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Resumo

O mel é conhecido mundialmente como um produto natural, e sua imagem esta diretamente associada a satde.
Entretanto, as colmeias de abelhas meliferas estdo sujeitas a doengas, como a Cria Putridas Americana (CPA) e
Europeia (CPE) e a Varroatose. A prevengdo dessas doengas é realizada com a aplicagdo de antibiéticos na colmeia
durante a primavera; eles podem ainda ser adicionados diretamente as plantas, no periodo da florada. Esses
procedimentos geram um alto risco dos residuos serem carreados até o mel, e essa presenga como contaminantes
é causa de preocupacdo, devido a possibilidade de ocorréncia de reagées alérgicas ou téxicas em consumidores e do
surgimento de cepas microbianas resistentes a esses medicamentos. Embora o uso de antimicrobianos ndo seja
usual no Brasil, os apicultores necessitam comprovar a seguranga e a inocuidade do seu produto junto aos clientes
externos, especialmente para os paises da Unido Europeia. Com o objetivo de detectar a presenga de residuos de
tetraciclinas no mel comercializado no Estado da Bahia, foram analisadas 13 amostras por meio de radioimunoensaio,
utilizando-se o método desenvolvido pela Charm Sciences. Todas as amostras apresentaram resultados negativos
para residuos de Tetraciclina, Oxitetraciclina e Clortetraciclina, com limites de detec¢do de 15ug Kg-1, 20ug Kg-1 e
10ug Kg-1, respectivamente.

Palavras-chave: tetraciclina, residuos de - mel - radioimunoensaio; mel - residuos de tetraciclina - radioimunoensaio.

Abstract

Honey is known worldwide as a natural product and its image is directly linked to health. Meanwhile, the hives of
honey bees are subject to diseases such as Creates Putrid American (CPA) and European (CPE) and Varroatosis. The
prevention of these diseases is performed by the application of antibiotics in beehive during the spring; they can also
be added directly to the plants during the period of bloom. These procedures generate a high risk of waste being taken
to the honey and the presence of these contaminants is cause for concern because of the possibility of allergic or toxic
reactions in the consumers and the emergence of bacterial strains resistant to these drugs. While the use of
antimicrobials is unusual in Brazil , the beekeepers need to prove the safety of its product to customers abroad,
especially to EU countries. Aiming to detect the presence of residues of tetracycline in honey sold in the state of Bahia,
13 samples were analyzed by radioimmunoassay, using a method developed by Charm Sciences. All samples showed
negative results for residues of Tetracycline, Oxytetracycline and Chlortetracycline, with detection limits of 15ug kg-
1, 20ug kg-1 and 10ug Kg-1, respectively.

Keywords: Tetracycline residues - Honey - Radioimmunoassay; Honey - Tetracycline residues-Radioimmunoassay.

INTRODUCAO
Segundo o Codex Alimentarius, mel é o produto
alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir
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do néctar das flores ou das secre¢Ges procedentes de
partes vivas das plantas ou de excre¢Ges de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de
plantas, que as abelhas recolhem, transformam,
combinam com substancias especificas préprias,
armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia.!

As abelhas armazenam o mel em favos para que seja
utilizado como alimento durante o inverno.? Sua
composicdo inclui constituintes organicos e inorgani-
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cos, sendo que a glicose e a frutose representam cerca
de 75% do total desses constituintes. Os demais
constituintes organicos podem ser: di/tri/oligos-
sacarideos, acidos alifaticos, vitaminas, aminoacidos
e proteinas. Dentre os componentes inorganicos,
encontram-se a dgua, potassio, sddio, calcio, magnésio,
cobre, manganés, ferro, cloreto, enxofre, fosforo e
silica.t234

O mel possui ainda substancias antibacterianas, a
exemplo do perodxido de hidrogénio, que se degradam
gquando o mel é aquecido ou armazenado sob a
incidéncia de luz, e outros componentes que sdo estaveis
ao calor e as condi¢gGes de armazenamento. A maiorias
desses compostos originam-se das abelhas, porém
alguns deles podem vir do néctar ou do melado.

