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Eleven dairy cows in different stages of lactation were treated with cefa-lak or cefa-lak 
combined with Procaine Penicillin G. Four cows treated with cefa-lak were paired with four 
untreated cows and their milk tested for penicillin residue by the Charm Test. Cows treated 
with cefa-lak only, had 50% of the samples positive at one sample beyond the withdrawal time. 
Combination of cefa-lak and Procaine Penicillin G also had positive samples after the re
commended withdrawal time. Carry over of penicillin residues through the rnilking equipment 
was observed. This finding suggests that milking equipment be completely rinsed after milking 
treated cows, or that treated cows be milked after untreated cows. Sensitivity of the Charm 
Test was confirmed and the data indicate that new withholding times should be investigated 
using more animais, so that a definitive recommendation can be made. 

INDEX TERMS: Penici!lin, detcction in milk, radioimmunoassay technique, Charm Test, cattle. 

SINOPSE.- Onze vacas em diferentes fases de lactação foram 
tratadas com cefa-lak ou cefa-lak em combinação com Penici
lina G Procainada, e quatro vacas tratadas com cefa-lak foram 
pareadas com quatro outras não tratadas. O leite destes ani
mais foi testado pelo ensaio rádio-imunológico para determinar 
a persistência de penicilina no leite. Das vacas só tratadas com 
cefa-lak, 50% apresentaram o leite contaminado por penicilina 
108 horas após o tratamento, enquanto que a recomendação 
do laboratório que produz o medicamento indicava uma reten
ção do leite por 96 horas o tratamento. Animais tratados com 
cefa-lak em combinação com Penicilina G Procainada também 
apresentaram amostras positivas além das horas recomendadas 
para a retenção do produto. Foi observado q transporte de Pe
nicilina, através da ordenhadeira, do leite dos animais tratados 
para o dos não tratados. Esta observação sugere que uma lim
peza completa deva ser feita na ordenhadeira após a ordenha 
de animais tratados para que esta contaminação não aconteça 
ou, ainda melhor, que todas as vacas tratadas só sejam orde
nhadas depois que todas as vacas não medicadas o tenham si
do. A eficiência do ensaio foi observada. Os dados sugerem que 
deva ser estudado um novo período de retenção para estes pro
dutos. Maior número de animais deverá ser utilizado para que 
possam ser alcançadas conclusões definitivas. 
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INTRODUÇÃO 

A presença de antibióticos no leite constitui uma infração da 
lei, perante o órgão de -administração de medicamentos e ali
mentos (Food and Drug Administration, U.S.A.). A penicilina 
é uma preocupação especial para os órgãos da saúde pública, 
nos Estados Unidos, visto que este produto pode produzir rea
ções alérgicas em pessoas sensibilizadas. Foi estimado nos Es
tados Unidos que 17 a 20 milhões de pessoas podem ter rea
ções alérgicas durante a vida. Possivelmente através de repe
tidas ingestões de pequenas quantidades de antibióticos em 
alimentos, especialmente no leite e derivados, as pessoas 
podem ficar sensibilizadas contra estes medicamentos (Rosa
nove & Sta der 1961 ). Inúmeras reações severas e fatais devidas 
à penicilina foram observadas e despertaram a atenção em 
diversos países no mundo inteiro. 

Dos antibióticos usuais, a penicilina é dos mais freqüente
mente encontrados em alimentos. Welch et al. (1957), em le
vantamento estimativo de âmbito nacional dos Estados Uni
dos, verificaram que 95% das reações anafiláticas e 85% de 
outras reações moderadas contra antibióticos eram causadas 
pela penicilina. Demonstraram também a presença de penicili
na em 3,2, 11,6 e 5 ,9% dos laticínios distribuídos durante os 
três anos do levantamento. As concentrações encontradas va
riavam de 0,003 a 0,550 UI por ml, ou até 550 UI por litro. 

