Fluorescéncia

DST - Densitometria

Com a Resolucdo n° 02, de 12 de julho de A Instrucdo Normativa n° 51/2002 do
2002 (Brasil, 2002a), o MAPA criou o MAPA (Brasil, 2002b) considera, como um
Comité Técnico Consultivo, responsavel dos requisitos de qualidade do leite cru, a
pela avaliacdo dos kits analiticos destinados auséncia de residuos de antimicrobianos e de
a deteccdo de micro-organismos, residuos de outros agentes inibidores do crescimento
drogas, medicamentos ou outras substancias, microbiano. Portanto, torna-se necessario o
no processo de Autorizacdo de Uso de uso de testes sensiveis que sejam capazes de
Produtos (AUP). Para que fossem detectar tais residuos no leite de forma
comercializados no Pais, os kits deveriam r4pida e de baixo custo.

passar antes pela aprovacao do governo. No

entanto, tal resolugéo foi revogada em 2007, 2.4 Residuos de antimicrobianos no leite:
fazendo com que os kits possam ser panorama brasileiro

vendidos livremente (Brasil, 2007).
Ha inumeros trabalhos demonstrando a
realidade brasileira quanto aos residuos de
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antimicrobianos em leite. Em um artigo
publicado em 1998, Lopest al. testaram
178 amostras de leite pasteurizado de
diferentes marcas comerciais em Campinas
(SP) utilizado o Delvotest P de acordo com

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

as recomendacdes do fabricante. O resultado residuos de antimicrobianos beta-lactamicos.

mostrou que 14 amostras apresentaram
residuos de antimicrobianos, o que
representa 7,9% do total coletado.

Borgeset al. (2000) verificaram a ocorréncia
de residuos de antimicrobianos no leite
pasteurizado integral e  padronizado
produzidos no Estado de Goias. A técnica
utilizada baseava-se na difusdo do residuo
de antimicrobiano em agar, tend@acillus
subtilis e o Bacillus stearothermophilus
como micro-organismos-teste. Foram
analisadas 533 amostras de leite
pasteurizado integral e padronizado,
compostas por 98 marcas comerciais.

Utilizando o Delvotest SP, Leme (2005)
pesquisou a presenca de residuos de
antimicrobianos de uso veterinario em 1500
amostras de leite na cidade de S&o 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 residuos de
antimicrobianos.

Nero et al. (2007) avaliaram a presenca de
residuos de antimicrobianos em leite com o

Destas, 32 (32,65%) apresentaram residuos kit Charm-test. Foram testadas 210 amostras

de antimicrobianos.

Nascimento et al. (2001) avaliaram a
ocorréncia de residuos 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 contend®acillus
stearothermophilus Observou-se que 50%
das amostras de leite apresentaram
resultados positivos.

Lopes et al. (2002) fizeram uma pesquisa
em 80 propriedades leiteiras na regido de
Curitiba (PR) e detectaram residuos de
antimicrobianos em 75% das amostras de
leite das fazendas pesquisadas. Além disso,
foi aplicado um questionario aos produtores,
que mostrou a penicilina associada como o
antimicrobiano mais utilizado (24,7%),
seguida de aminoglicosideo associado,
oxitetraciclina e pirlimicina.
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de leite cru coletadas em quatro regides do
Pais: Vicosa (MG), Pelotas (RS), Londrina
(PR) e Botucatu (SP). Detectaram-se
residuos em 24 amostras, ou seja, em 11,4%
do total coletado.

Bando et al. (2009), utilizando ensaio
imunoenzimatico, verificaram a ocorréncia
de residuos de antimicrobianos em 151
amostras de leite pasteurizado comercial no
Estado do Parana. Os resultados mostraram
gque 59 (41,3%) do total de amostras
continham tais residuos.

2.5 Deteccdo de antimicrobianos no leite

Existem varios métodos para detectar
residuos de antimicrobianos no leite (Quadro
2). Esses métodos incluem inibicdo
microbiana, métodos imunologicos,

cromatografia gasosa, cromatografia liquida
e ensaios enzimaticos (Cullor, 1992).



Quadro 2. Testes para pesquisa de residuos deéanbianos em leite

TESTE PRINCIPIO DO TESTE

Teste de disco
BR-Test

BR-Test Blue Star
Br-Test AS

Charm Farm Test
Charm Inhibition Ass&y
Delvotest-B Inibicdo do crescimento microbiano
Delvotest-SP

COPAN ATK P&S Microplaté
COPAN ATK P&S Singlé
Charm Cowside Il Tet
Charm Blue Yellow Il Tedt

Charm Cowside Test

Charm | Test Ensaio de receptor
Charm Il Test
CITE Probe g-lactamicos) Ligacdo Protéica

CITE Probe (Tetraciclind)
CITE Probe (Gentamicina)
Cite Sulfa Trig

LacTek @-lactamicos)
LacTek (Gentamicind)
LacTek (Sulfametazind)
Signal Neomicina Detection Tést ELISA
Signal Foresite Gentamiciha
Signal Gentamicinfa

Signal Foresite Sulfametaziha
Snap p-lactamicos)

Snap (Tetraciclinas)

Charm MRL BL/TET

Penzymé

Método de bioluminescéndfa Enzima

Fonte: Adaptado de Cullor (1992), Costa (1996) edfie (2007)

!BR- Test® — Idetek Inc., Sunnyvale, California, USA

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

Delvotest® - Gist-Brocades Food Ingredients Ining<of Prussia, Pa, USA
‘Copan® ATK P e S Microplate e Single — Copan, dtali

*CITE Probe® - IDEXX Laboratories Inc., Portland, iM& USA

®LacTec® — Idetek Inc., Sunnyvale, California, USA

’Signal® — Signal ForeSite

8Penzyme® - UCB-Bioproducts S.A., Chemin du ForiBsigium

9SNAP® — IDEXX Laboratories Inc., Portland, MaineSN

"Método de bioluminescéncia (ATP) — Biosys S.A., @argne, France

2.5.1 Método de inibigdo microbiana Bacillus stearothermophil})s um meio de
cultura (4gar) e um indicador de pH. Apés a
O método de inibicdo microbiana apresenta- inoculacdo da amostra de leite a ser testada,
se na forma de kit com uma cultura padrdo o kit € incubado por um periodo, geralmente
de um micro-organismo teste (por exemplo, de trés horas. Se o leite ndo contiver
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residuos ou apresenta-los em concentracbesreavaliacbes periddicas quanto ao tempo de

abaixo do limite de deteccdo do método, o
micro-organismo teste se multiplicara, o pH
do meio diminuira, e o meio mudara de cor.
A presenca da substancia inibitéria €
indicada por zonas de inibicdo (teste de
disco) ou por manutencéo da cor original do
kit (Cullor, 1993).

descarte e limite toleravel de residuos dos
antimicrobianos no leite sejam feitas
(Jensen, 1995).

