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SUMMARY

For the last twenty years the literature dealing with the presence of bacterial
inhibitors in milk and its derivatives has been increasing steadily.

Bacterial inhibitors in milk may be originated either from antibicties given
to the cows or from chemical treatment of the pipeline.

In 1958, Food & Drug Administration, U. 8. A., declared undesirabie the pre-
sence of penicillin in milk dairy products since it may cause chronic or recurrent
dermatosis. Nation wide research programs demonstrated gdifferent levels of anti-
bhiotic In milk and derivatives.

The presence of bacterial inhibitors may, further, lsad fo errors in standard
tests carried cout in mitk such as reductase test, bacterial counts, acidity test, etc.

Milk containing inhibitors may respond satisfactorily to routfine tests, in spite
of being highly infected in its source. On the other hand, milk produced under
hyvgienic conditions may wvield less satisfactory results in such tests,

The inhibitors may inﬂﬁence the normal flora metabelic capacity decreasing
acid production and therefore affecting adversely the industrialization of milk.

In Brazil there hags been practically no research programs carried out with
the purpose to detect the presence of such inhibitors, mainky penicillin, in milk
and dairy products.

One thousand sampiles of mitk (iype ) from S8c Paulo have been tested by
means of tests that can be read after 2h30m to 3h30m. In 9% of the samples,
inhibitors were found and penicillin levels between 0.05 te 0.5 U. L/ml were found
in 1,8% of the samples.

INTRODUCAO lidade na sua pesquisa com a uillizacie da
_ enzima especifica — a penicilinase,
Hi meis de 15 anos vem a lileratura

. : - Conforme cilam Marrtr & ErLickson?,
mundial, notadamente a norte-americana, se

em 1959 ¢ MartH? ¢ VA ?® em 1961,

enriquecende  com  inGmeros trabalhoz de
pesquisa da presenge de subsifincias inibi-
doras de crescimento bacieriano no leile,
principalmente os antibibiicos e, déstes, des.
tacadamente » penicilina pela maior “faci.

1} Realizade nes Laboratérios da Cooperativa Ceniral
Apresentado, em cardter de nota preliminar,

em 4-8-1966.

(2} Chefe da Ciinica Dermaio-sifilografica do Hospital Municipal.

pical da Associacio’ Paulista de Medicing,

em trabalhos de revisfio da literatura a
respeito da presenga de residuos de anti-
bidticos no leite e derivados, com o adven-
to da antibiético-terapia, os antibidticos
passaram a ser empregados hd quase duas

de Laticinios de Estade de S8c Paulo.
noe Departamento de Higiene e Medicina Tro-

Bécteriolﬂgésta-(}hefe da Co-

operativa Central de Lacticinios do Estado de Sdo Paulo.
{2y Chefe da Secio de Industrializaciic do Leite do Departamenio de Producio Animal,
{4y Chefe da Divisic de Conirdle de GQualidade de Laborterdpica-Bristol S/A.
(5) Chefe do Laboratéric de Contrdle Microbiolégico da Laborterapica-Bristol S/A.
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décadas, por fazendeiros e velerinarios, no
tratamento das doengas infecciosas do gado.
das quais indubitavelmente a mais freqiien-
te & a maslite, sendo também comum a in-
corporagio daqguelas drogas nas dietas su-
plementares, na alimentagio do gado ou
mesmo na conservacio das, silagens.

Os diversos aniibidticos, nos animais afe-
tados pela mastite, sdo administrados ge-
ralmente em solugho ou suspensiio, difun-
didos no quarte om gquarfes do #bere in-
fectado.

A penicilina foi a primeira de uma série
de antibiGticos empregados no tratamento
daquels infeccio, j4 em 1946, sendo apés
utilizados os demais -— estreptomicina, te-
traciclinicos, cloranfenicol, neomicina, baci-
tracina, subtilina e polimixina -— isolada-
mente ou em forma de associagiio medica-
merosa.

A ordenha -de animais assim iralades,
num perfodo médio de até 72 horas ou seja
trés dias apés a (lima aplicacfio, revelou
nitidamente a presenca dos antibidticos em
uso. Entretanto, outras doengas inleccio-
sas acometem o gado leiteiro, havendo a
necessidade do emprégo de diversos antibio.
ticos administvados, enire outras vias, prin-
cipalmente pela oral, intra-uterina ou inje-
tavel, com eliminacio relativamente rapida
daquelas substineias,

Porém, quando se utiliza a peniciling “re-
tard”, especialmente a benzaiina, a sua eli-
minacio extremamente lenta resulta na pre-
senca continwa e prolongada do medica

mento no leile ordenhado * % &,

Nio é de se estranhar, pois, que tais pra-
ticas venham condicionando o aparecimen.
to dos antibi6ticos no leite, prineipalmente
guando os animais tratados ndo sfo afasta-
dos do rebanho, por periodo de tempo

adequado,

A contaminagdo antibiética  dependerd
evidentemente do nfmero de animais em
iratamento, da quantidade do leite que os
mesmos produzam em relagio ao total or-
denhado e da poténcia maior ou menor do
antibidtive empregado.

Entretanto, além do vse abusive e indis
criminade dagoelas preparagdes, conforme
acentua o “The Journal of the American
Medical Association”, no sew artige “Peni-
cillin and others antibiotice in milk™, existe

TO

alguma suspeita de que os antibigticos . es-
tejam sendo diretamente adicionados ao
leite, como recurso de conservaciio contra
a deterioragio do produte, verificada por
excessiva multiplicagio da flora microbia-
na, no verfio cu nos dias em que a tempe-
ratura se mantém elevada .

Nos Oltimos anos, uma série de trabalhos
de pesguisa estatistica tem sido realizada
nos Estados Unidos, Canada e Gra-Breta-
ntha, entre outros, visando deferminar a in-
cidénela de entibidticos no leite dade ao

CONSUIRO.
Nos Estades Unidos, trés investigagdes
foram levadas a efeito seguidamente em

1954, 1955 e 1956, pela Food and Drug
Administrazion, tendo sido constatada a pre-
senea de penicilina, bacitracina e letraci-
clina no leite apalisado nesses anos. A pe-
picilina foi encontrada em 3,29, 11,69% e
5,9% das amostras examinadas respocti-
vamenie em 1954, 1955 ¢ 1936 e em niveis
gque variavam entre os valores de (L0033 a
55 unidades por mililitro de leite.

Na Gra-Bretanha, as investigaches reali-
zadas no verdo e Inverno de 1951 e em
1953 demonstraram a presenga da penici-
lina respectivamente em 14%, 28% e
3,20, das amostras. de leite analisadas e
com univeis do antibidtico variando entre
025 e em 15 unidades por mililitro, em
1951 e ;1 a 1,17 unidades, em 1953.

Porem as conseqiiéneias, da ordem de
Sande Piblica, do uso veterinario dos an-
tihi6ticos e do sew aparecimento no leite
dado ao consumo humano foram se tradu-
zindo no aparecimento de ragas de estrepto-
cocos e estafilococos patogénicos, origina-
rios das mastiles e tornados antibidtico-re-
sistentes e que sdo ecliminados no leite a
par com o antibiftice, ji agora inefi-
ciente = %,

Foi também relatada a agio das drogas
sbbre o equilibric e composigie microbiana
da flora intestinal humana, com evidenie
interferénneia na sintese local microbiana
das vitaminas® ®

O leite com contaminagio penicilinica
tem sido apeoniado por diversos pesquisado-
res como o causador, em pessoas préviatnen-
te sensibilizadas, de processos alérgicos cuté-
neos, dos quais os mais freqiientes sdo as
urticdrias crinicas recurrentes 'O 3H 3E48

Entretanie, os méledos usados comumen-
te para o beneficiamento do leite, & pasiew-
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rizagio e o resfriamento, ndo afelam os an-
tibioticos. O leite, em estado de cru, sofre
uma série de operacGes industriais: pasteu-
rizagAo, evaporacio, sccagem e resiriamento,
e acérde com a finalidade de seu uso, “in
natura”, em pd ou condensado.

O calor nio afeta sensiveimente os anii-
bidticos. A atividade da penicilina no leite
‘permanece parcialmente, mesmo apés a fer-
vura durante 60 minutos, cu auloclavagem
durante 15 a 30 ‘minuaios,

Os demais antibidticos sio i gualmente
bastante iermo-resistentes. A elortetracili-
na nio & inativada pele tratamente térmice
a 63° €, durante 30 minutos, 88° C durante
60 minutos ou 121*C durante 15 minu-
tos M,

Segande Overpy *P? 2 1952, a1 pasteu-
rizagAo do leite ndo Tinativa os seguintes
aniibidticos:  clortetraciclina, cloranfenicol,
estreptomicina e oxitetraciclina. A penici-
~lina, igualmente, passa indine pela pasteu-
rizacho,

A separacfo do leite em creme e leite
desnatado, segundo esiudos de  Hansen,
Wiccins & Bovp?®, 1950, nio aumenta a
concentragdo da penicilina ou da estrepto-
micina. A estocagem do leite refrigerado
a B ou 107 C ndo interfere, durante um pe-
riodo que val até sete dias, na atividade
dos seguintes antibiéticos: penicilina, es-
treptomicina, clortetraciclina, magnamicina,
bacitracina e polimixina. .

Segundo Hisss & Boyp@r«¢?® 1657 fi-
con demomsirado que as amoslras do leile
contendo oxitetraciclina, penicilina, neomi-
cina, estreplomicina ou clortetraciclina po-
dem permarnecer congeladas cBrea de 12 se-
‘manas, sem perda da atividade amtibidtica.

