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RESUMO: A ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite é um perigo potencial para a saude
coletiva e um risco para a inddstria de laticinios. Com o objetivo de detectar a ocorréncia de residuos
de antimicrobianos, 103 amostras de leite de mistura procedentes de propriedades rurais, usinas de
beneficiamento e mercado varejista foram analisadas através de dois testes enzimaticos e um de
inibicdo microbiana. Consideravel frequéncia de residuos de antimicrobianos foi determinada em
11 (10,68%) amostras de leite, provavelmente B-lactdmicos e/ou sulfonamidas, duas procedentes de
propriedades rurais da regido de Conceicdo do Araguaia, uma de estabelecimento de beneficiamento
localizado em Tucurui e oito de mercado varejista (seis de Santarém e duas de Castanhal); 70 (67,96%)
amostras foram diagnosticadas como suspeitas, e 22 (21,36%) negativas. Diferenca significativa foi
observada entre as amostras positivas, negativas e suspeitas (A*=15,6, P<0,001, GL=2) e entre as
amostras positivas (A?=6,8, P<0,001, GL=3). Os resultados determinados sdo preocupantes, por serem
os antimicrobianos relativamente resistentes ao tratamento térmico, podendo interferir na produgao de
derivados e estes residuos podem sensibilizar determinados individuos.

TERMOS PARA INDEXACAO: Leite, Qualidade do Leite, Vigilancia Sanitaria do Leite, Satde
Publica.
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OCCURRENCE OF ANTIMICROBIAL RESIDUES IN MILK

ABSTRACT: The occurrence of antimicrobial residues in milk is a public health hazard and a risk
for dairy industry. To verify the occurrence of antimicrobial residues in milk, 103 milk samples from
farms, milk processing plants and retail market were examined by enzymatic tests and a microbial
inhibition test, according to manufacturer protocols. Antimicrobial residues were detected in 11
(10,68%) samples, two from farms in the Concei¢do do Araguaia county, one from a processing plant
in the Tucurui county and eight from retail markets (six from the Santarém county and two from
the Castanhal county); 70 (67,96%) samples were diagnosed as suspicious and 22 (21,36%) were
negative. Significant difference among positive, negative and suspicious samples (y*=15,6, P < 0,001,
LG=2) and among the positive samples (¥*=6,8, P 0,001, LG=3) were observed. The occurrence
of antimicrobial residues in milk is a hazard for public health, as they may be resistant to thermal
processes and interfere in the quality of milk derived products.

INDEX TERMS: Milk, Quality, Sanitary Surveillance of Milk, Public Health.

1 INTRODUCAO

Residuos de antimicrobianos em
alimentos de origem animal resultam do uso

inibi¢do microbiana, enzimaticos, aglutinac¢@o
em latex, receptores microbianos, imunoensaio,
eletroforese e cromatografia (IDF4, 1991 citado

terapéutico e profilatico desses farmacos
e do seu emprego como estimulantes de
crescimento nos animais e, por isso, levantam
a preocupagdo quanto a saude humana,
em decorréncia dos graves problemas que
podem provocar (CODEX ALIMENTARIUS
COMISSION, 1993; BRITO, 1998; FELTRIN
etal., 2007).

A presenca de residuos de antimicrobianos
no leite pode causar graves efeitos na satide do
consumidor, entre os quais: hipersensibilidade,
choque anafilatico, teratogenia, resisténcia
microbiana e desequilibrio da microbiota intestinal.
Acarreta, ainda, prejuizos financeiros para a
industria de laticinios, por interferirem na produgao
de derivados (FOLLY; MACHADO, 2001;
NASCIMENTO; MAESTRO; CAMPOS, 2001).

métodos analiticos
foram desenvolvidos para deteccdo de
antimicrobianos no leite, entre os quais os de

Varios

por FOLLY; MACHADO, 2001). Sob a forma
de conjuntos reativos, os testes enzimaticos
(bL Snap-test ¢ Charm SL-test) e os testes de
inibicdo microbiana (Delvotest ¢ Copan CH
ATK) tém sido os mais empregados.