2.5.2 Tetraciclina no leite

Os métodos de inibicdo do crescimento
microbiano encontrados no mercado sdo

Deve-se levar em consideracdo que essesfalhos para a deteccdo de residuos de

testes estdo sujeitos a resultados falso-
positivos pelo efeito de substancias
inibitérias naturais encontradas no leite,
como lisozima, lactoferrina, dentre outras
(Mitchell et al, 1998). No entanto, pode-se

aguecer a amostra de leite antes do teste paramétodos

inativar tais inibidores (Cullor, 1993).

Os testes atuais sdo, em sua maioria,
formados por ampolas (monotestes) ou sob a
forma de placas. Eles ndo requerem muitos
equipamentos de laboratério, exceto banho-
maria ou estufas. Para evitar diferencas
subjetivas na interpretacdo visual e

possibilitar leituras mais objetivas, algumas

empresas tém leitores que fazem medi¢des
fotométricas do comprimento de onda ou

usam um comprimento de onda padrdo em
leitor de ELISA (Navratilova, 2008).

Entre os métodos de inibicdo microbiana
disponiveis no mercado brasileiro,
destacam-se os kits Charm@ow Side I
Test e Charm® Blue Yellow Il Test. Esses
kits baseiam-se no crescimento Bacillus
stearothermophilusvar. calidolactis com
consequente producdo de acido no meio e
alteracdo do pH, que ¢é detectada pela
alteracdo da cor do meio de azul para
amarelo, evidenciado pelo indicador purpura
de bromocresol. Quando ha presenca de
antimicrobianos, 0 micro-organismo nao

consegue crescer, ndo ocorre a producdo do processado,

acido e a cor do meio nao se altera,
permanecendo azul.

tetraciclina em leite em concentracbes
estabelecidas pela legislacdo brasileira
(LMR). Hotta (2003) testou diferentes Kkits
para deteccdo de residuos de
antimicrobianos em leite e observou que os
imunoenzimaticos (Snap
tetraciclina) e de receptores (Charm SL
tetraciclina) detectaram os residuos de
tetraciclina na concentragdo de 100 ppb, que
€ o0 limite maximo de residuos (LMR)
permitido pela legislacdo brasileira. No
entanto, os kits baseados no método de
inibicdo microbiana (Delvotest SP, COPAN
ATK P&S Single e COPAN ATK P&S
Microplate) ndo detectaram o0s residuos
nessa concentragdo. Da mesma forma,
Tenorio (2007) realizou um estudo com o0s
testes de inibicdo microbiana COPAN
Microplate e COPAN Single e observou que
a sensibilidade de ambos foi baixa na
concentracdo do LMR e na concentragcdo
indicada pelo fabricante (100 ppb para o
COPAN Microplate e 150 ppb para o
COPAN Single).

2.6 Produto organico

De acordo com o artigo 2° da Lei n°® 10.831,
de 23 de dezembro de 2003, do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
considera-se produto da agricultura organica
ou produto organico, seja eie natura ou

aguele obtido em sistema
organico de producdo agropecuaria ou
oriundo de processo extrativista sustentavel
e nao prejudicial ao ecossistema local. O

Com a evolucdo dos testes, aumenta-se aRegulamento Técnico para o0s Sistemas
sensibilidade dos métodos existentes no Organicos de Producdo Animal e Vegetal
mercado. Por isso, é recomendado que (Brasil, 2008) traz os principios e normas
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sobre aspectos de manejo, nutricdo e saludedo Leite e Derivados do Departamento de

animal que devem ser seguidos para que um Tecnologia e

produto receba a denominacao de organico.

Os objetivos desse trabalho foram testar dois
kits de deteccdo de residuos de
antimicrobianos baseados no método de

inibicdo microbiana em leite inoculado
experimentalmente com diferentes
concentracbes de varios grupos de

antimicrobianos, especialmente de

tetraciclinas, ceftiofur e seus metabdlitos.
3. MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliagéao dos kits Charm® Cow Side
[l Test e Charm® Blue Yellow Il Test

Os procedimentos de avaliagdo dos Kits
Charm® Cow Side Il Test e Charm® Blue-
Yellow Il Test seguiram as recomendacdes
prescritas na Guia para validagdo de
métodos EURACHEM (EURACHEM,

1998). As analises feitas seguiram as
recomendacbes e cuidados do fabricante,
descritos no manual de ambos os Kkits
(Anexos 1 e 3). Todos os procedimentos
foram realizados em capela de fluxo laminar
sob condi¢cdes assépticas e com material
esterilizado no Laboratério de Microbiologia

Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (DTIPOA) da Escola de

Veterinaria da UFMG, em Belo

Horizonte/MG.

Amostras de leite cru foram inoculadas com
solucbes-padréo de 23 diferentes
antimicrobianos e uma solugdo com
metabolitos de um dos antimicrobianos
(ceftiofur), em duas diferentes
concentracbes. [Essas solugcbes foram
preparadas em solvente compativel com o
kit, seguindo recomendacfes internacionais
(International..., 1999)0s niveis de adi¢céo
consideraram o limite minimo de detec¢éo
declarado pelo fabricante (Nivel 1) e o limite
maximo de residuos (LMR) (Nivel 2)
estabelecido pela Instrucdo Normativa n°® 42
de 1999 (Brasil, 1999). Para os
antimicrobianos que nao possuem limite
estabelecido no Pais, limites legais
estabelecidos pel@€Codex Alimentariusou
por legislacdo da Unido Europeia foram
adotados.

Os quadros 3 e 4 mostram a relacdo de
antimicrobianos e as respectivas
concentracoes estabelecidas para cada kit
testado, bem como o limite legal adotado.
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Quadro 3. Antimicrobianos utilizados no experimeatguas respectivas concentracdes para
avaliacdo do Charm® Cow Side Il Test

Concentragdes (ppb)
Antimicrobiano Nivel 1 (Charm®) (Le[\gi\;?; 9250)
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*
Metabolitos 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 200s/+xx

Nivel 1= Limite de deteccéo declarado pelo fabieg@harm® Sciences Inc.);

Nivel 2= Limite maximo de residuos — LMR: * IN42 (Bia 1999); ** Regulamento (UE) n° 37/2010 (Unigo...
2010); *** Codex Alimentarius 32nd Session of tHeodex Alimentariu€ommission (Compendium..., 2009)
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Quadro 4. Antimicrobianos utilizados no experimeatguas respectivas concentracdes para
avaliacdo do Charm® Blue Yellow Il Test

Concentragdes (ppb)
Antimicrobiano Nivel 1 (Charm®) (Lei\gi\;?allgéo)
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*
Metabolitos 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 O**
Trimetoprim 200 50**
Espiramicina 400 200s/+xx

Nivel 1= Limite de deteccéo declarado pelo fabieg@harm® Sciences Inc.);
Nivel 2= Limite maximo de residuos — LMR: * IN42 (Bia 1999); ** Regulamento (UE) n° 37/2010 (Unigo...
2010); *** Codex Alimentarius 32nd Session of tHeodex Alimentariu€ommission (Compendium..., 2009)
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3.2 Obtencao do leite organico

