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RESUMO

Foi avaliada a ocorréncia de residuos de antibiéticos em 96 amostras de leites pasteurizados de 6
diferentes marcas adquiridas em estabelecimentos comerciais de Piracicaba, SP, sendo 2 do tipo B, 2
do tipo C, 1 tipo A e uma integral embalagem longa vida. A metodologia empregada consistiu em
colocar discos de papel de filtro impregnados com leite sobre a superficie de meio de cultura TSB,
previamente inoculado com cultura teste de Bacillus sthearothermophyllus. Apé6s incubagao por 4h
a 56°C, foram observados halos de inibicdo da bactéria, em decorréncia da presenca de residuos de
antibidticos. Observou-se que 50,0% das amostras de leite apresentaram residuos de antibiéticos, ndo
havendo diferenca significativa (p <0,01) entre elas. Uma das marcas apresentou 72,5% das amostras
com residuos de penicilina e outra com 50,0% das amostras contendo outros inibidores nao
identificados por esta metodologia.

Termos de indexagdo: antibiéticos em leite, penicilinas, leite.

ABSTRACT

The occurrence of antibiotic residues in 96 samples of pasteurized milk from six different brands found
in commercial establishments in the city of Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil was investigated. Four different
grades of milk were tested: two of type B, two of type C; one of type A; and one carton of UHT milk.
The methodology used consisted of setting discs of filter paper saturated in milk over the surface of a
TSB culture media previously inoculated with a test culture of Bacillus sthearothermophyllus. After an
incubation of four hours at 56° C, halos of bacterial inhibition were observed, due to the presence of
antibiotic residues. It was observed that 50.0% of the milk samples presented antibiotic residues,
without a significant difference among them (p < 0.01). One of the brands presented 72.5% of the
samples with penicillin residues and another presented 50.0% of the samples containing other
inhibitors that were not identified by this methodology.

Index terms: antibiotics in milk, penicillins, milk.
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INTRODUGAO

O leite é um excelente alimento pelo seu valor
nutritivo constituido principalmente por proteinas,
carboidratos, gorduras, sais minerais, vitaminas e agua
(Frazier & Westhoff, 1978). Do ponto de vista de satde
publica, ocupa lugar de destaque em nutricdo humana,
pois constitui-se em um alimento essencial para todas as
idades, principalmente recém-nascidos, o mesmo se
aplicando para todos os derivados lacticos (Oliveira et al.,
1999). No entanto, a sua composigdo quimica pode ser
alterada por uma série de fatores, tais como raga, idade e
alimentagdo do animal, estdgio de lactacao, variagbes
climéticas, ou ainda infecgoes do tGbere da vaca (Oliveira
& Caruso, 1984).

Infeccbes no Gbere, mesmo que sub-clinicas,
influenciam grandemente a composicdo do leite, sendo
que o principal efeito é o abaixamento da concentragao de
gordura, lactose e caseina, e aumento no contetido de
proteinas do soro e cloretos. Estados mais avangados de
infecgao resultam em um leite com composicao quimica
diferente da normal. A mastite bovina é uma doenca
multifatorial, de etiologia complexa e variada, e se encontra
disseminada em todas as regides produtoras de leite. A
maioria das infecgbes tem origem bacteriana,
predominando o Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae (Pelczar et al., 1996).

Em funcdo dessas infecgoes, os antibidticos tém
sido bastante utilizados nas fazendas e até em muitos
casos, de maneira indiscriminada, seja para fins
terapéuticos, principalmente visando a cura de mamites,
ou ainda incorporados a alimentacao animal como
suplemento dietético. Tais procedimentos conduzem a
presenga de residuos de antibidticos, representando um
risco ao consumidor e sendo portanto um sério problema
na drea econdmica e de satide publica. O abuso de
medicamentos veterinarios, especialmente nos paises onde
o seu emprego nao é controlado rigorosamente, poderia
ser corrigido através de informagoes suficientes e exatas
aos usudrios, veiculadas por cooperativas e centros de
apoio técnico governamentais. A difusao de boas praticas
veterindrias e agricolas levaria a uma redugao dos niveis
destas substancias, deixando de ser motivo de preocupagao
publica. No Brasil, ndo ha uma politica de longo prazo de
organizar, e principalmente, manter a estrutura adequada
para o controle do uso de medicamentos veterindrios
(Miniussi, 1992). Segundo Brito et al. (1997), o sucesso
desses programas depende de mudangas de atitude e de
manejo, em que o produtor e os funcionarios desempenham
um papel primordial.