Os autéres tém releride a presenca de
atividade antibiotica no leite em pd,

Entretanto, nfo 86 os antibidticos surgem
no leite, em conseqiléncia possivelmente de
residuos resuliantes do iratamento vetering.
rio do gado leiteiro, como também, embora
com muite mener [reqiiéncia, tém sido en-
gontrados os sullamidicos *,

Conforme bem descreveu Marts *%, no
leite foram identificadas substancias qui-
micas  diversas, principalmente
de amdnio gquaternirio e derivados comple-
xos de iddo, associados ou nio a detergen-
tes, decorrentes da higienizagio do vasilha-
me e do equipamento em geral, empregados

composlos -

na inddstria de laticinios, e capazes de agir
como substincias inibidoras do crescimento
bacteriane, mesmo quando presentes em 10
ou 30 p.p.m.

Asstn ¢ que em 1954, nos Estados Uni-
dos, um estudo estimative realizado com a
finalidade de revelar a incidéncia de subs-
tincias inibidoras em geral, dos starter
lacticos, realizados en grandes centros po-
pulacionals — Columbia, Dodge, Dane, Ma-
nitowoe Counties e Wiscosin — demonstrou
a presenca daguelas substdncias em 4,39
das amostras lesladas, capazes de reduzir
significativamente a atividade das culturas
de fermentos lacticos selecionados, com re-
pereussio evidente na industrializagio dos
derivados- do leite.

‘Essas substincias entretanto, segundo se
supés, deviam ser constituidas  prineipal-
mente por antibidtices. No Canada, ne
verdo de 1952, pesquisa idéntica demons-
trou que as culturas lacticas starter eram
inibidas em 7,3%, nas 344 amosiras ana-
tisadas. ’

£ ponto pacifico 2 agio indesejivel de
pequenos tragos dessas substincias inibide-
ras, quer de origem quimica, porém prin-
cipalmente os de origem bioguimica, na.
industrializacgo do queijo, manteiga e prin-
cipalmente dos produtos dietéticos fermen-
tados - coalhada, quefir, iogurte e ou-
1108 18, 32 2‘0.

s

Uma questdo importante, da esfera da
inspecio industrial e sanitiria de produtos
de origem animal, é o fato de a atuagho
hacteriostatica das substincias intbidoras,
notadamente os antibidticos, criar condi-
¢bes adversas & multiplicacio da flora ba-
nal de contaminacfio que, permanecende
parcialmente imobilizada, dissimulard a ma
qualidade de cerlos produtos, interferindo
portanto na capacidade avaliadora das pro-
vas de rotina, e no tempo de desenvolvi-
mento da prova da redutase, efetuada com
o azul de metileno?h #,

Além desses aspectos vistes, WECKEL ™,
em em 1960, pds em evidéncia o problema
criade pelos pesticidas largamente usados
nos Fstados Unidos pels moderna agricul-
tura e sem os quais a produgfo de certas
colheitas cairia  periddicamente a0 indice

710,
O pesticidas  sfio  utilizados sob  varias
formas: nematocidas, herbicidas, fungici-
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das, inseticidas, além dos tratamentos es-
peciais, como og reguladores do crescimen-
to, dessecantes e outros mais,

Tendo em vista a multiplicagio do nime-
ro de fazendas com larga extensio territo-
vial cultivivel ou de pastagens, » moderno
use do pesticida, conforme assinalou Weckel,
tornou-se mais do que uma necessidade im-
prescindivel, um verdadeire segure contra
possiveis riscos na protecBo dos  investi-
menios,

As vaniagens econdmicas do seu emprégo
sdo 180 grandes que nos Felades Unidos, ja
em 1958, as determinagies do Food Drug
and Cosmetic Aect, que dispunham sébre o
registro, dados de revisfo técnica ete., es-
tabeleciam tolerfincia para sus presenga nos
suplementos alimentares,

A intensificacie da produgio do leite nas
fazendas e granjas leiteivas levou & neces-
sidade da aquisigio de grfios e suplementos
forrageiros cultivados por outrem, gue nfo
um criador de gado, ¢ qual muitas vézes
sem saber o desting gue tais produtos iriam
ter - como o de alimentacio de wm reha-
nko produter de leite -— empregava pesti-
cidas para preservar a sua colheita.

Além do mais, os pesticidas empregados
seguidamente, em seus diferentes tipos, per-
manecem no solo pelo periedo de virios
anos, decompondo-se, muitas vézes, em pro-
dofos mais 10xicos do gue os anteriores e,
no organismo humano, tém agko acumula-
tiva 4,

Embora a “filosofia administrativa enun-
cie gue 0 leite ¢ seus derivados devem estar
analiticamente livres dos pesticidas e and-
hidlices”, vem se fornando
dificil estabelecer o conceito da abseluta au.
séncia daquelas e outras substincias oriun-
das das mais diversas manipulagdes, pois as
técnicas no sen aperfeicoamente constante
tornam-se mais sensiveis, faculiando a pes-
quisa de nivels de residuos cada vez mais
baixos, dades até ent@o como ausentes.

cadavez mais

Ha evidéncia de que o nivel livre zevo
rndo pode ser aplicado nos tGlimos tempos
na pesquisa da presenca de inibidores vel-
culados pelo leite, devide as emprégo abu-
sivo e indiscriminado dos antibiétices e qui-
mioterdpicos em lerapéutica humana **, nem
4 prépria mae que amamenta.

Entretante, conforme concluin o auter, a
extensio dos efeitos resultantes do emprége
dessas substincias quimicas em agricultura,
quando presentes nos produtos de laticinios,
ainda ndo esti bem investigada.

Nos Fetades Unidos, em 1955, The Food
and Drugs Administration, como definicio
do seu ponto de vista, considerou o leile
contaminadoe com antibiético, como adulie
rado, levando em conta o risco do seu con-
sumo por pessoas sensibilizadas e da possi-
hilidade de dar origem a ragas de germes
patogénices resislentes a tais drogas.

Entretanto, em gue pese o vulio dos tra-
halhos de pesquisa efetuados, hia guase duas
décadas, e do nlmero de publcagbes exis-
tentes na literatura mundial, no Brasil ainda
nde se cuidou de avaliar direta ou indire-
tamente {pesquisa de substdncias  inihide-
ras) a percenlagem e grau da contamina.
gho antibistica do leile dado ao consumo
humano.

O regulamento federal brasileire, da Ins-
pegio Induostrial e Santtaria de Produtes de
Origem Animal **, aprovedo em 1932 e par-
cialmente  modificado **  em 1962, nio
obstante recomendar como dinico  critério
para a avaliacio da contaminacdo micro-
hiana do leite cru, tipo C, a prova da re-
dutase pelo azul de metilene, nio cuidon
tamnbém de exigir fundamentalmente & pes.
quisa da presenca das substdncias inibido.
rag e da penicilina, que afetam os resultados
obtidos para aquela prova.

Tendo em vista a importancia do assunto,
quando recentemente. ainda hd alguns me-
ses passados, em congresso de Alimentagho
Pablica realizado em Paris®, se adotou a
decisic de gue devem os alimentos levar
gtiquetas garantindo a swa qualidade & au.
séncia de antibidticos, e a oportuna refor-
mmtlagio do nosso Regulamento de Inspe-
¢Ro, que se estda processando, tomamos &
iniciativa de realizar na Capital de Siao
Paule a presente pesquisa, com & finalidade
de situar o grau da contaminagio quimica
e biogquimica de cérea de um milhdo de H-
tros de leite didriamente consumides pela
populacio paulistzna.

METODOS
Muliiples =80 os méiodos descritos pelos

diversps autbres, visando determinar a pre-
senga  das substncias  inibideras, cem as
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suas virtudes analiticas postas em énfase,
numa demonsiragio cabal de que o método
ideal ainda estd por surgir.

Todos é&les se basciam nas modificagtes
do crescimento bacterianoc e se distribuem
em trés principais grupos que se fundamen-
tam em:

a) Reducio de corantes

b) Produgio de &cido

¢} Emprége do disco ¢ da placa agar-
agar-germe de prova. '

Tendo em vista a necessidade de empre-
garmos métodos os mais rapidos possiveis,
capazes de serem reproduzidos mesmo em
pequenos laboratérios de conirdle higiénico
do leite, das wsinas de beneficiamente do
interior, aproximande-se, guardado o limite
horério da sua execucio, sos chamados mé-
iodos de plataforma, lancamos mio do em-
prége de trés principais processos, comple-
mentados por outras provas subsidiarias:

Dois déstes processos, recomendados pelo
Standard Methods %8, 1060, sfo baseados o
primeire ne emprégo do complexo disco,
placa e germe de prova e o segundo no da
reducio do C.T.T., por nés utilizados, com
algumas modificagGes.

() ierceiro processo, tendo como funda-
mento & produgiio do acido lactico por ger-
mes de prova, fermentadores da lactose, foi
por nés especialmente adaptade &s circuns-
tincias, na necessidade da eobiengo de um
resnllado  rapide. FEmbora sendo por s
mesme um teste informative individualizado
de pgrande valia, funciona, no conjunto, fri-
santemente como prova e iarohém conira
prova do teste da redugio do C.T.T.

No leite, os inibidores em potencial do

creschimento  bacteriano  sfio  representados
pelos seguintes tipos :
a) Residuos de substincias quimicas

utilizadas na higienizagho do equipamento
empregado na linha de beneficiamento do
leite.

by Residuos de sulfas empregadas com
finalidade terapéutica. ,

e) Residuos de antibidticos
com {inalidade terapéutica.

d} Bacteriéfagos.

e} Outras substdncias nio identificadas,
algurnas naturais e peculiares a  determi-
nadas vacas,

utilizados

Portanto, como cuidado obrigatério de
ordem geral, tendo em vista a possibilidade
da presenca, no leite, de bacleribfagos ou
de inibidores naturais e, levando em con-
sideracBo a termo-resisténcia das demais
substidncias inibidoras, todo e qualquer mé-
todo de pesquisa de inibidores deve ser pre-
cedido do aquecimento, em laboratério, do
leite cru ou pasteurizado a 80° C, durante
5 minutos.

fisse aquecimenio, destruindo as substin-
clas inibidoras naturais, impedird a produ-
¢io de falsos resultados positivos.