O leite cru organico utilizado foi coletado na
Fazenda Salvaterra, especializada na
producéo de leite, café e outros produtos
organicos, localizada em Juiz de Fora/ MG,
a 272 km de Belo Horizonte. A fazenda
possui duas certificacbes de qualidade
organica, sendo uma pela Minas Orgéanica —
Associacdo Mineira para Certificacdo de
Produtos Orgéanicos, e a outra pela BCS
Oko-Garantie, empresa alema 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 Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Tecnologia e
Inspecédo de Produtos de Origem Animal da
Escola de Veterinadria da UFMG em Belo
Horizonte/ MG. Duas aliquotas do leite (40
mL do leite) foram coletadas,

acondicionadas em frascos contendo os
conservantes azidiol para andlise de CBT
(contagem bacteriana total) e bronopol para
analises de CCS (contagem de células
somaticas) e de composi¢cdo do leite, e
enviadas ao Laboratério de Analise da
Qualidade do Leite (LabUFMG). A CBT foi

realizada em equipamento eletrénico (IBC

Bactocount/ Bentley Instrumer?t)ssegundo
IDF (International..., 1991), e a CCS
segundo IDF (International..., 1995b),
determinada pelo principio de citometria de
fluxo. A composicdo do leite (determinacdo
dos teores de gordura, proteina, lactose,
extrato seco desengordurado e total foram
realizadas em equipamento eletrénico
Bentley Combisystem 2300/ Bentley
InstrumentS, segundo IDF (International...,
2000) por absorcdo de comprimento de onda
no infravermelho médio. O restante do leite
foi mantido sob refrigeracdo a 4°C e
utilizado na preparacdo das solucdes dos
diferentes antimicrobianos.
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3.3 Preparo das solucdes

As solucdes-padrao foram preparadas
conforme recomendacdo do fabricante. As
amostras de leite foram homogeneizadas 25
vezes, por inversdo, antes do uso
(Standard..., 1992). Primeiro, 0s
antimicrobianos foram diluidos com uma
determinada quantidade de solvente
(Solucédo- padrdo 1) em tubos de ensaio
esterilizados, identificados e
homogeneizados dez vezes por movimentos
de inversdo. Em seguida, foram agitados em
aparelho Phoenix AP56 por 30 segundos.
Essas solugbes foram, entdo, novamente
diluidas (SolucBes-padrdo 2) com 0 mesmo
solvente ou com outro, de acordo com as
recomendactes do fabricante, e agitadas por
30 segundos em aparelho Phoenix AP56. De
cada solucdo-padrdo 2, era retirada uma
aliquota e esta era adicionada a 100 mL de
leite. Esse leite era, entdo, homogeneizado
por inversdo 25 vezes antes da transferéncia
para os Kits.

3.4 Controles analiticos

Durante o experimento, controles periddicos
da temperatura dos banhos-marias, analises
de amostras de leite isento de residuos de
antimicrobianos (branco) e determinacdo da
acidez titulavel (°D) do leite (Brasil, 2006)
utilizado foram realizados.

3.5 Kit Charm® Cow Side Il Test

Aproximadamente 30 minutos antes da
realizacdo do teste, os banhos-marias foram
ligados e mantidos a 64°C + 2°C. Apls a
preparacdo das concentracdes, 100 de
cada diluicdo foram transferidos, com
auxilio da pipeta que acompanha o teste,
para a ampola contendo a cultura- padréo de
Bacillus stearothermophilugar. calidolactis

até completar 30 testes. Em seguida, todas as
ampolas foram colocadas em banho-maria
por trés horas. Apds esse tempo, a leitura foi
feita visualmente, observando-se se houve
alteracdo na coloragéo (azul/roxo — positivo;



amarelo — negativo) (Anexo 2). No decorrer antimicrobianos (branco), consideradas
do experimento, também foi realizada leitura controle.
de amostras de leite isentas de
antimicrobianos  (branco), consideradas 4 ANALISE ESTATISTICA
controle.
As respostas obtidas neste experimento
3.6 Kit Charm® Blue Yellow Il Test foram submetidas a andlise estatistica
descritiva, segundo Sampaio (2002) e a
Aproximadamente 30 minutos antes da estatistica ndo paramétrica, utilizando-se o
realizacao do teste, os banhos-marias foram teste de McNemar (Siegel e Castellan,
ligados e mantidos a 64°C + 2°C. Ap6s a 1988).
preparacdo das concentracbes, |HO de .
cada diluicdo foram transferidos, com 5 RESULTADOS E DISCUSSAO
auxilio de pipeta automatica, para o “pogo”
contendo a cultura-padrdo d&acillus 5.1 Qualidade do leite utlizado no
stearothermophilusvar. calidolactis até experimento
completar 30 testes. Em seguida, todos os
“pocos” foram colocados na placa e esta foi Os resultados médios da qualidade do leite
colocada em banho-maria por trés horas. utilizado demonstram falhas na obtencéo
Apl6s esse tempo, a leitura foi feita higiénica ou na limpeza dos equipamentos
visualmente, observando-se se houve de ordenha e/ou tanque refrigerador pela
alteracéo na coloragéo (azul/roxo — positivo; elevada CBT. Apesar da alta CBT, a acidez
amarelo — negativo) (Anexo 4). No decorrer titulavel do leite apresentou-se dentro dos
do experimento, também foi realizada leitura padrdes legais estabelecidos pela legislacdo
de amostras de leite isentas de brasileira (Brasil, 2002b), conforme
demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados médios da qualidade do lélieado no experimento em comparagao
com a qualidade estabelecida pela legislacéo érasil

Parametros Instrucdo 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
PROTEINA (%) 2,9 3,25
LACTOSE (%) 4,3 (RIISPOA) 4,43
ESD (%) 8,4 8,63
EST (%) 11,4 11,77
ACIDEZ TITULAVEL (°D) 14 a18 16

5.2 Avaliacdo da eficiéncia do Charm® duas concentragdes. Foi verificado que estes
Cow Side Il Test e Charm® Blue Yellow testes foram capazes de detectar a presenca
I Test na deteccdo de residuos de da maioria dos antimicrobianos nas
antimicrobianos no leite concentragdes minimas declaradas pelo
fabricante (Nivel 1) e na concentracao
Os kits Charm® Cow Side Il Test e Charm® permitida pela legislagdo (LMR-Nivel 2),
Blue Yellow Il Test foram avaliados quanto conforme as Tabelas 3 e 4.
a deteccdo de varios antimicrobianos em
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Como pode ser observado na Tabela 3, o kit limites inferiores ao LMR. Le Bretoat al.
Charm® Cow Side Il Test detectou quase (2007) testaram dois kits com esse mesmo
todos os antimicrobianos no nivel declarado principio (Delvotest SP-NT e Copan Milk
pelo fabricante, excetuando- se oxacilina, Test) e observaram que nenhum dos testes
penicilina G, sulfadiazina, sulfadimetoxina e foi capaz de detectar as tetraciclinas abaixo
dapsona, para os quais as sensibilidades da concentracdo do LMR (100 ppb). Tendrio
foram de 16,67%; 60,00%; 63,34%; 76,67% (2007) testou os kits COPAN Single e
e 43,34%, respectivamente. Recomenda-se Microplate e verificou que ambos os testes
gue o limite de deteccdo minimo para tais nao detectaram os antimicrobianos do grupo
drogas, declarado no manual do teste, seja das tetraciclinas no limite de deteccéo
revisto, uma vez que o fabricante declara o declarado pelo fabricante. Steetdal (2008)
limite de deteccdo em concentracdo expressatestaram o kit Delvotest SP-NT e
em um intervalo de amplitude. Desta forma, observaram que, para 0 grupo das
na concentracao testada, ou seja, no limite tetraciclinas, o teste ndo detecta o limite
inferior deste intervalo, os resultados de declarado pelo fabricante, que é acima do
sensibilidade para estas drogas ndo foram LMR (100ppb).
muito altos.

