congresso nacional

DE PESQUISA E
Lensino em

CIENCIAS

DETECCAO DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS E DE SUBSTANCIAS
ANTIMICROBIANAS EM LEITE PASTEURIZADO

Maryanne Henrique da Silva (1); Jodo Paulo Gollner-Reis (2); Elsa Helena Walter de Santana (3)
Cintia Hoch Batista de Souza (4); Karla T. M. Gollner-Reis (5)

(Instituto Federal de Alagoas — IFAL Campus Murici/AL - maryannehenriquesilva@outllok.com.br; Universidade

Federal Fronteira Sul — UFFS Campus Realeza/PR — joao.reis@uffs.edu.br; Universidade Norte do Parana — UNOPAR
Campus Piza — elsa.santanta@unopar.br; Universidade Norte do Parana — UNOPAR Campus Piza,

cintia.souza@unopar.br; Instituto Federal de Alagoas — IFAL Campus Murici/AL -karlagollner@gmail.com)

RESUMO: A detecgdo de substancias antimicrobianas (RSA) e de residuos de antibioticos (RA) em leites
tem sido uma preocupacdo constante do meio laticinista e da comunidade académica. Este trabalho
diagnosticou a incidéncia de RA e de RSA em 80 amostras de Leite Pasteurizado (LP) comercializado na
cidade de Londrina — PR através do uso de duas metodologias. A detec¢do de RSA foi realizada através da
metodologia de inibi¢do bacteriana com cultura termofilica de iogurte e solugdo de purpura de bromocresol
Método do logurte Indicador — RSA e a deteccdo de RA através do emprego do kit comercial Charm MRL
BL/TET Test - RA1g. Os resultados de RSA,, indicaram a incidéncia de 13 amostras (16,25%) em desacordo
com a legislagdo vigente. Todas as amostras de LP apresentaram resultado negativo para deteccdo em RA+g,
Desta forma, o diagnostico obtido é indicativo da possivel presenca de outros tipos de substancias inibidoras
e/ou conservantes. E demonstram a necessidade de avaliagdo dos procedimentos de garantia da qualidade do
LP, sugerindo que a deteccdo exclusiva de RA pode estar fornecendo uma falsa seguranga da nédo existéncia
de residuos dessas substancias. Parece ser emergencial a implantacdo de técnicas para a deteccdo de RSA na
selecdo da matéria prima.
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INTRODUCAO

A deteccdo de residuos de antibidticos (RA) em leites tem sido uma preocupacao
constante no meio laticinista e na comunidade académica, sendo a razéo de estudos cientificos que
envolvem a deteccdo de RA, diagnosticos dos fatores inerentes a sua ocorréncia em leites in natura
e de consumo (ALVA, 2009; BANDO et al, 2009; BIACCHI et al, 2004; DIAZ et al, 2010;
MACEDO et al,2009; ROSA;QUEIROZ, 2007; TOLENTINO et al, 2009; VILLA, 2007) e a
validacdo de metodologias de deteccdo(GUEDES et al, 2009: RUELLA et al, 2005; TENORIO,
2007).

Os residuos de antibidticos sdo considerados contaminantes quimicos, oriundos de
tratamento de patologias do rebanho leiteiro sem o adequado controle do prazo de descarte previsto
por cada medicamento (BRITO;LAGE, 2005; DIETRICHI, 2008; HANJDENWURCEL, 1980).
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Estes residuos presentes no leite também podem ser provenientes de suplementos incorporados a
alimentacdo (SANTOS;FONSECA, 2007).

O periodo de descarte do leite proveniente de animais em antibioticoterapia pode ser

dependente de fatores como: dose ministrada; esquema do tratamento; via de administracéo;
metabolismo; producdo animal; terapia de secagem e antecipacdo da paricdo (SANTOS;
FONSECA, 2007; OLIVEIRA;CARNEIRO, 2000; RAIA JUNIOR, 2001; FAGUNDES, 2003).

Por serem resistentes aos processamentos térmicos de beneficiamento do leite
(MACEDO;FREITAS, 2009; NERO et al, 2010; SANTOS et al, 2005) a prevaléncia de residuos de
antibidticos no leite oferece riscos a saude publica como desequilibrio flora intestinal,
hipersensibilidade por pessoas alérgicas, efeitos toxicoldgicos e resisténcia microbiana e/ou selegdo
de bactérias resistentes a antibidticos MACEDO;FREITAS, 2009; NERO et al, 2010; SANTOS et
al, 2005; BOSQUROLLI, 2004; DENOBILE;NASCIMENTO, 2004; MORAIS et al, 2010), bem
como, perdas econdmicas para cadeia produtiva do leite (MACEDO;FREITAS, 2009; DIETRICHI,
2008; RAIA JUNIOR, 2001; SANTOS et al, 2005). O leite também pode apresentar residuos de
outras substancias oriundas de produtos e/ou insumos da agropecudria e residuos ambientais, como:
antiparasitarios, promotores de crescimento, produtos de higienizacdo de ordenha, metais pesados e
micotoxinas (SANTOS et al, 2005).