Outro cuidado necessirio é o de se pro-
videnciar, em todo o material de laborato-
rio, em especial a vidraria, a remogao de
vestigios de detergente ou de mistura sul-
focrémica ele., enfim, os ingredientes higie-
nizadores empregados na rotina,

Os processos postos em execuclo sfo de
cardter rapide, fornecendo respostas posili-
vas dentro de 2h30m a 3h30m, sendo tam-
bém capazes, pelo uso da enzima especi-
fica — a penicilinase — principalmente
quando do emprége do disco e da placa,
de identificar qualitaliva ¢ guantitativamen-
te a presencga da penicilina.

Provas subsidiarias — Quando em uma
amostra positiva ndo se consegue identifi-
car a penicilina, correndo, pois, a agfio ini-
bitoria por conta de substfncias diversas,
antibidticas ou ndo, devemos pesguisar sis-
tematicamente a presenca de iracos de sul-
famidicos, dos residuos de substancias qui-
micas utilizadas na higienizacie do vasi-
lhame ou de possiveis conservanies, adicio-
nados fraudulentamente ac leite.

A sulfa & pesquisada pelo processo de
Bratton e Marchall % # empregade para
a investigacio dessa substincia no sangue
e na urina — diszotagio; os compostos de
ambnio quaternirio, pelo método de MiLrEn
e Ellker® *, ¢ os diversos conservantes,
entre og quais cilaremos comeo principais o
peroxido de hidrogénie e o aldeido férmice,
pelos processos de rotina dos laboratérios
de exame do leite, baseados nas recomenda-
¢es do livro Métodos de Anilises Bromato-
logicas * do Instituto Adolo Lutz.

Langamos imfo, também, da prova da
placa de agar-Pseudomonas aeruginosa, cepa
A. Lutz. A Pseudomonas, pela sua pequena

s
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resposta aos antibidticos e solfas, pode’ ser
empregada pera diferenciar “essas substén-
cias, quando presentes, dos conservanies ou
residuos de agentes quimicos, em geral, que
agem bacteriostaticamente sébre o germe.

T Teste Basgano na rEpucio po G T T.

O clorete de 2, 3, 5 trifeniltetrazdlio
{C.T.T.) atua como acepior de hidrogénio
e de elétrodos e, ao se redusir, torna-se co-
Jorido. E um dos poucos compostos orgh-
nicos incolores na forma oxidada ¢ corados
na forma reduzida. Essa propriedade ¢
aplicivel aos ensalos de redutase do leite,
aos estudos de tecidos vives, dos quais cons-
titue um reagenle, e na avaliacio da ca-
pacidade germinativa das scmentes; a solu-
c¢io do C.T.T., incolor, forma um com-
poste  vermelho, imsolivel, de trifenilfor-
mazona %%,

Aquecendo-se as amosiras dos leiles a exa-
minar, de diferentes procedéncias, para des
truir oz inibidores nalurais e tedricamente
nivelar as floras, ¢ semeando-as com starter
latico, as substincias inibidoras, quando pre-
sentes, interferitAo diferentewmente, de achr-
do com a sua conceplragdo, no ritmo do de-
senvolvimento bacteriano, obtendo-se, como
resultante, tonalidades cremadticas diversas
que do vermelho — ausénela completa de
inibicio -— decairio ao carmim, réseo, 16-
seo claro e, no ecasc de inibigo completa,
ao braneo, a propria cor do leite, ficando
poiz o C. T. T. na sua leuceforma.

A amostra contrble serd obtida a partir
de vacas sadias, nfo submetidas # traiamen.
te, ou de leile em pé, desnatado, estéyil, se-
lecionado, livre de inibidores.

O leite em pé deve ser dissolvido, 10g
em 90 ml de dgua esterilizads, destilada.

Quando se faz exame seriado de grande
nimerc de amostras, servirdo igualmenle
como conlra-prova, no memento, aquelas gue
aproximadamente adquirirem a  coloragio
vermelha.

A escolha do germe de prova recaiv numa
associaciio de Streptococeus thermophilus e
Lactobectllus bulgaricus, provenientes do la-
boratério Moseley, de starter laticos, India-
nopolis, Indiana, E. U. A, idealmerite 1:3,
cultivado em laboratorio a 42.46° C até coa-
gulacho do leite selecionade, previamente
tindalizade.

4

Embora tal amostra venha a ser um o
gurte, nao recomendamos o emprégo de
sterter corgercial, pois i& tem sido relacio-
nade na literatura o desenvolvimento, nessa
procedéncia, de cepas dagueles germes an-
tibidtico-resistentes, falseando a inlerpreta-
¢io dos resultados,

Além: do mais, o starter comercial pode
veioular  bolbres, leveduras, colifermes ou
demais germes de copfaminagio, o gue ndo
& desejavel na presente prova, podendo en-
tretanto ser usado excepcionalmente.

Neste case, deve-se fer o cuidado de pré-
viamente determinar a sua acidés, indicado-
ra de uma béa atividade, nunea inferior a
&0°D e de se estudar microsvdpicamenic a
flora, com densidade bacilo-estreplococo re-
lativamente equilibrada, devendo ser o pro-
duto de fabricagiio recente, 12-24 horas.

Aligs, independentemente déste falo, de
acdrdo com o Hpo ou origem dos germes,
mesmo se selecionados, pode haver uma sen-
sibilidade difcrente na presenga de inibido-
res, anlibidticos ou nfo.

No moemento do emprége, a cultura recen-
te (12 a 24 horas) serd dissolvida a 1/2,
no leite coniréle ¢ pipetada na quantidade
de 1 mi em 10 ml da amestra a ser exa-
minada,

O C. T. T. dissolvide em &gua destifada,
esterilizada, na propergio de 1:25, serd
acondicionado em frasco escuro e conserva-
do refrigerado.

Procedimento -— 1) Aquecer, em bavhe-
-maria, 10 ml da amostra contrdle e 10 ml
das amostras problema, a 80°C, durante 5
minutos, 2} Resfriar até a temperatura am-
biente. 3} Acrescentar 1 ml do inoculum,
homogeneizando-se por inversfio, trés vézes,
as amostras acondicionadas em tubos pré-
viamente arrolhades (r6lhas de borracha).
4} Incubar a 42-46° C, em estufa baclerio-
légica, durante 2 horas. 5) Acrescentar (,3mi
da solugdo do €, T, T, 1:25 novamen-
te homogeinizando o conjunte, que serd re-
incubado dyrante 30 minutes. Cowmparay
as ‘coloracdes com a da amostra contrdle,
Cér vermelha escura ou clara  {conlrdle),
igual a auséncia de inibidores. Cdr résea,
résea clara, presenga, em graduagbes varid-
veis. CoOr branca — cor do leite — presenca,
em elevado teor, daquelas substincias. 6) Go-
tejar duas gitas de penicilinase em tubo
contendo a amostra problema, que forneceu
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coloragio rosea ou branca. Homegeinizar,
deixar 60 minutos em temperalura ambien-
te. Acrescentar 1 ml do inoculum. Homo-
geneizar e repetir a conduta anterior. Se
no final de 2h30m a coloragde da amos-
lra problema se alterou, igualando a do
contrile, a prova é positiva para a presen-
¢ca da peniciina. Caso conirdrie, se per-
maneceu descorada, acusard a participagio
de subsifncias inibidoras, antibiéticos ou nio,
oun uma alta contagem Ieucocitdria ® (Fig.

1e 2},

Nota: Embora terminada a prova, é pro-
veitoso fazer nova leliura, dentro do perieds
de 60 minutos passados, As amostras ten-
dem a se uniformizar cromaticamente, po-
rém, nas inibicles totais ou semi-tolais, a
cor permanecerd sempre mais clara, rosada.

II ~~ DEeTERMINACAO DA acipfs (medida

em graus Dornic)

Determinamos a acidés pela avaliacfio in-
direta da produgie do deide ldtice, usando

Fig. 1 — Tubos contendo: A) Leite padrio

- cfr vermeiha; By Leite com peniciling —

cdHr branca; €) Leite com penicilina mals pe-
nicilinase - cdr também vermelha,

a solugho N/9 de hidroxido de sodio,
pelo  processo corrente, recomendado por
Dornic #,

Procedimente — 1) Proceder como o
métedo anterior, apenas excluindo o item
5, ou seja, ndo acrescentar o (. T. T.; ap6s
2h30m, determinar a acidés, empregando
a solugdo e o acidimetro de Dornic, que pos.
sul nma bureta especial, sendo os resultados

fornecidos em graus Dornic,

2y Comparar o resultade obtide com
o da prova do C. T. T., gue se processou
em igual lapso de tempo, A maior acidés —
amostra contrdle —— deverd corresponder &
chr mals intensa, fornecendo os tubos rosa-
dos ou de cdr branca, acidés de mais baixo
valor. Este teste é prova e contra-prova do
anteriormente visto. Exclue, quande posi-
tivo (acidés baixa}, a possibilidade da in-
terferéncia das altas contagens leucocitarias,
ao conirdrio do que acomtece no método

de C. T, T,

Fig. 2 — A penicilinase adicionads ao fube ©

n&o aiterott a <0r, gue peérimaneceu branca,

indice da presengs de inibideres diferentes da
penfeilina,

5
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A prova pode também ser avaliada vi-
sualmente, pois, numa resposta negativa, o
leite permanece coagulado, enguanto que a
permanéncia no estado liquido é a tradu-
cio de um sub-desenvolvimento da flora,
com sub-atividade bacleriana e conseqiente
pequena produgio dcida. 3) Repetir a etapa
do item 7, como descrita para a prova do
€. C. T., para as amostras gue acusaram
baixo nivel de preducio 4cida ou permane-
cerem liquidas. Se, ne final da prova, a
acidés dessas amostras problema se elevon,
aproximando-se da de contrile, o teste € po-
sitivo para a presenga da penicilina,

I — Méropo po Disco g .na Praca

fste processo exige um maior cuidado

técnico, especialmente na preparagho..e es-

tandariizagio da suspensio. dog esporos do
Bacillus subtilis, o germe de prova utilizado
e na preparagio das diversas diluigBes da pe-
nicilina padriio, contra-prove positiva do
método,

Se a suspensiio dos esporos do B. subtilis
nac foi submetida a uma adeguada e prévia
estandartizagdo, de acérdo com 4 sua. con-
cenlraclo, poderd interferir na sensibilidade
da prova, negativando possiveis halos de ini-
bigho originados por pequenas poléncias de
substinecias inibidoras on diminuinde as suas
amplitudes.