Os kits Charm® Cow Side Il Test e Charm®
Quanto a deteccdo das tetraciclinas, ambos Blue Yellow Il Test foram eficientes na
os kits apresentaram resultados satisfatorios. deteccdo do ceftiofur e seus metabdlitos no
Esse € um grande diferencial, pois os testes limite inferior de deteccdo declarado pelo
de detecgdo de residuos de antimicrobianos fabricante. O mesmo resultado foi
baseados em inibicdo microbiana ndo s&o encontrado por Steast al(2008) quanto ao
capazes de detectar as tetraciclinas em Delvotest SP-NT.
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Tabela 3. Deteccao (%) de diferentes concentrag@asmtimicrobianos em leite utilizando-se o
teste Charm® Cow Side |l

Antimicrobiano

Positivo

Negativo

Nivel % Nivel 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 1L 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 20
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
. N1 30 100 N1 0 0
Metab. do Ceftiofur N2 30 00 5 . =
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 1L 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 £ L0 N1 Y U
N2 6 20 N2 24 80
Sulfadiazina N 19 63,34 N 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 £ 200 N1 U g
N2 30 100 N2 0 0

Nivel 1: Limite minimo de deteccao declarado palricante (Charm® Sciences Inc.); Nivel 2: LMR

(Brasil, 1999; Compendium..., 2009 e Unido..., 2010
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Tabela 4. Deteccao (%) de diferentes concentrag@asmtimicrobianos em leite utilizando-se o
teste Charm® Blue Yellow Il

Antimicrobiano

Positivo

Negativo

Nivel Nivel 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 1) g N1 L 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 £l 0y N1 L 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 Y Y N1 o0 ol
N2 15 50 N2 15 50
Tetraciclina A =10 L0 M 0 g
N2 30 100 N2 0 0
Oxitetraciclina N1 1) 000 N1 L Y
N2 28 93,33 N2 2 6,67
Ceftiofur N1 30 100 N1 0 0
N2 30 100 N2 0 0
. N1 30 100 N1 0 0
Metab. do Ceftiofur N2 30 100 N2 ) )
Gentamicina N1 £l 0y N1 L 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 A =10 L0 M 0 g
N2 30 100 N2 0 0
Eritromicina N1 24 gu N1 £ 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 21 20 N1 £ L0
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 £l ol N1 U Y
N2 1 3,33 N2 29 96,67

Nivel 1: Limite minimo de deteccao declarado palricante (Charm® Sciences Inc.); Nivel 2: LMR
(Brasil, 1999; Compendium..., 2009 e Unido..., 2010
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Na Tabela 3, com relacdo ao LMR, a
oxacilina foi detectada somente em 60% das

limite minimo de deteccao
do kit deve ser

casos, O
considerado no manual

amostras testadas. Isso preocupa, uma vezrevisto. Quando se analisa o nivel 2, que € o

z

que esta droga é classificada como muito
importante para uso na veterinaria,
especialmente em bovinos, segundo a OIE
(World..., 2007). Portanto, o nivel de

deteccdo da oxacilina pelo Charm® Cow
Side Il Test deve ser revisto. A eritromicina
e o trimetoprim também apresentaram
resultados baixos de deteccdo nha
concentracdo do LMR (20% e 40%,

LMR, somente a penicilina G apresentou
resultado ndo satisfatério, com apenas 50%
de deteccdo. Eritromicina, trimetoprim e
espiramicina também apresentaram baixa
porcentagem de deteccdo, o que j4 era
esperado, pois o teste é violativo para essas
drogas, apresentando nivel de deteccéo
acima do permitido pela legislagéo.

respectivamente). No entanto, esse resultado 5.3 Comparacédo dos resultados entre os
era esperado, pois o limite de deteccgdo do kit kits por grupos de antimicrobianos

€ acima do LMR. Uma surpresa no resultado
foi a deteccdo da espiramicina, pois 0 seu
limite de deteccdo divulgado no manual do
produto estd acima do LMR e a

sensibilidade do teste foi de 97% para o
nivel 2 avaliado.

Na Tabela 4, avaliando-se o0 Charm® Blue
Yellow Il Test em relacdo ao nivel 1,
praticamente todos o0s antimicrobianos

A Figura 1 mostra a comparacao entre 0s
kits por grupo de antimicrobianos em
relacdo ao nivel 1. Observa-se que os kits se
comportaram de maneira matematicamente
semelhante em quase todos 0s grupos, sendo
0 Charm® Cow Side Il Test ligeiramente
melhor que o Charm® Blue Yellow Il Test.
As maiores diferencas ficaram evidentes no
grupo dos macrolideos (eritromicina, tilosina

foram detectados. O indice de deteccdo da e espiramicina), em que o Charm® Cow

eritromicina ficou abaixo do esperado, 80%.
Cloxacilina, sulfadimetoxina e tilosina
obtiveram 46,67%, 33,33% e 3,33% de
deteccdo, respectivamente.
penicilina G, verificou-se resultado negativo

Side Il Test apresentou maior porcentagem
de deteccdo e no grupo das sulfas
(sulfadiazina, sulfadimetoxina,

No caso da sulfametazina e dapsona), em que o Charm®

Blue Yellow Il Test foi capaz de detectar

para todas as amostras. Em todos essesmaior nimero de amostras positivas.
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Grupos de antimicrobianos

B-Lact.: beta-lactamicos; Linc.: Lincosamidas; TAm&rimetoprim; Aminog.: Aminoglicosideos; MacroMacrolideos; Sulfas:
Sulfonamidas; Tetrac.: Tetraciclinas.

Figura 1. Porcentagem de deteccdo dos kits Charowp Side Il Test e Charm® Blue Yellow
Il Test no nivel 1 (Charm® Sciences Inc.).

m COWSIDE

B BLUE YELLOW

Porcentagem de detecgao

B-LACT. LINC. TRIMET.  AMINOG. MACROL  SLILFAS TETRACL.

Grupos de antimicreblanos

B-Lact.: beta-lactamicos; Linc.: Lincosamidas; TAm&rimetoprim; Aminog.: Aminoglicosideos; MacroMacrolideos; Sulfas:
Sulfonamidas; Tetrac.: Tetraciclinas.

Figura 2. Porcentagem de deteccéo dos kits Charov®Side Il Test e Charm® Blue Yellow
Il Test no nivel 2 (LMR).