A questao principal é saber qual a importancia da
permanéncia dos antibiéticos administrados aos animais e
como interferir neste processo. Lederer (1991) em uma
revisdo sobre o assunto, relata que apés injecao de diversos
tipos de penicilina, constatou-se a presenca de antibidticos
no leite de vaca, durante 30 a 78 horas, recomendando
ndo ser conveniente consumir leite ordenhado nas 96

horas subsequentes a injegdo de um antibidtico. Com
relacdo a penicilina G, foi verificada a sua ocorréncia no
leite, apés 10 dias da injecdo, ndo podendo ser
administrada, portanto, as vacas lactantes.

De acordo com Heescher & Suhren (1993), a
avaliagdo toxicolégica dos residuos de antibiéticos em
alimentos segue os principios elaborados ha cerca de trinta
anos pela World Health Organization dentro do programa
Codex Alimentarius. Os riscos para a salGde incluem os
toxicolégicos-farmacolégicos, microbiolégicos e
imunopatoldgicos. A maioria dos testes disponiveis para
essas andlises, levam em conta geralmente, a seguranga do
processo tecnolégico que envolvem o uso de leite (produgao
de derivados), mas nao enfatizam a toxicolégica. A
persisténcia de residuos de antimicrobianos no leite varia
com o produto e depende de vérios fatores como por
exemplo, dose e via de administragdo, excepiente utilizado
e a solubilidade, entre outros.

Segundo Costa (1996) e Albuquerque et al.
(1996), a presenca desses residuos no leite pode ocasionar
uma série de problemas:

1. Selegdo de cepas bacterianas resistentes no
ambiente. E comum o aumento gradativo das dosagens de
antibidticos utilizadas na terapia de animais, uma vez que
o emprego dessas drogas, possibilita a selecao de bactérias
resistentes, principalmente quando seu uso ¢é
indiscriminado. A ingestdo de residuos de antibiéticos
presentes nos alimentos sup6e risco para a satde humana,
seja exercendo pressdo seletiva sobre a flora intestinal,
favorecendo o crescimento de microorganismos com
resisténcia natural ou adquirida, ou dando lugar, direta ou
indiretamente, para o aparecimento de resisténcia em
bactérias enteropatogénicas.

O problema crescente da resisténcia microbiana a
drogas em bactérias patogénicas humanas tem sido
extensivamente discutido (Cohen, 1992; Neu, 1992; Wey,
1996) e esta resisténcia é principalmente causada pelo uso
inadequado e freqientemente indiscriminado de
antibiéticos. Como conseqliéncia, tanto as drogas
consideradas classicas no arsenal terapéutico, como aquelas
de introdugdo recente no comércio, vem se tornando
ineficientes. Neste sentido, este quadro tende a se agravar,
principalmente nos casos de patégenos, que tanto infectam
animais como humanos. Mesmo quando estes ndo sao
coincidentes, sempre ha possibilidade de transferéncia
dessa resisténcia entre bactérias, inclusive em espécies
diferentes.

Deaguayo et al. (1992), isolaram inGmeras
bactérias patogénicas em 231 amostras de leite
pasteurizado, avaliando a ocorréncia de resisténcia a
penicilina, polimixina, cloranfenicol, ampicilina,
carbenicilina, eritromicina, gentamicina, canamicina e
tobramicina. Observaram que o aparecimento de mdltipla
resisténcia nestas bactérias, foi de 27,0% em coliformes
fecais, 4,0% em Salmonella e 3,0% em de S. aureus.
Vasil (1999), avaliou a sensibilidade de 320 linhagens de
S. aureus isoladas de alimentos, inclusive leite, no periodo
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de 1993 a 1997. Observaram que 27,0% das amostras
foram resistentes a inimeros antibiéticos, ocorrendo com
maior freqliéncia para penicilina (22,5%), seguida de
estreptomicina (14,7%), tetraciclina (7,2%) e ampicilina
(6,9%). Rota et al. (1996), também observaram a
ocorréncia de mdltipla resisténcia a antibiéticos em 144
amostras de Listeria isoladas de varios alimentos.