Este método, com referéneia & penicilina,
¢ de precisio qualitativa e guantitativa, de-
tetando no lapso de 2Zh30m a 3h30m, até
0,05 unidades por mililitre de leite,

Para oz demais antibiéticos, conforme ve-
rificaremos logo mals, a sua sensibilidade &
diversa de actrdo com o tipo empregado.

Com a utilizaclio desta prova, os possiveis
resultados se distribuirfie nas seguintes ea-
tegorias: a) Resultados megativos - nenhu-
ma zona de inibicie. b) Penicilina positi-
ve — zona de inibicio sem s penicilinase,
mas nenhuma zona, apds o iratamente pe:
nicilinastico. c¢) Afividades antibacterianas
diversas, que nfo & penicilina - zona de
inibicio eom e sem penicilinase *3,

A prova da penicilinase & empregada para
a penicilia comun, pois a siniética, de use
mite limitade, ndoe sofve a aglio daguela
enzima,

%

I. Material

Placas de Petri — As placas deverzo ter
a dimensdo de 10 x 100 mm ou 20 x 100
min, sclecionando-se cuidadosamente as que
apresentarem o fundo plane,

Disco de papel defiltro — Os discos de-
vem ser de bda procedénela, com elevado
indice de absorgfo, tais como o Bacto 1.564,
B. B. L. 08631 ou Schleicher-Schuell e
Whatman, absorvendo 0,1 ml do leite e que
foram por nds empregados,

Erahora existam discos impregnados com

penicilina, em diversas potdncias e impreg-

nados com a penicilinase, devide a sua va-
viaglio comercial, 0 que nio garante um_ re-
sultade  seguro, demos preferéncia-a im-
pregnaglo dos mmesmos no meomento da prova.

- Peniciling patdréo — Diluise a peniei-
lina em agua destilada ou em solugio es-
téril tamponada, losfatada, pH 6,0, fazen-
do-se uma suspensio estogque, contendo 100
unidades por mililifro e conservada refrige-
rada durante dois dias.

Na ocasifio da prova, dilgi-seia mesma até
I;0,50: 0,10 ¢ 0,05 unidades por ml, embe-
bendo-se os discos.

A poténciz 0,05 unidades vem a ser a
concentragio minima inibitéria.

Penicilinase concentradae — Emprega-se a
peaicilinase B. B. L. 02-629, Difco B 354
ou Laborcilinase Laborterapica, 500 000 uni-
dades/ml, que foi por nds utilizada. A pe-
nicilinase deve ser conservada refrigerada,
por ser termo-labil.

Agar “seed” — T, 0 meio de cultura wsado
vas placas, para a realizagdo da prova -
Penicillin asswy seed agar, e com a seguinte
compoesicao: Peptona, 6,0 g; caseina (diges-
tie pancreatica), 4,0 g; exirato de levedu-
ra, 3,0 g; extrato de carne, 1,5 g glicose,
L0 g; agar, 15,0 g e 4gua destilada, q. s,
para 1 Hiro. Distribuir, esterilizar a 121° ,
15 minutos, O pH final devera ser de 6,6.

Agar base — E 0 meio de cullura empre-,
gado na obtencio da cultura do  Bacillus
subtilis para a preparacio da suspensio de
esperos: Peptona, 6,0 g; extraio de levedu-
ra, 3,0 g; extrato de carne, 1.5 g; Agar,
150 g; 4gua destilada q. s. para 1 litre,
Distribuir e esterilizer. O. pH final devers

ser de 7,0.
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Suspensio de esporos - Podemos lancar

mao de suspensdes de esporos do B. subtillis,
da Bacto, 0453 - ampdlas de 1 mi, B. B. L.
(4.628, ou prepard-la em laboratdrio.

2. Méetodo

Para o preparo ¢ estandardizagio da sus-
_penso de esporos, devemos adotar a segnin-
te conduta. Suspender, em 5 ml de solugio
salina, a cultura recente (24 & 48 horas) de
Bacillus subtilis A.T.C.C. 6.633, repicada
ety estria, em tubo contendo agar seed in-
clinade, eultivade a 37°C.

Distribuir essa suspensio na superficie de
300 m] de agar-base' (meio de cultura mais
pobre), acondicionado em garrafa de Roux
e incubar durante 5 a 10 dias & 37° C.

Apds, verificar .microscdpicamente,
coloraciio especial, se cérea de 709% do ger-
me passou & forma esporulada; case contré-
rio, retornar & estula, por mais alguns dias,
até que aquéle indice seja atingido.

COm

Suspender a cultura obtida em 20 ml da
solugdo salina fisioldgica, atritande a super-
ficie do melo de cultura com o rolar de pe-
quenas esferas de vidro, até obter wma bhoa
turvagio do liquido.

Concenirar os esporos por cenirifugacio
a 4000 r.p.m., ressuspender o sedimenio e
determinar espectrofotométricamente a - sua
turbidés, alé atingir a transmissio de 909
comn ¢ comprimento de onda de 650 myu.

Submetemos essa suspensfo, i4 estandar-
dizada, a um aguecimento a 70°C, duranie

15 a 30 minmdes, para eliminar as formas-

vegelativas ainda existentes, estocando-a a2
seguir no refrigerador para uso alé 2.3 mé.
ses da sua preparacfo.

Na falta do espectrofotémetro ou de um
colorimetro fotoeléirico, poderd a suspensiio
de esporos ser estandardizada através de ten-
lativas sucessivas, até que -a lurbidls esta-
belecida fornega o maior . mais visivel halo
de inibigdo, _
~ Para o preparo do agar.germe, acrescen-
la-se 1 ml da suspensio de esperos em 100
ml de agar seed, resfriado a 55-60°C, ho-
mogeinizando-ge ‘4 seguir a ‘mistura, e ver-
tendo 5 ml do agar e placas de Pzrry %%,

As placas contendo o agar-germe deverdo

ficar acondicionadas no refrigerador " ndo
menos de 3 nem mais de 5 dias ®% %,

‘ Angulos.

No momento da prova, remove-se a placa
do refrigerador, devendo ser a mesma uti-
lizada apds periodo de 15 minutos. Com
gma pinga, toma-se um disce e tocase 2 su-
perficie da amostra de leite, j4 perfeitamen-
ie homogeinﬁzada; de modo a evitar a for-
magio de concffomerados de substincias gor-
durosag,

A absor¢io ¢ da ordem de 0,1 ml. Agi
ta-se levemente o disco, para espargir o
excesso do leite, depositando-o suavemente
na saperficie do agar. Para cada amostea

“devemos usar wm minimo de dois discos e

um maximo de oito discos por placa, ou seja,
quatre amostras testadas.

A placa para a distribuicio dos discos é

‘dividida em quatro parles iguais, devendo

os mesmos ser colocados simétricamente, evi-
tando-se assim, no daso de positividade do
resultado, coalescer;ela dos halos de mzi}lgdo
formados (Fig. 3).

A placa assim preparada € levada 4 es
tufa a 37°C e posta a incubar durante
2h30m a 3h30m.

Ao fim désse periodo, em caso de positi-
vidade, pelo crescimento rapido do germe,
um hale de inibigde muile tenue, & detetado,
sendo necessirio, para tanto, examinar cui-
dadosamente a superficie do meio de cul-
tura, colocando-se a placa contra um feco
de luz distante ¢ inclinando-se em diversos
(O retdrno da placa 3 estufa cul-
tora, fornecerd, horas apds, uma perfeita ¢
nitida imagem do que conseguimos vislum-
brar com o pouco contraste exislente,

Ne caso do aparccimento do resultado pe-
sitive, para sabermos se é ou nio a penici-
lina a substincia inthidora presenie, deve-
mos acrescentar a 10 ml da amostra pro-
blema duas gbétas de penicilinase, homogei-
nizar, deixando-se, se houver tempeo sulicien-
te, 60 minutos em repouso, em temperalura
ambiente, para garanitir a aclo enzimdtica.

Preparar novamente a placa, colocando
na superficle da mesma quatre discos, dois
embebidos na’ amostra com penicilinase e
doils na amostra, porém sem aquela enzima.

Tornar a incubar.  IJma zona de inibigho
ao redor dos discos .piie tratados, mas ini-
bi¢o alguma em torno do disco com peni-
cilinase, represenitard um teste positivo para
a peniciliva (fig. 4}, Zona de inibigie com
e sem a penicilinase, atividades antibacte-
rianas diversas (fig. 3).

