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RESUMO: Foram analisadas 484 amostras de leite pasteurizade, tipos B e Hs-
pecial no periode 1981-1982, Destas, 172 (42,57%%) foram positivas para antibidtices
e/on anti-sépticos, come segue: (3,96% ) para antibidticos pelo métode de difusio
em diseo e 47 {11,68%) pelo Delve-teste; 19 (4,70%) para antibidticos e anti-zsépticos
e 90 {22,289;) para anti-sépticos, Houve reducic no teor de antibidticos nas amestras
de 1082, em relacio as de 1981, considerando a sensibilidade dos microrganismos usa-
dos para = sna deteccio. Dentre os varios microrganismos usados para & defecgio de
anti-séplicos, os bacilos gram-negativos foram inibides com mailor fregiiéncia, seguidos
dos bacilos e cocos gram-positives. Ha, pelos resultados, indicag¢ho da utilizacBo de
anti-sépticos diversos, Nio houve redugfie da presenca desta classe de inibidores
durante o periode de observag¢fo assinalade. Em 73 amostras, reabzeu-se também o
exame bacteriolégico. lestas, 21 apresentaram-se de scorde <om os padrdes legais
estabelocidos e livres de substéncias inibidoras, Entre as demais, 28 amostras estavam
em desacorde com os padrdes microbielbgicos, porém livres de inibidores; 5§ amostras
acusavam 2 presenca de antibibticos & 14, a de anti-sépiicos: 5 'destas nmosiras esta-
vam de acordo com s padries microbiolégicos, porém 4 delas continham antibidticos

e Wma, anti-sépiice.

DESCRITORES: Ileite, substdncias inibidoras; leite, antibidéticos, anti-séptices,

contaminantes microbianos.

INTRODUCAOQ

Ag substlneias gue podem estar presentes
no leite de econsumo e que exercem Aacic
inibidora scbre microrganismos s&o, basiea-
mente, as naturais, secretadas pelo préprio
animal, as quimicas, com acdo anti-sética —
desinfetante, ¢ as antibiéticas e quimiotera-
pieas.

O leite de animais que estéo secretande
colostro, assim como o leite de retengio, nio
podem ser aproveitados para fing de alimen-
tacdo humana b 2, pois estas substincias exer-
cem acdo inibitéria, assim como as lacteninas,
lactoperoxidases ete.

Os anti-sépticos podem estar presentes no
leite seja como residuo da lavagem de uten-
siiiog e recipientes, ou por acidente tecnolégico
ou, ainda, pela adi¢lio inteneional, na tentativa
de prolongar e/ou assegurar o tempo de vida
do produte 8,

A presenca dos antibidticos e/ou gquimiote-
répicos é, em geral, consegiiéncia do seu uso
em clinica e teraputica veterindrias. Podem
ser usados como agentes promotores de
crescimento do animal, ou adicionados &s
raches tanto para a preserva¢fio das mesmas
como para a referida promogio de cresei-

mente e para tratamente de doengas infec-
ciosas 4 & 7. 8. 11,16, 16,17,
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As implicagbes em Vigildnela Sanitdria
relativas & presenca de inibidores, no que se
refere aos anti-sépticos, se associa com
frande, uma vez que tem por finalidade
prolongar o tempo de vida dtil e/ou mascarar
a qualidade higiénica do produto, inibindo o
desenvolvimento dos contaminantes miero-
bianog pregentes. No que se refere aos
antibiéticos, em especial a penicilina, hd a
possibilidade de eclosio de fenomenos de
hipersensibilidade, tardia ou imediata, nos
consumidores alérgicos, previamente sensibi-
lzados. Pode ainda haver indugfo de sensi-
bilizacio dos gque nfo tiveram contacto com
esta substiineia, A possivel acéio seletiva dos
microrganismos resistentes aos antibiéticos e
quimioteripicos, que podem levar & fixacfio
das cepas resistentes, depende da concentra-
¢do do agente inibidor no leite. Com efeito,
para & emergéneia e fixacio destas cepas
resistentes, os antibidticos e guimioterdpicos
devem estar em doses préximas & da cop-
centracio minima inibitéria de cada uma das
substineiag & 15 12, 13, 15, 16, 17, 19, 20,