2. Hipersensibilidade e possivel choque anafilatico
em individuos mais sensiveis (Dayan, 1993). Lederer (1991),
relata casos de reagdes de hipersensibilidade (tipo
asmatico, digestivas e cutdneas) apds consumo de leite,
em pessoas que apresentaram testes cutaneos positivos a
penicilina e negativos ao leite. O autor enfatiza que para
provocar estas reagdes, ndao é relevante a quantidade
destas drogas em alimentos, ou seja, pequenas quantidades
ja sao suficientes para desencadear o processo. Dewdney
et al. (1991) e Woodard (1991), porém, ressaltam que os
mecanismos que levam a hipersensibilidade com relagao
ao uso terapéutico dos antibidticos, principalmente beta
lactamicos, ja sdo bem conhecidos, afirmando que é muito
rara ocorrer por ingestao de alimentos contendo
antibiéticos. Segundo estes autores, efeitos provocados
pelos macrolideos em leite sdo ainda mais incomuns.
Estudando 50 pessoas com urticdria cronica, os autores
observaram que somente em alguns poucos casos, houve
alguma associagao deste problema com a ingestao de
residuos de antibiéticos em alimentos.

3. Alteragbes no processos fermentativo (produgao
de queijos e iogurtes). As bactérias laticas sdo mais sensiveis
aos antibiéticos, impedindo que a fermentagdo ocorra
satisfatoriamente.

4. Modificacao dosresultados de andlises laboratoriais.
Induzir a uma falsa idéia da boa qualidade do produto.

5. Desiquilibrio flora intestinal. Isto pode ocorrer
principalmente em criangas abaixo de um ano de idade,
que ainda se encontram em formagao.

6. Discrasias sangliineas associadas ao cloranfenicol.

7. Efeito teratogénico. O risco do consumo de
antibidticos (metronidazol, rifampicina, trimetropim,
estreptomicina e tetraciclina), por gestantes, se deve ao
potencial teratogénico destes que podem causar otoxidade
e alteragdo no desenvolvimento ésseo fetal.

Varias pesquisas visando a determinacdo de
residuos de antibiticos no leite ja foram realizadas,
podendo-se citar algumas. Mello Filho (1969) avaliou o
leite consumido em Sao Paulo, observando que 1,9% das
amostras analisadas apresentaram de 0,05 a 0,5 Ul/mL de
penicilina, concentragbes consideradas de risco para
ingestao por pessoas sensibilizadas a essa droga. Silva &
Sena (1984), através da comparagao de trés métodos
analiticos, observaram que a prevaléncia de residuos de
antibidticos nos leites pasteurizados distribuidos em
Belo Horizonte, MG, foi de 4,1% no tipo B e 3,2% no
Especial. Albuquerque et al. (1996), analisando leite
comercializado em Fortaleza, CE, encontraram que

69,7% das amostras continham inibidores, sendo que em
28,0% dessas, era por penicilina.

Vérias sao as metodologias recomendadas para a
deteccao de residuos de antibidticos em leite, de acordo
com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e
American Public Health Association (APHA), estando muitas
delas disponiveis comercialmente. Estas envolvem desde
técnicas microbiolégicas simples (Johnson et al., 1977,
Coca 1984), como também outras mais complexas como
as de cromatografia (Hong & Konda, 1997; Anderson et
al., 1998); imunoensaio (Stanker et al., 1998),
espectrometria de massa (Nagata & Oka, 1996), ressonancia
(Sternesjo et al., 1995) e eletroforese em gel de agarose
(Cutting et al., 1995).

Em fungdo do exposto, é evidente que para maior
seguranga no consumo de leite de boa qualidade, tanto no
que diz respeito a manutengao de sua composicao quimica
natural, como também desprovido de substancias que
possam levar a uma série de problemas de salde, é
necessdrio o estabelecimento de politicas pablicas efetivas

de fiscalizagdo dos alimentos.

Este trabalho objetivou avaliar a ocorréncia de
residuos de antibi6éticos em leites pasteurizados
comercializados na cidade de Piracicaba, SP, através de
ensaios microbiolégicos.

MATERIAL E METODOS
Amostras de leite

Foram avaliadas 96 amostras de leite de 6
diferentes marcas, adquiridas em estabelecimentos
comerciais de Piracicaba, duas do Tipo B, designadas,
respectivamente de A e B; duas do tipo C, designadas,
respectivamente como C e E; uma do tipo A, designada
como D e uma integral em embalagem longa vida,
designada como F. As coletas foram realizadas no
periodo de sete meses e com intervalos de pelo menos
uma semana, de modo a se analisar lotes diferentes de
leite de cada marca. Procurou-se observar o prazo de
validade e apés as coletas, estas foram levadas ao
Laboratério de Microbiologia para serem analisadas.