No mercado nacional, existem varios testes comerciais importados (Kit) para triagem de
residuos de antibidticos usados pelos laticinios. Os kits enziméticos sdo baseados na reacdo
especifica para cada grupo de substancias ou para deteccdo de simultaneas de mais de um grupo e
em geral e sdo empregados para a triagem de RA em leite cru (MACEDO;FREITAS, 2009;
DIETRICHI, 2008).

Os kits com principio da inibicdo bacteriana, baseiam-se no crescimento do micro-
organismo teste na amostra e modificacdo da coloracdo, pela presenca de um indicador de pH
(DIETRICHI, 2009; SANTOS;FONSECA, 2007).

Estudos realizados com diferentes tipos de kits comerciais para residuos de substancias
antimicrobianas (RSA), com a detecgdo fundamentada na inibigdo microbiana, revelam resultados
positivos em leite cru e em diferentes tipos de leite de consumo (DIAZ et al, 2010; VILLA, 2007,
NERO et al, 2010; COSTA;LOBATO,2009; FOLLY;MACHADO, 2001; MATTAR et al, 2009;
SOUZA et al, 2010).

Na década de 80 e meados da década de 90, o teste de antibidtico da “Cultura do

Togurte” ou método rapido do Iogurte-Indicador, foi muito difundido e empregado pelos laticinios,
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como uma forma eficiente e com baixo custo. Seu emprego era voltado para detecgéo de diferentes

residuos em leite, por possuir caracteristicas de elevada sensibilidade a presenca de residuos de
antibidticos e/ou de substancias antimicrobianas, como detergentes, sanitizantes, inibidores e
conservantes (HAJDENWUERCEL, 1980; MAGALHAES et al,1995; TRONCO, 2008).

Sua metodologia é fundamentada no principio da inibicdo microbiana, onde na auséncia
dessas substancias, a cultura termofilica encontra condigdes ideais de multiplicacdo, acidificando o
meio pela producdo de &cido latico, gerando a coagulacdo do leite e a mudanca de coloracdo de
violeta para amarelo pela presenca do indicador parpura de bromocresol (HAJDENWUERCEL,
1980; COSTA;LOBATO, 2009; TRONCO, 2008).

Em contra partida, na possivel presenca de residuos de substancias antimicrobianas,

do leite. Desta forma, o meio permanece liquido com coloracdo violeta, sendo o resultado reportado
como positivo. Caso ocorra a formacao de um coagulo semi liquido e com coloracdo intermediaria
(verde amarelada), o resultado é reportado como suspeito para RSA (HAJDENWUERCEL, 1980;
TRONCO, 2008).
Considerando o acima exposto, este trabalho teve como objetivo, diagnosticar a
incidéncia de residuos de antibioticos e de substancias antimicrobianas em Leite Pasteurizado da
cidade de Londrina — PR, empregando as metodologias da cultura termofilica de iogurte e pdrpura
de bromocresol - Método do logurte-Indicador (HAJDENWUERCEL, 1980) e o método do kit
comercial imunoreceptor Charm MRL BL/TET Test - Charm Sciences Inc — Massachusetts, EUA
(CHARM,2010).

METODOLOGIA

Oitenta amostras de leite pasteurizado foram coletadas, no periodo de outubro a
novembro de 2010, sendo 29 amostras de Leite Pasteurizado Tipo A (LPA), 3 amostras de Leite
Pasteurizado Tipo B (LPB), 19 amostras de Leite Pasteurizado Integral (LPI), 27 amostras de Leite
Pasteurizado Padronizado (LPP) e 2 amostras de Leite Pasteurizado Desnatado (LPD).

Do total de amostras analisadas 48(60%) foram coletadas ao término do processamento
no interior da camara fria de armazenagem de dois laticinios da regido de Londrina — PR e 32
amostras (40%) foram adquiridas no comercio da cidade de Londrina — PR, ap0s 24h do
processamento. Imediatamente apos a coleta, as amostras foram codificadas, conservadas em caixa

térmica (com gelo reciclavel) a temperatura média de 7°C e transportadas para o laboratério da
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garantia e controle de qualidade da Granja Leiteira da Fazenda Experimental da Universidade Norte

do Parana - UNOPAR, localizada em Tamarana — PR.