A Figura 2 mostra a comparagdo entre os Porém, deve-se lembrar que tanto o
kits por grupo de antimicrobianos em trimetoprim quanto as drogas do grupo dos
relagdo ao nivel 2 (LMR). Novamente, os macrolideos testadas apresentam o limite de
dois testes apresentaram resultados deteccdo acima do permitido pela legislacdo
matematicamente semelhantes, com excecao (excetuando-se a tilosina). Portanto, esse
do grupo dos macrolideos e do trimetoprim, resultado ja era esperado e foi, portanto,
sendo que o Charm® Cow Side Il Test coerente com a informagéo do fabricante do
apresentou melhor porcentagem de deteccao. kit.
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5.4 Comparacao dos resultados entre os sinaliza que ambos os kits estdo aptos para

kits pelo teste de McNemar detectar estes antimicrobianos de forma
similar. No entanto, a deteccdo de alguns

Para a maioria dos antimicrobianos testados antimicrobianos (oxacilina, sulfadimetoxina

nas duas concentracdes, os resultados foram- Nivel 1 e trimetoprim - Nivel 2) pelos dois

matematicamente ou estatisticamente iguais kits foi diferente estatisticamente €00,05),

(p > 0,05). Este dado € importante, pois conforme pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5. Comparacéo entre os resultados de resi@uantimicrobianos entre os kits de acordo
com o teste de McNemar

Antimicrobiano Nivel Resultados positivos

Charm® Cow Side Il Test Charm® Blue Yellow Il Test

. N1 30 30
Cefazolina* N2 30 30
Cefapirina* N1 30 30

efapirina N2 30 30
L N1 30 30
Pirlimicina* N2 30 30
. N1 30 30
Cefacetril* N2 30 30
N1 30 14
Cloxacilina
N2 30 28
icl flina* N1 30 30
Dicloxacilina N2 30 30
i N1 5 29 P<0,05
Oxacilina N2 18 29 P<0,05
. N1 18 0
Penicilina G N2 30 15
Tetraciclina N1* 30 30
N2 29 30
Oxitetraciclina N1* 30 30
N2 28** 28
P N1 30 30
Ceftiofur N2 30 30
Metab. do N1 30 30
Ceftiofur* N2 30 30

N1: concentragdo minima de residuos de antimicnolsiadetectada pelo teste, segundo o fabricante r@har
Sciences Inc.); N2: LMR

*resultados matematicamente iguais

** em um total de 28 amostras, pois dois resultddomm invalidos na leitura visual
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Tabela 5. Comparacéo entre os resultados de resfidguantimicrobianos entre os kits de acordo

com o teste de McNemar (cont.)

Antimicrobiano

Resultados positivos

Valor de P

Charm® Cow Side Il Test Charm® Blue Yellow Il Test

Gentamicina* N1 30 "
N2 30 30
Neomicina No* 30 30
— N1 30 28
Ampicilina N2 30 30
*
Amoxicilina NG 30 30
Eritromicina N1 20 2
N2 6 0
Sulfadiazina N2 30 28
_ _ N1 23 10 P<0,05
Sulfadimetoxina N2 30 30
Sulfametazina N2 30 30
— N1 30 1
Tilosina N2* 30 30
N1 13 30
Dapsona N2 — —
Trimetoprim NI* 29 2
p N2 12 6 P>0,05
Espiramicina NI” 20 "
p N2 30 1

N1: concentracdo minima de residuos de antimicnolsiadetectada pelo teste, segundo o fabricante r@@har

Sciences Inc.); N2: LMR
*resultados matematicamente iguais

A deteccdo de residuos da cefazolina,
cefapirina, cefacetril, pirlimicina,
dicloxacilina, ceftiofur, metabolitos do
ceftiofur, gentamicina e amoxicilina pelos
dois kits foi matematicamente igual. Da
mesma forma, para o nivel 1, a deteccéo dos
residuos de tetraciclina, oxitetraciclina,
trimetoprim e espiramicina pelos dois kits
foi idéntica matematicamente, o que ocorreu
também para o nivel 2 das seguintes drogas:
neomicina, sulfadimetoxina, sulfametazina e
tilosina. Para alguns antimicrobianos, como
cloxacilina, tetraciclina e oxitetraciclina
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(nivel 2), houve pequena diferenca na
deteccdo de amostras positivas.

Houve diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) na deteccdo da
oxacilina pelos dois kits, em ambos os
niveis. O Charm® Blue Yellow Il Test foi
capaz de detectar os residuos da droga em
ambos os niveis, enquanto o Charm® Cow
Side Il Test detectou uma quantidade
minima de amostras com residuos no nivel 1
e um pouco mais da metade das amostras no
nivel 2. A deteccdo de residuos da
sulfadimetoxina (Nivel 1), também diferiu



estatisticamente (g 0,05) entre os testes, completa de residuos, uma vez que o leite
sendo o Charm® Cow Side Il Test melhor pode conter antimicrobianos ndo detectaveis
avaliado. Quanto ao trimetoprim, apesar dos pelos kits.

resultados diferirem  matematicamente,

pode-se dizer que os testes ndo diferiram O uso de tais testes deve ser feito com

estatisticamente (p 0,05). cuidado, seguindo-se rigorosamente as
recomendacfes do fabricante. A deteccao de
6 CONCLUSOES residuos abaixo dos limites do LMR indica

resultado positivo, o que levaria ao descarte
Os kits Charm® Cow Side Il Test e Charm® do leite, sem saber se a concentracdo
Blue Yellow 1l Test foram eficientes na presente estd violando ou ndo o LMR. No
deteccdo da maioria dos antimicrobianos entanto, para os testes de triagem serem
testados nas duas concentracdes, inclusive considerados eficazes e aprovados pelos
de metabdlitos de antimicrobianos. organismos internacionais, eles tém de

detectar concentracdes abaixo dos limites
E necessario rever a informacdo do legais estabelecidos como seguros para a
fabricante do kit Charm® Cow Side Il Test salde publica. O ideal é que amostras
quanto a deteccdo dos residuos de oxacilina, positivas para os testes de triagem sejam
penicilina G, das sulfonamidas e submetidas a métodos de confirmacéo,
espiramicina e do kit Charm® Blue Yellow capazes de quantificar os residuos presentes
Il Test quanto a deteccdo de eritromicina, nas amostras testadas.
cloxacilina, sulfadiazina, tilosina e
penicilina G no leite. Durante a realizagdo deste trabalho foi

possivel perceber a facilidade de
Os dois kits detectaram, com eficiéncia, manipulacdo dos kits Charm® Cow Side I
residuos de tetraciclinas atendendo o limite Test e Charm® Blue Yellow Il Test, ndo
maximo de residuos (LMR) previsto na havendo necessidade de muito investimento
legislacdo brasileira e podem ser utilizados e nem de méo de obra muito especializada.
com seguranca para 0 monitoramento destes
residuos no leite. Da mesma forma, ambos H4, no entanto, algumas ressalvas a serem
os kits detectam residuos de ceftiofur e de feitas. Com relacdo ao Charm® Cow Side Il
seus metabdlitos, sendo eficientes também Test, a separagdo das ampolas é ligeiramente