(s métodos laboratoriais para averiguar a
presengna destas subst@neins presentes no
leite podem ser guimicos ou mierobiclégicos.
Estes tltimos nio permitem a identificacfo
quimica das subst@necias, apesar de serem
os microrganismos indicadores selecionados
relativamente sensivels a cada uma delas.
A prande maioria dos anti-sépticos e¢ desinfe-
tantes sdo volatilizados pela acho do calor,
enquanto o8 antibidticos e quimioterdpicos
permanecem, ¢ que leva a uma distingéo
entre estas duas classes de substineias. No
que se refere & penieilina, pode-se evidencid-la
pela adicAo da penicilinase que impede a
acdo desta substineia W

O presente trabalho tem por finalidade
verificar a incidéncia de inibidores com agdo
antibidtica ou anti-séptica presentes em
amostras de leite pasteurizade $ipos B e
Espeecial, comercializados na cidade de Sio
Paulo, nos anos de 1881 ¢ 1982 e pretende-se
associar os resultados destas determinactes
48 de contaminantes microbignos,

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 404 amostras de leite
pasteurizado, sendo 189 do tipo B e 215 do
tipo especial (3,29 de gordura), de 19
marcas diferentes comercializadas na cidade
de Sdo Paulo.

Aicrorganismos utilizades nos testes

A selecio dos microrganismos foi baseads
em téenicas padronizadas B 1. 1% nag indiea-
cdes dos catdlogos do  “American Type
Collection” (Estados Unidos), e do “National
Collection of Type Culture” (Inglaterra).

Para a pesquisa de anti-sépticos foram
usados: Baeillus subtilis ATCC 6633; Staphy-
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lococcus oureus NCTC H209 Escherichia coli
ATCC 11318; Pseudomonus aeruginoss ATCC
14502; Klebsiella pnewmonine NCTC H 204;
Candida albicans ATCC 10231; Saccharomy-
ces cerevisiae ATCO 9763 e Aspergillus niger
sem referéncia de nimero de colegio.

Para a vpesquisa de antibiéticos, foram
ugados: B, subtilis ATCC 6533; Sarcine lutea
ATCC 9341; 8. sureus ATCC 65388 S. epider-
nridis ATCC 12228; K. pneumonige ATCC
10031 e B. stearothermophilus variedade
calidolactis,

Pesquisa de anli-gépticos

Asg bactérias selecionadas foram cultivadas
sobre Agar nutritivo, ineclinado, incubado a
350C por periode maximo de 24 horas, e
semeadas, pelo métode de estria, usande a
agulha em cabo de Kolle, sobre a superfieie
do adgar em placa, contendo a amostra de
leite. Hste 4dgar em placa fol preparado
usando-se 10mi de dgar nuiritivo (concen-
tragio dupls)}, fundido e resfriado a aproxi-
madamente 45°C, e a ele foram adicionados
10mi da amosira sob analise, Para os
fungos, procedeu-se da mesma maneira, porém
sobre agar-dextrose batata  (concetracdo
dupla) acrescido, nas mesmas proporcdes, do
leite sob andlise. Cads amostra foi analisads
em duplicata, uma com o leite & temperstura
em que foi recebido pelo laboratério (refri-
gerada) ¢ outra, apds exposicdo do mesmo
a 80°C, por 30 minutos. As placas semeadas
com Dbaetérias foram incubadas a 35°C,
durante 24-48 horas, e as semadas com
fungos, a 22°C, por 5 dias® 8. Os controles
foram feitos com leite estéril, izento de
inibidores, ao qual se adicionou 0,001 ml de
formel por ml da amostra.