7T
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Fig. 3 - Placa dividida, para efeito de prova, em guatro

gquadrantes conténde quatro amostras-probiema, com dois

discog pars cada uma, O quadranie superlor esquerds mos-
tra o Dresencsa de substéncias inibidoras.

Fig. 4 — Penicilina peositiva mostrando a zona de inibicdo,
eircundandc os discos supericores.  Ausénela de halos junto
aocg discos inferiores embebidos com penicilinase.
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Fig, 5 — Atividades antibacterianas diversas, que RA0 a

penicitina.

Estabelecida qualitativamente a  identifi-
caciio do inibidor, para a determinacio quan:
litativa da sua poténcia devemos comparar
a dimensdo do halo existente, medida pelo
seu difimeiro, com as dimensbes de oulros
halos de inibicio resultanles da colocagiio
na placa de discos embebidos em diferentes
poténcias da penicilina: 16; 0,50; 0,10 e
0,05 unidades/ml (fig. 6),

O limite de sensibilidade desta prova ra-
pida é de 0,05 unidades de penicilina por
mililitro de leite,

IV —- Provas SUBSIDIARIAS
1. Pesquisa de sulfamidicos livres no leite

Este método é capaz de detetar, no leite,
até 0,005% de sulfamidicos,

A presenga de sulfa pode ser pesquisada
pela modificagio do métods de Bratton e
Marshall, "empregado para a investigacio
dessa substincia no sangue e urina.

O dcido tricloroacético precipita ss pro-
teinas, o Acido nitroso produzido como re-
sultante da adigfio de nitrito de sodio reage
com a sulfanilamida livee — diagotagio —
ou outros compostos que libertem suifanila-
mida.

O excesso de dcido nitrose nio diazotado
& eliminado pelo sulfamato e o Acido nitro-
so diazotado copula com o N-{l-naftil-etilenc-
-diamina}, dando um composto estivel de
chr vermelha viva.

Material ¢ Procedimento

A 1 ml de leite cru ou pasteurizado, adi-

cionar 10 mi de &cido tricloroacético a 1.5%,

recentemente preparado. () precipitado for.
mado deve ser filtrado com papel de filtro

Zona de inlbicdo com ¢ sem a penicilinase,

Whatman n.® 42; 1 mil da solugdo filtrada,
limpida, é colocado em tubo de ensaio lim-
po, adicionando-sehe 1 ml de solugio de
nitrito de sédio 0.01%, deixando-se a solu-
¢io em repouso durante 2 minutos, Final-
mente adicionar 1 ml de solugic de N-(1-
-naftil-etileno-diamina) a 0,5%.

O aparecimento de oot vermelha, quase
que imediatamente, € indicio da presenca de
sulfanilamida no leite examinado ** *,

Fig. 6 — Determinacio quantifativa da
penicillna, peio adiclonamento do an-

tibidtico, em poténeias diversas, ao
leite padriio. Os deois halos menores,
calpcidenties, de iguais dimensdes - .
Z mm — s&o0 respectivamente os do
leite-problema e do leite padr&o acres-
centadce a penicilina (0,5 U.IL./ml).
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2. Pesquise de compostos de ambnio qua-
terndrio no lette

Método de Miller e Elliker. Este método
deteta & presenca de amdnio quaternario no
leite, até a diluicBo’ de 5 p.p.m.

Material ¢ Procedimenio

Indicador — Dissolva 0,1 g de ecsina —
na forma de tintura — aproximadamente

90% pura, em 200 ml de acctona, eonser-
vande em frasco Ambar, como solugdo es
togue.

Adicione 10 ml desta solugio a 90 m! de
tetracloroetano téenico e junie 1 g de acido
eitrico purc eristalizado para eliminar a cbr
vermetha que aparece. Agite a solugio e
depois filire.

Solugio tampio — Dissolva 25 g de acido
citrico pure, cristalizadé (dcido citrico com
uma moléculs de agua de cristalizagho), em
800 ml de 4gna destilada; adicione entfo
soluclo de hidréxide de sodio a 509 até
gue o pi se ajuste a 3,5, sendo geralmente
necessirios 12 ml

Coloque 1 ml da amostra pmbiema em
tuho de ensaio e adicione 5 m! de dgua des-
tilada, 1 mi da solugle de indicador e 0,2
wl da solngfio tampfo. Agite vigorosamen-
te durante 10 segundos; centrifugue a se-
guir durante 5 minutos a 3 200 r.pm. Trés
camadas poderdo aparecer, a camada supe-
rior da solugio menos densa, a camada cen-
iral formada pelas proteinas precipitadas e
a camada inferior gue, no caso da presenca
no leite do compesto de aménio quaterné-
rio, adquire & ¢6r vermelha.

RESULTADOS

Tendo ficado estabelecidos os méiodos de
exame, antes de iniciarmos propriamente a
pesquisa das substincias inibidoras, em es.
pecial, a penicilina, no lette tipo € do con-
sumo em Sio Paulo, para efeiio de aprecia-
cio da funcionabilidade individual e do con-
junte, dos métedos assinalados, dividimes
o mnosso trabalbo em ‘irés etapas distintas,
complementadas ‘de uma quarta etapa es-
pecial:

80

1. Pesquisa, in wvitro, pelo adicionamen-
to, ac leite, ;aadréoj de quatre antibidticos
ée malor emprégo em terapéutica velerina-
ria, em conceniraches decrescentes, até o li-
miar de svas pereepgles,

2. Determinagfio, in vive, no leite de
animais - estabulados, de penicilina e tetra-
ciclina, por nés especialmente injetadas e
&xfm}didas por via mtra-mamarla na forma
de suspensio.

‘3. DPesquisa de substincias inibidoras,
em especial & penicilina, no leite tipo € con-
sumido na Capital de Sdo Paulo.

4. Verificacio em laboratério, pelo adi-
cionamento de antibidticos ac leite, da inter-
feréncia da presenca dessas substincias, nos
resultados dos exames bromatolégi{:o% roti-
neiros — bioguimicos, gquimicos e bacterio-
long,os — e as conseqiientes falhas na apre-
elagio da real qualidade do leite.

1. Pesquisa “in vitro”, no leite padrao, da
presencae de quatre antibidticos de maior
emprégo em lerepéutice velerindria em
concentracoes decrescentes, até o Limiar

- de suas percepgdes. .

A partir de antibiéticos padries, em pé,
adicionados das substincias tampfo apro-
priadas, segundo o método propesio por
XIMENES *, ou de solugdo tamponada, com
pil adequado a cada antibidtico, fomos pro-
cedendo 4 diluigio dos mesmos, no leite pa-
drio préviamente agquecido a 80° €, até de-
terminarmos a poincila minima perceptivel
pelos trés métodos descritos de infcio,

Esquematicamente, os resultados obtidos
estdo ., representados no quadro L

As poténcias de 9,05 unidades/ml para a
peniciling, de 0,50 mcg/ml para a tetraci-
clina e o cloranienicol ¢ de 5 unidades para
a estreptomicina representam o minime ini-
bidor para estas provas de cardler rapide.

Se dermos as tonalidades obtidas pela uti-
lizacho da prova do C.'T.T. correspondén-
cia numérica de 0 & 4 - zero para a c8r
branca, indice de completa inibigio, 1 e 2
respectivamente para a cbr rosea clarz e
1dsea e 3 a 4 para a cOr carnim ou verme-
tha -~ auséneia de inibigdo - poderemos,
pelo quadro [1, situar aquéles minimos ini-
bitérios constantes do quadro | e, pela fig.
7, ter uma noclo visual do fendmeno:
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QUADRO I

Antibidticos adi-

U. I, ou meg/mi

1
Penicilina  ....... . ... 5 i i
Telraciclina ............ 10 é 5
Cloranfenicol ........... 14 | 1
Estrepetomicine ..., .. .. 306 30

0.5 01 0,05 0,025
2,5 1 0,50 0,25
2,5 1 0,50 0,25

20 0 5 5

H

Os valores em grifo correspondem as concentragdes inibidoras minimas.

QUADRQO II

Leite Tonalidades Acidez Coagulacho B-subiilis
amosiras T T aD inibicko
I [ )
A : 4 30 coaguiada | ——
B ] 28 Hauido +
8 1 a5 Hauido -
E3) 2 ) liguide e
E 3 T coagulado p—
i 4 T3 copguiado .
+ positlvo.
e rOEEUIVE

Fig. 7 - Tonalidades cromaticas na prova do C.7T. T A)Y Colora-
cice vermelha {tonalidade 4) -— leite contrdle com auséncia completa
de inibidor; By COr branca {fonalidade zero) - inibigdc completa;

C e Idy Roseo-clara e rdses (tonalidade 31 e 23

- inibkicdo média;

E ¢ Fy Carmim e vermeiha ({onalidades 3 e 4 - auséncia complela
de inibicdo.

Conforme pudemos verificar, as poiéncias
minimas inibitérias —- 0,05 unidades para
a penicilina, 6,50 meg para a tetraciclina e
o cloranfenicol ¢ 5 wnidades para a esivepio-
micina ~— Hmite de detetibilidade dos mé-
todes, em geral, se situam no indice 2 do

C. T. T., com acidez de teor ainda sensivel-
mente baixe, lendo em vista a acidez da
amostra conirdle e igualmente com produ-
gho do halo de inibigde, permanecendo o
leite no seu estade liquide, nfe coagulado.

As concentragbes malores daquéles anti-
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bidticos forneceram valores de acidés cada -
vez mais baixos ¢ C, T. T., 1 ou 0.

