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RESUMO - A prevet/ricie de resfduos antibióticos nos leites pasteurizados,
distributdos em Belo Horizonte, de abril/82 a março/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. o " de 1,04% na marca n. o 2 e de 2,08% na marca n. o 3. Essas
prevaléncias mostraram que houve alguma melhoria na qualidade do leite
pasteurizado consumido em Belo Horizonte, comparadas com as prevaléncias
de 1978. Um método teste para detectar resfduos de antibióticos usando
esporas de Bacillus stearothermophilus varo calidolactis foi estudado e compa-
rado com três outros métodos. De 384 pacotes comerciais de leite pasteuri-
zado analisados para a presença de penicilina, o método clássico 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 thermophilusl 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 concentrações a partir de 0,008 U.I.lml.

INTRODUÇÃO

A terapia antibiótica tem sido ampla-
mente empregada pelos produtores e vete-
rinários no tratamento de doenças infec-
ciosas de vacas leiteiras, principalmente
nas mamltes. Estas drogas também têm
sido Incorporadas na alimentação animal
como suplemento de dietas. Estes usos,
às vezes Indlscrlminados, estão conduzin-
do à presença de residuos antibióticos no
leite e conseqüentemente constituindo
problemas de saúde pública e de tecnolo-
gla, além de levar a perdas econômicas.
Logo, há uma preocupação por parte dos
órgãos de Inspeção de alimentos no con-
trole deste problema.

WELSH et alll (1955) encontraram uma
prevalência de 11,6% de resíduos de peni-
cilina no leite pasteurizado nos Estados
Unidos, Canadá e Reino Unido. KOSI-
KOWSKI (1960) verificou uma prevalência
de 0,54% de resíduos de antibiótícos no
leite de dezessete estados dos Estados
Unidos. MELLO FILHO (1969) detectou
resíduos de penicilina em torno de 1,9%
em mil amostras de leite tipo C, no Esta-
do de São Paulo. FARRELY (1970) detec-
tou a presença de penicilina em índices de
5,8% das amostras de leite pasteurizado
analisadas na cidade de Dublin (Irlanda).
COOK et alll (1976) encontraram uma pre-
valência de 3,2% de penicilina no leite
pasteurizado, comerclalizado na cidade de
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Johannesburg (África do Sul). FAGUNDES
(1980) estudou a prevalêncla de antibióti-
cos no lelte·tlpo B e tipo C consumidos em
Belo Horizonte tendo encontrado prevalên-
clas de 5,49% e 1,25% respectivamente.
BARROS & PERCHES (1981) encontraram
uma prevalêncla de antibióticos no leite
tipo B em São Paulo de 15,04 % nas análi-
ses do leite dos produtores, de 21,25% no
leite resfriado (carro-tanque) e de 21,87%
no leite pasteurizado. .

Diversos métodos para detectar rest-
duos de antibióticos no leite foram desen-
volvidos nos últimos anos: FOSTER &
WOODRUFF (1943), SILVERMAN & KOSI-
KOWSKI (1952), NEAL & CALBERT (1955),
ARRET s KIKSHBAUM (1959) KOSI-
KOWSKI & LEDFORD (1960), IGARASHI et
alll (1961). MART et alll (1963), I.D.F.
(1970). VAN OS et alll (1975), HUHTANEN
et alll (í977). KAUFMAN (1977), VILELA s
SANTOS (1982), MESSER et alll (1982) e
outros modificados. Todavia, não foi con-
seguido ainda um método completamente
aceitável que possa ser facilmente utlli,za-
do nas condições de Indústria no Btasll.

O presente trabalho objetlvou estudar a
prevalêncla de reslduos antibióticos 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-
tecção de antibióticos no leite.

MATERIAL E M~TODOS

Amostras de leite

Foram colhidos pacotes de 1.000 ml de
leite pasteurizado tipo B e Especial 3,2%
de Gordura de três marcas comerciais, nos
supermercados de Belo Horizonte, num
total de 96 e 288, respectivamente. A co-
lheita se realizou durante 12 meses (abril!
82 a março/83), sendo duas vezes por se-
mana. Os pacotes foram acondicionados
em caixas Isotérmlcas e conduzidos para o
laboratório do Departamento de Tecnolo-
gla e Inspeção de Produtos, de Origem
Animal da Escola de Veterinária da UFMG.