De cada amostra de 1000 mL de leite, foi separado
um volume de 50 mL, o qual foi submetido ao aquecimento
de 80°C por 5 minutos, realizando-se a seguir, o
resfriamento em agua fria. Este processo foi realizado para
neutralizar inibidores naturais do leite como lactoferrina e
bacteri6fagos (Association of Official..., 1995 e modificado
por Albuquerque et al. 1996).

Execugcdo das andlises
Cultura estoque de Bacillus stearothermophylus

(ATCC 10149), crescida em meio TSB por 18-24 horas
(cerca de 10® UFC/mL) a 60°C foi usada como in6culo
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inicial. Para o preparo das placas de Petri, 1T mL desta
suspensao foi misturada a 9 mL de agar Mueller-Hinton
derretido (50°C) e a seguir vertido na placa. Antes de cada
teste as placas foram incubadas durante 1 hora a 60°C.

Discos de papel de filtro inertes foram imersos em
cada uma das amostras de leite com uma pinga estéril. O
excesso de leite foi retirado, tocando-se os discos nas
paredes do recipiente contendo a amostra e a seguir, estes
foram colocados na superficie do agar inoculado com a
cultura bacteriana. Para se determinar se o possivel efeito
inibidor resultava da presenca de penicilina, cada amostra
foi embebida em novo disco e a seguir adicionada a este,
0,05 Ul de penicilinase (tipo Ill, Sigma).

Assim, para cada amostra de leite analisada foram
preparados discos da seguinte forma: impregnado com a
amostra de leite a ser analisado; impregnado com aamostra
de leite a ser analisado + penicilinase; impregnado com
leite sem antibidtico + 0,05 Ul de penicilina e impregnado
com leite sem antibiético + 0,05 Ul de penicilina +
penicilinase.

As analises foram feitas em duplicata e a leitura dos
resultados ocorreu apés incubagdo das placas a 60°C
durante 3,5 horas, medindo-se os didmetros dos halos de
inibicdo. Através destes ensaios, foi possivel determinar a
presenca de residuos de antimicrobianos em geral e
especificamente da penicilina.

A interpretacdo dos resultados foi realizada de
acordo com a seguinte avaliacdo:

e Auséncia de antimicrobianos: ndo ocorréncia de
halo de inibicdo em torno dos discos.

e Presenca de residuos de antimicrobianos
beta-lactdmicos (penicilina e derivados): ocorréncia de
halo de inibicido em torno do disco com a amostra de leite,
porém auséncia de halo de inibicdo em torno do disco da
amostra mais penicilinase.

e Presencade outros agentes antimicrobianos (nao
classificados nesta técnica): ocorréncia de halo de inibicao
tanto no disco contendo a amostra quanto naquele
contendo penicilinase.

e Presenca de antimicrobianos beta lactimicos e
outros: ocorréncia de halo em torno do disco com amostra
e diminuicdo do didmetro do halo em torno do disco
contendo penicilinase.

Curva padrao

Discos de papel de filtro inertes foram impregnados
com diferentes concentragbes de penicilina G potassica
(10 000 Ul/mL em tampao fosfato) e inseridos sobre placas
previamente inoculadas com B. stearothermophylus. A
curva padrao foi elaborada a partir da medida dos halos
resultantes da inibicdo da cultura bacteriana pelo
antibiético.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacdo da concentracdo de residuos de
penicilina foi estimada a partir da equacao de regressao,
extrapolando-se as medidas em milimetros dos halos de
inibigao obtidos, utilizando curva padrao de penicilina G
potéssica (Figura 1).

ACAO INIBITORIA DA PENICILINA SOBRE

B. stearothermophilus

y=6E-05x3-0,0023x2+0,0303x-0,1247
0.6 R2=0,9965

Concentragao de penicilina (Ul/mL)

Didmetro (cm) do halo de inibicao

Figura 1. Curva padrdo de inibigdo da B. stearorothermophylus a
penicilina.

A Tabela 1 apresenta os resultados das anélises de
96 amostras de leite de seis diferentes marcas através da
avaliagdo da sensibilidade da bactéria aos antimicrobianos.