neste caso. trabalhosa, pois o aluminio que as reveste
nao se rompe com facilidade. A leitura
7 CONSIDERACOES FINAIS visual deixa a desejar, uma vez que gera

davidas em relacao ao resultado.
Os testes avaliados neste experimento séo
qualitativos, sendo capazes de estabelecer seO Charm® Blue Yellow Il Test tem leitura
h& ou ndo antimicrobianos no leite testado, mais fécil, pois as cores se destacam. No
nao informando qual o composto detectado e entanto, somente o uso de um leitor
qual a sua concentracdo quando utilizados eletrbnico daria certeza do resultado
para monitoramento de leite. Além disso, observado. As leituras visuais sdo, em geral,
ambos os testes detectam, em sua maioria, subjetivas. Todos o0s testes que dao respostas
0s antimicrobianos em concentracbes baseadas em coloracdo deveriam vir
menores que o limite maximo permitido na acompanhados de um leitor eletrénico que
legislacdo. Assim, resultado positivo ndo daria maior credibilidade aos resultados
significa necessariamente violacdo da lei ou encontrados.
risco para o consumidor. Da mesma forma,
resultado negativo ndo indica auséncia
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ANEXO 1 — Manual de instru¢des do kit Charm® Cow Sie Il Test
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o Equipment setup and use is simple and can be self-taught from the manual.

* For questions contact your local representative or Charm Sciences at +1.978.687.9200 or
support@charm.com.

Reagents and Storage e e

ini
Vials

CowSide IT Test
t

e Store refrigerated. Store vials upright. Do not freeze.

e While in use, hold on ice or refrigerated for up to 3 days.
e Zero Control Standard may be purchased separately for use as a negative control

4 and 5 ppb Penicillin G Standards

e 4 ppb and 5 ppb Penicillin G Standard may be purchased separately for use as a positive control
appropriate to EU, CODEX or US regulatory levels.

e Store dry standard refrigerated. As directed on the label, reconstitute with negative control (known
negative) raw or ultra-pasteurized milk (10.0 ml for 4 ppb standard and 8.0 ml for 5 ppb standard).
Shake reconstituted standard well. Allow to stand refrigerated or on ice for 15 minutes before use.
While in use, standard may be held refrigerated or on ice for up to 48 hours.

e To store reconstituted positive control standard, place approximately 0.5 ml of standard in a test tube
or minivial, stopper and freeze within 6 hours of reconstitution. Frozen aliquots may be stored for up to
2 months at -15°C or below. Thaw frozen standards with lukewarm tap water. Shake well before using

and check that milk has not precipitated. Thawed standards are stable for 24 hours refrigerated. Do
not refreeze thawed standards.

Step 2

e Place vial in holes in box. Pierce foil seal with pipet
tip or pointed end of unused vial.

) roweun Step 3 °

-

Shake milk sample and withdraw 100 pl of milk (at 0
to 15°C) using unused poly-pipet. Hold poly-pipet
vertically as shown and squeeze top bulb. Insert tube in
sample (approximately 1 cm below foam/bubbles to avoid
air bubbles) and release bulb slowly. Stop releasing bulb
when sample starts to overflow into lower bulb. Remove
tube from milk sample.

e First time users: The 100 pl poly-pipet is a single-use
disposable pipet to deliver 100 pl. Do not reuse poly-
pipets.

Step 4 o Dispense 100 pl milk sample to purple agar at

bottom of vial by slowly squeezing top bulb of poly-pipet
(excess sample should remain in lower bulb). Transfer
vial to incubator (Charm CowSide Incubator, Charm
Inctronic 1, Digital Incubator Block, or Delvotest P/SP
ampule block heater).

e First time users: A negative control should also be tested
to check CowSide II Test operation. Test 100 pl of milk
known to be antibiotic free in another vial.

Sample and Test Information

o For raw or ultra-pasteurized (UHT, ultra-high temperature) cow milk. For individual cow samples, avoid
foremilk and pool milk from all 4 quarters. Test milk at 0 to 15°C or cool to 0 to 7°C and test within 5
days of milking. Freeze samples at -15°C or below for longer storage. Thaw with lukewarm water and
shake samples well before testing. Noticeable precipitation from frozen/thawed milk indicates poor
quality sample for testing.

e Abnormal milk may yield incorrect results due to natural inhibitory substances. Milk with high somatic

cells, colostrum and/or bacterial levels may interfere with test performance.

Set timer for time specified on kit label for raw or
ultra-pasteurized milk and incubate. (Note:
Incubation time printed on label is approximately 3
hours.)

e After incubation, negative control should be a negative
color as shown in Interpretation section. If not,
incubate up to an additional 15 minutes. After incubation,
remove vials and interpret results. See Interpretation.

TY 4

Procediire = |

Preparatio

1. Plug in dry well incubator (Charm® CowSide Incubator, Charm Inctronic 1, Digital Incubator Block, or
Delvotest® P/SP ampule block heater) with temperature set at 64+2°C.

2. Allow temperature to stabilize. Use of Delvo® Block may require slightly longer incubation time than
listed on reagent label.

30 minutes of removing tests from incubator. Observe color on the bottom of tubes
(the lower 2/3 of agar). Read results under cool white fluorescent light. Compare agar color to
interpretation card provided with test kit.

The color results are stable for 16 hours if left in incubator after automatic shut off.

e Cut or tear off in
sample).

idual test vials (one vial per test

! Procadure Card Co

e NEGATIVE - Yellow or yellow/green colors are negative.
Report as “Not Found”.

o CAUTION - Blue/green colors are initial positive.
Sample should be retested. See Retest of Initial
Positive.

e POSITIVE - Blue/purple colors are initial positive.
Sample should be retested. See Retest of Initial
Positive.
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ANEXO 2 — Cartado de referéncia para leitura visuade resultados do kit Charm®
Cow Side Il Test

| Refer to Current Operator’'s Manual far Complete Test Procedure

CowSide’I1

test
iR ys ]

Cut or tear off individual test vial Pierce foil seal using pipet tip or
for each sample. pointed end of another test vial.

oTamy| O g

Shake milk sample and use Poly-Pipet Add sample to agar at battom of
to withdraw 100 pl for testing. test vial.

@ Incubate at 64 £2°C for time noted on box label.

Rernove vial from incubator and read results using the reference card.

NEGATIVE CAUTION " POSITIVE

CHARM Charm Sciences, Inc.