Pesquisa de antibidtices

As bactérias foram cultivadas em 9ml de
agus peptonada a (1%, tamponada, ineuba-
das a 35°C por 24 horas, semeadas em Sgar
Mueller-Hinton, método da semeadurs em
profundidade, ¢ distribuide em placas, para
os testes de difusSo. A amostra foi previa-
mente aquecida a 809C, por 10 minutos e,
depois de resfriada, com ela foram impreg-
nados discos de papel, estéreis, tipo Watmann,
com 13 mm de difimetro, indicado para absor-
¢ao de {,1ml do leite!”. Os discos foram,
entfo, colocados sobre a superficie do Agar
jé& semeado com cada uma das bactérias
solecionadag, e incubados a B85°C, por 24-48
horag. Para o Delvo teste, realizado com o
B. stecrothermophilus, usou-se dgar nutritivo
com glicose e phrpura de bromecresol, ao
gual se acrescentou aproximadamente 104
esporos do bacilo por ml do mejo. O 4dgar
fol distribuido, & razio de I ml em cada tubo
de 12 x 120mm., Sobre a superficie do
Agar em pé, contendo a bacteria indicadors,
acrescentou-se 0,1 ml do leite sob anslise,
previamente aquecido e procedeu-se i incuba-
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cfo a 58°C, por até 6 horas. Fol acrescentado
0,1 U.L de penicilinase por ml &s amostras de
leite positivas para antibiético, repetindo-se
entdo o teste. (s controles foram feitos com
leite estéril, isento de inibidores, ac qual se
acrescentou 0,1 UL de penicilina por ml

Determinagdes baeteriolégioas

As amostras de leite diluidas a 10-,
10 -2, 10-% e 10 -t foram semeadas em profun-
didade, em Agar nutritive, e incubadaz 2
35°C por 48 horas. A pesquisa de coliformes
totais fol feita pelo método de tubog miltiplos
(3 tubos para cada aliguota) em caldo lacto-
sado bile-verde-brilhante, usando-se 1,0, 0,1 ¢
0,01 ml da amostra, com imecubagdo a 85°C
por 24-48 horas, e leitura de acordo com
tabelas do ntimero mais provavel, A pesquisa

de bactérias coliformes fecais foi feita a
partir dos tubos positivos para o feste de
coliformes totais, pela produgfic de indol em
caldo peptonado, incubado a 45°C, durante
Z4-48 horas 13,

RESULTADOS

Para as 404 amostras, foram realizados os
testes de pesquisa de anti-sépticos e de
antibisticos, método de difusio; o Delvo teste
foi feito em 308 smostras correspondentes ao
ano de 1982, conforme a tabela 1. A variacio
dos resultados da pesquisa de antibioticos, de
acordo com a inibicio de cada bactéria, esti
expressa na tabels 2. Em 88¢; das amostras
positivas, a inibigfio fol inativada pela adigho
de penicilinase.

TABELA 1

Antibibticos e/ou anti-sépticos em leite pasteurizado

Amostras Leite tipo Especial
analsadas Leite tipo B (com 2,29 de gordura)
n®t (9%) Total Total Total
pareial pareial geral
Amogtras Ano 198%1 | Ano 1882 Ano 1981 { Ano 1882
analizgadas
85 94 119 a8 86 118 282
Negativas
(60,97%) | (83,519) | (62,96%) {609} (50%) (52,55%) | (5742%)
Positivas pars 5 1 i1 0 11 17
antibidticos
{(diseo) (12,199) | (087%) | (317%) (20%: (3,11%) | {4,20%)
Positivas para (*) 16 15 *) 31 31 47
antibidticos
{delvo) (16,819%) (18,37%)
Positivas para
antibidticos 8 8 : 8 0 8 6
{disco) o (731%) (158%) | (545%) (139%) | (1,48%)
anti-sépticos .
Positivas para
antibidticos 3 4 *) 9 g 18
(delve) e -
anti-sépticos (2,70%) (5,62%)
Pogitivas para 8 84 42 8 46 48 20
anti-sépticos (19519%) | (22,97%) | (22.2200) | (1454%) | (269%) | (22,329%) | (22,27%)
H
Total 41 148 189 58 180 215 404

(*) Delvo teste nio realizado.
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TABELA 2
Distribuicdo das amostras posilivas com velacdo & bactéria teste (método de difusde)
Tipo de leite
Bactéria teste Total
B Especial
S. lutea 2 3 5
3. lutea
B. subtilis i 3 4
S. aqureus
8. lutea
B. subtilis 1 —{#) 1
S. epidermidis
B. subtilis
8. aureus z i 8
S. luten R
S. aureus — ¢ i 1
S. awreus —~ () 3 3
Total 6 11 17

{#)} Negativa para a bactéria teste.