Ressalta-se que esta metodologia apresenta
sensibilidade para determinar concentragoes pequenas de
antimicrobianos. No caso da penicilina, foram detectadas
concentragdes de até 0,002 Ul/mL. Usando metodologia
semelhante com algumas variagbes, Vilela & Santos (1981)
e Albuquerque et al. (1996), detectaram residuos de
penicilina em concentragbes que variaram de 0,003 a
0,0005 Ul/mL, mostrando ainda maior sensibilidade da
técnica empregada. Destaca-se a importancia de se
determinar niveis reduzidos de penicilina no leite, pelo
fato de ser discutivel qual a faixa de concentracdo que
pode trazer riscos para o consumidor. Segundo Bonnie &
Barret citado por Albuquerque et al. (1996) residuos de
antibiéticos nos limites de 0,05 a 0,03 Ul/mL sdo causadores
de distdrbios clinicos no homem.

Os dados demonstram que das 96 amostras
analisadas, 48 apresentaram substancias antimicrobianas
(50,0%) e destas, 33 (34,8%) apresentaram residuos de
antibidticos beta-lactamicos. A analise estatistica dos dados
(teste do qui-quadrado), revelou nao haver diferenga
significativa entre as seis marcas de leite, em relagdo a
presenga de residuos de antibidticos em geral. Porém,
quando se considera a presenga de penicilina (somente
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Tabela 1. Residuos de substancias antimicrobianas em amostras de leites comercializados na cidade de Piracicaba.

Marcas | Penicilina Penicilina e outros Outros inibidores Indeterminados Total
F % F % F % F % F %

A 16 5 31,25 - - 1 6,25 1 6,25 7 43,75
B 16 1 6,25 2 12,50 1 6,25 - - 4 25,00
C 16 8 50,00 2 12,50 - - - - 10 62,50
D 16 6 37,50 - 6,25 1 6,25 1 6,25 8 50,00
E 16 6 37,50 1 6,25 2 12,50 - - 9 56,25
F 16 1 6,25 1 - 8 50,00 - - 10 62,50
Total 96 27 28,12 6 6,25 15 15,62 2 12,50 48 50,00

Marcas de leite: A e B = tipo B; C e E = tipo C; D = tipo A; F = longa vida.

F = Frequéncia de aparecimento de residuos de antibiéticos.

penicilina ou em associagdo), ha diferenca significativa ao
nivel de 1%, onde a marca C (tipo C) foi a que apresentou
maior ocorréncia deste antibidtico e a marca F (integral
longa vida), a menor ocorréncia. Por outro lado, com
relagdo a presenca de outros inibidores que esta técnica
ndo permite determinar, verifica-se que a marca F foi a
que a apresentou maior ocorréncia (p < 0,01).

A distribuicao das amostras de acordo com as
concentragdes de penicilina varioude 0,013 a 0,94 Ul/mL.
Das 27 amostras que apresentaram residuos de penicilina,
22 delas (81,5%) continham indices superiores aos
recomendados (maximo 0,05 Ul/mL).

Os resultados observados superam os encontrados
por Mello Filho (1969) e Silva & Sena (1984) que obtiveram
respectivamente cerca de 2,0% e 4,0% das amostras de
leite com residuos de antibidticos. Porém estdao abaixo
daquelas analisadas por Albuquerque et al. (1996) que
observaram 69,7% das amostras contendo substancias
antimicrobianas. Estes Gltimos dados sao mais recentes e
se aproximam mais dos obtidos na presente pesquisa, o
que leva a supor que atualmente os antibiéticos estdo
sendo mais freqiientemente utilizados pelos produtores
de leite. Além disto, ndo deve estar ocorrendo, em muitos
casos, a obediéncia do perfodo regulamentar de no minimo
72 horas ap6s a administracdo da ultima dose do
medicamento no animal, como recomenda a SIPA (Melo
Filho, 1969).

A partir da analise dos resultados da presente
pesquisa, pode-se verificar que as questoes que envolvem
a melhoria da qualidade do leite ao nivel de produgao sao
complexas e requerem o esforco conjunto de todos os
setores relacionados, como servigos de inspegao, vigilancia
sanitdria e campanhas periddicas de esclarecimentos
visando principalmente os produtores.

CONCLUSAO

A analise dos dados permitiram concluir que as 96
amostras pertencentes a seis marcas de leite analisadas,
comercializadas em Piracicaba, estado de Sao Paulo,
continham residuos de antibiéticos, o que pde em risco a
satide do consumidor.

Embora haja legislagao que regulamente a presenca
destes residuos em alimentos, nao ha rigor dos produtores
em cumpri-la e tampouco fiscalizacdo eficiente de 6rgaos
competentes, fato que compromete a qualidade deste
alimento tdao amplamente consumido pela populagéo.
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