659 Andover Street, Lawrence, MA
SCIENCES INC 01343‘1032”5’.“

www.charm.com Tel: +1,.978.687.9200 | Fax: +1.978.6B7.9216
© Copyright 2009 Chaim Sciences, Inc. CowSide Test is a regjstered trademark of Charm Scignces, Inc.
MRHK-134-001 0709
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ANEXO 3 — Manual de instrugdes do kit Charm® Blue llow Il Test

10 T abeg 010Z-1BW-50 S00-8TH-WO

21 S2UADS WIRYD JO SYIPAPEN PAIRSIDA 2 51 UL U] SIIUADS WIRYD 0107 1oAGDD (

ONI S3IDON3IDS 02" WL MMM | WOD'WIBYI@OJUI :[1BW3 | OTZ6'L89'8L6'T+ Xed | 0026'£89°8L6 T+ (oL
VSN ‘ZEOT-EBTO ‘SNASNYIESSEN ‘adUIMET 119835 JIAOPUY 659

Eéo *2u] ‘sedusios wiey)

‘S|Ie19p 10) 5BE10IS pue sjusbesy 935 (58| poyRiad
SN 40§ Dot* 03 0 10 Do/ 03 O SE PaUYSP) pajesabliyes PIRPUE]S [041UOD BANISO pue (S||am) saie|d auyl 21015

ofeiols

¥ 4o ¢ abed 0T0Z-18W-50 S00-8TH-WO

“BY/BN 0Z - 0T SI AJuo Jnjonys jusied 10] SANIS0d 0] UOERUSIU0D 301 PUE jUS.ed (€16 98 pats)|

D %S6 YIm awn 3uy jo u\.vuom BARK

“1npod 3Ua6e3. NS U1 192jap € AQ PRSNED J0U JO JaLIIYM 1INP0.d 1UBBEDS UaNS AUE BUISN B[ PAUIEIAD SINSa1 1593 SNOAUOLID 10 19211070]
Aue Aq pasnes 1o Jo o Buisie put Aue Jjo sabiewiep Aue o; aIGe] 4 20U [(eUS WIRYD ‘POLIAd AIURLIRM LY UIKIM SAN3BIOP 5A01d JeU] 19MPoid JuaBeal Aue eoeidas o) anoqe
o) 325 L01e61I90 S wIRyD 10; 3da3x3 “533nPoad JuaBED: 31 jo 35N B Wolj SWEISNS Aue Aq pourEISNs saBewep A3iadoid 0 550] SIWON03D Wi BupINsas sabewep
4at10 Aue 1o |eoads ‘|ejuaplou; fenuanbasuod 10j v1qe) aq 0u [[eYs waeyd ed 4o 1nposd abes. bujLojuoaucu Aue 3deidad 0 BUIM S| wiieyD se Buol

05 @sodind [eRUSSSS <31 40 Palle; DACY 03 PGP 5q J0U flEUs UIRJ3U PaPIACId ApBLI3) IAISTDXD BUL ‘poliad AueLIEM PIES J0 UONeIdxa D43 03 Joud 19j9p YaNS AuE Jo ARdwoid
WY SayRoU JAWOISN3 341 PIpIA0.d *poLad AueLem L LI diusURWNLIOM 10 SIRLDIEW U BARID}aD SaAoid Jeu J03.19U1 11ed 10 JaNPoId UaBER: Aue 9deIdo) o o
UoREBI|go 2(os 5,uuey *Auesem buIoGaI0) 31 Jo YIERIQ € J0 UBAB B3 UL UOGN Palfas 30 30U PINOUS "UDAID Ji PUE PAZLIOUINE 30U BB AWBLIEM SIU UM UBISISUODU] 228 YDIYM
‘UM Jo [e10 ‘suoReIussaIdaY "WIRY) J0 Jduj0 Ue AQ PauBIs WaLIaIBe UM SS310X2 Aq 1da3xe paJaIle ag 0u Aew uiBIaY PapIACId Aueiiem ouy (IQVHL 40 IDVSN

HO ONITV3Q 40 ISHNOD WON: HNISINY SILINVHNYM TIV ANV 350dUNd ¥VINDLINV ¥ ¥Od SSINLIS ONY ALITISVINVHONIW "INIWIONTHNI-NON ‘F1LIL 40
SILLNVHNVM DNIGNTONI) GIITdMI 'SSIUAXI 'AMOLNLYLS YIHLIHM ‘SILINVHUVM NIHLO T1V 40 NITT NI ST ALNVHHVM SIH.L aseind sosn-pus aua 03 1onposd
3UaBED) YNS Jo AIAIBP JO BIeP 31 WO JEAA BUO J0j ‘PaIRIS 51 BUCU J) 10 |

). 3ys pajess s,33npo.d Juabieal yans Jo uonelidxa aya jHun ‘abesn papuaiul pue Jadoud ‘jewsou
05 0E 0102 UISOAL 0 0T 038 iy o0 5 8 PO GO DU S ) S e o1 Y St P DL LU J8SUonoD 0UE uBLSSt i sretap
002 00S 0 00% o€ 029301 X - 2
oot 00T 03 0§ 0€ 0T %3 01 3
[2 0ST 03 00T 09 901¥
05 00€ 01 00C doysuii L 05 G2 01 02 SWIX0JN}a) (paepuEIS 3ARISOd BPNPUY 10U S30P HSNZET-II-AG-TIW)+
$57110qRIDIN |lenuep s,Jojesadp e
o Sl st suzeyzsweyns o QonsDs g anjonjn (PaepuRIS j013UCD 0197) OT-SIZ 40 T-§IZ Mey) 10j0)
00T GZ 031 05 SUIXOUIBWIPEINS 0z 09 03 0% swounbja) (sdiL 12d1d |1 05) SX-LN-00T 0 TX-LIN-00T +PIepURIS O Ul|dIURd qdd { (T) e
001 00T 01 08 auizeipejng 0% 0£ 0102 3uozeiadoja) 5 3 sd S hae sdiis ade) Buileas tea|d lPMAINW (b7)
0 7011 —_ouosdeq 0% 0T 030 uijozeja) 'd I1 0§ (siam 267) saied (z) o
005 0ST 03 67 UpAWosN 0z ST 03 0T wniuoje}a (Jaw1l) am-¥awIL INZT6T-11-AS-IW
001 00T 916/ uplweusn 00t 00T 03 09 uixs|eyan A HLIM AL 1dd (1S LON
0 ENIELEENE) [ EEEIES R -
L1 i L o s wipueseieo
14 £01¢ ¥ £01¢ *Jonqiyut (9A1ISUSS JeaY) d130IGRUR-UOU B UlRIUoD Aew 3jdwes ‘Juswiea.) 1eay Ja)e aAnebau
: s1 ajdwes y1 ,"aAmIsod 1531 11 MOJ|SA an|g, e SI 3jdwes ‘Juawiea.) 3eay Jaye aanisod s s|dwesy; o
a *aARIsod aq 3snw piepuess 9 uypiuad qdd + syl pue aaeBau aq 3SNW [013u0d 3AREGAU |yL e
24npad0.Id Ul 9jdwes yjiw se sjdwes pajesyun
pue ‘piepuels 9 uypiuvad qdd ¢ ‘jorquod aaebau e yum Buoje e |dnp ul ajdwes pajeay uny e