Os testes enzimaticos sdo empregados
para  deteccdo  de
amoxicilina, ampicilina,

preferencialmente
tetraciclina,
cefapirina e penicilina G em leite cru e de
vacas, individualmente. Os testes de inibicdo
microbiana utilizam uma matriz contendo
esporos de Bacillus stearothermophillus var.
calidolactis, nutrientes e um indicador de
pH, necessitando de treinamento e instalagéo
laboratorial. Sdo empregados para beta-
lactamicos, tetraciclina e sulfonamidas ao
mesmo tempo (CORASSIN; OLIVEIRA,
2000; FOLLY; MACHADO, 2001).

Um terceiro tipo de método € a
cromatografia liquida de elevada eficiéncia

« INTENATIONAL DAIRY FEDERATION. Detection & confirmation of inhibitors in milk and milk products. Bulletin of the
International Dairy Federation Bruxelas, Bélgica, n.258, p2-81, 1991
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que detecta, separa e discrimina cada farmaco
presente no leite (LEITE etal., 2000; FELTRIN
et al., 2007; NUNES; D’ANGELINO, 2007).

A frequéncia de antimicrobianos
no leite é wvaridvel, em decorréncia da
metodologia  analitica empregada  nos
levantamentos regionais (HILLERTON et
al., 1998; TETZNER et al., 2005; NUNES;

D’ANGELINO, 2007).

No Brasil, residuos de antimicrobianos
foram detectados em leite na fonte de producao
e em produtos prontos para consumo, em
diferentes regides e Estados produtores de leite
(HOTTA, 2003; NUNES; D’ANGELINO,
2007; NERO et al., 2004).

O estado do Pard apresenta excepcionais
potencialidades para o desenvolvimento da
pecudria e indistria leiteiras, possui numerosos
nacleos de criagdo de bovinos leiteiros
mesticos, produziu em 1995-1996 1,5% da
producdo nacional e beneficia diariamente
300 mil litros de leite. No entanto, ¢ ainda
desconhecida a ocorréncia de residuos de
antimicrobianos no leite produzido no estado
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do Para, embora a sanidade dos rebanhos
seja um dos gargalos observados na pecuaria
regional (FREITAS, 2001).

trabalho
foi wverificar a ocorréncia de residuos de
antimicrobianos no leite procedente de
municipios paraenses.

O objetivo do presente

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

As 103 amostras de leite, sendo 28 de
leite cru procedente de propriedades rurais,
16 de leite cru destinado ao beneficiamento
e 59 de leite comercializado no varejo, foram
coletadas no periodo de outubro de 2002 a
novembro de 2004 e analisadas paraa detec¢do
de residuos de antimicrobianos (Tabela 1). As
amostras procedentes de propriedades rurais
eram de leite de mistura. Aquelas de usinas
de beneficiamento eram de leite de mistura
recebido na plataforma das industrias e as
procedentes de comércio varejista eram de
leite de mistura de procedéncia desconhecida.
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Tabela 1 — Amostras de leite analisadas para a deteccdo de residuos de antimicrobianos, segundo a

procedéncia. Belém, 2009.

o Amostras
Procedéncia

(n)
Propriedades leiteiras* 28
Oriximina 2
Conceicdo Araguaia 20
ITha de Maraj6 6
Usinas de beneficiamento? 16
Tucurui 6
Maraba 10
Venda a Varejo®: 59
Belém 12
Santarém 30
Castanhal 17
Total 103

1 Leite cru de mistura.

2 Leite cru de mistura coletado em tanque de resfriamento e plataforma de usina de beneficiamento.

3 Leite de mistura de origem desconhecida comercializado no varejo.

2.2 COLETA E CONSERVACAO DAS
AMOSTRAS

Asamostrasprocedentesdepropriedades
rurais foram coletadas em frascos estéreis por
ocasido da ordenha, mantidas resfriadas e, a
seguir, congeladas. Aquelas procedentes de
usinas de beneficiamento foram coletadas
em frascos estéreis, diretamente de tanques
de resfriamento na plataforma das industrias,
mantidas resfriadas e congeladas em seguida.
As amostras originarias de venda a varejo
foram coletadas nos locais de exposicdo, nas
respectivas embalagens ou em frascos estéreis
destinados a esse fim, resfriadas e congeladas,

em todas as coletas em volumes variaveis.