Métodos

A presença ou não de reslduos antibió-
ticos no leite foi detectada através de três
métodos referendados mundialmente e um
teste em pesquisa.
Método clássico com disco de papel de fil-
tro. O procedimento foi aplicado conforme
o STANDARD METHODS FOR THE EXA-
MINATION OF DAIRY PRODUCTS (1978),

Suspensões de esporos de Baclllus sub-
tllis (ATCC 6633) foram obtidas dos labo-
ratórios Difco. As placas foram Incubadas
a 32°C por 12h, Zonas de Inibição maiores
do que 13 mm foram consideradas C?~O

teste positivo. Fez-se o controle posurvo
(0,05 U.l.lml) e o controle negativo,
Método do T.T.C. ou cloreto de 2, 3, 5 -
trlfenll tetrazollum.iO procedimento adota-
do foi segundo o H.M.S.O. (1968), Cultura
lIoflllzada de StreptococCU8 thermophllus
foi obtida do Chr. Hansen's Laboratorturn.
Fez-se o controle positivo (0,04 U.l.lml) e
o controle negativo. . ,
Método do OELVOTEST-P da Glst-Brcca-
des nv. Os materiais para o teste Delvo-
test-P foram obtidos da Bloquímíca do
Brasil S/ A (BIOBRÁS). O procedimento foi
segundo VAN OS et alll (1975) e as instr~-
ções técnicas recomendadas pelo Iabri-
cante. Tabletes nutrientes contendo obro-
mocresol púrpura como indicador são adi-
cionados em ampolas contendo meio agar
sólido semeado com esporos de Bacillus
stearothermophllus varo calldolactls. Após
a adição de 0,1 ml de uma amostra de leite,
a ampola é incubada em banho-mana
63-65°C por 2h30'. Na ausência de subs-
tâncias antlm icroblanas todo o meio sóli-
do se torna amarelo (resultado negativo),
enquanto a permanência do púrpura de
todo meio indica posltivldade do teste.
Como controle foi utilizada uma ampola
contendo leite livre de antibióticos. Neste
método o microrganismo tem crescimento
Inibido a uma' concentração 0,005
U.I./ml.

Método teste em pesquisa. O procedimen-
to foi baseado na técnica de VILELA &
SANTOS (1981) com algumas modifica-
ções. A cultura do Bacllius stearothermo-
phllus var. calldolactls foi obtida de uma
ampola do DELVOTEST-P. O conteúdo da
ampola foi transferido para um tubO. com
10 ml de caldo triptona (pH + 8,0) e meu-
bado a 55°C por 18h. Em seguida, ~oram
efetuadas 3 repicagens, na proporçao de
1%, em caldo triptona (pH + 8,0) para se
obter um número de esporos viáveis na
ordem de 10 UFC/ml, sendo que na últi-
ma fez-se simultanemanete uma repica-
gem em agar trlptona Inclinado ("'''I +
8,0). O meio antibiótico foi preparado co-
locando-se 10 ml do caldo trlptona com
esporos viáveis e 1 porção de uma alça de
platina com os esporos viáveis desenvolvi-
dos no agar Inclinado, em 100 ml de agar
triptona pH + 8,0 (+ 55°C). Em seçulda
adicionou-se o Indicador bromocresol pur-
pura na concentração final de 0,05% e
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distribuiu-se em 10 placas de Pet je
110mm dd. para se obter uma camada, de
0.8 - 1.0 mm de espessura, As placas,
depois de solidificadas, foram empacota-
das em sacos plásticos e mantidas na ge-
ladeira (+ 5°C) até o uso, No momento da
prática, foram feitas depressões circulares
de 5 mm de diâmetro 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.r.rrnr) e o controle negativo, As
placas (oram Incubadas a 62 + 1°C e após
2 horas procedeu-se a leitura, A ausência
de residuos inibidores permitirá o cresci-
mento do microrganismo teste, que é indi-
cado pelo abaixamento do pH e do poten-
cial de óxido-redução, modificando a cor
violeta do meio para amarela, Por outro
lado, permanecendo um halo violeta ao
redor da depressão, indicará a presença de
concentrações suficientemente altas de
antibiótico, capaz de inibir o crescimento
do microrganismo teste. O diâmetro do
halo será proporcional à concentração de
antibiótico no leite, Foi considerado posi-
tivo um halo violeta ~ 13 + 1 mm (0,008
U,l.Iml),

