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ABSTRACT

Thirty three samples of market-ready chicken muscle, bought in different regions
of Portugal, were analysed for residues of Fluoroquinolone (FQ), Enrofloxacin (ENR),
Ciprofloxacin (CIP) and Norfloxacin (NOR). Liquid Chromatography with fluorimetric
detection was used for separation, detection and quantification. NOR residues were
detected on 64% of the samples and ENR residues on 15% of the samples, 79% showed
residues of at least one of the two FQs. No CIP residues were detected on the samples.
One of the samples showed residues above the Maximum Residue Limits for ENR. The
study confirmed widespread misuse of these two FQs, which may pose a major risk to
public health, including possible stimulation of bacterial resistance. More prudent use of

FQs in food-producing animals is therefore recommended.



RESUMO

Este estudo pretendeu detectar e quantificar Fluoroquinolonas, concretamente de
Norfloxacina, Ciprofloxacina e Enrofloxacina em tecido muscular de frango a venda em
superficies comerciais de Portugal continental, verificando a quantidade de amostras
contaminadas e se essa contaminagdo se encontrava dentro dos limites legais.

Foram analisadas 33 amostras correspondendo as cidades de Albufeira (n = 5),
Braganga (n = 3), Coimbra (n = 5), Entroncamento (n = 5), Lisboa (n = 5), Porto (n = 5)
e Tomar (n =Y5).

O método utilizado foi a cromatografia liquida de alta pressdo, acoplada a um
detector fluorimétrico, desenvolvido com base nas metodologias de Pena et al (2003) e
Samanidou et al (2005).

Das 33 amostras analisadas, 79% (26) continham residuos de, pelo menos, uma
destas fluoroquinolonas. Sendo que destas, 76% (25) continham Norfloxacina e 15% (5)
acusaram a presenca de Enrofloxacina. Também 12% (4) continham Norfloxacina e
Enrofloxacina. Suspeitou-se da presenca de Ciprofloxacina em algumas amostras que
continham Enrofloxacina, apesar do pico cromatografico da CIP ndo se distinguir
totalmente do ruido de fundo.

Uma das amostras apresentou valores violativos para a presenga de Enrofloxacina
102,2 ng/kg, sendo o valor maximo permitido para este residuo de 100 pg/kg.

Este estudo demonstra o uso deste grupo de antibidticos por diversos produtores
de frangos, levantando sérias questdes de Saude Publica relacionadas com resisténcias

em humanos que poderao estar associadas a esta utilizagao.
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Objectivos

O trabalho desenvolvido nesta tese de mestrado pretendeu detectar e quantificar as
Fluoroquinolonas (FQs), Enrofloxacina (ENR), Ciprofloxacina (CIP) e Norfloxacina
(NOR) em amostras de tecido muscular de frango a venda em Portugal continental. Os
principais objectivos consistiram na avaliagdo da extensdo da utilizagdo destes

antibioticos na producao de frangos, de grande consumo em Portugal.

Desta forma, pretendeu-se:

Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a determinacdo e

quantifica¢do de FQs, mais especificamente, para a ENR, CIP e NOR;

e Determinar e quantificar a presenca das FQs, ENR, a CIP e a NOR, em amostras

de tecido muscular de frango de Portugal continental;

e Verificar se os niveis obtidos se encontram dentro dos limites maximos de
residuo (LMRs) permitidos pela legislacao vigente;

e Comparar os resultados obtidos com os existentes em outros paises.
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I. Capitulo — Introdugao Tedrica

I. 1. Introducéao

A populacdo humana registou um crescimento exponencial nos ultimos anos,
circunstancia que se tem reflectido, desde logo, na capacidade econémica do planeta,
acentuando-se cada vez mais o problema da escassez de recursos.

Nao obstante terem-se superado inumeras barreiras e almejado o fim precipuo da
multiplicagdo de recursos, respondendo assim as necessidades da populacao crescente,
nem sempre foram tomadas em linha de conta as possiveis consequéncias nefastas de
algumas dessas medidas. Uma delas, cujos efeitos ndo foram suficientemente
acautelados, foi a introdugdo de antibidticos e de outros aditivos na alimentacdo de
animais para consumo humano. Com efeito, a necessidade de aumentar a producao de
alimentos de origem animal desviou a aten¢do de certos efeitos colaterais advenientes
desses processos (FAO/WHO/OIE, 2007; FDA, 2005).

A utilizagdo de antibidticos, em animais de consumo humano, teve como
objectivo inicial a terapéutica e profilaxia de infec¢des bacterianas, mas também a
utilizagcdo, em doses subterapéuticas, como promotores de crescimento. Este método
ainda ¢ permitido nos Estados Unidos (EUA), pela Food and Drug Administration
(FDA), nao existindo qualquer recolha de dados, pelas entidades competentes, para
controlo do tipo de antibioticos utilizados e das doses administradas. Cerca de 60 a 80%
dos antibidticos produzidos nos EUA sdo administrados em animais saudaveis criados
para consumo humano. Os grupos mais utilizados sdo quinolonas, macrdlidos e
tetraciclinas (Mellon et al, 2001).

Actualmente, na Unido Europeia (UE), a utilizagdo de antibidticos em veterinaria
¢ permitida apenas em medicina veterindria e no tratamento profilactico de animais,
para prevenir possiveis infec¢des (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

Naturalmente que a producgdo intensiva de galinhas e frangos, pelo facto de ser
efectuada em recintos de grande dimensao e com elevado nimero de animais, leva a que
frequentemente seja necessario efectuar tratamentos a populagdes extensas, advindo
desta pratica diversos problemas de toxicidade cronica (Griggs et al, 2005).

Um grande problema para a Saude Publica é a possibilidade de emergéncia de
resisténcias em estirpes bacterianas patogénicas para o Homem (Endtz et al, 1991;

Monirini e Dastehgoli, 2006). Estas resisténcias podem ser adquiridas directamente
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I. Capitulo — Introdugao Tedrica

pelas bactérias patogénicas presentes nas galinhas, ou através de bactérias comensais e
posterior transferéncia destas resisténcias a outras estirpes bacterianas patogénicas ao
Homem (Harbottle et al, 2006).