Os resultados positivos, obtidos para anti-
bidticos asseciados =os anti-sépticos, foram
assim  distribuidos: S, lutea {antibidtico)
corn 8. aureus e B. subtilis (anti-séptico);
S. aureus com A. niger; S. lutea, B, subtilis
e 8. aurews com S. aureus (para os leites
tipe B); 8. lutea com 8. agureus, B. subtilis
e E. eoli; 8. lutea com B. subtilis e A. wniger,
S. lutea, B. sublilis e S. epidermides com E.
coli, K. pnemoniae ¢ B. subtilis para o leite
Especial. Através do Delvo-teste, a corres-
pondéncia foi com a K. preumonice — 2 de
leite tipo B e 5 de Especial — num total de
7 amostras,

Os resultados especificos de inibigio das
cepas selecionadas, para a pesquisa de anti-
-gépticos, foram: S. aureus em 9 amostras;
B. subtilis em 18; K. prewmonice em 9;
K. pneumoniae e B. subiilis, com ou sem
inibicio de outros, exclusive o 8. aqureus em
10, e outros, exclusive os citados nominal-
mente, em 3§ amostras, para o leite tipo B.
Para o leite tipo Espeeial, encontramos
inibicio de S. aureus em 8 amostras, B. sublilis
em 18, B. subiilis ¢ K. pneumonige e outros,
exclusive o S. oureus em 11, A. niger e S.
cerevisgine em 1 e para os demais, exclusive
os citados, em 4 amostras.

A pesquisa de presenca de microrganismos
foi realizada em 73 amostras de leite tipo B,
no ano de 1982, Para a caracterizaciio destes
dados, consideraram-se os limifes tolerados
para esta clagse de produto, constante da
Resolugfo n.° 13/78 da Comissido Nacional
de Normas e Padrfes para Alimentos, Mi-
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nistério da Sadde {contagem padric em
placas, méximo 4 x 10t/ml; coliformes totatis,
maximo 2/ml e coliformes fecais, auséneia em
1 ml). Das amostras asnalisadas, 21 (28,77%)
ge apresentavam dentro dos padrbes estabe-
lecidos e isentas de antibidticos e anti-sépticos;
5 (6,85%), positivas para antibiéticos pelo
Delvo teste e em desacordo com os padrdes,
gendo que 1 amostra (1,379%) revelon pre-
senga de coliformes fecais; 14 (19,18%), em
desacordo com os padrfes e contendo anti-
-gépticos, sendo 7 (9,59%) com coliformes
fecais; 28 (38,35%), isenta de antibidticos
e anti-sépticos porém em desacordo com o8
padrdes, e, denire elas, 8 ({(10,95%) com
fecais; 4 (5,489:) das amostras foram posi-
tivas para presenga de antibidéticos pelo
Delvo teste e 1 (1,37%) para a presenca de
anti-sépticos, estas dlfimasg com resunltados
miercbiolégicos abaixe dos limites tolerados
pelo padrio legal.

DISCUSSAO

A tabela 1 mostra uma diminuicio aecen-
tuada de nimero de amosiras positivas para
antibiéticos, pelo método de difusfo. Este &
um dadoe de importdneia, uma vez que a
sensibilidade das bactérias estd em funcefo da
natureza e quantidade desta classe de subs-
tancias inibidoras. B. subtilis é inibido por
concentracdes iguais ou maiores do que 0,605
U.1. de penieilina por mi de leite, enquanto
5. lutea o 6 em conceniracgdes de 0,06 U.l =
B. stearothermoephilus, pelo Delvo-teste, em
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0,0025 UL deste antibiético® 101337 Consi-
derando a tabela 2, 4 amostras do leite tipo
B e 4 do tipo especial continham o equiva-
lente de, pelo menos, 0,05 UJl. de penicilina
por ml da amostra ¢ 2 do tipo B e 1 do
tipo Especial, entre 0,06 e 0,005 Ul deste
antibigtico,

Entretanto, é neecessirio assinalar gue em
trabalhos experimentais ndo hia 1009, de
concordineia com as correspondéncias acima
referidas, isto &, gquando da adigfo destas
concentragdes de penicilina em leite, as con-
centragées minimas assinaladas sdo detecta-
das por este método, porém ocorrem também
reagdes falso-negativas, No caso do Delvo-
-teste, hé indicacbes da ocorréncia de reacbes
falso-positivag % 4 19,12 14, Was amostras de
leite analisadas, hd predominfdineia da pre-
senga da penicilina, pela percentagem de
amostras com inibigidc da acio quande da
adigBo da penicilinase.