A atividade antimicrobiana do mel parece ser
influenciada pelo tipo. Méis escuros sdo associados a
uma maior atividade antimicrobiana contra alguns
patdgenos, quando comparados aos méis claros. 2°

O mel é conhecido mundialmente como um produto
natural capaz de servir como tratamento contra varios
tipos de infec¢Oes, queimaduras e feridas, razao da sua
imagem estd diretamente associada a salde. ® A
atividade antibacteriana do mel abrange, inclusive,
acdo contra cepas bacterianas que sdo resistentes as
drogas comumente utilizadas na medicina. Outras
propriedades, incluindo a atividade anti-inflamatoria,
contribuem para a reducdo rapida de dor, exudato e
edema, e estdo diretamente relacionadas a pureza do
mel.®

Entretanto, as colmeias de abelhas produtoras de
mel estdo sujeitas a doengas epidémicas que podem
ser causadas por diferentes microorganismos. As mais
comuns em todo o mundo sdo a Cria Putrida Americana
(CPA), causada pelo Paenibaccilus larvae, a Cria Putrida
Europeia (CPE), causada pelo Mellisococcus pluton e a
Varroatose, causada pelo acaro Varroa Jacobsonii. "8 A
Cria Putrida é uma infeccdo que afeta as larvas da
rainha, dos zangGes e das operarias, mas nao afeta os
individuos adultos. O P. larvae ocorre em duas formas:
a vegetativa e a esporulada, que é infecciosa, e os seus
esporos sdo altamente resistentes a dessecacao, calor
e desinfetantes quimicos. Além disso, os esporos podem
manter sua viruléncia por mais de 40 anos em favos e
no mel.?

A atuacgdo dos apicultores em todo o mundo, diante
desse problema, abrange possiveis a¢des: a prevengao,
o tratamento terapéutico e a destruicdo completa das
colmeias afetadas. #*7

A prevencdo é realizada basicamente por meio do
tratamento das colmeias com antibidticos durante a
primavera®, embora também esteja descrito na
literatura o uso de pesticidas. Esse procedimento é
adotado em muitos paises, especialmente nos Estados
Unidos, visando a proteger a saude das abelhas e manter
o nivel de produc¢do de mel.>#1°

Os medicamentos utilizados com maior frequéncia
na prevengdo e no tratamento terapéutico dessas
doengas sdo sulfonamidas, aminoglicosideos,
anfenicdis e tetraciclinas®*’, havendo predominancia
no uso das tetraciclinas, devido a seu amplo espectro
de acdo, facilidade de acesso, flexibilidade no uso e a
sua relagdo entre custo e beneficio.>®! Dentre as
tetraciclinas, a mais utilizada é a Oxitetraciclina, que
tem sido usada desde o inicio dos anos 50, nos Estados
Unidos, na prevencgdo e controle da CPA e CPE.®

As tetraciclinas podem ainda ser adicionadas
diretamente as plantas, durante o periodo da florada, e
a contaminacdo das flores com altas concentragdes de
antibiodticos implica um alto risco de os residuos serem
carreados até o mel.”*?

Residuos desses medicamentos podem permanecer
nos produtos gerados pelas abelhas?'%'?, especialmente
o mel, onde podem ser encontradas concentragdes de
até 1mg Kg' de tetraciclinas, quando as colénias
responsaveis por sua produgdo forem tratadas com
esses medicamentos.®

A presenca desdes residuos como contaminantes no
mel e em outros produtos apicolas sdo causa de
preocupacdo, devido a possibilidade de reagdes
alérgicas ou todxicas, sobretudo em pessoas hipersen-
siveis, e do surgimento de cepas microbianas resistentes
a esses medicamentos >>8 J3 existe registro de cepas de
Paenibacillus sp resistentes as tetraciclinas devido ao
seu uso intensivo nos Estados Unidos e na América do
Sul &Além disso, estudos demonstram que o crescimento
da resisténcia microbiana é um evento relativamente
novo e estd associado a introducdo do uso de
antibidticos nos meios clinico, veterinario e na
agricultura.®