No momento da andlise, cada amostra foi homogeneizada por agitacédo e foram retirados
100 mL de amostra, em condicdes assepticas, para realizacdo das analises fisico-quimicas (em
duplicata) de Acidez Dornic (°D) e Alizarol 75 °GL — método IN 68/2006 (BRASIL,2006).

Ambas as anélises, foram empregadas como forma de pré-sele¢do das amostras aptas,
para realizacdo da pesquisa de deteccdo de residuos de antibioticos e de residuos de substancias
antimicrobianas.

Apos as anélises fisico quimicas todas as amostras foram testadas para presencga de
residuos de substancias antimicrobianas através do Método logurte — Indicador
(HAJDENWUERCEL, 1980; NERO et al, 2010) e Deteccdo de Residuos de Antibioticos atraves
do kit comercial Charm MRL BL/TET Test (CHARM, 2010).

O principio do método logurte — Indicador baseia-se na inibigdo bacteriana, onde na
auséncia RSA (residuos de antibidticos e/ou conservantes e/ou inibidores) ocorre a multiplicacéo da
cultura de iogurte (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus) via fermentacdo da
lactose com producdo de acido latico, acarretando a reducdo do pH e conseqlente coagulacdo do
leite (ponto isoelétrico da caseina).

O processo é realizado na presenca da solugdo indicadora de purpura de bromocresol -
0,35%, permitindo a visualizacdo do resultado através da mudanca de coloracdo da amostra.

A deteccdo de residuos de antibidtico (RA) atraves do emprego do Kit comercial
imunoreceptor Charm MRL BL/TET Test (Figura 1) para deteccdo de residuos de antibiéticos do
grupo tetraciclinas e beta-lactamicos, foi realizado segundo as orientacdes do fabricante (CHARM,
2010), onde o dispositivo conjunto é previamente inserido na chapa incubadora (chapa aquecedora
HEXIS — Hexis Cientifica S/A — Campinas, SP) para pré-aquecimento a 55 °C (x1°C).

Apds homogeneizagdo da amostra, uma aliquota de 300uL foi dispensada lentamente no
dispositivo conjunto, com auxilio de micropipeta, a chapa aquecedora foi tampada e a incubacéo
realizada a 55 °C (x1 °C) por 8 min.. Em paralelo, foram realizadas provas controles positivas e
negativos.

A interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo com as orientagdes do fabricante,
atraves de leitura visual da formacdo de coloracdo nas linhas/faixas do dispositivo: linha C
(controle); linha BL (beta-lactdmicos) e linha TE (tetraciclicas).
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Figura 1 — kit comercial imunoreceptor Charm MRL BL/TET Test com a chapa
aquecedora empregado para andlise de 80 amostras de leite pasteurizado e
interpretacdo dos resultados: PO = Positivo e NE = Negativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos dados obtidos na andlise de acidez Dornic foi calculada a média dos
resultados e desvio padrdo, para cada tipo de Leite Pasteurizado. A média de acidez encontrada por
tipo de leite variou entre 13°D a 18° D, estando desta forma todas as amostras aptas para realizacao
da deteccdo de RAtg e RSA;.

Tabela 1: Resultados de residuos de antibiéticos (RAtg) e residuos de substancias
antimicrobianas (RSA,;) em 80 amostras de Leite Pasteurizados, comercializadas
no periodo de outubro a novembro de 2010, Londrina — PR

Residuos de Antibiéticos Residuos de Substancias
Tipo -RATE Antimicrobianas - RSA,
Negativo Positivo Negativo Suspeito Positivo

LPA 29 0 28 1 0
LPB 03 0 1 1 1
LPI 19 0 15 4 0
LPP 27 0 21 4 2
LPD 02 0 2 0 0
Total 80 0 67 10 03

RA;g: Residuos antibioticos tetraciclinas e beta-lactamicos — Charm MRL BL/TET Test. / RSA;:
Residuos de substancias antimicrobianas - método iogurte indicador/ LPA: Leite pasteurizado tipo
A/ LPB: Leite pasteurizado tipo B/ LPI: Leite pasteurizado integral/ LPP: Leite pasteurizado
padronizado/ LPD: Leite pasteurizado desnatado.

Todas as 80 amostras (100%) de leite pasteurizado apresentaram resultados negativos
(Tabela 1) para deteccédo de residuos de antibioticos — RA+g, estando dessa forma de acordo com a
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legislagdo vigente (BRASIL, 2002; 1999) e frente a sensibilidade de detecgdo do kit Charm MRL
BL/TET Test (CHARM, 2010).