As infecgdes provocadas por estirpes de bactérias resistentes (Escherichia coli,
Campylobacter spp. e Salmonella spp.) sdo maiores nas populagdes em contacto
proximo com exploragdes de animais, o que comprova a emergéncia destas resisténcias
por parte dos animais durante a presenga neste tipo de exploracdes e sua posterior
transferéncia ao Homem (FDA, 2005; EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

Em 1998, a Organizagdo Mundial de Saude (WHO) alertou para o impacto da
utilizacao de quinolonas em medicina veterindria, devido a emergéncia de resisténcias
em algumas estirpes de bactérias (WHO, 1997). No mesmo ano, também a Bayer®,
produtora de CIP para uso humano e da ENR para uso em veterindria, alertou para a
possibilidade da emergéncia de resisténcias a CIP devido a utilizagdo da ENR em
veterinaria.

A emergéncia de resisténcias por parte de uma estirpe bacteriana abrange o
antibiotico que esta a ser utilizado, podendo ainda conferir uma resisténcia ao grupo de
antibidticos ao qual aquele pertence e até mesmo a outros grupos diferentes (Griggs et
al, 2005; Harbottle et al, 2006).

Este problema, relacionado com a emergéncia de estirpes bacterianas resistentes a
FQs ¢ a outros antibidticos, serd mais relevante, consoante a extensao da utilizagao ¢ a
importancia dos antibidticos utilizados para tratamentos no Homem (FAO/WHO/OIE,
2007).

Por estes motivos, a detec¢do e quantificagdao de residuos de FQs, nomeadamente
ENR, CIP e NOR, em alimentos de origem animal, assume particular importancia. Estas
pertencem a um grupo de antibidticos largamente utilizado em medicina humana, sendo
alguns deles utilizados em medicina veterinaria, tendo nos ultimos anos emergido
estirpes bacterianas (Escherichia coli, Campylobacter spp. ¢ Salmonella spp.)
resistentes a FQs (FDA, 2005; EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).
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I. 2. Perspectiva historica

I. 2. 1. Antibidticos

A historia dos antibidticos tem inicio com uma observacao de Alexander Fleming,
em 1921, de meios de cultura antigos esquecidos no seu laboratorio. Quando regressou
de férias, constatou que estes tinham fungos e que, na sua proximidade, as bactérias ndo
se desenvolviam. Fleming isolou estes fungos (da familia do Penicillium), de onde
nasceu o primeiro antibiotico da Historia: a penicilina, tendo sido premiado por esta
descoberta com o Nobel da Medicina em 1945. Fleming rapidamente se apercebeu que
esta substancia ndo era eficaz contra todas as bactérias, tal como se fosse usada em
doses baixas ou durante um curto periodo de tempo, fazia com as bactérias adquirissem
resisténcias. Por esta razdo, preconizou o uso da penicilina apenas quando houvesse
razao evidente para tal e nunca em baixas quantidades ou num curto periodo de tempo
(Ferreira e Sousa, 1998).

Em 1962, George Lesher descobre o 4cido nalidixico (figura 1), precursor de todas
as quinolonas, durante a sintese de cloroquina. Foi inicialmente utilizado para infecgdes
renais, pois a sua forte ligacdo as proteinas plasmaticas e a fraca distribuigdo por todos
os tecidos impedia-o de ter outras utilizagdes para além do tratamento de infecgdes do

tracto urindrio por bactérias Gram-negativas (Ball, 2000).

0]
COOH
"
a8
HaC N N
o

Figura 1. Estrutura do acido nalidixico
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Nos anos 70 sdo descobertas quatro novas quinolonas, entre elas, o acido
pipemidico, o acido oxolinico e a cinoxacina e em 1980 surge a primeira FQ: a NOR
(figura 2). A sua principal inovagdo consistiu na introducdo de uma molécula de fltior
na posicdo 6 e do grupo piperazil na posi¢do 7, passando a ter mais efeito contra
bactérias Gram-positivas, uma das limitagdes até entdo. Estas alteracdes também
melhoraram a sua distribuicdo no organismo, aumentando a capacidade de debelar

infecgdes no tracto respiratorio, na pele, ossos, entre outras (Wentland, 1993).

0
F. COOH
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Figura 2. Estrutura da norfloxacina

Ainda em 1980, Grohe e Peterson sintetizam a ENR (figura 3), criada
exclusivamente para uso veterinario. Em 1988, ¢ introduzida no mercado pela Bayer®,

tornando-se numa das quinolonas mais utilizadas em veterinaria (Wentland, 1993; Ball,

2000; Takahashi et al, 2003).

Fo COOH

Figura 3. Estrutura da enrofloxacina
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Em 1983, a CIP (figura 4) ¢ patenteada pela Bayer®, tendo autorizagdo de
introducao no mercado em 1987. Esta FQ ainda hoje ¢ muito utilizada em diversas
infecgdes no Homem (Ball, 2000; Takahashi et al, 2003): em pneumonias causadas por
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Escherichia coli, Pseudomonas, Haemophilus,
Branhamella, Legionella e Staphylococcus, em infecgdes do ouvido médio (otite
média), dos seios perinasais (sinusite), em especial quando causadas por agentes
patogénicos Gram-negativos (incluindo Pseudomonas ou Staphylococcus), em
infecgdes oftalmolodgicas, infecgdes dos rins e/ou do tracto urinario eferente, infecgdes
dos orgdos genitais, incluindo anexite, gonorreia e prostatite, infeccdes da cavidade
abdominal, infeccoes da pele e tecidos moles e infeccdes Osseas e articulares

(Sweetman, 2004).

Figura 4. Estrutura da ciprofloxacina
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I. 2. 2. Utilizagdo de antibidticos em Veterinaria

I. 2. 2. 1. Uso terapéutico e profilatico de antibioticos

No inicio do século XIX, a criagdo de animais de consumo humano era
desenvolvida em quintas de pequena dimensao, normalmente unifamiliares, onde estes
eram alimentados sobretudo com pasto ¢ milho. Nos ultimos sessenta anos, porém, esta
realidade foi profundamente alterada. A producdo de animais em pequena escala, no
seio de pequenas quintas familiares, foi progressivamente abandonada e substituida pela
produgdo em massa, em locais de grande dimensao (Verhoef-Verhallen e Rijs, 2003).