A administração intramamária de antibióticos é uma das 
principais fontes de resíduos desses produtos no leite (Ziv et 
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al. 1974). A efürlnação de antibióticos pelo úbere é condicio
nada pelo tipo de emoliente usado, quantidade de leite produ-
zido, características do produto usado e condição do úbere. A 
implicação do veículo usado ( de rápida ou lenta eliminação) e 
a concentração do medicamento no leite têm merecido a aten
ção das autoridades e o assunto tem sido revisado (Mercer et 
al. 1976). 

Os resultados obtidos nas diferentes pesquisas geram con
trovérsias quanto ao período de retenção do produto e sobre o 
efeito terapêutico dos diferentes medicamentos usados. Maior 
concentração do antibiótico e sua persistência por mais tempo 
é o desejado, do ponto de vista do tratamento, mas a situação 
é totalmente inversa quando se considera o possível resíduo do 
antibiótico no leite (Siddique et al. 1965). Vários antibióticos 
persistem no leite por mais de 96 horas após a administração 
do medicamento por via intramamária (Albright et al. 1961, 
Mercer et al. 1970). 

A solução para este problema tem sido amplamente pesqui
sada e o uso de emolientes de rápida eliminação talvez seja a 
solução, mas provavelmente deverá ser usada uma dose maior. 
do produto para compensar o curto período de ação do anti
biótico (Wilkinson 1969). Pesquisadores têm declarado que 
maiores concentrações de antibióticos e ação mais prolongada 
destes são desejáveis, mas estas opiniões foram geradas de da
dos provenientes da concentração do produto no leite; isto tal
vez não mostre, necessariamente, a concentração e duração de 
antibióticos no úbere (Ziv 1980). 

O úbere bovino é um órgão no qual é difícil estudar o com
portameJtto de medicamentos. O método mais comumente 
usado é o de medir o índice de efüninação de determinado pro
duto e também a percentagem do antibiótico recuperado no 
leite (Ziv 1980). Embora exista um grande volume de informa
ções sobre a concentração de antibióticos após aplicação intra-

. mamária, dados referentes ao período de recuperação destes, 
após a aplicação, são bastante limitados. A recuperação de an
tibióticos no leite é influenciada por diversos fatores. Entre os 
mais importantes estão o excipiente e o emoliente usados, pois 
estes componentes determinam a velocidade da liberação do 
produto no úbere; o tamanho, a quantidade de leite e o índice 
de absorçã'o do medicamento no úbere são outros fatores inter
ferentes (Ziv 1980). 

Presentemente não existe um teste rápido e eficiente para a 
detecção de antibióticos no leite que possa ser usado por pro
dutores ou em plataformas receptoras de leite. Os fatores limi
tantes dos testes disponíveis são principalmente os seguintes: a 
pouca sensibilidade dos testes, insuficientes para a detecção 
dos níveis desejados, e o longo tempo necessário para sua exe
cução. Através dos anos, diferentes testes foram descritos; cada 
um foi usado por algum tempo e, depois, abandonado por ter 
sido suplantado por outro, dotado de maior sensibilidade ou 
outra vantagem analítica. Tradicionalmente, os testes usados 
para determinaçã'o de penicilina no leite requerem, no mínimo, 
3 horas para obtenção dos primeiros resultados. Este longo 
tempo requerido é um dos maiores obstáculos para a aceitação 
de tais métodos pelas indústrias de laticínios, pois nenhuma 
delas pode esperar durante tanto tempo por resultados labora
toriais para só depois descarregar o leite. 
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Um ensaio rápido para detecção de -penicilina no leite 
("Charm Test"4 ) foi recentemente descrito (Anonymous 1980) 
com a informação de que os primeiros resultados podem ser 
obtidos em 15 minutos, podendo ser analisadas 8 amostras por 
hora. Abdurahman e Parsons (1980a) fizeram um estudo com
parativo do "Disc Assay" e "Difco Assay" com o Charm Test 
para a detecção de penicilina no leite. O Disc Assay e o Méto
do Difco detectaram penicilina, respectivamente, em apenas 63 
e 76% das amostras nas quais o Charm Test no nível O detec
tou esse antibiótico. O Charm Test detectou penicilina por pe
ríodo mais longo após a aplicação intramamária do produto do 
que os outros testes usados. Em outro experimento de Abdu
rahman e Parsons (1980b ). foi encontrada boa correlação 
quando o Disc Assay e o Charm Test foram comparados ao ní~ 
vel de 0,025 por ml. O mesmo Charm Test detectou resíduos 
de antibióticos no leite por mais tempo e foi também mais sen
sível que o Disc Assay. Quando 1 73 amostras de leite foram 
testadas, menos de 1 % delas foram confirmadas positivas para 
penicilina pelo "Standard Disc Method" (B. subtilis) e pelo 
"Delvotest P ampule method" (B. stearotermophilus); para o 
''Disc Assay" e o "Charm Test", o número de amostras positi
vas variou: o Disc Assay teve menor número de amostras po
sitivas, e o Charm Test, maior número de amostras positivas 
(Kelly et al. 1980). 

