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RESUMO

Visou-se adaptar o método de redutase, utilizando-
se azul de metileno como indicador, para detectar,
presuntivamente, residuos de antibioticos no leite. Para
testar o método foram utilizadas amostras de leite
normal tratadas com gentamicina, oxitetraciclina e
penicilina em niveis que variaram de 1 a 80ug/ml para
0os primeiros e 0,001 a 0,008Ul/ml para o ultimo e
amostras provenientes de vacas mamiticas, inoculadas
com antibidticos, por via intramamaria, de acordo com a
prescricdo do Médico Veterinario de cada propriedade.
Na metodologia utilizada, a amostra em teste foi
aquecida a 85-95°C por 10 minutos e resfriada até 37°C,
seguindo-se adicionada de 2% fermento latico
(Streptococcos thermophilus) e de 1% azul de metileno.
O tempo para completa descoloracdo do azul de
metileno constituiu-se em parémetro para avaliar a
atividade do Streptococcos thermophilus. Verificou-se
que as amostras de leite adicionadas de gentamicina e
oxitetraciclina a partir de 10ug/ml e amostras de leite
adicionadas de mais de 0,01Ul/ml de penicilina, quando
submetidas ao método em teste demandaram intervalos
de tempo significativamente maiores do que o0s
observados para testemunha. Concluiu-se que o método
adaptado € sensivel para os antibidticos testados e
pode ser utilizado na pesquisa presuntiva dos mesmos.
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ABSTRACT

REDUTASE METHOD  ADAPTATION FOR
DETECT ANTIBIOTICS IN THE MILK. This search to
adapt the method of redutase (methylene), for detect
residues of antibiotics in the milk at level of laboratory
and in mamitics animals. Utilized “in vitro” gentamicyn,
oxytetracycline and penicillin in levels that varied of 1 at
80pg/ml and penicillin 0.001 at 0.008 Ul/ml. The
mamitics cows, were inoculated with the same
antibiotics by intramammary way obeying veterinary
doctor prescription of each propriety. In the methodology
of the redutase test to add culture lactic 2%
(Streptococcus thermophilus) that would be the witness,
the others samples were adds of varieds concentrations

of antibiotic already quotids. The mamitics cows milk,
treateds with this activies beginnings, fallawed the
technique abone quoted, being that all the samples “in
vitro” or experiment on field were warned at 85°C - 95°C
for 10 minutes, before of the normal process of the
redutase method. Verified that the adapted test, detect
residues in the milk of gentamicyn and oxytetracycline
10pg/ml and penicillin 0,01 Ul/ml. The time of reduction
of the samples of milk addies of gentamicyn oscillated of
115 at 130 minutes, the oxytetracicline varied of 120 at
140 minutes, and for penicillin the time was of 100 at
130 minutes.
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INTRODUCAO

A antibiotecoterapia massiva provoca a presenca
intensa de residuos de antibidticos no leite, acarretando
sérias dificuldades especialmente tecnolégicas. Dai a
preocupacdo de pesquisar novas técnicas para
identificar estes residuos no leite, para que a indUstria
laticinista possa rapidamente, classificar ou selecionar, e
assim dispor de matéria prima isenta de inibidores
resultando num produto final de qualidade.

A mamite, enfermidade do rebanho leiteiro acarreta
maiores problemas, uma vez que a aplicacdo de
antibidticos, aumenta a eliminagcéo de residuos no leite.
A presenca destes anti-bacterianos no leite, variam em
funcdo de fatores, como concentracdo, estagio de
lactacdo volume de leite produzido, intensidade de
infeccdo, dose administrada, excipiente e via de
aplicagdo (FAGUNDES, 1980; MARTH & ELLICKSON,
1959). Os antibitticos utilizados no tratamento das
mamites podem aparecer no leite atél44 horas
(FAGUNDES, 1980) apés sua aplicacao dependendo
dos intereferentes acima citados. Os residuos de anti-
microbianos, séo resistentes a pasteurizacdo (TRAMER
1964) e a penicilina no leite s6 é destruido totalmente a
100°C apés 3 horas (PILET et al.). A termoresisténcia
destas drogas, traz transtornos tecnol6gicos a industria
laticinista especialmente no processamento do iogurte,
gueijos e manteiga (MOLL, 1976; VILELA, 1984;
EECKOUT, 1978).
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Os métodos para deteccdo de antibidticos no leite