Actualmente, a Agéncia Europeia do Medicamento (EMEA) possui legislacao que
estabelece quais os antibidticos que podem ser utilizados e como devem ser utilizados,
bem como os que sdo proibidos.

As FQs ENR, NOR e sarafloxacina (SARA) estdo autorizadas em medicina
veterinaria, apesar de pertenceram a um grupo de antibidticos importante para uso
humano. No entanto, as situagdes mais graves sdo a da utilizagdo da NOR, visto que
esta também ¢ utilizada no Homem, e da ENR que apesar de ndo ser utilizada no
Homem, o seu principal metabolito é a CIP, FQ muito utilizada em medicina humana.
Acrescentando a esta situacao o facto de as resisténcias adquiridas, com frequéncia, se
estenderem a todo o grupo de antibidticos e ndo apenas ao antibiotico que foi utilizado
(FAO/WHO/OIE, 2007).

O aumento da utilizacdo em veterinaria de FQs, um importante grupo de antibidticos
da medicina humana, repercutiu-se na incidéncia de estirpes resistentes em
Campylobacter spp., tendo sido verificado um aumento consideravel de estirpes
resistentes a CIP, de 1% em 1990, para 80%, em 1996 (Rodriguez, 1998). Uma variagao
tdo espectacular ndo pode ser explicada exclusivamente em fungdo do uso inadequado
na medicina humana. A introdu¢do da ENR na medicina veterinaria, contribuiu
significativamente para a emergéncia de estirpes de Campylobacter spp. resistentes as
quinolonas (Endtz, 1991; WHO, 1997).

Foi também observado um aumento da incidéncia de resisténcias as
fluoroquinolonas, em estirpes de E. coli isoladas em animais, de 13-30% em frangos,

50% em perus e de aproximadamente 30% nos tratadores, relativamente a restante
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populagdo. No computo geral, a resisténcia de E. coli as FQs aumentou de apenas 0,8%
em 1989 para 17% em 1997 (Rodriguez, 1998).

Mais relevante foi a emergéncia, na Europa, da Salmonella typhimurium DT104
resistente as FQs (Levy, 1998).

A utilizagdo de ENR em veterinaria foi proibida nos EUA, em 2005, na
sequéncia de um estudo desenvolvido pela FDA, que concluiu que a sua utilizacdo em
veterindria era prejudicial a Satde Publica, apesar da oposicdo da Bayer®, para quem

ndo se justificava a sua retirada do mercado (FDA, 2004; FDA, 2005).

l. 2. 2. 2. Uso como promotores de crescimento

Esta pratica consiste na administracdo diaria de doses subterapéuticas para
promover o crescimento dos animais, melhorando a eficiéncia da alimentagdo, através
da elimina¢do de bactérias patogénicas que existem naturalmente em proporc¢des
subclinicas e alteragdo da flora ndo patogénica intestinal. Desta forma, a digestdo ¢é
optimizada, nao ocorrendo fendémenos de fermentacdo dos nutrientes. As bactérias
intestinais inibem as enzimas pancreaticas € metabolizam as proteinas com a produgdo
de amoniaco ¢ aminas. A destruicdo destas bactérias conduz a uma melhor
digestibilidade das proteinas (Sapkota et al, 2007). Calcula-se que também haja
alteragdes ao nivel metabdlico, uma vez que se detectaram niveis mais elevados de
insulina em porcos com este tipo de tratamento. Um valor aumentado de insulina
permite uma mais facil utilizagdo da glicose circulante no sangue por parte as células,
melhorando a utiliza¢ao de energia pelas células (Tollefson e Karp, 2004).

Naturalmente que esta utilizagdo também contribui para o tratamento profilatico,
contribuindo para que ndo haja perdas de peso por doengas infecciosas, debilitantes dos
animais (Sapkota et al, 2007; Tollefson e Karp, 2004).

A utilizagdo de antibioticos como promotores de crescimento foi proibida
inicialmente nos paises escandinavos: em 1986 na Suécia, 1995 na Noruega ¢ em
1998/1999 na Dinamarca (Bengstsson ¢ Wierup, 2006).

No decorrer destes ultimos anos, assistimos a uma progressiva revogacao da
autorizacdo de varios antibidticos utilizados como promotores de crescimento. Neste

sentido, a Comunidade Europeia revogou a autorizacdo da avoparcina em Janeiro de
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1997, através da Directiva 97/6/CE da Comissdo de 30/1/97, da ardacina em Janeiro de
1998 (Directiva 97/72/CE da Comissdao de 15/12/97) e da bacitracina-zinco,

espiramicina, tilosina e virginiamicina em Janeiro de 1999 (Regulamento CE n°® 2821 do

Conselho de 17/12/98; EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

Os motivos alegados para a revogagao sao varios:

No caso da avoparcina, devido a resisténcia cruzada com vancomicina, um
glicopeptideo muito importante na medicina humana, e com a teicoplanina
em Enterococcus faecium, ultimo recurso contra as infecgdes enterococicas

resistentes a vancomicina (Feinman, 1998);

e No que respeita a tilosina e espiramicina, o Comité Cientifico da

Alimentacdo Animal (CCAA) constatou que existe resisténcia cruzada da
tilosina com a eritromicina, antibidtico da familia dos macrélidos muito
importante na medicina humana, nomeadamente no tratamento de
infecgdes respiratdrias. A resisténcia dos Enterococcus aos macrélidos ¢
frequentemente codificada por varios genes que conferem igualmente
resisténcia as lincosaminas e a estreptogramina B. Se os Enterococcus
resistentes aos macrolidos apresentarem igualmente resisténcia a
estreptogramina B, tal facto constitui um problema clinico em termos de

medicina humana (Maravic e Flogel, 1998);

e Com a virginiamicina ocorre resisténcia cruzada com a associagdo

quinupristina/dalfopristina, que sdo clinicamente importantes na medicina
humana, no tratamento dos Enterococcus resistentes a vancomicina (Levy,

1998; Rodriguez, 1998).