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os dados da TAB. I mostram que houve
uma diminuição na prevalência de antibió-
ticos no leite tipo B e tipo Especial 3,2%
de Gordura, comparado com os resultados
obtidos por FAGUNDES (1980) que encon-
trou uma prevalência de 5,49% e 1,25%
respectivamente,
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O leite pasteurizado tipo B apresentou
uma prevalência de 4,16%, um pouco
maior do que o tipo Especial 3,2% de
Gordura. Acredita-se que essa maior inci-
dência seja, provavelmente, devida ao tra-
tamento de vacas com mamite durante o
periodo de lactação sem o cuidado de or-
denhá-Ias separadamente, durante e pelo
menos 72 horas após o tratamento, confor-
me recomenda a legislação do MA-SIPA
(1977), e além do mais se deve ao fato da
quantidade desse tipo de leite ser minima
ou seja í 1% (1: 5,000 I/dia) em relação
ao leite tipo Especial 3.2% de Gordura.
Logo, a mistura do leite de um produtor
com residuos de antibióticos irá adulterar
o volume total da produção do dia. Essa
prevalência de 4,16% foi um pouco me-
nor do que a detectada por FAGUNDES
(1980) de 5,49%, entretanto, é muito me-
nor, discordando dos resultados obtidos
por BARROS & PERCHES (1981) quando
detectaram uma prevalência de 21.87% no
leite pasteurizado tipo B comercializado na
cidade de São Paulo,

Os leites pasteurizados tipo Especial
3,2% de Gordura, apresentaram prevalên-
cia de antibióticos 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 prevalência de residuos de penicilina
de 1,9% no leite pasteurizado tipo C no
Estado de São Paulo, A marca n. ° 3 apre-
sentou uma prevalência um pouco maior,
entretanto, essa indústria comercializa
apenas cerca de í 2% desse tipo de leite
em Belo Horizonte.

TABELA I
Resultados das análises para detecção de resíduos Inlbldores em 384 pacotes de leite
pasteurizado tipo B e tipo Especial 3,2% de gordura, comerclallzados em Belo Horizonte,
no período de 12 meses.

MARCA M~TODO
PREVA·npo

r.s'.em LtNCIAN.'
CI ••• lco c/dlaco T,T,C, DELVOTEST·P Pe.qulSl Tolll (%)

(+ I (-) (+ I (-I (+ I (-I pacot ••(+ I (-)

I B 3 93 2 94 4 92 4 92 96 4,16
I Esp. 3,2% G o 96 o 96 o 96 o 96 96 0,00
2 Esp, 3,2'4 G o 96 o 96 I 95 o 96 96 1,04
3 E.p, 3,2% C 2 94 2 94 2 94 2 94 96 2,06

(+) positivo
(-) negativo
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As prevalências encontradas não dife-
rem muito dos trabalhos realizados por
MEARA (1959). KOSIKOWSKI (1960). FAR-
RELY (1970) e COOK et alll (1976) ...

A TA8ELA 11mostra o segundo obieuvo
do trabalho que foi avaliar c.ompa,ratlva-
mente a sensibilidade de tres metodos
referendados mundialmente e um método
teste em pesquisa. A sensibilidad.e será
expressa como sensibilidade relativa. em
funçã0 dos raros resultados de posit lvida-
co (telf?clarJo'j no grande volume de amos-
1r;t~ an:tli"j;:Jrj:l,).

do que o Baclllus subtills em 5:200 amos-
traz de leite cru comercial analisadas.

O método do T.T.C. detectou raslduos
de penicilina em 57,14% das amostras .d.e
leite nas quais foram detectadas penicili-
na pelo método Delvotest-P. VAN OS et
alil (1975) conclulram que o B. stearother-
mophllus varo calldolactls é inibido em
concentrações de penicilina 0,005 U.I.I
ml. Por outro lado, NEAL & CAL8ERT
(1955) observaram que o Streptococcus
thermophlfus só é inibido em concentra-
ções de penicilina ~ 0,04 U.l.lml.

Os resultados comparativos da sensibi-
lidade dos quatro testes utilizados nesta
pesquisa, mostram que um número maior
de identificações positivas de residuos de
penicilina no leite adulterado, poderiam
ser antecipadas se o método Delvotest-P
fosse utilizado ao contrário dos outros.
Entretanto, a utilização do Delvotest-P a
nivel de plataforma de indústria é inviável
em face do seu elevado custo, por se tra-
tar de produto importado. Logo, o método
teste em pesquisa parece ser uma forma
alternativa satislatória, uma vez que o seu
procedimento é simples de ser conduzido,
essencialmente tão rápido ou mais do que
o Delvotest-P e mais sensivel do que os
métodos freqOentemente utilizados para
detecção de antibióticos no leite (clássico
com disco e T.T.C.). Parece ser também
uma boa prática, para uso de rotina nas
análises de laboratório, para um grande
número de amostras.