Os objetivos deste estudo foram: a) determinar a presença 
de penicilina no leite de vacas após tratamento, usando o 
Charm Test (ensaio rádio-imunológico), b) verificar por quan
to tempo a penicilina persiste no leite após o tratamento; 
c) investigar a possibilidade de transporte ·de penicilina do lei
te de uma vaca tratada para o de outra não tratada, através da 
ordenhadeira. ' 

MATERIAL E MÉTODOS 

EXPERIMENTO 1 

Amostras de leite foram coletadas de 11 vacas em diferentes fases de 
lactação, pertencentes ao plantel do Departamento de Zootecnia da 
Universidade de Illinois, durante 10 ordenhas após o tratamento com 
penicilina. O leite de cada animal foi coletado em frascos individuais 
após completa mistura do leite obtido na ordenhadeira. As amostras fo
ram refrigeradas a 4ºC até serem testadas no mesmo dia da coleta. 

Tratamento dos animais 
Oito vacas fÔram tratadas <;om cefa-lak (cephapirin sodium) 200 

mg5• O produto foi injetado no quarto mamário afetado com mastite, 
segundo recomendação do fabricante. O período para a retenção do lei
te após o tratamento, para este produto, é de 96 horas. 

Três vacas foram tratadas com cefa-lak 200 mg em cada quarto ma
mário afetado com mastite e mais 50 ml de Penicilina Procainada IM 
(Procaine Penicillin G USP in aqueous suspension pen-aqueous). Cada 
ml de Procaine Penicillin G tem 300.0Õ0 UI com 0,12% Methilparaben 
e 0,014% Propylparaben como preservativo6; este medicamento, segun-. 
do o fabricante, tem um período de retenção de 72 horas após o trata
mento. 

4 Penicillin Assays lnc., Boston, Massachussetts 02111, USA, 
5 Bristol Labo:ratories, Syracuse, New York 13201, USA.. 
6 Med. Tech. Inc., Elwood, Kansas 66024, USA. 
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EXPERIMENTO 2 

Quatro animais tratados e quatro não tratados foram pareados, e amos-· 
tras de leite foram coletadas durante quatro ordenhas consecutivas, 
usando-se a mesma metodologia empregada na primei.Ia etapa. 

Procedimento 
Quatro vacas tratadas com cefa-lak 200 mg por quarto mamário afe

tado foram pareadas com quatro vacas não tratadas: As vacas não trata
das foram ordenhadas após a ordenha das vacas tratadas sem se lavar a 
ordenhadeira entre as ordenhas de cada par de animais. 

Charm Test (RIA) para detenção de penicilina no leite 

Reagente, 
Reagente A: carbono radioativo 14. O diluente A foi acondicionado 

ao reagente A, seguindo instruções do fabricante; a preparação foi feita 
à temperatura ambiente até obter-se perfeita homogeneização e conser
vado em gelo enquanto em uso. As sobras não usadas no mesmo dia fo
ram conservadas a -20<>c até que seu uso fosse oportuno. 