Todas as amostras foram transportadas
congeladas e mantidas a -20°C, até a realizagao
das analises (NERO et al., 2004).
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2.3 TESTES ANALITICOS

Foram empregados trés conjuntos
reativos, dois de testes enzimaticos: BL Snap
Test para tetraciclina (Idexx Laboratories,
EUA), fornecido por Madasa do Brasil,
Itapecericada Serra-SPe Charm SL Test(Charm
Sciences Incorporation, EUA), fornecido
por Hexis Cientifica, Jundiai-SP (FOLY;
MACHADO, 2001; MEDEIROS et al, 2004)
e um de teste de inibi¢do microbiana (FOLY;
MACHADO, 2001; NUNES; D’ANGELINO,
2007), Teste Copan CH ATK, para beta-
lactamicos, tetraciclina e sulfonamidas, teste
unico e simultaneo, fornecido por Christian
Hansen Industria e Comércio Ltda., Valinhos-
SP. Cinquenta e cinco amostras (11 do
comércio varejista, 28 de propriedades rurais
e 16 de usinas de beneficiamento) foram
analisadas paralelamente pelos dois testes
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enzimaticos e 103 (incluindo todas aquelas e
as demais) pelo teste de inibicdo microbiana.

2.4 PREPARO DAS AMOSTRAS E
PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Todas as mostras eram descongeladas
em refrigerador por um tempo maximo
de 12 horas e homogeneizadas antes do
desenvolvimento dos testes. Os conjuntos
reativos foram mantidos em temperatura de
refrigerador, e os procedimentos técnicos
protocolos  dos

realizados conforme

fabricantes.

2.4.1 Teste Copan

Eram adicionados 100 pL de leite ao
tubo contendo a matriz (cultura bacteriana
e indicador pdrpura de bromocresol) e
incubados a 64,5°C por trés horas e avaliada
a cor desenvolvida (mudanca de pUrpura para
amarelo, negativo, mudanca para amarelo-
purpura, suspeito; cor purpura apos trés horas,
positivo).

2.4.2 BL Snap-Test Tetraciclina

Uma aliquota de 450 pL da amostra de
leite era adicionada ao dispositivo do conjunto
reativo e incubada em estufa a 45°C por cinco
minutos. A seguir, 0 conjunto reativo contendo
a aliquota da amostra era submetido a etapa
de ativagdo a 45°C durante quatro minutos.
A leitura do resultado era feita conforme a
seguinte interpretagdo: resultado negativo -
coloracdo da mancha da amostra igual ou mais
escura que a mancha do controle; resultado
positivo - coloragdo da mancha da amostra
mais clara que a mancha do controle.
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2.4.3 Charm SL Test

Uma aliquota de 300 pL da amostra de
leite era adicionada ao dispositivo do conjunto
reativo e incubada a 55°C por oito minutos. A
leitura visual das faixas do dispositivo fornecia o
resultado, de acordo com a seguinte interpretacéo:
resultado negativo - linha T (teste) e linha C
(controle) da mesma cor ou linha T (teste) mais
escura; resultado positivo - linha T (teste) mais
clara que linha C (controle) ou linha T néo visivel.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi empregado o teste do Qui-quadrado
para a comparacdo dos resultados entre as
diferentes procedéncias das amostras de leite,
adotando-se o nivel de significancia de 95%
(0=0,05) (SAS Institutes, 1993).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

da Tabela 2,
residuos de antimicrobianos foram detectados
pelo teste de inibicdo microbiana em 11
(10,68%) amostras de leite. Entre as amostras
positivas, duas eram de propriedades leiteiras
de Conceicdo do Araguaia, uma de usina de
beneficiamento localizada em Tucurui e oito

Conforme os dados

de venda a varejo nos municipios de Santarém
(seis) e Castanhal (duas).