Em 1 de Janeiro de 2006, a UE proibe a utilizagdo de antibidticos como

promotores de crescimento na producdo de animais. Mas a sua utilizagdo continua a ser

permitida nos EUA.

Desde 2006 que apenas ¢ permitida a utilizacdo de antibidticos em veterinaria

como terapéutica individual de animais doentes e como prevengao de infecgdes nos que

estiveram em contacto com animais doentes.
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I. 3. Legislacao geral

O diploma legal que regula a prescricao e presenca de residuos de antibidticos em
carne para consumo humano ¢ o Decreto-Lei n° 151/2005 de 30 de Agosto.

Este estabelece a obrigatoriedade da prescrigdo médica veterinaria para qualquer
antibidtico administrado a animais destinados ao consumo humano. As receitas sdo
emitidas em quadruplicado, destinando-se o original e duplicado ao fabricante ou
distribuidor autorizado, o triplicado ao detentor dos animais e o quadruplicado ao
médico veterinario prescritor. Cada receita ¢ valida apenas para um unico tratamento e
para um periodo nunca superior a um mes.

O citado diploma estipula igualmente a necessidade de um intervalo de seguranca
entre a utilizacdo de um antibidtico num animal para consumo humano e o seu abate.
Este intervalo visa permitir a elimina¢do do principio activo administrado e respectivos
metabolitos para que a carne que vier a ser consumida pelo Homem nao tenha residuos
prejudiciais a sua saude.

A fiscalizagdo do cumprimento das normas de utilizagdo de antibidticos em
medicina veterinaria cabe a Direc¢do Geral de Veterindria, as Direcgdes Regionais de
Agricultura e a Inspeccao-Geral das Actividades Economicas.

E estabelecido o Laboratério Nacional de Investigagio Veterinaria como o
laboratdrio de referéncia para as analises necessarias, ou outro acreditado por este para

0s ensaios a efectuar.
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I. 4. Quinolonas e Fluoroquinolonas

I. 4. 1. Classificacéo das Quinolonas

As Quinolonas de uso Humano dividem-se em 1%, 2%, 3% e 4* geracdo (Tabela 1)

(Ball, 2002):

Tabela 1. Classificagdo das quinolonas utilizadas em medicina humana

Quinolonas

12 Geracao

Cinoxacina - Flumequina - Acido

Nalidixico - Acido Oxolinico - Acido

Pipemidico - Acido Piromidico - Rosoxacina

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacina - Enoxacina -
oFleroxacina - Lomefloxacina -
Nadifloxacina - Ofloxacina
Norfloxacina - Pefloxacina -
Rufloxacina

Geracao

Balofloxacina - Grepafloxacina -
3L evofloxacina - Pazufloxacina -

GeragaoSparfloxacina - Temafloxacina -
Tosufloxacina

Clinafloxacina - Garenoxacina -
.Gemifloxacina - Moxifloxacina -
Gatifloxacina - Sitafloxacina -
Trovafloxacina/Alatrofloxacina -
Prulifloxacina

Geracao

A ENR nido entra nesta classificagdo por ser de uso exclusivo em veterinaria

(Wentland, 1993).
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I. 4. 2. Mecanismo de acgao

As quinolonas actuam inibindo duas enzimas indispenséveis a replicacdo do ADN:
as topoisomerase II (ADN girase) e IV. Estes mecanismos diferem consoante as
bactérias em causa. Tanto a topoisomerase II como a IV tém estruturas semelhantes,
possuindo duas subunidades, a girase A (Gyr-A) e a girase B (Gyr-B), dai resultando a
inibi¢do destas duas estruturas (Hooper et al, 1993).

A topoisomerase II tem a funcdo de separar as duas cadeias de ADN,
possibilitando a sua replicagdo. As quinolonas ligam-se aos pares na Gyr-A, através de
forgas electrostaticas, no local que seria destinado ao ADN, impedindo este de se ligar.
No entanto, as quinolonas com grupos amina na posi¢do 7 t€ém a capacidade de se ligar
a Gyr-B, formando um complexo Quinolona-Topoisomerase Il mais estavel (Hooper e
Wolfson, 1993; Morais et al, 1997).

A topoisomerase IV intervém apods a replicagdo, uma vez que as duas cadeias de
ADN replicadas criam ligacdes entre elas que necessitam de ser removidas para a
criagdo de um novo cromossoma e integragdo na nova célula a ser formada. Esta
topoisomerase também ajuda ao desenrolamento do ADN quando este apresenta carga
positiva (Deibler et al, 2001). O mecanismo de ligagao das quinolonas ¢ idéntico ao da
topoisomerase II.

Nas bactérias Gram-negativas, o principal mecanismo ¢ o da inibicdo da
topoisomerase II, enquanto nas Gram-positivas a inibi¢do da topoisomerase IV ¢ mais
importante.

Existem também outros mecanismos de acc¢do, alguns deles ainda desconhecidos,
sendo um dos mais provaveis, uma ligagdo directa ao ADN, dificultando a sua

replicagdo (Song et al, 1999).
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l. 4. 3. Farmacocinética

Como foi referido anteriormente, um dos primeiros antibioticos do grupo das
quinolonas ¢ o 4cido nalidixico, que apenas tem aplicagdo em infec¢des do tracto
urindrio devido a sua ma absor¢do sistémica. Com a introdugdo das fluoroquinolonas
obteve-se uma boa penetracdo tissular e um aumento do seu espectro de acc¢do. Essa
melhoria de absor¢do e penetragdo foi decisiva para a sua eficdcia em tecidos onde
anteriormente as suas concentragdes eram inferiores as necessarias para debelar a

infecgao.

I. 4. 3. 1. Farmacocinética em frangos

l.4.3.1. 1. Enrofloxacina

A ENR pode ser administrada por via intravenosa, intramuscular, subcutianea e
oral. Por uma questdo pragmatica, a via mais utilizada ¢ a oral, apesar de criar
dificuldades na determinacdo da quantidade que cada frango ingere (El-Aziz et al,
1997).