1wnuy - ANAndajeS
Aanosjes pue Ajjanisuss

“S3U33UO) 1) PUE SopP0) 19PIQ 995 UO[IeLIIoju) BUIGpI0 PUE S|TEISp 104

|enuely s,10je1adQ e
Jowil e plepuels o uypuad qdd e
SI0SSPS  © adey Bujess tea)y
anadid I 0§ e Heyp 10joy e

sdil 3did 11 05

lojegnour Ay e (sllI9M 26T) ssield ¢ o

DPopaSn SIEISIBIN PUE SIUSIU0T I

1jue 10J 5ANISOd paIspISUD) aJe abueyd 10j0d & JusAa1d Jey] sajdwes
W *Moj|24 01 3jdind wouy Jojedipul Hd e uing pue pioe 3)esuB6 “Sf|IW UM [BIA B Uj PaInIInd ‘elialeg
W mod paziinaised-ea|n pue pajbuluwod meJ Ul SIN0IGIUER SI019P 3SAL IT MO|I9A anig oWIRYD Ayl

UoIPNPOoUL

MW Ul sBnag
|elgosdjwnuy 13yl pue swejej-ejog
104 191 IT MOJ[2A @N|g oWieY)

enuep s.ioieiaad

‘lI2M 3%eYS PUB DGT 03 0 03 100D  ©

od [eniul I 00T * 00§ 183y ‘aqnisa3 e U e

*S9INUIW € 10j Do00T 03 Z8 03 3dwWes >jiw o

SANPOVOld = OAIISOd Jeijuy

'2INP320.d — SSAINSOd [EINU] JO 1S9 995 'S
se pajaudisiul aq pinoys sajdwes pauojod ,uonned, e

'24NPadold - SBANISOd
I1eniug Jo 3saL 995 "aAnsod aue siojod ajdind/anig e

*dAIeb6aU aie $10]0D UIAIB/MO||DA 10 MOJIDA o
*Meyd J0j0d 03 1359y
*(I19m Jo £/1 03 7/T wonoq) iaAe| Jebe sesp jo 10jod aAISq0

*103BQNOUI WOYJ [RAOWS] J3}E SOINUIW GT OF e
dn 3y61] JusdSsaION| AJIYM 00D JBPUN SINSaL peay *(SaNUIW B munsy
S Aljewixordde) ainjesadwal Wwool 03 |00 03 S[laM Moj|Y

‘uonelasdiajug

995 'seInuIW GT |euonippe ue o3 dn a3eqnoul 3SIMIaYI0 ‘aAizeBau
8q p|noys [043u00 aAlRBAN *SJ0j0D 92UBI931 03 UOSIHedWOD Ul
10]00 8AI25GO pue 103RQNIUI WOJJ S|[9M A0S ‘UoIeqNIUl 191y

1s3LimoTIIAAME

42



Interferences and Cross Reactivity

The Blue Yellow II Test is a broad-spectrum antibiotic screening test.

No interferences are known from somatic cells (1,000,000 SCC/ml) or bacteria (300,000 cfu/ml).
The following drugs, at 100 ppb, showed no interferences; ivermectin, novobiocin, E_dmm_.:_am.
n:n:_o_‘Bmﬁ:_mN_am‘ n:_o«o:._ N_n_P oxﬁc

e Equipment setup and use is simple and can cm self-taught from the manual.

e For questions contact your local representative or Charm Sciences at +1.978.687.9200 or
Eo_‘n@n:m_‘a.nc:‘_.

Reagent:

Charm Blue Yellow II .,.mmﬂ

Store refrigerated. Do not freeze. Blue Yellow II Tests (plates / wells) containing purple agar are supplied
in a humidified, sealed, moisture resistant bag. After opening the bag and removing the number of wells
needed, immediately reseal the zip-lock bag and refrigerate.

Negative Control

Use a known negative milk sample for negative control. Zero Control Standard, a known negative milk
powder, is available from Charm Sciences.

Positive Control Standard
4 ppb Penicillin G Standard is supplied with the kit. Reconstitute 4 ppb Penicillin G Standard with 10.0 ml
of Negative Control. Shake well. Allow to stand refrigerated or on ice for 15 minutes. Shake before use.
Storage conditions for Positive Control Standard are as follows:

e Dry: Refrigerated (see label for expiration date).

e Reconstituted: Refrigerated (for up to 48 hours).

e Frozen: -15°C or below (for up to 2 months).
Long-Term Sample and Control Storage

e Mix sample and freeze (at least 0.5 ml) aliquots in clean vials.

o Controls should be frozen within 6 hours of preparation.

e Freeze aliquots at -15°C or below for up to 2 months.

e Thaw slowly (overnight in refrigerator or with cool water) and shake well. Thawed sample is stable for
24 hours refrigerated. Noticeable protein precipitation indicates an unsuitable sample. Discard
n:mému mmau_m. Do :on refreeze.

nOm_ﬁ_<m oo_..:‘o_m are u_.o<_amn_ to um:oa_nm ly n:mnx mn:__u:_msn and reagent performance. Use no::.o_m

in place of 50 pl milk sample.

e If negative control fails to produce negative result or positive control standard fails to produce a
positive result, timing may need to be adjusted for incubator used. Discontinue use of test and contact
<cE‘ local _.mu_‘mmm:nmfm or nsm_._d Sciences at +1.978.687.9200 or m:uuo;@n:m:.:.no_.:.

e For commingled raw m:a c_z.m -pasteurized cow milk. For individual cow samples, avoid foremilk and
pool milk from all 4 quarters. Test milk at 0 to 15°C or cool to 0 to 7°C and test within 5 days of
milking. Freeze samples at -15°C or below for longer storage. Thaw, centrifuge and use skim portion
for testing. Noticeable precipitation from frozen/thawed milk indicates poor quality sample for testing.

e Abnormal milk may yield incorrect results due to natural inhibitory substances. Milk with high somatic
cells, colostrum m:a\oﬂ cmnnm:m_ _m<m_m may interfere with test _umlo:jm:nm.

Remove wells from well holder, cut foil seal with scissors, and
peel foil off Blue Yellow II Test wells to be used (one well per
test).

e Break apart into individual wells or use strips of 8 wells.

Step 3

e Return separated wells to holder.

Step 4

e Shake milk sample well. Pipette 50 pl milk sample to purple agar
portion of well. For multiple samples, add milk to each well.

e First time users: Run a negative control to check Blue Yellow II
Test operation. Pipet 50 pl of negative control in place of milk
sample.

Use a ::B_a_wma air _:nccm...Q. at 64+1°C.
Include an open container of 64°C water in the chamber for humidification.

OM-418-005 05-Mar-2010 Page 2 of 4

e Place Blue Yellow II Test well(s) on a hard surface. Apply clear
sealing tape (cut into pieces to apply to each well) and press
firmly to seal rim of each well. If wells are not sealed properly
they will dry out and tests will be invalid.

Step 6 e Place prepared sample wells into air incubator at 64+1°C. Set
timer to incubation time specified on kit lot specific label. See

Performance Check.
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ANEXO 4 — Cartdo de referéncia para leitura visuade resultados do kit Charm®
Blue Yellow Il Test

| BLUE-YELLOW TEST Reference card 04 /05

| NEGATIVE . CAUTION _POSITIVE
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