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RESUMO — A preva’”ncia de residuos antibidticos nos leites pasteurizados,
distribuidos em Belo Horizonte, de abril/82 a marco/83, foi de 4,16% no leite
pasteurizado tipo B enquanto no leite tipo Especial 3,2% de gordura foi de 0%
na marca n.® 1, de 1,04% na marca n.® 2 e de 2,08% na marca n.° 3. Essas
prevaléncias mostraram que houve alguma melhoria na qualidade do /eite
pasteurizado consumido em Belo Horizonte, comparadas com as prevaléncias
de 1978. Um método teste para detectar residuos de antibiéticos usando
esporos de Bacillus stearothermophilus var. calidolactis fo/ estudado e compa-
rado com trés outros métodos. De 384 pacotes comerciais de leite pasteuri-
zado analisados para a presenga de penicilina, o método cldssico com disco
(Bacillus subtilis) detectou penicilina em apenas 71,40% das amostras de leite
nas quais foi detectada penicilina pelo método Delvotest-P. O método do
T.T.C. (Streptococcus thermophilus) detectou penicilina somente em 57,14%
dessas amostras. Por outro lado, o método teste detectou penicilina em
85,71% das amostras de leite nas quais foi detectada penicilina pelo método
Delvotest-P. O método teste é indicado para detectar penicilina em leite
pasteurizado com baixas concentragées a partir de 0,008 U.l./ml.

INTRODUGAO WELSH et alii (1955) encontraram uma

prevaléncia de 11,6% de residuos de peni-
cilina no leite pasteurizado nos Estados
Unidos, Canada e Reino Unido. KOSI-
KOWSKI (1960) verificou uma prevaléncia

A terapia antibiotica tem sido ampla-
mente empregada pelos produtores e vete-
rinarios no tratamento de doengas infec-

ciosas de vacas leiteiras, principalmente
nas mamites. Estas drogas também tém
sido Incorporadas na alimentagao animal
como suplemento de dietas. Estes usos,
as vezes indiscriminados, estido conduzin-
do & presenca de residuos antibiéticos no
leite e consequentemente constituindo
problemas de saude publica e de tecnolo-
gla, além de levar a perdas econémicas.
Logo, ha uma preocupagio por parte dos
6rgaéos de inspegao de alimentos no con-
trole deste problema.

de 0,54% de residuos de antibidticos no
leite de dezessete estados dos Estados
Unidos. MELLO FILHO (1969) detectou
residuos de penicilina em torno de 1,9%
em mil amostras de leite tipo C, no Esta-
do de Sao Paulo. FARRELY (1970) detec-
tou a presenga de penicilina em indices de
5,8% das amostras de leite pasteurizado
analisadas na cidade de Dublin (Irlanda).
COOK et alii (1976) encontraram uma pre-
valéncia de 3,2% de penicilina no leite
pasteurizado, comercializado na cidade de
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Johannesburg (Africa do Sul). FAGUNDES
(1980) estudou a prevaléncia de antibioti-
cos no leite'tipo B e tipo C consumidos em
Belo Horizonte tendo encontrado prevalén-
cias de 5,49% e 1,25% respectivamente.
BARROS & PERCHES (1981) encontraram
uma prevaléncia de antibiéticos no leite
tipo B em Sao Paulo de 15,04% nas anali-
ses do leite dos produtores, de 21,25% no
leite resfriado (carro-tanque) e de 21,87%
no leite pasteurizado.

Diversos métodos para detectar resi-
duos de antibiéticos no leite foram desen-
volvidos nos Gltimos anos: FOSTER &
WOODRUFF (1943), SILVERMAN & KOSI-
KOWSKI (1952), NEAL & CALBERT (1955),
ARRET & KIKSHBAUM (1959) KOSI-
KOWSKI & LEDFORD (1960), IGARASHI et
alii (1961), MART et alii (1963), I.D.F.
(1970), VAN OS et alii (1975), HUHTANEN
et alil (1977), KAUFMAN (1977), VILELA &
SANTOS (1982), MESSER et alii (1982) e
outros modificados. Todavia, nao foi con-
seguido ainda um método completamente
aceitavel que possa ser facilmente utiliza-
do nas condigdes de industria no Brasil.

O presente trabalho objetivou estudar a
prevaléncia de residuos antibi6ticos no
leite pasteurizado tipo B e Especial 3,2%
'de Gordura consumidos em Belo Horizon-
te e avaliar comparativamente a sensibili-
dade relativa de quatro métodos para de-
tecgao de antibidticos no leite.