mais indicados sdo quimicos, fisicos, bioldgicos,
tecnologicos e adicdo de corantes. Os métodos
microbiolégicos estdo fundamentados na grande

sensibilidade de alguns organismos (cultura latica)
frente aos antibioticos (FAGUNDES, 1997).

O objetivo desta pesquisa foi adaptar o método de
redutase para detectar antibiéticos no leite, além de ser
um método de baixo custo, rapida identificacdo, facil
manuseio e seja acessivel aos laticinios de médio e
pequeno porte.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado leite “in natura” obtido através de
ordenha mecéanica, de vacas sadias e mamiticas, no
periodo de agosto a novembro de 1996.

O leite, das vacas mamiticas tratadas com os
mesmos antibiodticos, utilizados na fase ‘“in vitro”, foi
coletado em propriedades que abrange varios
municipios da zona sul do Rio Grande do Sul com
produgdo superior a 200 l/dia, perfazendo ao todo, 23
propriedades de exploracao leiteira, sendo 13 criagéo de
holandes e 10 criacdo da raca jersey. Foram efetuadas
coletas de 130 vacas com mamite clinica ao CMT
(Califérnia Mastitis test). Animais em condicbes de
manejo sanitario diversificado e diferentes estagios da
lactagéo, gestacdo, idade, condi¢cdes nutricionais e
produtividade.

O leite foi submetido a temperatura de (85 a
90°C/10min.) apods, resfriado a 37°C e posteriormente
separado em diversas aliquotas de 10ml, contendo 1ml
de azul de metileno, (0,02%) e 2% de cultura latica
sensivel (Streptococcus thermophilus ), constituindo a
amostra testemunha.

A seguir adicionou-se os antibioticos selecionados.
Destes principios ativos fez-se as seguintes diluicdes
para cada amostra: gentamicina pg/ml 8, 1, 10, 20, 40,
80; penicilina Ul/ml 0,001, 0,03, 0,04, 0,05, 0,08;
oxitetraciclina ug/mil 5, 1, 10, 20, 30 e 40.

Apos inoculacéo as amostras foram
homogeneizadas e colocadas em banho-maria (37°C). A
seguir procedia-se conforme a metodologia do teste de
redutase (DEMETER & ELBERTZHAGEN, 1971)

A leitura foi efetuada no momento da viragem da
testemunha e, a partir deste momento acompanhava-se
o tempo de reducdo das demais dilui¢cdes, verificando a

interferéncia do antibiético no tempo de descoloracao.
ApOs detectou-se a eficiéncia do método de adaptacéo
do teste de redutase em leite coletado de vacas
mamiticas positivas ao CMT (Califérnia Mastitis Test) e
tratadas com os mesmos principios ativos testados em
laboratério, via intramamaria. As dosagens utilizadas de
gentamicina, oxitetraciclina e penicilina, foram usadas
conforme prescricdo do médico veterinario responsavel.
Salienta-se que antes de efetuar a dinamica do método
(redutase) as amostras de leite mamitico foram
submetidas ao aquecimento (85°C a 90°C/10min.),
visando inibir os mais variados interferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para verificar a eficiéncia do método testado,
determinou-se o tempo médio de reducdo da
testemunha que foi de 105 minutos.

Na Tabela 1, observou-se que a gentamicina, nas
concentracdes de 10 a 80ug/ml, teve tempo médio de
reducdo de 130 a 140 minutos, enquanto os nhiveis de 1
a 8pg/ml, acompanharam a reducéo da testemunha.