As frequéncias observadas, segundo a
procedéncia das amostras, nao foram uniformes.
O leite procedente de propriedades leiteiras
apresentou uma frequéncia de 1,94%, enquanto
o leite procedente de usinas de beneficiamento
apresentou frequéncia de 0,97%, e o leite de
venda a varejo frequéncia de 7,77%.

Diferenca significativa foi observada entre
as frequéncias das amostras positivas, suspeitas e
negativas (y>=15,6, P<0,001, GL=2) ¢ entre as
amostras positivas (A*=6,8, P<0,001, GL=3).
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Tabela 2 — Frequéncia de residuos de antimicrobianos em leite no estado do Pard, detectados pelo

método de inibigdo microbiana. Belém, 2009.

. Lo Amostra Positivo Suspeito Negativo
Procedéncia/Municipio
(n) n % n % n %

Propriedades leiteiras 28 2 1,94 20 19,41 6 5,82
Oriximina 2 0 0,00 1 0,97 1 0,97
Conceicdo Araguaia 20 2 1,94 18 17,48 0 0,00
Ilha de Marajo 6 0 0,00 1 0,97 5 4,85
Usinas de Beneficiamento 16 1 0,97 1 0,97 14 13,59
Tucurui 6 1 0,97 0 0,00 5 4,85
Maraba 10 0 0,00 1 0,97 9 8,74
Vendas a Varejo 59 8 7,77 49 47,57 2 1,97
Belém 12 0 0,00 12 11,65 0 0,00
Santarém 30 6 5,82 24 23,30 0 0,00
Castanhal 17 2 1,94 13 12,62 2 1,94

Total 103 11 10,68 70 67,96 22 21,36

O teste de inibi¢cao microbiana foi capaz
de identificar residuos de antimicrobianos
nas amostras testadas (MARTINS; SALAS
MARTINS, 1985; CORASSIN; OLIVEIRA,
2000; NASCIMENTO; MAESTRO;
CAMPOS, 2001).

Em nenhuma das 55 amostras
analisadas pelo BL Snap Test Tetraciclina
foram detectados residuos de antimicrobiano,
provavelmente  porque essas  amostras
analisadas concomitantemente por este teste
e pelo teste Copan ndo continham residuos
desse antimicrobiano. Como o kit Charm
Test sO detecta beta-lactamicos, isso reforca
a possibilidade de auséncia de residuos deste
antimicrobiano nas 55 amostras analisadas
pelos dois testes, concomitantemente.

Os resultados do teste Copan e do
Charm Test apresentaram discordancia. No
teste Copan, um teste de inibicdo microbiana
indicado para beta-lactamicos, tetraciclina e
sulfonamidas, foram detectadas 11 (10,68%)
amostras positivas, mas o teste enzimatico
Charm Test, também indicado para beta-
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lactamicos, ndo detectou nenhuma amostra
com residuos.

Na frequéncia determinada pode ser
esperada a ocorréncia de resultados falso-
positivos, considerando-se o disposto por
Raia, Garino Jr e Costa (2003), relativo ao
tratamento térmico das amostras de leite
a 80°C por cinco minutos, para eliminar
inibidores naturais de
inflamatorios,

a interferéncia de
processos
Na presente pesquisa, as amostras de leite
analisadas pelo método de inibigdo microbiana
foram submetidas a 64,5°C por trés horas,
conforme

como a mastite.

recomenda¢bes  contidas  no

protocolo dos fabricantes do conjunto reativo.

