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DETERMINACAO DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS, UTILIZANDO-SE
METODOS DE INIBICAO MICROBIANA, ENZIMATICO E IMUNO-
ENSAIOS NO LEITE PASTEURIZADO COMERCIALIZADO NA
REGIAO NORTE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, BRASIL

ANTIBIOTICS RESIDUES DETERMINATION, USING MICROBIAL INHIBITION, PROTEIN-
BINDING AND IMMUNOASSAYS METHODS, IN PASTEURIZED MILK
COMMERCIALIZED IN THE NORTHERN REGION OF
RIO DE JANEIRO STATE, BRAZIL

Marcio Manhé&es Folly* Simone da Costa Alves Machado

RESUMO

O leite contaminado por residuos de antimicrobia-
nos é considerado adulterado e impréprio para 0 consumo,
representando riscos a saude do consumidor, riscos tecnolégicos
para a industria de laticinios e rejeicdo da imagem da empresa
pelo consumidor. Com os objetivos de determinar a freqiiéncia da
contaminacdo por residuos de antimicrobianos no leite pasteuri-
zado dos tipos "C" e "Integral Fazenda" comercializado na
regido Norte do Estado do Rio de Janeiro foram analisadas 300
amostras de leite pasteurizado tipo "C" (130 amostras) e "Inte-
gral Fazenda" (170 amostras) oriundas dessa regido, de abril de
1996 a abril de 1997. Foi encontrada uma frequéncia de 4.33%
de contaminacgéao por residuos de inibidores microbianos no leite,
utilizando-se, paralelamente, o método de inibicdo microbiana
"Delvotest P" e o de proteinas ligadoras de p#in&s "SL Snap
Test". A utilizagdo isolada do "Delvotest P" revelou uma ocor-
réncia de 3,66 % e dgBL Snap Test" uma frequéncia de 1,66%.
Para as amostras "Delvotest P" positivaf@."Snap Test" negati-
va, foram utiliados testes para detectar tetraciclinas ("Tetraci-
clina Snap Test") e gentamicina ("Cite Probe Gentamicin").
Conclui-se que houve contaminagdo no leite de consumo, por
varios tipos de antimicrobianos, na Regido Norte do Estado do
Rio de Janeiro.

Palavras-chave leite, residuos de antimicrobiangslactamicos,
tetraciclinas, mastites.

SUMMARY

Milk contamination by antimicrobial residues occurs
by profilactic or therapeutic use of such agents in the treatment of
mastitis and other diseases in lactating cows, through
supplementary diets in ttle feedingand from fradulent use in
milk preservation. Milk contaminated by antimicrobial residues is

!Médico Veterinario, Doutor em Medicina Veterinaria, Professor Associado, Laboratério de Sanidade Animal, UENF, 28015-620,

considered adulterated and inappropriate for human
consumption, since it represents a health risk for consumers, a
threat to the dairy industry and causes a negative image for the
contaminated products. Milk contamination is also recognized as
a critical indicator of infectionand a lack of microbiological
quality and the possible presence of pathogenic microorganisms
in milk. The objective of this research was to determine the
frequency of contamination with antimicrobial residues in
pasteurized type “C” and “Integral” milk commercialized in the
northern region of Rio de Janeiro State, Brazil.. 300 samples of
pasteurized type “C” milk (130 samples) and “Integral” milk
(170 samples) from the northern region of Rio de Janeiro State
were analysed using two rapid tests between April 1996 and April
1997. A contamination frequency of 4.33% with antimicrobial
residues in milk was foundilizing parallel mehods of microbial
inhibition (Delvotest P) and protein-bindingl{ Snap Test). The
separate utilization of the Delvotest Bvealed a frequency of
3,66% andBL Snap Test of 1,66%. It was concluded that the milk
in the northern region of Rio de Janeiro State was contaminated.