TABELA If
Incldilncla de reslduos de penicilina· em 384 pacotes de leites pasteurizados comerclallza-
dos em Belo Horlzonle, detectados pelo 8. subutts. S. thermophilus e B. stearothermophi-
lu,; varo callrJolar::tls.

Número de pacotes % de pacotes con- Sensibilidade com %

MÉTODO detectados positivos firmados positivos do DELVOTEST-P

Clássico com disco 05 1,30 71,42

(B. subtllfs)

T.T.C. 04 1,04 57,14

(S. thermophlfus}

oELVOTEST-P 07 1,82 100

(B. stearothermophlfus)

Teste em pesquisa 06 1,56 85,71

(B. stearothermophllus)
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SUMMARY

O método teste em pesquisa detectou
residuos de penicilina em 85,71 % das
amostras de leite nas quais foram detec-
tadas penicilina pel<: método o.e,lvotest-P.
A menor concentraçao de peniCIlina detec-
tada por este teste estatisticamente signi-
ficativo (P ~0,05) foi 0,008 U.l.lml. Portan-
to o B. slearolhermophllus foi bem mais
se~sivel do que o B. subtills, que foi
multo mais senslvel do que o S. Ihermo-
phllus.

The prevalence of lhe anllblotlc resl-
. dues on lhe pasleurlzed mllk dlslrlbuled In
Belo Horizonte, Brazll, from Aprll 82 to
March 83, was 4,16% for type B mllk
whereas type 3,2% Fal Speclal milk was
0% for brand 1, 1,04 % for brand 2 and
2,08% for brand 3. These prevalences
showed Ihat Improvements have ocurred In
mllk quality of the pasteurlzed mllk com-
merclallzed In Belo Horizonte, compared
wlth the prevalences In 1978. A test me-
thod for detectlng antlblotlc resldues
uslng Bàclllus stearothermophilus varo ca-
Ildolactls was evaluated and eompared
with three other methods. Of 384 commer-
clal packages óf pasteurized mllk analyzed
for presence of peniclllln, the Bacillus
subtills dlsc assay method deteeted peni-
elllln In only 71,40% of the mllk samples In
whleh penlelllln was deteeted by the Del-
votest-P method. The Streptococcus ther-
mophilus T.T.C. method deteeted penlell-
IIn In only 57,14% of these samples. On
the other hand, the test method deteeted
penlelllln In 85,7% of the mllk samples In
whlch penlelllln was deteeted by the Del-
votest-P method. The test method was
Indleated for deteetlng penlclllln In pasteu-
rlzed mllk In low eoneentratlons slnee
0,008 U.I./ml.

O método oelvotest-P apresentou uma
sensibilidade de 100% de probabilidade
estatistica nos 384 pacotes de leite anali-
sados, o que não difere dos achados de
JOHNSON et alll (1977) que comparando
três métodos de detecção de antibióticos
(disco clássico, cilindro em placa e Del-
votest-P) conclulram que o Delvotest-P al-
cançou 95% de segurança no diagnóstico
para penicilina. Por outro lado, coincidiu
com os resultados de FAGUNoES (1980)
que enéontrou sensibilidade e especlflcl-
dade de 100% de probabilidade estatlstlca
nas diluições de 0,01, 0,001, 0,002 e 0,005
U.I./ml para penicilinas.

O método clássico com disco detectou
reslduos de penicilina em 71,42% das
amostras de leite nas quals foram detecta-
das pen'iclllna pelo 'método oelvotest-P.
Esses resultados são próximos aos obti-
dos por JOHNSON et alll (1977) quando
detectaram penicilina em 75% de um total
de 588 amostras conflrmadàs positivas pa-
ra o Delvotest-P. GINN et alll (1978) con-
clulram que o Baelllus stearothermophllus
foi quatro vezes mais senslvel à penicilina

CONCLUSÕES

De acordo com as prevalênclas de an-
tibióticos encontradas neste estudo, pode-
mos concluir que está havendo uma preo-
cupação maior por parte dos produtores,
do Serviço de Inspeção Federal! MA e das
Indústrias de laticlnlos na Região de Belo
Horizonte. Acreditamos que dessa forma a
melhorla da qualidade sanitária do leite
será progressiva e culminará num maior
consumo e rendimento deste Indispensá-
vel alimento.
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