Reagente B: O diluente B foi adicionado ao reagente B à temperatu
ra ambiente, seguindo indicações do fabricante. Após adicionar o pri
meiro mi, a suspensão foi agitada em agitador mecânico. A suspensão 
foi então completada e homogeneizada com uma pipeta, para assegurar 
a perfeita diluição do reagente, e incubada por S minutos antes de entrar 
em uso. As sobras não necessarias para a rotina diária foram conservadas 
a-20°C. 

Solução padrão 
O leite controle zero foi preparado em água morna, a partir do leite 

em pó seguindo as instruções do fabricante. O leite assim preparado era 
refrigerado para assegurar que todas as amostras estivessem nas mesmas 
condições quando testadas. Em 100 ml do leite controle zero, eram adi
cionados 0,0S u/ml da solução padrão. A solução padrão, a 0,008 u/ml, 
foi conseguida mediante adição de 8 ml de unia solução a 0,0S u/ml 
em 42 ml do leite controle zero. Todo o equipamento e reagentes usa
dos foram obtidos de Penicillin Assays 7• 

Preparação preliminar 
Os reagentes A e B só eram utilizados após incubação por S minutos. 

a contar da preparação, sendo novamente homogeneizados antes do uso. 
O bloco metálico perfurado era aquecido à temperatura de 90ºC. A 
chapa quente era aquecida a uma temperatura tal que 0,3 mi de água 
evaporassem rapidamente de um cadinho metálico raso colocado sobre 
ela, A centrífuga era ligada à velocidade máxima, segundo recomenda
ção do fabricante. 

A execução do Charm Tert 
Pipetam-se S ml do leite cru para cada tubo de 13 x 100 mm. Adi

cionam-se i cada tubo 0,2 ml do reagente A, agitando-se a suspensão no 
agitador mecânico. Adicionam-se, em seguida, 0,2 ml do reagente B a 
cada tubo e homogeneiza-se completamente a solução. 

Os tubos são colocados no bloco metálico perfurado por 3 minutos 
a 90°C. Do bloco os tubos são transferidos para a centrífuga e centrifu
gados por 4 minutos à velocidade máxima. Elimina-se o sobrenadante e 
lava-se cada tubo por duas vezes, com bastante cuidado para não disper
sar o precipitado, depositado no fundo. Após duas lavagens, adicio
nam-se 0,3 ml de água ao tubo, que é agitado para ressuspender comple
tamente o precipitado, Despeja-se o conteúdo no cadinho, que é colo
cado sobre a chapa quente. Lava-se o tubo por mais duas vezes, para 
assegurar que todo o precipitado seja transferido do tubo para o cadi
nho que, após ficar completamente seco, é inserido no analisador de 
penicilina por 8 minutos. 

Para a determinação de resultados positivos ou negativos levou-se 
em consideração a média das amostras padrão 0,008 u/ml para os dias 

7 Penicillin Assays Inc., Boston, Massachussetts 02111, USA. 

em que as amostras foram analizadas. Leituras que ficavam a 1 desvio 
padrão da média, abaixo ou ~a desta, foram chamadas de valores 
críticos. 

RESULTADOS 

Tratamento de vacas com cefa-lak 
Resultados das amostras de leite coletadas de oito vacas tra

tadas com cefa-lak estio sumarizados no Quadro 1. O antibió
tico foi detectado até 120 horas após o tratamento em uma va
ca, e em 50% das vacas registraram-se amostras positivas 108 
horas após o tratamento intramamário com cefa-lak. 

Tratamento de vacas com ceJà-lak e penicilina procainada 
Animais que foram tratados com cefa-lak e penicilina pro

cainada apresentaram amostras positivas até 120 horas após o 
tratamento. Todas as três vacas tratadas apresentaram amostras 
positivas até a sexta ordenha pós-tratamento; em duas delas, as 
amostras permaneceram positivas até a décima coleta após o 
tratamento. Estes resultados estão sumarizados no Quadro 2. 

Transporte de antibióticos do leite de vacas tratadas para o das 
não tratadas 

Amostras de leite de quatro vacas tratadas e de quatro não 
tratadas, coletadas sem lavagem da ordenhadeira, foram anali
sadas pelo Charm Test. O transporte do antibiótico foi detecta
do no leite de todas as vacas não tratadas. 