Key words: milk, antimicrobial residues, [-lactamics,
tetracyclines, mastitis
INTRODUCAO

A presenca de residuos de antibidticos
representa o principal ponto critico de controle de
contaminacdo quimica do leite, devendo ser monito-
rada na recepgao da matéria prima nas plataformas
das industrias de laticinios e constitui um risco po-
tencial a saude do consumidor. Esta contaminagéo
pode ocorrer através de fontes diretas, pela adulte-
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racdo com objetivo de prolongar a vida Util do leite, sacos plésticos de 1.000ra sendo selecionadas no
ou, indiretas, consequéncia do tratamento indicado momento da coleta aquelas com data de fabricacdo
pelo veterinario para gado leiteiro. (CULLOR,  mais recente e com embalagem integra. As amostras
1993). . _ foram previamente homogeneizadas, coletando-se de
Os riscos a salde do consumidor s&o re- cada embalagem uma aliquota de 10 mL da amostra
presentados, principalmente, pelo desencadeamento ¢ transferindo-a para um tubo de ensaio estéril devi-
de fendmenos alérgicos em individuos sensiveis, gamente identificado. Paralelamente, mensurou-se o

pelos efeitos_téxi_cos, por ca}rcinogénicos, por altera- pH das amostras do leite com um peagametro digital
¢bes no equilibrio da flora intestinal e pela selecéo (Merck, Estados Unidos).

de bactérias resistentes no trato digestivo dos con- Foram utilizados kits no formato de am-

sumidores O leite contaminado porl residuos de 155 do "Delvotest P (Gist Brocades, Holanda)
antibioticos pode criar, ainda, problemascriticos para as 300 analises das amostras. Os kits sdo com-

palra atlndustrla de Iatlcguo?, |ntertfer|de princi- postos por ampolas plasticas contendo em seu interi-
paimente Nos processos de fermentacdo, Nos qQuals .\, meijo de cultura sélido semeado com esporos

se utllizam culturas acidolaticas na produgdo de do microrganismo Bacillus stearothermophillus

queijos, logurtes e manteiga. Assim, evitar a pre- var. calidolactis pastilhas nutrientes de glucose,

senca de residuos de antibicticos € também um as- onteiras plasticas descartaveis e uma seringa dosa-
pecto essencial de qualidade para produgéo de pro- P P 9

dutos derivados do leite (COSTA, 1996). dora regulada para 0,YmA seringa dosadora foi
Varios testes baseaélos em inibigdo substituida neste experimento por uma micropipeta

microbiana, enzimaticos, aglutinagio em latex, dosadora_ automatica (Ependorf, EEUU). Utilizou-sg
receptores microbianos, radioimunoensaio, UM delvoincubador (Gist Brocades, Holanda) pro-
eletroforese, cromatografia gasosa e liquida tém Prio para dez ampolas. O periodo de incubacéo foi
aparecido no mercado (IDF, 1991). De acordo com a d€ 2 horas e meia a temperatura deXara reali-

sensibilidade dos testes de triagem aprovados pelo 28" O teste de peSQUijsa“de B-IactémicE)s, foram utili-
“Food and Drug Administration” para a pesquisa de 2ados kits descartaveis "L Snap Test" (Idexx Labo-

residuos de antibiéticos do grupo R-lactamicos, a ratories, EEUU). Qs_ kits sd@o individualizados em
menor concentraco detectada para o “Delvotest P €NVelopes de aluminio lacrados e compostos por um
é de 3 ppb para penicilina, 10ppb para ampicilina, 8 suportg plasyco., uma pipeta plas:nca descartavel com
ppb para amoxicilina, 30ppb para Cloxacilina, 8ppb UMa linha indicadora para aliquota da amostra
para cefapirina e 50ppb para ceftiofur, enquanto que (451¢) € um tubo plastico com tampa, contendo um
para “BL Snap Test” as concentracdes minimas ‘Pelet” liofilizado do conjugado com as proteinas
detectadas s&o, respectivamente, de 5ppb, 10ppb,due ligam os B-lactamicos. Para incubacdo das
10ppb, 50ppb, 8ppb, 50ppb seguindo a mesma amostras a 46 + 5,0C, um bloco aquecedor duplo