Os testes comumente empregados na
deteccdo de residuos de antimicrobianos (teste
de inibi¢do microbiana e teste enzimatico)
tém demonstrado resultados discordantes.
Folly e Machado (2001) também observaram
discordancia na frequéncia de residuos de
antimicrobianos no leite de consumo tipo C e
Integral da regido norte do estado do Rio de
Janeiro. Utilizando o pelo teste de inibigdo
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microbiana Delvotest-P e o enzimatico BL
Snap Test, este para beta-lactdmicos, eles
encontraram 3,66% e 1,66% de amostras
positivas, respectivamente, provavelmente
devido a falta de tratamento térmico prévio
das amostras submetidas ao teste de inibigdo
microbiana. Segundo esses pesquisadores,
duas (0,70%) amostras positivas no BL Snap
Test ndo foram reproduzidas no Delvotest-P e
somente trés (27,30%) positivas no Delvotest-P
foram confirmadas pelo BL Snap Test.

De modo semelhante, Martins e Vaz
(2000) observaram discordancia na analise de
leite de uma industria de laticinios na regido
de Lages-SC, por dois métodos de inibigdo
microbiana que apresentaram 0S MmeESMOS
resultados em apenas 34,70% das amostras
e resultados discordantes em 65,50% delas.
Nunes e D’Angelino (2007) observaram
divergéncia nos resultados da andlise de
residuos de beta-lactdmicos através do
Delvotest-SP: quatro (4/20, 20,00%) amostras
de leite de tanques resfriadores previamente
tratadas pelo calor foram positivas, contra
apenas uma (1/30, 3,33%) amostra de leite
pasteurizado ndo tratado previamente pelo
calor.

Para Jones e Seymour® (1992, citado por
MARTINS; VAZ, 2000), a discordancia nos
resultados dos testes de inibicdo microbiana
pode ser devido ao espectro de sensibilidade
das cepas empregadas nas formulagdes
dos conjuntos reativos. A discordancia de
resultados conferidos pelos testes de inibi¢do
microbiana em amostras de leite procedentes
de tanques resfriadores pode ser devido a
pequena mistura representada pela produgdo
de uma propriedade que, quando misturada
as producdes das demais propriedades que
enviam o leite para beneficiamento, tém, no

leite pasteurizado, niveis mais baixos em
fungdo da diluigdo dos residuos.

A diferencga de resultados nos dois tipos
de testes empregados na presente pesquisa
também pode ser explicada pela aplicabilidade
dos testes. Os conjuntos analiticos enzimaticos
demonstram resultados seguros na analise
de leite de fémeas individuais e quando é
conhecido o tipo de antimicrobiano empregado
no tratamento, enquanto que o teste de
inibicdo microbiana, empregado na presente
pesquisa, ¢ um teste Unico e simultaneo, para
B-lactdmicos, tetraciclina e sulfonamidas,
mas nao discrimina cada farmaco detectado
(CORASSIN; OLIVEIRA, 2000).

10,68%
(Tabela 2), situou-se abaixo das frequéncias
observadas por Nunes ¢ D’Angelino (2001),
Medeiros et al. (2004) e Tetzner et al. (2005),
respectivamente, em amostras de leite cru
procedentes de propriedades rurais no estado de
Sao Paulo, leite cru comercializado em Patos-

A frequéncia determinada,

PB e leite produzido no Tridngulo Mineiro-
MG, analisadas pelo Delvotest, um método de
inibi¢do microbiana. Situou-se também abaixo
da frequéncia determinada por Hotta (2003) em
amostras de leite cru procedentes de diferentes
pontos da cadeia produtiva no estado de Minas
Gerais, analisadas por diferentes métodos de
deteccéo.