Pela via intravenosa, a concentracdo maxima ¢ obtida cinco minutos apds a
administracdo (5mg/kg), sendo detectdvel até quarenta e oito horas depois desta. Pela
via intramuscular, a ENR atinge a concentracdo maxima uma hora apds a administracao,
s6 deixando de ser detectavel quarenta e oito horas mais tarde. No que respeita a via
subcutanea, os parametros sao idénticos aos da via intramuscular (El-Aziz et al, 1997).

Pela via oral, sdo necessarias duas horas e meia para se atingir a concentragao
maxima, sendo também detectdvel até quarenta e oito horas apds a administracdo. No
entanto, a biodisponibilidade ¢ inferior na administracdo oral (59,6%), sendo de 87,5%
e 80,8% na administracao intramuscular e subcutanea, respectivamente. Naturalmente, a
intravenosa, por ter uma absor¢cdo mais rapida, ¢ também a primeira a ser excretada.
Portanto, apesar de a ENR ser detectavel por esta via durante quarenta e oito horas, a

semelhanca do que sucede com a administragdo pelas outras vias, a curva da sua

_14 -



I. Capitulo — Introdugao Tedrica

concentragdo comeg¢a a diminuir mais cedo que as restantes (figura 5) (El-Aziz et al,
1997).

Serum concentration (jg/mi)
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Figura 5. Grafico semilogaritmico que analisa a concentragdo de enrofloxacina
apods administragdo unica intravenosa (a); intramuscular (b); oral (c) e subcutanea (d) de
10mg/kg em frangos. (El-Aziz et al, 1997)

Visto que os valores de pK (constantes de dissociacao) da ENR sdo a pH 6 ¢ pH 8,
e dada sua lipossolubilidade, em ambiente fisiologico, esta molécula terd maior
afinidade para tecidos com maior percentagem em lipidos do que para meios aquosos
(Bugyei et al, 1999). Este mecanismo ndo serd o principal para explicar a sua
distribuicao, pois existirdo provavelmente locais especificos de ligagdo, mas ajuda a
explicar a boa distribui¢ao tissular das FQs.

A eliminacdo da ENR processa-se directamente por via renal e hepatica e,
principalmente, pela metabolizagdo a CIP, a qual, por sua vez, ¢ também eliminada por
via renal e hepatica.

A concentracdo de ENR em tecidos apds administragdo oral de 10 mg/kg, durante

5 dias (tabela 2) a frangos, revela que o figado, o rim e a gordura sdo os locais de maior
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acumulacdo. Os dois primeiros, por serem locais de excre¢do, o ultimo devido a sua

grande lipossolubilidade a pH 7 (El-Aziz et al 1997).

Tabela 2. Concentragdes de enrofloxacina em diversos tecidos apos

administracao oral de 10 mg/kg durante 5 dias a frangos. Adaptado de El-Aziz et al
(1997)

Amostras Tempo até ao abate depois de administrada a ultima dose
(horas)
2 24 48 72 96
Soro 2,01£027 | 036+0,07 | 0,047+0,01 - -
Cérebro 0,11 +0,01 | 0,035+0,005 - - -
Coragao 0,28+0,04 | 0,091 +0,01 - - -
Pulmio 0,56 0,06 | 0,037+0,01 | 0,013+ 0,001 - -
Figado 0,70 0,12 | 0,22+0,07 | 0,025%0,003 | 0,013+0,001 -
Rim 0,51£0,06 | 026+0,06 | 0,032+0,004 | 0,015=0,001 -
Bago 0,46 £0,11 | 0,042+ 0,008 - - -
Musculo do peito 0,30£0,04 | 0,060+ 0,008 - - -
Musculo da coxa 0,13+0,03 | 0,037 £0,004 - - -
Pele 0,36+0,06 | 0,16+0,043 | 0,025+0,01 - -
Gordura 0,70 0,12 | 0,05+0,013 | 0,022£0,001 | 0,013 = 0,002 -

Soro (pg/ml) e tecidos e 6rgaos (ng/g)

Para além dos ja referidos, ha ainda factores relacionados com a agua na qual ¢
dissolvida e administrada a ENR que podem interferir com a biodisponibilidade desta.

Para um tratamento eficaz, a concentragdo no soro do sangue dos frangos deve ser
o dobro da concentragdo inibitéria minima (concentracdo de antibidtico minima

necessaria para que nao haja desenvolvimento bacteriano — CIM) e deve ser atingida o
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mais rapidamente possivel. Em ordem a satisfazer estes pré-requisitos, deve ter-se em
conta que quanto maior for a dureza da dgua, menor serd a biodisponibilidade da ENR.
Acresce que a utilizagdo de tubagem galvanizada também diminui a biodisponibilidade,
tal como a exposicdo a luz solar de agua, devido ao efeito de fotodegradagdo. A
diminui¢do da biodisponibilidade devido a dureza da agua deve-se a formagdo de
complexos, como o calcio ou o magnésio, que dificultam a sua absor¢cdo no tracto
gastrointestinal (Sumano et al, 2004).

No sentido de optimizar a administragdo, deve ser retirada a 4gua uma hora antes e
a dispensa de agua com ENR deve ser medida para calcular a quantidade que foi

administrada (Sumano et al, 2004).

l.4.3.1. 2. Norfloxacina

A NOR apresenta um comportamento similar ao da ENR, e ¢ também
administrada dissolvida na dgua, embora seja também possivel injectd-la em animais de
grande porte.

Apds a administragdo de 18 mg/kg de NOR, durante 5 dias consecutivos,
verificou-se que os seus residuos persistem até seis dias no rim e figado, enquanto que
no musculo perduraram 96 horas. No plasma, apds 24 horas, ndo foram detectados

quaisquer residuos de NOR (Diaz et al, 2001).

l. 4. 3. 2. Farmacocinética em Humanos

I. 4. 3. 2. 1. Ciprofloxacina

Dada a sua utilizagdo exclusiva em medicina humana, os dados disponiveis sobre
farmacocinética da CIP respeitam apenas a medicamentos de uso humano. Uma vez que
esta pertence ao mesmo grupo e atento o facto de ser o principal metabolito da ENR,
consideramos que seria relevante analisar a sua farmacocinética no Homem.