O percentual encontrado é diferente daqueles descritos para beta-lactamicos, por Alva
(2009) em leite esterilizado (66,60%) do Callao no Peru, e por Folly; Machado (2001) em leite

pasteurizado (1,66%) do Rio de Janeiro - BR, utilizando kits comerciais de testes enzimaticos.

Morais et al. (2010) em um estudo sobre a presenca de RA em LP de 3 Estados
brasileiros (ES; MG; e RJ) apontaram o indice de 64,90% de amostras positivas, para diferentes
tipos de residuos de drogas veterinarias, também empregando Kits comerciais enzimaticos.

Zanella et al.(2010) e Bando et al. (2009) reportaram resultados positivos para
diferentes tipos de RA em LP comercializados no Estado do Parand, acusando a incidéncia desses
em 30,8% e 41,3% das amostras analisadas, respectivamente, com kits comerciais imunoldgicos.

Na literatura é possivel verificar a informacdo do maior emprego do kit comercial para
deteccdo de beta-lactdmicos, por parte dos laticinios brasileiros, em funcdo de ser a linha de
antibioticos mais utilizados no territério nacional para o tratamento de mastites do rebanho leiteiro
(DIETRICH, 2008; SANTOS;FONSECA, 2007; NERO et al., 2010).

Porém, em estudos realizados com amostras de leite pasteurizado comercializado no
Parand os resultados obtidos, demonstram um maior indice de deteccdo para tetraciclina frente a
realidade até entdo preconizada para beta-lactamicos (ALVA, 2009; BOSQUIROLLI, 2004;
MORAIS et al, 2010; ZANELLA et al, 2010).

Figura 2 — Interpretacdo dos resultados da
andlise  de  residuos de  substancias
antimicrobianas RSA, em amostras de leite
pasteurizado, como: PO = Positivo; SU =
Suspeito e NE = Negativo.
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Nas 80 amostras de LP de Londrina — PR, analisadas pelo teste de detec¢do de residuos

de substéncias antimicrobianas - RSA, (Figura 2) os resultados indicaram a incidéncia de 13
amostras (16,25%) em desacordo com a legislacdo vigente (Tabela 1). Deste total, 3 amostras
(3,75%) apresentaram resultado positivo e 10 amostras (12,5%) como suspeitas. Apenas para LPD
néo foi detectada a presenca de RSA.

Estudo realizado por Fonseca et al. (2009) empregando o método RSA;, em 100
amostras de leites UHT (10 marcas) de 5 Estados brasileiros (GO; MG; RJ; PR e SP) descrevem ter
encontrado resultado positivo em 4% das amostras mineiras e resultado negativo para 100% das
amostras dos demais Estados.

Considerando-se que todas as amostras apresentaram resultados negativos de beta-
lactdmicos e tetraciclicas pelo método RA+g, neste estudo, os resultados de RSA, sdo indicativos da
possivel presenca de residuos de outros tipos/linhas de antibioticos (ndo detectados pelo Kit
especifico), de antiparasitarios ou de substancias inibidoras e/ou conservantes.

Estes residuos podem ser oriundos de residuos acidentais de sanitizantes ou de
detergentes do processo de higienizacdo dos equipamentos e/ou da adi¢do intencional de outras
substancias conservadoras/ inibidoras no leite.

A presenga de RSA em leites pasteurizados de consumo, além dos possiveis riscos a
salde humana (MACEDO;FREITAS, 2009; SANTOS;FONSECA, 2007; ZANELLA et al,2010;
BECKER et al, 2010) como desequilibrio da microbiota intestinal, hipersensibilidade por
individuos alérgicos e resisténcia bacteriana a antibidticos, pode possuir o intuito de promover uma
acdo antimicrobiana (bactericida ou bacteriostatica) para intervir na deterioracdo e de inferir uma
melhor qualidade microbiolégica ao produto acabado (BORSAT-MOYSES et al, 2009).

CONCLUSOES

A incidéncia da deteccdo de residuos de substancias antimicrobianas pelo método
logurte — Indicador (RSA) de 16,5% nas amostras de leite pasteurizado analisadas e a auséncia de
amostras positivas para residuos de antibioticos através do Charm MRL BL/TET Test (RA)
sugerem a necessidade de uma nova avaliagdo dos procedimentos de garantia da qualidade da
matéria prima e do processamento industrial.

O emprego de kits comercial de residuos de antibidticos para detecgdo exclusiva de

unico grupo de antibidtico e a ndo realizagdo de pesquisa de outros residuos de substancias
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antimicrobianas pode estar fornecendo uma falsa seguranca quanto a auséncia de residuos dessas

substancias no leite pasteurizado.
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