Ainda pels tabela 1, no que se refere &
presenga de substncias inibidoras inativadas
pelo ealor, utilizande o método para anti-
-3épticos, conclui-se gque nfo hé alteragho
significativa dos percentuais de positividade
entre oz anos de 1981 e 1982, mas s6 flutua-
¢bes. Pela associacio dos resultados com os
microrganismos usados, hi indicacho da
presenca de mais do que uma substineia, sem
eritério de escolha, pois inibem gram-positi-
vos, gram-negativos e fungos. E interessante
observar ¢ue as amostras de uma (nica
procedéncia inibiram sistemdtica e exclusiva-
mente a K. preumoniae, indicando & presenca
de um inibidor espeeifico neste perfodo de
observagio, associada aquela marea.

Pelos dados das determinag¢Bes mierobiols-
gicas, observa-se que a presencga de contami-
nantes microbianos independente da presencga
dos inibidores, nas amostras analisadas. Pelo

contrério, em 509 das amostras com anti-
-sépticos, observou-se também a presenga dos
coliformes feecals, enguanto nas amostras sem
inibidores, a positividade para este grupo de
microrganismos foi de 22,49%. Considerando
também este dado, questionn-se z necessidade
e eficiéneis destes Inibidores, Entretanto,
ndo & possivel, pelo métode microbiolégico,
determinar a naturesa quimica destes anti-
~sépticos.

CONCLUSOES

Oz dados obtidos mno presente trabalho
permitem concluir que, dentre os inibidores
microbianos presentes no leite pasteurizado
comercializado em S#o Paule, os que sio
instivados pelo calor estio presentes com
maior fregiidneia. Com relagio aqueles com
atividade antibidtica, houve uma redugio
marcanie de 1981 pars 1982. A presenga dos
inibidoreg termolébeis nfo estd relacionada
com a melhoria da qualidade microbiolégica
do leite, e é feita sem eritéric. Nas concentra-
¢Ges dos antibidticos detectados, considerande
a sensibilidade dos mierorganismos usados (de
0,0025 a 0,05 1.1, de penieilina/ml) e a inati-
vacio pela adigfo de 0,1 1.1 de penicilinase/
ml, o risco potencial estd associado a fendme-
nos de hipersensibilidade nos consumidores
alérgicos previamente sensibilizados, sendo
que ¢ risco de emergéncla e fixacio de bacté-
rsias resistentes é pouco provave] & &7 10 14,
15,18,

E necessdric gue se avalie a natureza
quimica dos inibidores presentes e¢ & funda-
mental, para assegurar & sgaide piblica, que
ge somemn os esforgos dos OrgHos inspetores,
fisealizadores e dos produtores, para se
alcangarem os objetivos comuns de expor ao
consumo um produte de gualidade higidniea
adequada.
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ABSTRACT: A search for the presence of antibioties and/or antiseptic com-
pounds wag made in 404 samples of type B eor “Specinal™ pasteurized milk soid in Sa0
Paulo City in 1881 and 1982, The presence of antibiotics and/or antiseptica was
dizelosed in 172 samples (42.57% 3, Of these, 16 (8.969%%) were positive for antibioiies
by dise diffusion and 47 (11.63%) by Delvo-test; 19 samples (4.70%) were posiiive
for antibiotics and antiseptics and %0 {22.28%) for antiseptics. The antibiotic level
was lower in the samples collected in 1982 compared with 1981, having in consider-
stion the sensitivity of the microsrganisms employed in the tests, Gram-negative
bacilli were more frequently inhibited by antisepiics, followed by Gram-positive
baecillt and Gram-positive coccl, No reduction in the levels of antiseptics was noted.
A bacteriologic examination of 73 samples was also made. OF these, 21 met the legal
reguirements and were free of microbe inhibitors. Of the remaining samples, 28 did
not meet the microbiological standards but were free of inhibitors, 5 showed the
presence of antibioties and 14 showed antiseptics. Five samples met the microbio-
logieal standards but 4 of them econtained antibiotics and 1, antiseptics,

DESCRIPTORS: milk,
microbial contaminants.

inhibiting substances;

milk, antibiotics, antisepties,
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