A CIP, a semelhanga da ENR, ¢ bem absorvida pela via oral, através do tracto

gastrointestinal, com uma absor¢do de 70% e atingindo a concentragdo maxima uma a
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duas horas depois de uma administragdo de 500mg. No entanto, a absor¢do sofre
oscilagdes, consoante haja ou ndo presenga de alimentos no estdmago. Esta provoca um
atraso na absor¢do. A ligacdo as proteinas plasmaticas ¢ de 20 a 40% e, tal como a ENR,
possui uma boa penetracdo e boa distribui¢do tissular, atravessando inclusive a barreira
placentar e hemato-encefalica (Sweetman, 2004).

O seu principal meio de excrecdo ¢ a via urindria, mas pode também ser
metabolizada no figado, excretada pela via biliar ou por secrecdo transluminal na
mucosa intestinal. Ap6s a administragdo oral, 40 a 50% daquela dose ¢ excretada, nas
vinte e quatro horas seguintes, por via urindria, sem sofrer alteragcdes, sendo 15%
excretada como metabolitos. A excrecao fecal nos cinco dias seguintes ¢ de 20 a 35%
(Sweetman, 2004).

A CIP possui ainda metabolitos activos, que sdo excretados por via urinaria e fecal

(Sweetman, 2004).

I. 4. 4. Avaliacéo de seguranca dos residuos (Limite maximo de
residuo (LMR))

O Limite Maximo de Residuo (LMR) ¢ a concentragdo méxima do residuo de um
medicamento estabelecido pela Unido Europeia (EU) num alimento (EMEA, 2005).

Para a determinacdo deste valor, estabelece-se a dose didria aceitavel (ADI),
sendo esta a quantidade que um ser humano pode consumir diariamente, durante toda a
sua vida, sem que haja algum risco desta exposicio (EMEA, 2005). Esta ADI ¢
calculada com base no valor de concentracdo mais elevado que ndo provoca efeitos
adversos (NOEL) ou no valor da concentragdo mais baixa que provoca efeitos adversos,
multiplicado por factor de seguranca (FS), também denominado factor de incerteza,
sendo este variavel, consoante a toxicidade do composto e os dados disponiveis sobre o
mesmo (EMEA, 2005).

Para determinar a ADI, considera-se que o peso médio de um ser humano ¢ de
60kg. Sendo os valores de ADI dados em pg/kg ou mg/kg, este valor precisa de ser
multiplicado por 60 para se encontrar a quantidade de residuo admitida diariamente.
Neste calculo, estima-se que o consumo didrio de carne ¢ de 500g, sendo desta 300g de

musculo, 100g de figado, 50g de rim e 50g de gordura (EMEA, 2005). Com base nesta
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propor¢do estipulam-se diferentes valores de LMRs para os diferentes tecidos
enunciados.

O LMR para cada tecido edivel ¢ determinado com a observancia de
concentragdes de residuo da mesma ordem de grandeza da ADI, nos diferentes produtos
animais (tecido muscular, figado, rim, gordura, leite, ovos e mel) (Brynes e Yong, 1993;
Brynes et al, 1996).

No que se refere aos antibiodticos, os estudos de toxicidade consideram que os
residuos de antibidticos, ainda microbiologicamente activos, sdo potencialmente
capazes de modificar a microflora intestinal do consumidor e, é com frequéncia este
risco microbiologico que se impde no estabelecimento dos LMRs mais baixos.

Nem todos os compostos utilizados tém um LMR definido. Alguns ndo sdo
considerados perigosos, ndo tendo LMRs, outros tém LMRs provisorios e outros ainda

sdo proibidos para uso animal.

l.4. 4. 1. Norfloxacina

Relativamente a NOR, ndo esta estabelecido qualquer LMR, o que significa que
os produtores de animais para consumo humano podem utilizar este antibidtico sem

qualquer restri¢ao, pois nao ha fiscalizagcdo ou sancao que lhes possa ser aplicada.

l.4. 4. 2. Enrofloxacina

Em relacdo a ENR, o valor de ADI foi calculado, tendo em conta que a CIM da
Escherichia coli é de 0,015 pug/ml e utilizando um factor de seguranga de 10, obtendo-se
assim um valor de LMR de 30 pg/kg para suinos, bovinos e frangos. Para calculo do
LMR, ¢ usada a soma dos residuos de ENR e CIP (EMEA, 1998).

Posteriormente, surgiu a primeira alteragdo através de novos estudos de toxicidade
e de sensibilidade de bactérias, passando os LMRs, no caso dos frangos, para 100 pg/kg
para musculo, gordura e pele, para 200 pg/kg para o figado e para 300 ug/kg para o rim,

ndo sendo permitida a sua utilizagdo em animais que produzam ovos para consumo
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humano (EMEA, 1998). Os LMRs mais elevados permitidos para figado e rim
coincidem com a farmacocinética das FQs, cuja maior concentra¢ao de residuos sera
nestes Orgaos.

A ultima revisdo deste documento ¢ de 2002, onde ja constam todas as espécies de
animais de consumo humano e seus LMRs, mantendo-se inalterados os LMRs para os
frangos (EMEA, 2002).

Os estudos sobre LMRs ndo tém em linha de conta os efeitos decorrentes do
processamento culinario dos alimentos.

Um estudo (Lolo et al, 2006) analisou o efeito da cozedura, da fritura, da coc¢ao
em forno, em microondas e grelhar, nas concentragcdes de ENR em carne de frango. A
primeira conclusdo ¢ que a temperatura utilizada para confeccionar os alimentos ndo
degrada a ENR, no entanto, verifica-se que a cozedura, a fritura e a utilizacdo do
microondas diminui a concentragdo de ENR no produto final, pois esta ¢ transferida
para o liquido que ¢ utilizado para cozinhar ou no exsudado libertado pela carne.