Na primeira e segunda coletas, 50% das amostras de leite 
dos animais não tratados continham resíduos do antibiótico, 
quando testadas pelo Charm Test. Na terceira amostragem pós
tratamento, o leite de todas as vacas apresentou-se contamina
do com antibióticos quando testado pelo Charm Test. Na quar
ta amostra coletada do grupo controle, o leite já não estava 
mais contaminado quando testado pelo ensaio rádio-imunoló
gico. Os resultados encontram.,se no Quadro 3. 

DISCUSSÃO 
O presente trabalho teve como objetivo determinar a presença 
de penicilina no leite usando o Charm Test. Vacas que foram 
tratadas com cefa-lak (Quadro 1) apresentaram todas as amos
tras de leite contaminadas por penicilina 36 horas após o trata
mento, duas vacas apresentaram amostras positivas a 96 horas 
pós-tratamento e quatro apresentaram penicilina no leite 108 
horas pós-injeção. O período de retenção deste produto, se
gundo o fabricante, e de 96 horas; portanto, 50% dos animais 
apresentaram penicilina no leite após o período de retenção re
comendado pelo fabricante. 

Segundo as leis americanas, isto representa alteração no pro
duto, não importando se esta quantidade é suficiente para de
sencadear uma reação alérgica num indivíduo sensibilizado. A 
razão da eliminação intermitente da penicilina no leite, por 
algumas vacas tratadas, não é conhecida e necessita futuras in
vestigações. O Charm Test é um teste qualitativo e não quanti
tativo e para saber-se a quantidade de antibiótico eliminado, 
outro teste teria de ser empregado. Resultados semelhantes aos 
nossos foram encontrados por Abdurahman e Parsons (1980a). 
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Quadro 1. Antibi6ticos no leite ap6s injeção intramam4ria, detectados pelo Chann Test (Experimento 1) 

Identificação Resultados apresentados pelas amostras de l~ite colhidas nas dez primeiras ordenhas após o tratamento 
do animal Tratamento 

1~ 2~ 3~ 4~ 5~ 6~ 7~ 8~ 9~ 10~ ordenha 
(12h) (24h) (36h) (48h) (60h) (72h) (84h) (96h) (108h) (120h) 

3285 200 mg de cephapirin PD, PE(a) /b) + + + + + 
3668 PD + + + + + + 
3723 PD + + + + + + 
3804 PE + + + + + + 
3723 PD + + + + + 
3804 PE + + + + + + 
4229 AE + + + + + + + 
3991 AE,PE,PD + + + + + + + + + + 

N6mero de amostras positivas 8/8 8/8 8/8 7 /8 6/8 5/8 3/8 2/8 4/8 1/8 
%0 positivas 100 100 100 87,5 75 62,5 37,5 25 50 12,5 

(a) PD quarto posterior direito, PE quarto posterior esquerdo, AE quarto anterior esquerdo. 

(b) + positivo, - negativo, ? valores críticos. 

Quadro 2. Antibióticos no leite ap6s injeção intramlim4ria, detectados pelo Chann Test, e tratamento parenteml (Experimento 1) 

Identificação Resultados apresentados pelas amostras de leite colhidas nas dez primeiras ordenhas após o tratamento 
do animal Tratamento 

1~ 2!' 3~ 
(12h) (24h) (36h) 

3991 200 mg de cephapirin PE(a) /b) + + 
e 5 O mi de penicilina 
procainada IM 

3962 200 mg de cephapirin PD + + + 
e 50 mi de penicilina 
procainada IM 

3968 200 mg de cephapirin PE + + + 
e 50 mi de penicilina 
procainada IM 

Número de amostras positivas 3/3 3/3 3/3 

% positivas 100 100 100 

(a) PD quarto posterior direito, PE quarto posterior esquerdo. . 

(b) + positivo, - negativo, 1 valores críticos. 