MATERIAL E METODOS
Amostras de leite

Foram colhidos pacotes de 1.000 ml de
leite pasteurizado tipo B e Especial 3,2%
de Gordura de trés marcas comerciais, nos
supermercados de Belo Horizonte, num
total de 96 e 288, respectivamente. A co-
Iheita se realizou durante 12 meses (abril/
82 a margo/83), sendo duas vezes por se-
mana. Os pacotes foram acondicionados
em calxas Isotérmicas e conduzidos para o
laboratério do Departamento de Tecnolo-
gia e Inspegdao de Produtos de Origem
Animal da Escola de Veterinaria da UFMG.

Métodos

A presenga ou nao de residuos antibié-
ticos no leite foi detectada através de trés
metodos referendados mundialmente e um
teste em pesquisa.

Método classico com disco de papel de fil-
tro. O procedimento foi aplicado conforme
0 STANDARD METHODS FOR THE EXA-
MINATION OF DAIRY PRODUCTS (1978).

Suspensdes de esporos de Bacillus sub-
tilis (ATCC 6633) foram obtidas dos labo-
ratérios Difco. As placas foram incubadas
a 32°C por 12h. Zonas de inibigdo malores
do que 13 mm foram consideradas como
teste positivo. Fez-se o controle positivo
(0,05 U.l./ml) e o controle negativo.

Método do T.T.C. ou cloreto de 2, 3, 5 —
trifenil tetrazolium. O procedimento adota-
do foi segundo o H.M.S.0. (1968). Cultura
liofilizada de Streptococcus thermophilus
fol obtida do Chr. Hansen's Laboratorium.
Fez-se o controle positivo (0,04 U.l./ml) e
o controle negativo. !

Método do DELVOTEST-P da Gist-Broca-
des nv. Os materiais para o teste Delvo-
test-P foram obtidos da Bioquimica do
Brasil S/A (BIOBRAS). O procedimento foi
segundo VAN OS et alii (1975) e as instru-
goes técnicas recomendadas pelo fabri-
cante. Tabletes nutrientes contendo o bro-
mocresol purpura como indicador sao adi-
cionados em ampolas contendo meio agar
s6lido semeado com esporos de Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis. Apos
a adigao de 0,1 m! de uma amostra de leite,
a ampola é incubada em banho-maria
63-65°C por 2h30'. Na auséncia de subs-
tancias antimicrobianas todo o meio soli-
do se torna amarelo (resultado negativo),
enquanto a permanéncia do purpura de
todo meio indica positividade do teste.
Como controle foi utilizada uma ampola
contendo leite livre de antibiéticos. Neste
método o microrganismo tem crescimento
inibido a wuma’ concentragao 0,005
U.l./ml.

Método teste em pesquisa. O procedimen-
to foi baseado na técnica de VILELA &
SANTOS (1981) com algumas modifica-
¢oes. A cultura do Bacillus stearothermo-
philus var. calidolactis foi obtida de uma
ampola do DELVOTEST-P. O contetdo da
ampola foi transferido para um tubo com
10 ml de caldo triptona (pH + 8,0) e incu-
bado a 55°C por 18h. Em seguida, foram
efetuadas 3 repicagens, na proporgao de
1%, em caldo triptona (pH + 8,0) para se
obter um numero de esporos viaveis na
ordem de 10 UFC/mI, sendo que na ulti-
ma fez-se simultanemanete uma repica-
gem em agar triptona inclinado ("4 +
8,0). O meio antibiotico foi preparado co-
locando-se 10 ml do caldo triptuna com
esporos viaveis e 1 porcao de uma alga de
platinacom os esporos viaveis desenvolvi-
dos no agar inclinado, em 100 ml de agar
triptona pH + 8,0 (+ 55°C). Em seguida
adicionou-se o indicador bromocresol pur-
pura na concentracao final de 0,05% e
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distribuiu-se em 10 placas de Pet de
110mm dd., para se obter uma camade. de
0,8 — 1,0 mm de espessura. As placas,
depois de solidificadas, foram empacota-
das em sacos plasticos e mantidas na ge-
ladeira (+ 5°C) até o uso. No momento da
préatica, foram feitas depressoes circulares
de 5 mm de diametro com um cortador, no
agar da placa, e com uma seringa esterili-
zada foi transferido 0,1 ml da amostra de
leite a ser analisada, em duplicata. Simul-
taneamente fez-se o controle positivo
(0,008 U.l./ml) e o controle negativo. As
placas foram incubadas a62 + 1°C e ap6s
2 horas procedeu-se a leitura. A auséncia
de residuos inibidores permitird o cresci-
mento do microrganismo teste, que € indi-
cado pelo abaixamento do pH e do poten-
cial de 6xido-redugado, modificando a cor
violeta do meio para amarela. Por outro
lado, permanecendo um halo violeta ao
redor da depressao, indicara a presenga de
concentragoes suficientemente altas de
antibiético, capaz de inibir o crescimento
do microrganismo teste. O diametro do
halo sera proporcional & concentragao de
antibiético no leite. Foi considerado posi-
tivo um halo violetaZ 13 + 1 mm (0,008
U.1./ml).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da TAB. | mostram que houve
uma diminuigao na prevaléncia de antibié-
ticos no leite tipo B e tipo Especial 3,2%
de Gordura, comparado com os resultados
obtidos por FAGUNDES (1980) que encon-
trou uma prevaléncia de 5,49% e 1,25%
respectivamente.