Desta maneira, nos métodos de grelhar ou cozinhar no forno, uma vez que
diminuem a percentagem de dgua da carne e uma vez que ndo hé transferéncia para
liquidos exteriores, a concentragdo da ENR, apds a confeccdo, aumenta, podendo este

aumento ser de 42% a 310% no musculo de frango (tabela 3) (Lolo et al, 2006).
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Tabela 3. Implicag¢ao de confecgdes diferentes dos alimentos na concentragdo de

enrofloxacina. Adaptado de Lolo et al (2006).

Amostras Efeitos dos diferentes tipos de preparagdo de alimentos na concentragdo de ENR (ng/g)
Frango 1 Frango 2 Frango 3 Frango 4 % de
variagdo da
concentragdo
Perna Cru 29,00 10,45 50,24 25,52
Cozido 16,00 <LQ 26,07 14,40 48.11a-4357
Frito 14,00 9,00 25,62 8,60 -66,30a-13.88
Assado no 41,80 22,78 102,91 64,19 4414215153
forno
Micro- 17,00 <LQ 22,50 5,86 -77.04a-4138
ondas
Grelhado 42,13 14,80 75,00 51,50 41,63 101,80
Peito Cru 28,30 5,25 17,86 15,05
Cozido 12,30 <LQ 7,94 5,60 62.79a-5554
Frito 16,00 <LQ 12,22 5,28 -64924a-3158
Assado no 45,01 12,46 32,06 61,69 59,05 a 309,90
forno
Micro- 10,74 <LQ 9,43 5,20 -6545a-47,20
ondas
Grelhado 45,20 8,50 28,33 24,20 58,622 61,90
Figado Cru 10,03 29,64 32,61 65,71
Frito 8,00 19,00 29,25 25,71 261,50 2-10.30
Assado no 13,36 30,01 41,96 91,71 28,67 3957
forno

LQ- limite de quantificagdo

Pode entdo inferir-se que a ADI ¢é correctamente determinada através da carne
crua, pois a percentagem de ENR na carne, tanto aumenta, como diminui, consoante o

processo culinario a qual foi sujeita, o mesmo se podendo prever para outras FQs.
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I. 4. 5. Consumos de Quinolonas e Fluoroquinolonas na
UE

Importa agora analisar os niveis de consumo nacionais, confrontando-os com os
dos restantes paises, no sentido de caracterizar o modelo portugués.

Recentemente, verificou-se um aumento do consumo de carne de frango, nao
apenas devido ao seu baixo preco, comparativamente com outro tipo de carnes, mas
também devido ao aumento de problemas de saude associados a niveis elevados de
colesterol (mais abundante nas carnes vermelhas) e ao excesso de lipidos na
alimentagao.

Da andlise da tabela 4, podemos, desde ja, concluir, ndo obstante os consumos nao
discriminarem as espécies animais a que respeitam, que Portugal tem um consumo de

FQs e quinolonas claramente exagerado, face aos seus niveis de producao de carne.

Tabela 4. Venda de FQs (toneladas de substancia activa) e producdo de carne em

alguns paises membros. Adaptado de EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005 (2007).

Pais Venda de antimicrobianos Producao de carne (toneladas abatidas)
(toneladas)
FQs Todas as Vacae Porco Frango Soma
quinolonas veado
Rep. Checa 0,8 1 103 775 409 102 215 802 728 679
Dinamarca 0,1 0,1 147 600 1762 000 199 994 2 109 594
Finlandia <0,1 (a) <0,1 95 830 193 222 83730 372782
Franca 3,6 (a) 20,7 1631 000 2231000 2010 700 5962 700
Holanda 0,3 (b) 5,0 (a) 364 000 1250 000 564 000 2 178 000
Portugal 3,0 3.8 118 524 315 141 229 335 663 000
Suécia 0,2 (a) 0,2 136 300 287 500 99 850 523 650
Reino 1.4 1.4 687 000 690 000 1569 987 2946 987
Unido

Dados de 2003, excepto vendas da Franga que sdo de 2002
(a) - Inclui gatos e cées
(b) - Apenas frangos
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Em Portugal o consumo de quinolonas (3,8 ton) é quase exclusivamente de FQs (3
ton) (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007). Para uma producdo de carne dez
vezes superior a Portugal, a Franca, apesar de consumir cinco vezes mais quinolonas,
mantém consumos de FQs idénticos aos nossos.

Confrontando estes valores com os dados publicados pela EMEA (tabela 8),
percebe-se claramente porque ¢ que 76% das estirpes de Escherichia coli analisadas em
porcos para consumo humano em Portugal eram resistentes a FQs. Este valor,
aparentemente descabido, estd de acordo com os elevados niveis de consumo de FQs,
que justificam a presenca de resisténcias nesta ordem
(EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

Em regra, quando surgem duvidas relativamente a estados patoldgicos dos
frangos, a primeira op¢do de tratamento ¢ a ENR, gracas a sua eficicia em diversas
patologias. Grande parte dos utilizadores destas substancias ndo estd sensibilizada para
os problemas que podem advir do seu mau uso, pelo que, naturalmente, ndo tém a
preocupacao de encontrar alternativas, ja que esta solucao lhes resolve o problema.

Lamentavelmente, ndo existem, além dos j& mencionados (tabelas 4 e §), mais
dados que déem conta da emergéncia de estirpes bacterianas resistentes a FQs em
Portugal ou que discriminem os consumos de FQs por espécie. Seria, por isso,
importante criar um grupo de trabalho que estudasse e quantificasse este problema,
como, alids, recomenda a EMEA, para melhor compreender e, consequentemente,
minimizar os riscos da utiliza¢do de FQs em animais de consumo humano.

Importa sublinhar que a imposi¢do de uma utilizagdo muito reduzida de FQs na
Dinamarca, Suécia e Noruega, ndo causou a diminuicdo do crescimento dos animais
nem, tdo pouco, da sua producdo (WHO, 2003). Em contrapartida, foram
implementados espagos de tamanho adequado, arejados e melhores condigdes de
higiene, e medidas naturais promotoras de crescimento. Estas promovem o
desenvolvimento de uma flora digestiva adequada, uma estabilizagdo da digestdo, o
aumento do crescimento, a estimulacdo do sistema imunitario, a diminuicao da
incidéncia de diarreia, o aumento da eficacia da alimentacdo, a baixa dos niveis de
mortalidade e consequentemente o aumento o lucro (Doyle, 2001; Bengtsson e Wierup
2006).