Estes autores observaram que em todos os casos testados o lei
te estava contaminado com antibióticos duas ordenhas além 
do período de retenção recomendado pelo fabricante, quando 
as amostras foram testadas pelo Charm Test. A retenção reco
mendada, no trabalho dos citados autores, indicava o uso do 
leite somente 60 horas após o tratamento. No nosso caso, ob
servamos 50% das amostras positivas (4/8) 108 horas pós-tra
tamento, e somente uma amostra (I 2,5%, 1 /8), 120 horas pós
tratamento. O animal que apresentava penicilina 120 horas 
pós-injeção intramamária tinha sido tratado em três quartos 
(AE, PE, PD); talvez esta seja a razão pela qual este animal 
apresentou penicilina na última amostra de leite coletada. 

Mercer et ai. (1976) constataram que a eliminação de anti
biótico do úbere depende do emoliente usado, da quantida
de de leite produzido e da condição do úbere. Antibióticos 
com maior concentração são recomendados para casos mais 
severos, mas esta condição inverte-se quando se considera a 
possível contaminação pós-tratamento. Para este caso o ideal 
seria o uso de antibióticos em menor concentração (Siddique 
et ai. 1965). 

O tratamento combinado de cefa-lak e penicilina procaina
da (Quadro 3) usado em três vacas apresentou todas as amos-
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4~ 5~ 6~ 7~ 8~ 9~ 10~ ordenha 
(48h) (60h) (72h) (84h) (96h) (108h) (120h) 

-t; + + + + + + 

+ + + + 

+ + + + + + 

3/3 3/3 3/3 2/3 2/3 2/3 2/3 

100 100 100 66,7 b6,7 66,7 66,7 

tras positivas até a sexta ordenha (72 horas pós-tratamento). 
O período de retenção para a penicilina procaina é de 72 ho
ras. Como cefa-lak também havia sido usado, era de esperar-se 
que as amostras permanecessem positivas por mais tempo. O 
período de retenção para este último produto é de 96 horas, 
talvez a alta percentagem de amostras positivas seja devida à 
combinação dos dois medicamentos usados ou à grande dose 
de penicilina procainada usada nos animais do Quadro 2. Ou
tra razão pode ser a excelente sensibilidade do teste, como foi 
observado por Abdurahman e Parsons (1980a). 

No estudo do transporte de antibióticos através da ordenha
deira, fatos surpreendentes foram encontrados. Na primeira 
amostra coletada, dois animais do grupo controle continham 
penicilina no leite, e na segunda amostra os mesmos animais 
encontravam-se positivos. Fato inesperado ocorreu na terceira 
amostra coletada, pois os quatro animais controles tinham pe
nicilina no leite, quando testados pelo Charm Test. Levando-se 
em consideração estes fatos, recomenda-se que todo equipa
mento de ordenha que tenha contato com leite contaminado 
seja completamente lavado antes de ordenhar-se vacas não tra
tadas. Melhor ainda seria que todos os animais tratados só fos
sem ordenhados após a ordenha de todas as vacas sadias. 
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Quadro 3. Transporte de antibiótico do leite de animais tratados para o de animais não tratados através da ordenhadeira, 
revelado pelo Charm Test (Experimento 2) 

Resultados apresentados pelas amostras de leite colhidas nas 
quatro primeiras ordenhas após o tratamento Número de %de 

Identificação Condição amostras amostras 
do animal 1!1 2!1 3!1 4~ ordenha positivas positivas 

(12h) (24h) (36h) (48h) 

3796 200 mg de cephapirin AE(a) /b) + + + 4/4 100 

3818 Controle + + + 3/4 75 

3285 200 mg de cephapirin AE + + + + 4/4 100 

3790 Controle + + + 3/4 .75 

3791 200 mg de cephapirin PE + +. + + 4/4 100 

3944 Controle + 1/4 25 

3821 200 mg de cephapirin PD + ? + 2/4 50 

3916 Controle + 1/4 25 

(a) PD quarto posterior direito, PE quarto posterior esquerdo, AE_ quarto anterior esquerdo. 
(b) . . . ? al ( . + pos1tivo, - negativo, . v ores cr t1cos. 
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