O leite pasteurizado tipo B apresentou
uma prevaléncia de 4,16%, um pouco
maior do que o tipo Especial 3,2% de
Gordura. Acredita-se que essa maior inci-
déncia seja, provavelmente, devida ao tra-
tamento de vacas com mamite durante o
periodo de lactagao sem o cuidado de or-
denha-las separadamente, durante e pelo
menos 72 horas ap6s o tratamento, confor-
me recomenda a legislagao do MA-SIPA
(1977), e aléem do mais se deve ao fato da
quantidade desse tipo de leite ser minima
ou seja + 1% (+ 5.000 I/dia) em relagao
ao leite tipo Especial 3,2% de Gordura.
Logo, a mistura do leite de um produtor
com residuos de antibidticos ira adulterar
o volume total da produgado do dia. Essa
prevaléncia de 4,16% foi um pouco me-
nor do que a detectada por FAGUNDES
(1980) de 5,49%, entretanto, € muito me-
nor, discordando dos resultados obtidos
por BARROS & PERCHES (1981) quando
detectaram uma prevaléncia de 21,87% no
leite pasteurizado tipo B comercializado na
cidade de Sao Paulo.

Os leites pasteurizados tipo Especial
3,2% de Gordura, apresentaram prevalén-
cia de antibioticos menor do que os acha-
dos por FAGUNDES (1980) que encontrou
1,25% e menor ainda do que os resulta-
dos de MELLO FILHO (1969) que detectou
uma prevaléncia de residuos de penicilina
de 1,9% no leite pasteurizado tipo C no
Estado de Sao Paulo. A marca n.° 3 apre-
sentou uma prevaléncia um pouco maior,
entretanto, essa industria comercializa
apenas cerca de + 2% desse tipo de leite
em Belo Horizonte.

TABELA |
Resultados das analises para detecgdo de residuos inibidores em 384 pacotes de leite

de gordura, comercializados em Belo Horizonte,

MARCA METODO
- TIP PREVA-
N.° ° Teste em LENCIA
Classico c/disco T.T.C. DELVOTEST-P Pesquisa Total (%)
(+) (=) (+) (=) (+) (=) (#) [(—) Pacolss
1 -] 3 93 2 94 4 92 4 96
1 Esp. 3.2% G 0 9% 0 9% o 9% ¢ 96 0.00
2 Esp. 3,2% G 0o 9 0 9 1 95 0 98 9 1.04
3 Esp. 3,2% C 2 94 2 94 2 94 2 94 96 2,08

(+) positivo
(—) negativo
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As prevaléncias encontradas nao dife-
rem muito dos trabalhos realizados por
MEARA (1959), KOSIKOWSKI (1960), FAR-
RELY (1970) e COOK et alii (1976). o

A TABELA Il mostra o segundo Ob]&'tllVO
do trabalho que foi avaliar cornpafatuva-
mente a sensibilidade de tres meétodos
referendados mundialmente e um método
teste em pesquisa. A sensibilidad_e sera
expressa como sensibilidade relah.v'a‘em
fungan dos raros resultados de positivida-
dn detectados no grande volume de amos-
tras analisadas

do que o Bacillus subtilis em 5.200 amos-
traz de leite cru comercial analisadas.

O método do T.T.C. detectou residuos
de penicilina em 57,14% das amostras qa
leite nas quais foram detectadas penicili-
na pelo método Delvotest-P. VAN OS et
alii (1975) concluiram que O B. slegrolher-
mophilus var. calidolactis é inibido em
concentragdes de penicilina 0,005 u.L/
ml. Por outro lado, NEAL & CALBERT
(1955) observaram que O Streptococcus
thermophilus sé é inibido em concentra-
¢hes de penicilina 2 0,04 U.l./ml.