Frequéncias inferiores a determinada na
presente pesquisa foram também observadas
por Lopes, Gandara e Cristianini (1998),
Leme (2005) e Nunes e D’Angelino (2007),
respectivamente, em leite pasteurizado tipo
A e tipo B, de diferentes marcas expostas ao
consumo em Campinas-SP, diferentes tipos
de leite pasteurizado exposto ao consumo na
cidade de Sdo Paulo-SP e leite pasteurizado
nesse mesmo Estado, todos analisados também

s JONES, G.M.H.; SEYMOUR, E.H. On farm tests for antibiotic residues. 1992. National Dairy Database.
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pelo Delvotest. Folly e Machado (2001)
também determinaram frequéncia inferior a
da presente pesquisa, em leite pasteurizado
tipo C e pasteurizado integral, de diferentes
marcas expostas ao consumo na regido norte
do estado do Rio de Janeiro, analisado também
pelo mesmo tipo de teste analitico empregado
neste trabalho.

A frequéncia foi comparativamente
semelhante a determinada por Nero et al.
(2007), em leite cru procedente dos estados
de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio
Grande do Sul, os quatro maiores produtores
de leite no Brasil, analisado pelo Charm-test,
um método analitico enzimatico. No entanto,
a frequéncia foi superior aquela observada por
Pelayo et al (1990) no leite cru procedente
de usinas de beneficiamento na regido de
Londrina-PR, analisado pelo Delvotest.

Frequéncias superiores a observada na
presente pesquisa foram também determinadas
por Albuquerque, Melo e Martins (1996);
Barros, Jesus e Silva (2001) e Nascimento.
Maestro ¢ Campos (2001), respectivamente, em
leite pasteurizado tipo C, distribuido ao consumo
em Fortaleza-CE; leite pasteurizado tipo C,
distribuido ao consumo em Salvador-BA ¢ em
uma de seis diferentes marcas e tipos de leite
pasteurizado comercializado em Piracicaba-
SP, analisado por teste de inibi¢do microbiana
semelhante ao empregado na presente pesquisa.

O numero de estabelecimentos
beneficiadores de leite no estado do Para é,
ainda, comparativamente menor que aqueles
das regides Sudeste e Sul do Brasil, o que pode
ter influenciado os resultados referentes ao leite
coletado nas usinas de beneficiamento onde,
provavelmente, prevaleceu o leite resultante
da mistura de diversos produtores e, assim, a
pequena mistura e a dissolug¢do dos residuos
de antimicrobianos (JONES; SEYMOUR,
1992 apud MARTINS; VAZ, 2000).

154

Os resultados obtidos demonstraram
que, no estado do Pard, leite adulterado pela
presenca de antimicrobianos e, portanto,
improprio para o consumo vem sendo
destinado ao beneficiamento e mesmo ao
consumo como leite de origem desconhecida,
0 que pode levar a crescentes prejuizos para
as industrias de laticinios e riscos para a salde
do consumidor (BRASIL, 1997; FOLLY;
MACHADO, 2001).

No Brasil, a utilizacdo de testes para a
deteccdo deresiduos deantimicrobianosnoleite
¢ uma das exigéncias das normas oficiais para
a producdo, beneficiamento e industrializagdo
do leite e uma das preocupagdes tecnoldgicas
das grandes empresas do setor (BRASIL,
1999, 2002). Logo, os resultados obtidos neste
estudo indicam a necessidade de monitoragdo
e maior controle dos 6rgdos de vigilancia
sanitaria, no nivel de produgdo e consumo de
leite no estado do Para.

4 CONCLUSAO

Residuos de antimicrobianos
foram detectados no leite, com frequéncia
consideravel, o que demonstrou elevado risco
potencial para a salde coletiva. Os resultados
obtidos sdo preocupantes, por serem 0S
antimicrobianos  relativamente  resistentes
ao tratamento térmico, por interferirem na
producéo de derivados e por causa da crescente
producdo de laticinios no estado do Para.
Como os resultados foram obtidos através do
teste de inibi¢do microbiana, pode ser esperada
a ocorréncia de falso-positivos na frequéncia
determinada. Por outro lado, o elevado nimero
de resultados suspeitos pode significar niveis
de residuos de antimicrobianos ndo detectaveis
pelo teste de inibi¢do microbiana, o que pode
implicar numa frequéncia mais elevada do que
a determinada nesta pesquisa.
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