Dessa forma, a presenca de residuos de antibidticos
no mel tem sido relatada em publicages cientificas
como um problema de ordem mundial hd muitos anos ¢,
e demonstra que o uso desses medicamentos na
apicultura ndo esta sendo bem controlado e (ou)
monitorado.*

Em resposta a esse problema, a maior parte das
autoridades em saude insiste na auséncia de residuos
de antibidticos nos alimentos, e muitos paises estdo
exigindo que o mel, ao ser importado, seja certificado
como livre de antibidticos.”® O uso de antibiéticos na
apicultura n3o é permitido no Japdo®e na Europa®, e é
desaconselhado em muitos outros paises.

No Brasil, a maioria dos apicultores utiliza as
chamadas “abelhas africanizadas”, que sado poli-
hibridos resultantes de cruzamentos entre as abelhas
africanas Apis mellifera scutellata, anteriormente
denominadas Apis mellifera adansonii, com as diversas
subespécies de abelhas europeias existentes no Brasil
e no continente americano, tais como Apis mellifera
mellifera (abelha real, alem3, comum ou negra), Apis
mellifera ligustica (abelha italiana), Apis mellifera
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caucasica (origindria da Russia) e Apis mellifera carnica
(originaria da Austria). Essas abelhas sdo altamente
resistentes as doencgas acima descritas, o que torna
desnecessario o uso de antibidticos para tratamento
pelos apicultores brasileiros. Tudo isso confere ao mel
brasileiro um alto valor agregado, devido a inexisténcia
de residuos de contaminantes.”’

De qualquer forma, paises exportadores, como o
Brasil, necessitam comprovar a seguranc¢a e a
inocuidade do seu produto e, por isso, diversos métodos
analiticos tém sido desenvolvidos e validados em todo
o mundo visando a triagem das amostras (screening),
ou seja, a determinagdo qualitativa do composto e a
confirmacgdo da presencga desses residuos no mel,
associada a sua quantificagdo. A determinagdo das
tetraciclinas pode ser realizada por meio de diversos
métodos analiticos, incluindo ensaios microbiolégicos,
imunoensaios enzimaticos (ELISA), radioimunoensaios,
espectrofotometria, fluorimetria, deteccao eletroquimi-
ca, eletroforese capilar, polarografia, voltametria
absortiva, Cromatografia Gasosa (CG), Cromatografia
Liquida (CL) ou Cromatografia Liquida de Alta Perfo-
rmance (CLAE), acopladas a detectores espectrofo-
tométricos na faixa do ultravioleta (UV), detectores de
fluorescéncia, quimiluminescéncia ou espectroémetros
de massas. Entretanto, os métodos utilizados com maior
frequéncia sdo ELISA e Radioimunoensaio, para a
triagem das amostras, e os métodos cromatograficos
acoplados ao espectrémetro de massas, para a
confirmacgdo da presenca de tetraciclinas nas amostras

que apresentarem resultados positivos na triagem.
3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,14,15,18,19

MATERIAL E METODOS

Foi avaliada a presenga de trés antibidticos da
familia das tetraciclinas: Oxitetraciclina (OTC),
Tetraciclina (TC) e Clortetraciclina (CTC). O método
utilizado para a detecgdo dessas substancias foi o
radioimunoensaio, cujo principio consiste na concor-
réncia entre a droga que possa estar presente na
amostra e a droga marcada com Tritio (H3), denominada
binder, pela ligagdo a uma proteina que possui receptor
especifico para as tetraciclinas (tracer). Em seguida, é
feita a determinagdo de complexo binder/tracer por
luminescéncia. Quanto menor for a quantidade de
residuos de tetraciclinas contida na amostra, maior
serd o numero de ligagGes entre o binder e o tracer, e o
resultado da contagem sera alto; por outro lado, se a
amostra contiver concentragdes detectdveis desses
residuos, havera competigdo entre a droga presente na
amostra e o binder, e a quantidade de complexos binder/
tracer formada serd menor. Dessa forma, a partir de um
determinado ponto de controle, os resultados das
amostras podem ser classificados pela auséncia ou
presenca de residuos de tetraciclinas. Os limites de
deteccdo do método, indicados pelo fabricante, sdo de
15ug Kg* para a TC, 20ug Kg* para a OTC e 10ug Kg*
para a CTC.?°