Em conlraparlida, amostras de leite, vei-
culando poténcias menores do que os mf
nimos  verificados, sub-concentragdes inibi-
torias, portante, atingiram o fndice 3-4 do
C.T. T, e uma acidés bastanie clevada, com
coagulagio positiva ¢ absolula negatividade
para a presenga do halo de inibigdo, com-
portando-se pois como o leite padrio e pas-
sando despercebidas, indetectadas, pelo crivo
déstes  processos,

Uma visualizagie do que foi explicado po-
derd ser melhor apreciado pela observagio
dos quadres Il e IV, referentes & penici-
lina e tetraciclina dissolvidas experimental-
mente no leite padrio.

Embora tenha ficado comprovada a baa
funcionabilidade da prova, individualmente
£ ne sen confunto, duranle a realizacie das
pesquisas das substincias inibidoras, em
amostras do leite tipo € do comércio, alguns
resultados  discordantes forsam  surgindo.

A presenga de inibidor era acusada pelo
GTUT., em gradagio 1 ou 2, com baixa
produgiio de 4cide e incoaguabilidade, sem
que halo de inibigio se formasse. Inire-
tanto, conforme verificado, os trés métodos
tinham acuidade muito parecida.

Porém, pareceunos gue o conjunto
C.T.T., ¢ acidimetria, funcionande em con-
seqitnela da presenca do S, thermophilus,
& mais sensivel A presenca da penicilina, po-
dendo mesmo denuncid-la, na poténcia de
0,01 unidades/ml do leite. Em contra-par
fida, o processo da placa ~— B. subliles — ¢
capaz de denunciar a estreptomicina em ni-
veis de até 2.3 unidades/ml.

Suspeitamos entdo de um outro mecanis-
mo até entiio ndo verificado ou melhor, nie
pesquisado, da presenca naqueles leites de
associagdo de antibidticos ou owires inibido-
res, em sub-conceniraghes inibitérias, capa-
zes, porém, nessa forma, de se tornarem

QUADRO ITI

nada ao leite ) _
Peniciting adicio- Cc. . T, Aeidez . = B‘-S-ubﬂf.ts
padrio Tonalidades D Coagulacdo | iibicsio
U.1./mi ’ ’
5 0 23 liguido +
1 G - 23 Hguido +
6,50 o 26 4 liguide +
0,10 E ag Hguido s
3,05 2 45 liguido e
0,023 4 58 coaguiado
CONTRA-PROVA )
Leite padrao 4 B0 ‘coagulade —
QUADRO IV
Tetraciciina adieionada C.T. T Acidez B-subiilis
ao lelte padrdo Tonalidades o) Coagulacio inibicio
moeg/ml
5 G 25 liquido -+
2,5 G 24 iquido -F
1 G 28 Yiguido +
G5 1 40 liquido +
.25 4 61 coagulado —_
CONTRA-PROVA
ielfe padric 4 80 ¢oagulado e
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QUADRO V

Pe“i‘ﬁlfzieaé;‘g;’;fda e Addez | ese | Brsubtilis
.p Tonalidades R g inibicao
.. /ml )
0,05 2 & | liquido +
0,025 4 683 cogguilado -
Penie, 0,025 U. L/mi
Tetrac. 0,25 mcg/mi .
adieion. ao padrio 2 42 ligutdo -
CONTRA PROVA
Leite padrio 4 50 coagulado o
QUADRO VI
Tetracicling adicionada ‘
o C. T. T. Acidez i o B-subtilis
ao leite 'g;adm(} Tonalittades oT3 Coagulagao inibicho
meg/ml
050 2 4G Hgquido +
0,25 4 61 coagulado —
Tetrac., 0,25 meg/mi
Penie. 4,025 U, I./ml ) s .
adieton, ac padrio 2 a8 tiquido -
CONTRA-PROVA.
Leite padrie. 4 20 | coagulado —_

deiectaveis, pelo C. T. T., e acidimetiis, po-
rém, nfio fornecendo halo algum de inibigfo.
Para esclarecer esta @ltima hipotese, associa-
mos, em laboratdrio, sub-concentragbes ini-
bidoras, de diversos antibiéticos, obtendo am-
pla confirmagho do fato, conforme demons-
trado nos quadros V e VI, com a asscciagio
penicilino-tetraciclina.

2. Determinagao “in vive”, no leite de ani-
mais estabulados, de peniciling e tetra-
cicling, por nds especialmenie injetodas
e difundidas, por vie inire-mamdrie, na
forma de suspensdo.

Os antibioticos escolhidos foram a penici-
lina benzatina, injetavel, ¢ a tetraciclina in-
jetdvel e em forma de suspensfio, para usoe
inlra-maméario. A penicilina benzatina, de
vido a sua eliminacio lenta, em média de 3
a 5 dias. A teiracicline, pela sua mais ra-
pida eliminagio e o mesmo antibiftico, na
forma de preparados -anti-mastite, por se eli-
_minar em doses mais elevadas, alé um pe-
riodo de 72 horas, facultande pois boa obser-

vaco do fendmeno e servinde como conlra-
prova positiva para a funcionabilidade dos
testes propostos, :

As experimeniagbes foram efetuadas na
Estagao Experimental da Agua Fanda do De-
partaments de Producio Animal, com vacas
da raca Jersey, pesando 300 e 370 quilos e
respectivamenie com 3 ¢ D anos de idade e
produgdic média leiteira de 6,4 e 8,2 litros.

A dose terapdutica da penieilina I. M., é
de 10000 2 20000 U.L/kg de péso vivo e
da tetraciclina IL.M., 600 mg a 1 g, e foram
ministradas, respectivamente, em doses Gni-
cas, - A suspensdo, para uso inira-Ipamario,
na propercio de 200 mg por quarto ma-
mario,

As amostras de leite foram colhidas cada
24 horas e examinadas alé complete desa-
parecimento dos antibiéticos, dentro das pos.
sibilidades dos métodos.

O proprio animal a ser tratado servin pré-
viamente de contra-prova, tendo sido as amos-
tras colhidas no mesmo ritmo horario e
igualmente examinadas para a presenga de

a3
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QUADRO VII

Teor de Penicilina benzatina, U.1./mi, ne leiteg,

Pericilira no periodo de zero & 120 horay de ordenhs
Vaca .
henzatina
n.e V. L/kg # Horas
] 24 E 48 i 72 i 96 120
— 0 o ‘ 0 0 0 ¢
155
200060 0 0.1 I 0,08 0,06 6,05 0

* Injec&o fOnlca de 62000600 U1,

QUADRO VIIL

Traducdo dos velores do guadre VI nos indices de prova C.T.T. Acidez

84

¢ Placa mais B. subfilis

Crrdenha CTT, Acidez Coagulacio B. subtilis
Horas Tonatidades °D g ' inibighac
0 4 63 coagulado et
24 1 48 liguide +
48 1 43 liguido -+
72 2 50 figuido -+
a8 i 50 iguido o+

120 a 55 coagulado —
QUADROC IX
Teor de tefraciclina -— meg/kg — no
leite, no periodo de zero a 96 horas
Vaca Tetracicina da ordenha
ne moeg/EKg*
Horas
o | 24 48 ; 96
a 0 il 0 i ¢
133
2700 - o 0,7 0.3 ‘ 1]

* Injecflo Gniea de I g de tetraciclina.

QUADRO X

Traducdo dos valores do quadre 1X, nos indices das irés provas

Ordenha C.T.T. Acidez Coagulachio B. subtilis
Horas Tonalidades L) - inibicéio
0 4 78 coagulado —

24 1 a2 Hquido -+
48 2 36 Hoguido +
72 4 61 coagulado J—
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QUADRO XI

Teor de tfetraciclina — meg/ml — no leite
Tetraciclina ne periode de ¢ a 96 horas de ordenha
Vaca meg/guarto
mamério * Horas
0 24 48 T2 90
0 O [¢] i} O Q
133
200 g 10 1 ) 0

* Difgndida por via intramaméria

QUADRO XII

Trodugdo dos valores do quadro XI, segundo os indices das provas

Ordenha C.T. T Acidez Coagulacio B. subtilis
Horas Tonalidacdes o
5] 4 60 coagulado —_
24 & 22 liguide -+
48 1 33 liguido +
T2 34 53 coagulado .
| 26 4 61 ceaguiado o

inibidores, apds o aquecimento a 80°C du-
rante 5 minutos,

Os quadros seguintes {VIE a XH} sinteti-
zam os resultados e fornecem a sua tradu-
¢do, segundo os findices e normas dos trés
métodos utifizados:

3. Pesquise de substéncias inibidoras, em
especial a peniciling, no leite tipo €

consumide na Capital de Séo Panlo.

Para a realizacfio déstes exames, as amos-
tras de leite tipo C foram adguiridas do Co-
mércio e obtidas simmliAneamente, em pon-
tos diametralmente opostos, em dias diferen-
tes, de tddas as marcas industrials existen-

tes & venda - ILeco, Paulista, Unife e Vi-
gor, acondicionadas em gélo e rapidaments
transportadas,

No laboratéric eram, no mesmeo dia,
submetidas aes exames de rotina corren-
tes — fisico-quimices, bioquimicos, baclerio-
Iégicos, tals como: pesquisa de conservade-
res diversos, principalmente o aldeido fér-
mico e o peroxido de hidrogfnio, presenga
de redutores da acidez, adredemente colo-
cados, da acidez, prova do alizarol, densi-
dade, criscopia, redutase pelo azul de meti-
leno, peroxidase, fosfatase, contagem global

em placas, colimetria e a prova da resisidn.
cia em temperatura ambiente -— coagula-
gdo — além de oulras mais.

Simultineamente era pesquisada especial-
mente a presenca de compostos de amdnio
gquaternario e de sulfamidicos,

Apés  aquecimento, - as amosiras eram
submetidas ds provas de pesquisa de subs.
tincias inibidoras, sendo as gue forneceram
resultados positivos testadas com a penici-
linase.