TABELAII
Incidéncia de residuos de penicilina-em 384 pacotes de leites pasteurizados comerclallzq-
dos em Belo Horizonte, detectados pelo B. subtilis, S. thermophilus e B. stearothermophi-

lus var. calidolactis,

Numero de pacotes

% de pacotes con- Sensibilidade com %
do DELVOTEST-P

METODO detectados positivos  firmados positivos
Classico com disco ' 05 1,30 71,42
(B. subtilis) |
T.T.C. 04 1,04 57,14
(S. thermophilus)
DELVOTEST-P 07 1,82 100
(B. stearothermophilus)
1,56 85,71

Teste em pesquisa 06
(B. stearothermophilus)

O método Delvotest-P apresento.u uma
sensibilidade de 100% de probabllldadp
estatistica nos 384 pacotes de leite anali-
sados, 0 que nao difere dos achados de
JOHNSON et alii (1977) que comparando
trés métodos de detecgdo de antibidticos
(disco classico, cilindro em placa e Del-
votest-P) concluiram que 0 Delvotest-P al-
cangou 95% de seguranga no diagnéstico
para penicilina. Por outro lado, coincidiu
com os resuitados de FAGUNDES (1980)
que encontrou sensibilidade e especifici-
dade de 100% de probabilidade estatistica
nas diluigdes de 0,01, 0,001, 0,002 e 0,005
U.l./ml para penicilinas.

0O método classico com disco detectou
residuos de penicilina em 71,42% das
amostras de leite nas quals foram detecta-
das penicilina pelo método Delvotest-P.
Esses resultados sdao préximos aos obti-
dos por JOHNSON et alii (1977) quando
detectaram penicilina em 75% de um total
de 588 amostras confirmadas positivas pa-
ra o Delvotest-P. GINN et alii (1978) con-
cluiram que o Bacillus stearothermophilus
fol quatro vezes mais sensivel & penicilina

O método teste em pesquisa detectou
residuos de penicilina em 85,71% das
amostras de leite nas quais foram detec-
tadas penicilina pelo método Delvotest-P.
A menor concentragéo de penicilina detec-
tada por este teste estatisticamente signi-
ficativo (P €0,05) foi 0,008 U.I./ml. Portan-
to, o B. stearothermophilus foi bem mais
sensivel do que o B. subtilis, que foi
muito mais sensivel do que o S. thermo-
philus.

CONCLUSOES

De acordo com as prevaléncias de an-
tibidticos encontradas neste estudo, pode-
mos concluir que esta havendo uma preo-
cupagao maior por parte dos produtores,
do Servigo de Inspegao Federal/MA e das
industrias de laticinios na Regiao de Belo
Horizonte. Acreditamos que dessa forma a
melhoria da qualidade sanitaria do leite
serd progressiva e culminara num maior
consumo e rendimento deste indispenséa-
vel alimento.
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Os resultados comparativos da sensibi-
lidade dos quatro testes utilizados nesta
pesquisa, mostram que um numero maior
de identificagoes positivas de residuos de
penicilina no leite adulterado, poderiam
ser antecipadas se o método Delvotest-P
fosse utilizado ao contrario dos outros.
Entretanto, a utilizagdo do Delvotest-P a
nivel de plataforma de industria é inviavel
em face do seu elevado custo, por se tra-
tar de produto importado. Logo, o método
teste em pesquisa parece ser uma forma
alternativa satisfatéria, uma vez que o seu
procedimento é simples de ser conduzido,
essencialmente tao rapido ou mais do que
o Delvotest-P e mais sensivel do que os
métodos freqlientemente utilizados para
deteccgao de antibiéticos no leite (classico
com disco e T.T.C.). Parece ser também
uma boa pratica, para uso de rotina nas
analises de laboratério, para um grande
numero de amostras.
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SUMMARY

The prevalence of the antibiotic resi-
. dues on the pasteurized milk distributed in
Belo Horizonte, Brazil, from April 82 to
March 83, was 4,16% for type B milk
whereas type 3,2% Fat Special milk was
0% for brand 1, 1,04% for brand 2 and
2,08% for brand 3. These prevalences
showed that improvements have ocurred in
milk quality of the pasteurized milk com-
mercialized in Belo Horizonte, compared
with the prevalences in 1978. A test me-
thod for detecting antibiotic residues
using Bacillus stearothermophilus var. ca-
lidolactis was evaluated and compared
with three other methods. Of 384 commer-
cial packages of pasteurized milk analyzed
for presence of penicillin, the Bacillus
subtilis disc assay method detected peni-
cillin in only 71,40% of the milk samples in
which penicillin was detected by the Del-
votest-P method. The Streptococcus ther-
mophilus T.T.C. method detected penicil-
lin in only 57,14% of these samples. On
the other hand, the test method detected
penicillin in 85,7% of the milk samples in
which penicillin was detected by the Del-
votest-P method. The test method was
indicated for detecting penicillin in pasteu-

rized milk in low concentrations since
0,008 U.I./ml.
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