ordem de antibidticos citados anteriormerfi®A, (Idexx Laboratories, EEUU) foi utilizado. Os kits
1998). No Brasil, a utilizagdo de métodos rapidos foram mantidos sob refrigeracéo a@5
para deteccéio de residuos de antibidticos esta sendo Nas amostras negativas no "BL Snap

incorporada entre as anélises de rotina para triagem Test" e positivas no "Delvotest”, foram realizadas
do leite nas grandes industrias de laticinios. Dessa Provas adicionais para identificacdo de residuos de
forma, objetivou-se, neste trabalho, determinar a gentamicina e tetraciclinas. Para a pesquisa de tetra-
freqiiéncia da contaminagdo por residuos de ciclina, oxitetraciclinas e clortetraciclina, foram
antibiéticos no leite tipo “C” e “Integral Fazenda” utilizados kits do "Tetracycline Snap Test" (ldexx
comercializado na regido Norte do Estado do Rio de Laboratories, EEUU) e para a deteccdo gentamicina

Janeiro. foram utilizados kits "Cite Probe Gentamicin Test"

(Idexx Laboratories, EEUU). Esses testes sao

MATERIAL E METODOS imunoensaios competitivos do tipo “Enzime Linked
Immunosorbent Assay” (ELISA).

As andlises foram realizadas em 300 Os protocolos adotados para a realizagdo

amostras, de 14 diferentes marcas comerciais de de todas as provas foram os preconizados pelo fabri-
leite tipo “C” (130 amostras de 6 marcas) e "Integral cante e todas as andlises positivas foram retestadas
Fazenda" (170 amostras de 8 marcas) coletadasno mesmo dia.

aleatoriamente em estabelecimentos comerciais da A utilizacdo da amostragem aleatéria do
Regido Norte do Estado do Rio de Janeiro, durante 1 experimento teve como objetivo apresentar e avaliar
ano (de abril 1996 a abril de1997), envasadas em a freqiiéncia da contaminacdo por residuos de anti-
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bi6ticos no leite, tendo o aspecto regional comtebela 2 - Frequéncia da contaminagdo com residuos de antibiéticos,

universo amostral. e ndo tipOS de leite e marcas utilizando os métdos “Delvotest P’e BL Snap Test separa-
comerciais especﬁ;icas damente em leite comercializado na regido Norte do Estado

. do Rio de Janeiro, no periodo de abril de 1996 a abril de
Os resultados do experimento foram 1997.

aplicados em um modelo e avaliados de acordo
com os padrbes determinados para a avaliagio ggiodo
significancia, pelo Establishment of Regulatory

Total (n. amostras) C (n. amostras) IF (n. amostras)

Programmes do Codex Alimentarius” KAO, Delvotest P 3,66% (11) 3,07% (4) 4,12% (7)
1996). BL Shap Test 1,66% (5) 2,3% (3) 1,17% (2)
RESULTADOS E DISCUSSAO C - Leite tipo “C” IF — Leite tipo “Integral Fazenda”