Examinamos um total de 1000 amesiras,
em dias diferentes, que abrangeu um pe-
riodo de cérca de seis meses de constantes
verificagbes, resultando a constatagio da
presenga de substinciaz inibidoras em 99
das amostras de leite analisadas.

As sulfas, o ambnic quaterndrio ou demais
substincias quimicas p&c foram encentra-
dog, tendo sido porém em 1,9% das amos-
tras examinadas evidenciada a penicilina
em poténcia que variou de 0,05 a 0,50 uni-
dades por mililitre de feite. Portanto, das
1 600 amostras vistas, 90 mostraram conter
substdncias inibidoras, 71 das quais, ndo
identificadas e 19 correspondendo A presen-
ca da penicilina na poténcia de 0,05 a 0,50
unidades/ml, conforme demonstrade no qua-
dro XIII:
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QUADRO XIIIX

Leites penicilino-posifivos

Poléncias N£ Amostras
¥ 1./m]
005 ...... 3
0098 ... 1
(35 7+ BRI P
0,30 ...... 3
0,46 .. ... 7
650 ..., .. 3

Entretanio, durante o periode de realiza-
¢io das referidas pesquisas, sucedeu que,
para as diversas amostras adguiridas no co-
mércio, de uma mesma marca industrial,

mem mesmo dig, porém em estabelecimentos-

comercials distantes, enconiramos uma das
amostras confendo penicilina, estando porém
as demais negativas, inclusive para a pre-
senca dos inibidores em geral.

Tal fato, aparentemente contraditério,
torna-se entretanle  bastante compreensivel
gquando lembramos do fato de que, no inte-
rior de Sao Paulo cu de outros Estados de
onde o lelle provém, os entrepostos usina
recebem a produgio local.

O leite global dessa wusina- entreposto é
portanto re;}feserzraéo pela convergéneia do
leite de todos os produtores da Jocalidade,
onde é o produte filirado, padronizado, ve-
frigerado e ftransportade em earros-fangues
isolérmicos ou ndo, com capacidade varia.
vel e média de 10000 litros.

Em Sdo Paulo, nos diversos estabelecimen-
tos de beneficiamento, é o produte hom-
heado diretamente do carro lanque para os
pasteurizadores, pasteurizade ¢ a segulr es-
tozado em tanques isolérmicos, com eapaci-
dide também varidvel em média 10000
hitros.

No momenio do engarrafamento, & 8sse
leite levado @ méaquina enfrascadora, engar-
rafado e acondicionado em cesias gradeadas
¢ distribuidas ae consumo.

Terminada a operagio, pelo esgotamento
do contefido do tanque-esiogue, passa-se ao
seguinte, contendo leite proveniente de ou-
tra procedéncia.

O prodato consumido na Capital nfo @
pois o resultante da mistura glebal da pro-
ducio- da bacia leiteira do nosse interior on
de outros Estados, mas sim das regifes pro-
dutoras, parceladamente.

26

Portanto, ndo ¢ de se estranhar que amos.
tras colbidas em ponios diversos, embora do
mesmo produte comercial, fornegam resul-
tados diferentes,

Tendo em vista o sucedido, resolvemos
fazer em uma das usinas de pasteurizago
de leite da Capital o exame sistematico do
leite provindo das diversas zonas de forne-
cimento, colhendo as amestras de diferentes
regides produtoras, & medida gue chegado.

Apobs - exames seguidos, consegnimos des
tacar uma fonte produtora do interior, cajo
leite se apresentou veiculando substincias
inibidoras nfo identificadas, diferentes da
penicilina. ‘

Feita essa verificagho, providenciou-se a
ida de um grupo téenico a essa regifo de
nossa interlindia onde, no respectivo posto
de resfriamento e & medida que chegava,
iam sendo colhidas amwostras do leite de to-
dos os produlores da localidade,

Examinadas, essas amosiras acusaram po-
sitividade para a presenga de substancias
inibidoras em cérea de 209 do total glohal.

Estava peis comprovada a nossa previsfo,

Nao havendo tempo 0til para se chegar
alé as fazendas enja producgio inguinava o
tolal da produgiio local e desvendarmos in
loco a etiologia do processo, sabendo quase
certo serem agenies terapéutécos a8 respon-
saveis pela situacio criada, deixamos reco-
mendaches saneadoras, entre outras, o afas.
tamento da ordenha leiteira do animal que
estivesse sob lratamento veterinario.

Dias apés, na, Capital, no laberatorio,
constatames com satisfacio gue o leite da-
quele Jocal se enquadrava na normalidade,
ndo mais veiculando os inibidores. _

Partindo . do efeito, na Capital, haviamos
conseguido chegar até as causas remoias,
nas fazendas de proéugéo do interior, abten-
do a correcho necessiria.

{Queremos, dentro do preceito da técnica,
por em énfase o cuidade e%}}ecml que se deve
ler com a pnmcﬂzndse,, devido & sua terme-
sensibilidade ¢ & possibilidade da sua con-
taminagio durante os diversos manuseios,
pois lais fatos obrigaram a desprezar o re-
sultado oblido para quase 200 amostras, corn-
pelindo-nos a recomegar as pesquisas em
andamento,

A Pseudomona aceruginoss, como germe
de prova, pela sua resisténcia aos antibié.
ticos & sulfas, no discrime com os vesligios
de substincias quimicas por nds adiciona-
das ao leite padrdo, mostrou-se insatisfatd-
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Tia, por resistir também a acdes inibidoras
diversas.

Enquanto o Bucillus subtilis e a Sarcing
lutea A. T. C. C., 9341 apresentavam halo
de inibicio com o aideldo formico a 1:40 000,
ia a P. aeruginosa nada mais r?vefou

4. Verificagio em. laboratério, pelo adi-
clionamento de antibicticos ao leite, du
tnterferéncic dae presenga  dessas. ubs-
tdncias nos resultados dos exames bro-
nwwlégicoc rotineiros — biogquimico,
quimicos e bacteripldgicos — e as con-’
seqiientes folhas: na. aprecwgao da real

qualidade do, leite,

O leite, pelas suas préprias condigbes de
producio, em fonte animal, snjeito a ma-
nuseios inevitdveis, sende substraio de extra-
ordindrio  potencial putritivo, ¢ um vasio
caudal onde crescem e se reproduzem cen-
ienas de milhares de células bacterianas, em
ondas sucessivas #

veicula inibideres de crescimento. bacteria-
no, mesmo mantido & temperatura ambien-
te, nfio se deteriora por varios dias, demons-
trando assim.uma resisténcia invulgar.

Portanto, ‘dois produtos diversos desigual-
mente contaminades, veiculando, porém, es
mais poluidos- vestigios de wm inibidor, for-
necerfo, horas apés o exame, resultados de-
siguais, sendo paradoxalmente o pior con-
siderade como o dé melhor qualidade, bur-
lande a prova de rotina da determinacgio
da acidez, redulase e o exame bacteriold-
gico. o

Para ilustrar o fato, flvem% em labora-
torio, uma séric de ensajos, acrescentando
antibiéticos a amostra de leite cru, recém
chegada do interior e isenta de inibidores.

O leite era examinade no momenlo da
prova e depois adicionado. com penicilina
— 1 unidade/ml, e tetraciclina — lmecg/ml,
sendo deixado & temperatura ambiente pelo
periodo de 10 horas. e, apds, novamente
examinado, Os quadros e. folografias que
se seguem esquematizam os resultades obti-
dos, mostrando a notivel influéncia inibité-

‘Entretanto, apesar de ser alimento pere- ria sbbre a flora global do leite (Quadros
civel, quando, desde a fonte de produgio, XIV e XV; Fig. 8 ¢ 9).
QUADRO X1V
Leite cru isento de intbider {producéio recenfe). Exame de roting
Contagem micro- - .
biana global em Collmetria Redutasimetria Acidez
’ placas N.M. P, min. o5
colOnias/mi
30 000 000 2400 + 160 18 i
Y QUADRO XV
.~ Leite ¢ru apds 10 horas do examé de prova
L Contagem microbiana glo- | Cofimetria Redutasimetria Acidez
Leite bal" em placas. cold: N.M.P. min, ofy
nias/mi
Isento de inibidor 200°060 000 2 400 + 20 68
Mais peniciiina'.-,
10U L/ml o - 50.000 000 o400+ L 120 43
Mais tetracicling, )
1 meg/ml (... 38 000 600 2 400 -k 1360 jra
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Fig. 8 — Placa de gelose-padrio semeada com leite cru isento
de inihidor (diluicdo 1:1 GOG 006,

Fig., 9 - Placa de gelose-padrio semeada com ¢ Ieite acres-
centado com tetraciclina I :nceg/ml, na diluiclo de 3:1 060 000,

28
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Os coliformes nfio evidenciaram modifi.
cagbes significativas {Quadros XIV e XV},

Os resultados para as provas de pesquisa
de presenga presuntiva de coliformes nfo
sofreram modificacbes significativas,

Como contra-prové das observagbes vis-

tas, a partir das amostras do leite cru isento
de inibidor ¢ do mesmo contendo a penici-
lina e a tetraciclina, inoculamos 29 de
starter de logurte, dentro da técnica da pro-
dugfo comerpial e cultivamos a %egmr a

46-43° C.

Como nilo po&m dmxar de acontecer, o

Togurie produzide a partir de leite cru exi.
giu crea de 2 h 30 m para uma completa
coagulaciio, fornecendo no final uma -aci-
dez de 70° D, enquanto que as demais amos-
tras 6 chegaram a coagular apés 4 a 6
horas de incubaglo, produzindo mesmé as-
sim uma acidez de muite baixo valor ¢ uma
menor concentracio da flora, guando exa-
minada ac micrescpio (Fig. 10 e 11, p&-
gina seguinte}.