Para a realiza¢do deste experimento, utilizou-se um
kit para deteccdo de tetraciclinas em mel (Charm
Sciences, EUA), com os seguintes itens:

Honey Negative Control (HNC) — Controle Negativo
— Liofilizado de uma amostra conhecidamente negativa
para tetraciclinas.

Multi-Antimicrobial Concentrate Standard
(MSUMA) — Padrdo contendo 4000ppb de clortetra-
ciclina, utilizado no preparo do controle positivo e
adi¢cGes de padrao.

Tablets— O Tracer e o Binder, em forma de pastilhas,
e outras duas substancias utilizadas no tratamento das
amostras, ndo-especificadas pelo fabricante, também
em forma de pastilhas.

O HNC e o MSUMA foram diluidos e conservados
conforme orientagdo do fabricante.

Além dos itens apresentados acima, foi utilizado o
fluido de cintilagdo Optiflior (Perkin Elmer, EUA),
Micropipetas de volume variavel Transferpette de 1000
uL e 5000 pL (Brand, Alemanha), Centrifuga para tubos
Centra CL2 (Thermo IEC, EUA), Bloco Digestor Inctronic 2
(Charm Sciences, EUA) e o analisador de luminescéncia
Charm Il (Charm Sciences, EUA). A agitacdo das
amostras, em todas as etapas do ensaio, foi realizada
utilizando-se um agitador do tipo vortex Maxmix Il
(Thermolyne, USA), e a dgua utilizada foi obtida a partir
de um deionizador (Permution, Brasil). Foram utilizados
ainda tubos de ensaio de 13x100mm, com tampa, e tubos
de centrifuga em polipropileno, com tampa rosqueada
e capacidade para 50mL.

Foram analisadas 13 amostras aleatérias de méis
adquiridas em supermercados nas cidades de Salvador
e Lauro de Freitas e junto a cooperativas de apicultores
na Bahia. Essas amostras foram envasadas por
empresas cadastradas no Servico de Inspegdo Federal
(SIF) ou no Servigo de Inspegdo Estadual (SIE), a excegdo
da amostra A10. O Quadro 1 descreve as caracteristicas
de cada amostra analisada, resumindo as informacgdes
contidas em seus rotulos.

Para fins de monitoramento do desempenho dos
reagentes e do analisador, foram analisados controles
positivo e negativo e uma amostra com adigdo de padrdo
equivalente a 20ug Kg* de OTC.

A determinacdo da faixa de aceitagdao do controle
negativo foi realizada mediante a andlise de 6 replicatas
do HNC e do cdlculo da média das contagens obtidas. O
valor da contagem do controle negativo foi considerado
como aceito quando se encontrou dentro da faixa de £
20% sobre o valor da média dos controles negativos.

Para a determinagdo do ponto de controle, subtraiu-
se 25% do valor da média dos controles negativos
apresentada acima.

Para a determinagdo da faixa de aceitagdo do
controle positivo, foram analisadas 03 replicatas do
controle positivo, preparado a partir do MSUMA, e foi
calculada a média das contagens. A leitura do controle
positivo foi considerada aceita quando apresentou
valores iguais ou menores que essa média.