Os valores observados na frequiéncia de
residuos de antimicrobianos no leite de consumo na Shap Test", sendo demonstrada uma frequéncia de
regido Norte do Estado do Rio de Janeiro séo apre- 3,66% (11 amostras positivas) e de 1,66% (5 amos-
sentados na tabela 1 e ndo apresentaram uniformida-tras positivas). Como apresentado na tabela 3, das 11
de. Entre as 300 amostras de leite, 13 foram positi- amostras de leite pasteurizado que apresentaram
vas, revelando uma frequiéncia de contaminacio de resultados positivos no “Delvotest P”, somente 3
4,33%. O leite tipo “C” apresentou, de 130 amostras, foram confirmadas pelo “BL Snap Test" para pre-
6 amostras positivas com uma freqiiéncia de 4,61%, senca de residuos de antibiéticos do grupo B-
enquanto o leite “Integral Fazenda” apresentou, de lactamicos, sendo 1 amostra de leite tipo “C" e 2
170 amostras, 7 amostras positivas com uma fre- amostras em leite “Integral Fazenda”. As 8 amostras
guéncia de 4,12%. restantes, positivas para o “Delvotest P” e negativas
De acordo com o modelo do "Codex Ali- para o “BL Snap Test", foram testadas adicional-
mentarius” (FAO, 1996), a amostragem utilizada mente para presenca de residuos de tetraciclinas e
permitiu considerar significativos os resultados en- gentamicina; 5 amostras tiveram resultado positivo
contrados em um nivel de seguranca de 99%, em para tetraciclinas, sendo 2 de leite tipo “C" e 3 de
uma prevaléncia pré-definida da contaminagdo por leite “Integral Fazenda”, nas 3 amostras restantes,
residuos de antibiticos no leite de 5% no universo néo foi possivel identificar os inibidores microbia-
amostral estudado. nos. O “BL Snap Test" apresentou em 2 amostras
A tabela 2 apresenta os resultados isola- resultados positivos que nédo foram reproduzidos no
dos obtidos, utilizando o método "Delvotest P" e "BL  “Delvotest P".
O nivel de contaminagdo do leite
Tabela 1 — Freqliéncia da contaminagdo com residuos de antibiéticos, utiliz com residuos de tetraciclinas  também foi
do “BL Snap Test” e “Delvotest P” em diferentes marcas comeru%nSIderado significativo pelo modelo de
ais de leite pasteurizado, regido Norte do Estado do Rio de Janeidnalise de dados estipulado pelo Codex
no periodo de abril 1996 a abril de 1997. Alimentarius FAO, 1996), podendo ser
relacionado com o amplo uso dessas drogas

Marca Tipo deleite  N.amostras Positivas  Freguéncia na regido Norte do Estado do Rio de Janeiro,
por via parenteral, principalmente em for-
é :E ;g ; - mulacBes de longa duracdo em substituicao
3 IE 28 } ) aos B-lactamicos no tratamento da mastite
4 IF 26 2 7,7% causada por Staphylococcus aureus
5 IF 11 1 9'1?) (FOLLY et al, 1998). Supde-se que as 5
? :E gg ; g:gof; amostras positivas no "Delvotest P" e con-
8 IE 10 1 10% firmadas para presenca de tetraciclina pelo
Subtotal IF 170 7 412% "Tetracycline Spap Test" continham uma
o c - L 2% alta concentracao da droga, uma vez que a
10 pe 20 3 15% sensibilidade do "Delvotest P" é 5 vezes
11 c 23 - B} maior para tetraciclina (400ppb), em relagao
13 c 29 1 3,45% a sensibilidade do "Tetracycline Snap Test"
14 c 1 1 9,1% e aos niveis de tolerancia estabelecidos pela
Subtotal c 130 6 4,61% "United States Food and Drug Administrati-
Total geral CelF 300 13 4.33% on" (FDA, 1998). Para as 2 amostrasifpos
vas no "BL Snap test" e negativas no "Del-
C- Leite tipo “C” IF — Leite tipo “Integral Fazenda” votest P", podem ser consideradas duas
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Tabela 3 — Comparagéo dos resultados obtidos, utilizando-se os CONCLUSOES
métodos “Delvotest” e “BL Snap Test” em leite
comercializado na regido Norte do Estado do Rio de

Janeiro, no periodo de abril 1996 a abril de 1997. O leite paSteunzado tipo “C" e Integral

Fazenda”, comercializado e consumido na regido
Norte do Estado do Rio de Janeiro, apresentou con-

Métodos C IF Total . ~ ; o K
taminacdo por residuos de antibidticos, sendo prin-

“Delvotest” positivo 1 2 3 cipalmente detectados os antibidticos do grupo R-

“BL Snap Test" positivo Lactéamicos e tetraciclinas.

“Delvotest” positivo 3 5 8

“BL Snap” negativo ~ A
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