Alis, o fato relatado constitue a base do
processo da pesquisa de substiincias jnibide-
ras descrite, empregando a acidimetria.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Segundo pudemos constatar na maioria
dos trabalhos gque Hvemos a oportunidade
de compulsar, principalmente de autbres
americanos, é 0 iratamento da masiile pelo
emprégo de suspensdes difundidas por via
mtra-mamaria, entre ocutras. eausas,’ o gran-

de responsivel pelo aparecimento de subs--
tdncias inibidoras no leite de consumo da .

populagao eu no produto destinado 4 indus-
trializagfio. : ‘
Tendo em vista a fregiiéncia com que
ocorre a afecgio, verdadeiro flagelo do gado
leiteiro e na- impossibilidade de proibir o
usc de medicamentos, como recurso tera-
péutico realmente valioso, recomenda o
Food end Drug Administrazion, nos E. U A,
que no proprio tube contendo antibidtico
para a infusfo intra-mamaria seja impres-
sa a adverténcia de que o leite produzido
pelo animal assim tratado nde deve ser dado

a0 consumo hiimano até o praze minimo de

72 horas apds a wltima aplicagéo.

A incorporagic de substincias corantes,
ndo téxieas, como a clorofila soltivel ou ou-
tras diversas, na suspensfc para uso inira-
matnarie, eliminando-se ac mesmo passo do

que o antibiftico e dando na ordenha uma
apreciagio visual do fenbmeno, tem sido re-
comendada ¥ %%,

Os antibidtitos empregados na alimenta-
¢io do gado praticamente nfio interferem ne
aparecimento dos vestigios  daquelas subs.
tdncias, o mesmo acontecendo guando em-
pregidos per via intra-uterina,

Os demals antibidticos - injetaveis, tetra-
ciclinicos, cloranferiicol, ou associagBes anti-
bifticas, ¢ mesmo a penicilina G, comum,
eliminam-se rapidamente, em 24-48 horas.

A penicilina retard, cuja eliminacio vai

cem média de 3 a 5 dias, & susceptivel de
“enireter wm nivel aprecidvel da droga no

leite ‘ordenhado. _

No campo de industrializagio dos produ-
tos de leite, o problema principal criado
pela presenca dos inibideres em geral e dos
antibidlicos ‘em especial, & 2 completa au-
séncia on diminuigio acentuada da produ-
cdo icida nas cuolturas” dos sterier, inibindo
enire outros o crescimente do Streplococcus
lactis, S, thermophilus, S. Durans, Lactoba-
cillus luctis, L. helveticus, L. bulgaricus, L.
caser, Leuconostoc citrovorum, etc., de ma-
neira varidvel

Na indistriz do queijo, mesmo gunando
se constata no leite a presenga de substin-
cias inibidoras, é o preduto empregado, ten-
do-se porém o. necessério cuidado de auvmen-
tar o velume do inoculum, prolongar o pe-
riodo- de incubagio e de produglo 4cida e
aumentar a gquantidade do sal adicionado.

No setor dos leites fermentados, como re-
curse de industrializacio, procuron-se em-
pregar “‘starter” constituida de germes an.
tibidtico-resistentes, porém a produgio icida
deixa muito a desejar, repercutindo ne or-
ganoleptismo . do pm&uw

Como consegiiéndia de ordem de Saude
Publica, da vefculagio ha longos anes, do
antibiético no leite, principalmente a peni-
cilina, além do aparecimento de estreptoco-

‘eos e estafilococos piogénicos resistentes, de-

vemos poér em destaque o papel désse resi.
duo na eticlogia de fendmenos alérgicos
cutiineos, em pessoas sensibilizadas,

Tendo em vista as 3 pesquisas nacionais
nos E. 1. A, nas quais ficod demenstrado
gue diversas amostrag de leite do coméreio

-continham quantidades variaveis de penici-

lina, o “Food and Drug Administration”,
em 1959, reuniu em conferéneia wm painel
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bacterianos

Fig. 10 — Aspecto microscdépico da fiora de Togurte produzida & partir do
leite padrio. 1400 x.

i

Fig. 11 ~— Aspecto microscépico da fiora de Togurte produzida & partir do
leite mais tetraciciina. 2240 x.
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de autoridades médicas no campo especiali-
zado da alergia capsada por anlibibficos,
para avaliar o risco 4 safide pablica da in-
gestio de antibidticos veiculados no leite e
derivados.

Chegou-se & conclusiio geral de que “og
antibidlicos diversos, tais como a bacitra-
cing, neomicina, polimixina B, tetraciclina,
todos utilizados em preparados anti-masti-
ticos, nfio constiluem um risco & sande”.

Entrelanto, conclulu-se também, que “a
penicilina, quando presenie no leite, mesmo
em pequenas parcelas é aliamente anti-
ghnica e capaz de causar reagBes alér-
gicas em pessoas sensibilizadas”.

Foi estimado que, nos E. U. A, o niume-
ro de pessoas alérgicas incliia cérea de 10%
{(dezessete mithtes) da populagio total e
qgue as reagbes alérgicas & penicilina varia-
vam de um gran médic até reacbes de aha
intensidade.

Em nossas pesquisas encontramos guanti-
dades de penicilina variaveis de 0,05 a 0,5
unidades/ml, ou seja, respectivamente 5 e
50 unidades/100 ml.

Nos Estados Unides, entretanto, a maio-
ria dos alergistas consultados afirmaram
gue, em casos especiais, 2 a 3 unidades de
penicilina ingerida produziram uma reagdo
do tipo &nafliailco, em pessbas com alto grau
de sensibilizacie e gue havia suspeitas de
que a penicilina veiculada no leite estivesse
sendo a causs da urticdria recurrente, fre.
guentemente encontrada.

No setor da Inspeccio Sanitiria, o fal
seammente induzide pela presenca de subs-
iincias inibidoras, através da hacteriostase,
na justeza da apreciacio dos exames bacte
riologicos ‘rotineiros, s0 permite avaliar a
gualidade ainal do produto examinado, le-
vando a considerar um leite altamente po.
luido como de hda qualidade, retirando da-
quele exame a sua elevada funcio julgadora,

A nposso ver, a pesquisa de substineias
inibidoras no leite e, principalmente, da pe-
nicilina, deve ser tornada ohrigatéria e rea-
lizada, a par dos exames de rolina, no pro-
duto em estado de cru, advindo de cada
regi@o de producéo.

- {Js métodos _por nos utﬁﬂadoa tém, jus
tamente por ésse motivo, caréler :rapido,
acompanhando o ritmo de desenvolvimento
da redutase, podendo ser wutilizada como
prova seletiva de plataforma nas indistrias
de fabricagio de queijo.

O teste de acidimetria pode mesmo ser
realizado em regifes de pequencs recursos
téenicos, isoladamente.

E, finalmente, wma urgente campanha de
esclarecimento deve ser desenvelvida, visan-
do afastar da ordenha o gado lefteiro sob
tratamento antibiético ou sulfamidico, esta-
belecendo-se rigoroso policiamento a respei-
to e determinando-se, em todos os laboraté-
rios de contrdle higiénico do leite, sistema-
tico exame do predute advindo do interior,
regifio’ por regifo, visando localizar os fo-
cos de produgio do leite inguinado e o sen
saneamento dentro de praze mais ripido
possivel,

RESUMO

Os trabalhes de pesquisa da presenca de
inibidores bacteriancs no leite e derivados
vém, ha quase duas décadas, eariguecendo
a literatura mundial.

Os inibidores podem decorrer da presen-
ca de tragos de antibidiicos resulianies do
tratamento veterindrio do gado leiteiro e de
vestigios de substéncias quimicas ‘usadas na
higienizagio em laticinios.

Nos Estados Unidos, em 1959, o Food
and Drug Administretion considerou um
risco & satde pablica, pela sua capacidade
de formacgio de antigenos, a presenga de pe-
nicilina no lette e derivados, considerando
fraudado o produto que veicule antibidticos
em geral, tendo sido realizadas naquele pais
trés pesquisas de Ambito nacional, em que
foi constalada a presenga de antibidticos em
poténcias diversas.

A penicilina & responsabilizada pelo de-
senvolvimento, em pessbas sensibilizadas, de
dermalose em cardter crénico ou recarrente.

Na esfera da  inspecio de Alimentagdo
Pablica, a presenca de inibidores. do cres-
cimento e da muitiplicagio bacteriana po-
deria falsear o julgamento da qualidade do
produto, pois os exames de redifase, con-
tagem bacteriana, pesquisa de acidez' elc,
forneceriam apenas ¢ estado atnal da flora.

Um leite altamente contaminado desde a
fonte de producfo, porém contendo inibido-
res, fornecerd um resultado satisfatério ao
exame de rotina, feite na Capital. Parade-
xalmenté, um leite produzido sob condigBes
padries de higine, mas sem conter inibi-
dores, submetido ao mesmo exame, sexd con-
siderado ceme de plor qualidade.
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No setor da Industrializacho do leite, sfo
altamente nocivos os efeilos da presenca de
inthidores, devido & baixa produciio de
acido pela flora parcialmente imobilizada.

Em que pesem os fatos relatados, no Brasil
ainda ndo se cuidou de pesquisar a presen-
¢a de substincias inthidoras em geral, prin-
cipalmenie a penicilina, ne leite ¢ seus de-
rivados.

Usando métedos ripidos que fornecem
respostas em 2h30m a 3h30m, fol pesquisada
no leite, tipo €, de consumo da capital de
S0 Paulo, & presenga de inibidores bacte-
rianos, tendo sido consiatada a presenca dos
mesmos em 3% das 1000 amostras exami-
nadas, correspondendo a penicilina a 1,9%
do total encontrade, em quantidades varig-
veis de 0,05 a 0,5 unidades por mililitro de
leite, )
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