R. Ci. méd. biol. 2010; 9(2):102-107



Avaliagdo da presenga de residuos de tetraciclinas em amostras de mel

Quadro 1 — Caracteristicas das amostras analisadas

Amostra | Origem Florada Lote Data da Servigo de
predominante colheita Inspecdo

Al Salvador, Bahia Silvestre 046 01/03/2007 SIF

A2 Feira de Santana, Bahia Silvestre NI 13/11/2006 SIE

A3 Feira de Santana, Bahia Silvestre NI 16/08/2007 SIE

Ad Fortaleza, Ceara Marmeleiro 10013706 | 09/10/2006 SIF

AS Sdo Paulo, Sdo Paulo NI 27 10/07/2007 SIF

Ab Bebedouro, Sdo Paulo NI 08022 17/08/2007 SIF

A7 Bebedouro, S3o Paulo NI 10004 04/10/2006 SIF

A8 Sao Felipe, Bahia Silvestre NI 25/02/2007 SIE

A9 Ribeira do Pombal, Bahia Catinga de Cheiro NI 08/01/2007 SIF

Al10 Tucano, Bahia Ervanco e Batdnica NI 10/2006 Nenhum

All Embu-Guacgu, Sao Paulo Laranjeira 202 NI SIF

Al2 Embu-Guacgu, Sdo Paulo Silvestre 203 NI SIF

Al3 Embu-Guacu, Sdo Paulo Eucalipto 194 NI SIF

Nota: NI = Ndo-informado

Para a realizagdo os ensaios, executou-se o método
desenvolvido pelo fabricante, conforme descrito a
seguir.

Foram pesados cerca de 5g de cada amostra em
tubos de centrifuga, aos quais foram adicionados 20mL
de dgua deionizada. Os tubos foram agitados até
completa dissolugdao das amostras, e essa solugdo
diluida foi reservada para o uso durante o ensaio.

Transferiu-se a pastilha verde, que continha o binder,
para um tubo de ensaio, adicionou-se 300uL+15uL de
agua deionizada e homogeneizou-se o contetido do tubo
por 10 segundos, visando a desintegragdo completa da
pastilha. Ao mesmo tubo foram adicionados 5,00mL da
amostra diluida e novamente precedeu-se a homo-
geneizagdo por cerca de 10 segundos. O tubo foi entao
levado ao bloco digestor para incubagdao por 15
minutos, a uma temperatura de 45 °C+ 2 °C.

Apds o periodo de incubagdo, os tubos foram
retirados do bloco e adicionou-se a pastilha laranja,
que continha o tracer. Procedeu-se a homogeneizagdo
do seu contetdo que foi incubado por mais 5 minutos, a
temperatura indicada acima. Apds esse periodo, foi
adicionada a pastilha preta, e a solugao foi novamente
homogeneizada por cerca de 10 segundos.

As amostras foram centrifugadas a 4000rpm por 5
minutos e, nesse intervalo de tempo, adicionou-se a
pastilha branca em um novo tubo de ensaio, acrescen-
tando-se também 300uL+15uL de dgua, e foi realizada a
dispersdo da pastilha na agua, por agitagdo.

Ao final do periodo de centrifugagdo, os tubos que
continham as amostras foram retirados rapidamente
da centrifuga, e o sobrenadante de cada um deles foi
transferido para o novo tubo, que continha a pastilha
branca. O contetddo do novo tubo de ensaio foi entdo
homogeneizado por cerca de 10 segundos e poste-
riormente incubado por 5 minutos, na faixa de
temperatura acima indicada.

Por fim, as amostras foram centrifugadas mais uma
vez a 4000rpm, por 10 minutos. Ao final do periodo de
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centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, adicio-
nando-se 300uL+15uL de dgua ao tubo, e homogeneizou-
se o conteudo por 10 segundos, de forma a desintegrar
todo o residuo do centrifugado. Foram adicionados cerca
de 3,00mL do liquido de cintilagdo, e os tubos foram
tampados e agitados por 10 segundos. A contagem foi
efetuada durante 60 segundos no canal do tritio,
utilizando-se o analisador de luminescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A faixa de aceitagdo encontrada para o controle
negativo foi de 1524 a 2286¢cpm, a média do controle
positivo foi de 1071cpm e o ponto de controle foi
1287cpm.