TABELA 1 - Tempo de reducdo do azul de
metileno no leite com diferentes
concentracdes de gentamicina*

GENTAMICINA REDUCAO
(ug / ml) (minutos)
Testemunha 105
1 105
8 105
10 130
20 130
40 140
80 140

* 50 repeticdes

Pela Tabela acima fica evidenciado que o método
em estudo detecta residuos de gentamicina no leite a
partir de 10pg/ml.

O método é menos sensivel que o Antimicrobial
Diffusion Method (ADM) que detecta 0,15ug/ml de
gentamicina presente no leite.

A Tabela 2, demonstra que a oxitetraciclina nos
niveis de 10 a 40ug/ml, apresentaram tempo médio de
reducéo de 120 a 130 minutos. Niveis menores do que
5ug/ml reduziram junto com a testemunha.
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TABELA 2 - Tempo de redugdo do azul de
metileno no leite com diferentes

concentracdes de oxitetraciclina*

OXITETRACICLINA REDU(;AO
(ug / ml) (minutos)

Testemunha 105

1 105

5 105

10 120

20 120

30 125

40 130

* 50 repeticdes

O método foi capaz de detectar residuos de
oxitetraciclina no leite em niveis superiores a 10pg/ml,
semelhante aos resultados encontrados pela
gentamicina.

O método mostrou menor sensibilidade que os
métodos conhecidos para deteccdo de antibiéticos, em
relagdo a oxitetraciclina, pois o método de disco com
bacillus substillis  detecta > 1,5ug/ml, o Delvotest P 0,3
- 0,15ug/ml, Método Cloreto 2, 3, 5 Trifenil Tetrazoélio
(TTC) de 0,2 a 1,0 pg/ml; o método de acidificagdo do
iogurte de 0,2 a 0,5ug/ml e o Antimicrobial Diffusion
Method (ADM) de 0,15 a 0,50ug/ml, demonstrando
serem mais sensivel para a oxitetraciclina.

Na Tabela 3, pode-se verificar que a penicilina em
doses que variaram de 0,01 a 0,08 Ul/ml reduziram num
tempo que oscilou de 110 a 115 minutos, ao passo que
niveis menores que 0,001Ul/ml levaram o mesmo tempo
que a testemunha.

TABELA 3 - Tempo de reducdo do azul de
metileno no leite com diferentes
concentracdes de penicilina*

PENICILINA REDUQAO
(Uliml) (minutos)

Testemunha 105
0,001 105
0,01 110
0,03 110
0,04 110
0,05 110
0,08 115

* 50 repeticdes

A Tabela 3, revela que 0 método, pode diagnosticar
a presenca de residuos de penicilina no leite em doses
acima de 0,01Ul/ml sendo mais sensivel a esta droga.

Dos testes existentes para deteccdo de
antibiéticos, em especial para penicilina, 0 método em

estudo mostrou resultados semelhantes ao método
Cloreto 2, 3, 5 Trifenil Tetrazolico (TTC) que detecta de
0,01 a 0,02 Ul/ml e ao de disco com Bacillus subtillis
de 0,03 a 0,05 Ul/ml. Os demais métodos apresentam
maior sensibilidade para penicilina sendo o Delvotest P
de 0,003 a 0,006Ul/ml, o teste de acidificacdo do iogurte
de 0,005 a 0,01 Ul/ml e o Antimicrobial Diffusion Method
(ADM) de 0,002 a 0,004Ul/ml.