Os resultados encontrados para as amostras
analisadas se sdo apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 — Resultados

Amostra Resultado
Controle Positivo Presenca
Controle Negativo Auséncia
Al Auséncia
A2 Auséncia
A3 Auséncia
A4 Auséncia
AS Auséncia
Controle Positivo Presenca
Controle Negativo Auséncia
A6 Auséncia
A6 com adi¢do de padrdo Presenca
A7 Auséncia
A8 Auséncia
A9 Auséncia
Al10 Auséncia
Controle Positivo Presenca
Controle Negativo Auséncia
All Auséncia
Al12 Auséncia
A13 | Auséncia
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Quadro 3 — Informacgdes sobre os estudos descritos na literatura

Pais de origem das Amo'stras Método utilizado LDM ((ug Kg'll
amostras analisadas
China 08 CLAE com detecgdo por UV 5-12
CLAE com detecgdo por UV e CLAE com
Espanha 11! deteccdo po r Espectrometria de massas 0,02-2,50
(MS)
Italia, Espanha 07 Eletroforese com detecgdo por UV 23,9-41,7
Japdo 57 CLAE com detecgdo por Fluorescéncia 0,005-0,009
Portugal, Espanha 57 CLAE com detecgdo por Fluorescéncia 20 (OTC) e 21(TC)

De acordo com o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes (PNCRC) para o ano de 2008,
elaborado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), o limite maximo de residuos
(LMR’s) permitido para essas substancias é de 25ug Kg°
! para o mel 2. Dessa forma, os resultados apresentados
indicam a conformidade de todas as amostras
analisadas neste experimento junto ao PNCRC 2008.

No ano de 2007, o PNCRC analisou 09 amostras de
mel, coletadas pelo MAPA em estabelecimentos de todo
0 pais que possuem cadastro no Servigo de Inspegdo
Federal (SIF), e nenhuma violagdo aos limites estabele-
cidos foi detectada??. Esses resultados, associados
aqueles encontrados neste trabalho, reforgam o valor
que o mel brasileiro possui, pela sua pureza comprova-
da pela auséncia de residuos de medicamentos
antibidticos da familia das tetraciclinas em todas as
amostras analisadas.

Considerando-se os Limites de Detecgdo dos
Métodos (LDM’s), resultados semelhantes aos aqui
descritos estdo disponiveis na literatura para paises
como a China’, Espanha®, Japdo®, Italia'* e Portugal
8 No Quadro 3, estdo listadas algumas informacdes
sobre esses estudos.

Por outro lado, existem estudos realizados na Grécia
°, nos Estados Unidos®, na Suica® e na prépria China??
que justificam a preocupag¢ao mundial com o problema
da existéncia de residuos de tetraciclinas no mel. Os
percentuais de amostras positivas nesses estudos
variaram entre 29 e 60%. Esses resultados foram obtidos
utilizando-se métodos e LDM’s compativeis aos
utilizados nos estudos acima apresentados.

CONCLUSAO

Os dados apresentados anteriormente indicam que
o mel brasileiro estd realmente isento de residuos de
medicamentos antibidticos da familia das tetraciclinas,
considerando-se os Limites de Detecg¢do dos Métodos
aplicados, que sdo compativeis com os LMRs estabe-
lecidos pelo MAPA no PNCRC. E importante ressaltar
que esses resultados ja eram esperados, uma vez que
os apicultores brasileiros ndo tém a necessidade e,
portanto, o habito, de fazer uso desses medicamentos
em suas colmeias. Trabalhos como este podem servir

de embasamento em discussGes técnicas no ambito do
comércio exterior, pois reforcam os resultados do
PNCRC e agregam confiabilidade a esse plano de
monitoramento.

Outros estudos devem ser realizados visando a
avaliacdo da presencga de residuos das demais familias
de medicamentos antimicrobianos, bem como dos
residuos de pesticidas e contaminantes inorganicos no
mel.
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