A Tabela 4, demonstra a eliminagdo pelo leite de
residuos de gentamicina, procedente de vacas
mamiticas, evidenciando a interferéncia no tempo de
alteracdo da cor do azul de metileno

TABELA 4 - Tempo de reducdo do azul de
metileno, em leite de vacas
mamiticas, tratadas com

gentamicina*, via intramamaria

PERIODO POS-
APLICACAO REDUGAO
(horas) (minutos)

Testemunha 105

24 130

48 130

72 120

96 120

120 115

144 105

* 30 repeticdes

Pela Tabela 4 pode-se presumir a eficiéncia do
método, detectando residuos da droga no leite até 120
horas, tendo o periodo de redugdo do corante oscilado
de 130 a 115 minutos. A variagdo do tempo de reducdo
esta relacionado com a dose, nimero de quartos
tratados, produtividade e grau de infeccdo da glandula
mamaria. A tabela evidencia que a partir de 120 horas a
descoloragdo ocorreu junto com a testemunha.

A Tabela 5, expressa resultados da eliminagéo pelo
leite de residuos de oxitetraciclina, oriunda de animais
mamiticos e sua influéncia no periodo de reducédo (azul
de metileno).

A mesma Tabela 5, deixa transparecer, que o teste
de redutase adaptado, detecta residuos de
oxitetraciclina no leite da mesma forma que a
gentamicina, detectando residuos até 120 horas num
tempo de reducdo que oscilou de 140 a 120 minutos. A
partir de 120 horas houve reducdo junto com a
testemunha, semelhante aos encontrados “in vitro”.
Estes dados estdo em discordancia, ao periodo de
eliminacdo da pesquisa de FINCHER, M. G.et al;
(1962), onde em vacas mamiticas (via intramamaria) o
mesmo antibidtico foi eliminado até 180 horas. OVERBY
(1952) detectou residuos de oxitetraciclina até 96 horas,
aplicados pela mesma via. KATZ et al (1973),
observaram a eliminacdo deste antibiético pela mesma
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via até 130 horas. Atribui-se essa diferenca de tempo a
concentracdo, grau de infecgdo, excipiente, nimero de
guartos tratados e sensibilidade do método.

TABELA 5 - Tempo de reducdo do azul de
metileno, em leite de vacas
mamiticas tratadas com
oxitetraciclina, via intramamaria*

PERIODO POS
APLICACAO REDUCAO
(horas) (minutos)
Testemunha 105
24 140
48 130
72 130
96 130
120 120
144 105

* 40 repeticdes

Na Tabela 6, verificou-se a eficacia do método em

vacas mamiticas, via intramamaria com penicilina e sua

influéncia no tempo de reducéao.

TABELA 6 - Tempo de redugcdo do azul de
metileno, em leite de vacas
mamiticas tratadas com penicilina*,
via intramamaria.

PERIODO POS- REDUCAO
APLICACAO (minutos)
(horas)

Testemunha 105
24 130
48 130
72 130
96 130
120 110
144 110
168 110
192 105

* 50 repeticdes

A tabela 6 demonstra, que o teste tem maior
especificidade a penicilina em relacdo aos outros dois
antibidticos testados, diagnosticando residuos até 7 dias
(168 horas). O método detectou residuos no leite até
168 horas, resultado idéntico ao obtido por BRODIE et
al. (1962), onde aplicou a mesma droga pela mesma
via, persistindo no leite pelo mesmo tempo. Os
pesquisadores EBERHART et al. (1963), FINCHER, M.
G. et al; (1962) observando o tempo de eliminagédo da
penicilina em vacas mamiticas via intramamaria
detectaram residuos no leite pelo periodo de 180-240
horas. Os resultados obtidos por BLOBEL & BURCH
(1960), KATZ et al. (1973) e SIDDIQUE , I. H.; LOREN,
K. L.; HOKI, H. H. (1965) apresentaram um periodo de

eliminagdo apds aplicacdo intramamaria em animais
com mastite de 84-144 horas.
CONCLUSOES

O tempo de reducdo do azul de metileno no leite
com gentamicina, penicilina e oxitetraciclina, permitem
concluir que o método adaptado de redutase é:

Sensivel aos trés antibioticos testados; e

Maior sensibilidade e especificidade a penicilina.
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