Curiosamente, ¢ ao contrario da tendéncia geral, na Dinamarca, o controlo

rigoroso das quantidades de antibidticos administradas em animais doentes (tabela 4) foi
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uma medida implementada pela propria industria, voluntariamente, € ndo imposta por
qualquer legislacgao.

Os produtores quiseram conquistar mais confianca dos compradores, uma vez que
estes comecaram a levantar questdes de Saude Publica relativamente a elevada
utilizagdo de antibidticos na producdo de animais para consumo humano. Deste modo,
mesmo que houvesse um ligeiro aumento dos pregos, os consumidores nao se
importariam de pagar um pouco mais por uma maior qualidade (WHO, 2003).

A questdo principal da diminuicdo da utilizagdo de antibidticos reside num
investimento nas instalagdes de producdo aviaria com melhores condig¢des sanitarias.
Esta diminuicdo ¢ possivel, desde que as instalagdes tenham métodos eficientes de
limpeza e desinfec¢do para minimizar o aparecimento de doengas infecciosas e evitar a
sua disseminacdo. E necessirio manter uma ventilagio adequada para evitar
disseminagdo por via aérea, criar zonas de isolamento, manter temperaturas ambientes
apropriadas, ndo ter um numero de animais superior a capacidade que o espago
comporta e guardar registos de infeccoes e areas afectadas, para futura analise de risco

(Doyle, 2001; WHO, 2003).

I. 4. 6. Toxicidade resultante da utilizacao de

Fluoroquinolonas

l. 4. 6. 1. Toxicidade aguda

Segundo um estudo da Bayer® feito em frangos, o consumo de uma dose de ENR
até 10 vezes superior a dose terapéutica, durante 5 dias, nao resultou em nenhum sinal
clinico e ndo houve efeitos adversos (Baytril®, 2005). Existem, no entanto, outros
estudos que relatam, noutras espécies, fragilidade e ruptura de tenddes (El-Aziz et al,
1997).

As concentragdes de FQs existentes na carne para consumo humano ndo
apresentam qualquer risco de toxicidade aguda (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005,
2007).
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I. 4. 6. 2. Toxicidade cronica - Emergéncia de resisténcias

bacterianas

O maior risco da utilizacdo de FQs e, neste caso em particular, da ENR (e CIP,
pois ¢ seu metabolito), ¢ a emergéncia de estirpes bacterianas resistentes no tracto
digestivo dos frangos. A sua utilizacdo excessiva nestes animais faz com que as
bactérias do tracto digestivo destes estejam em contacto permanente com o antibiotico,
aumentando a probabilidade de emergirem resisténcias bacterianas a este grupo de
antibidtico, formando um reservatorio de estirpes de bactérias resistentes as FQs.
Acresce que, a maior parte das vezes, estas estirpes de bactérias adquirem resisténcia a
todo o grupo das FQs e ndo apenas as que foram administradas (FAO/WHO/OIE,
2007).

Algumas bactérias conseguem duplicar o seu numero em apenas vinte minutos,
estando esta rapidez relacionada com a sua rapida adaptagdo ao meio ambiente, através
de mutacdes frequentes. As bactérias também partilham uma série de genes que podem
ser transferidos de uma bactéria para outra, podendo disseminar uma determinada
caracteristica, rapidamente, numa populagdo inteira. Este processo ¢ realizado por
plasmideos, por elementos transponiveis entre bactérias, entre outros (resisténcia
adquirida) (Harbottle et al, 2006).

As resisténcias adquiridas podem ocorrer por mutagdo ou por aquisicdo de novo
material genético que contenha essa informagdao. Os mecanismos mais comuns sao a
inactivacdo do antibidtico por produg¢dao de uma enzima que o vai alterar, alteragdo do
receptor do antibidtico, alteragdes das vias metabdlicas, diminuicdo da permeabilidade e
aumento de excre¢do. A transferéncia de material genético pode ocorrer por conjugacao,
onde um plasmideo ¢ transferido de uma bactéria para outra, dentro da mesma espécie
ou por transdugdo, onde o material genético ¢ adquirido por uma infec¢ao por um virus
que infectou outras bactérias (bacteriofago), incorporando ADN destas no seu
(Harbottle et al, 2006).

A resisténcia aos antibioticos também pode ser intrinseca, uma vez que ha
bactérias que sdo resistentes a antibioticos devido a incapacidade destes penetrarem na
célula ou a falta de afinidade para com o receptor da bactéria ou mesmo a auséncia deste

(Harbottle et al, 2006).
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A resisténcia de uma bactéria a um antibiotico aumenta a probabilidade de ela se
tornar resistente a outro antibiotico, uma vez que as por¢des de ADN que sdo
transferidas entre bactérias costumam transportar informagdo para resisténcia a varios
antibioticos (Harbottle et al, 2006).

Mas o risco ndo passa apenas pelo facto de as bactérias patogénicas adquirirem
resisténcias, ele passa ainda pela circunstancia de aquelas que nao sdo patogénicas para
0o Homem - comuns no tracto gastrointestinal dos animais - poderem transferir a
resisténcia a bactérias patogénicas.

Para determinar se uma bactéria é resistente a um dado antibidtico, € calculada a
CIM, havendo parametros pré-definidos para cada bactéria e antibidtico. Quando este
valor se encontra aumentado significa que a bactéria pode ter sensibilidade reduzida ou
ser resistente ao antibidtico testado. O valor encontrado pode ser uma ajuda para
determinar qual a altera¢@o que a bactéria sofreu para ter a sua resisténcia alterada, visto
que se agrupam em valores diferentes de CIM consoante a alteracdo existente
(FAO/WHO/OIE, 2007).

As bactérias, antes de contactarem com os antibioticos e adquirirem resisténcias,
tém uma CIM, sendo este valor considerado para comparagdes. Existem, no entanto,
algumas bactérias que possuem resisténcias intrinsecas a alguns antibidticos, e outras
que possuem subgrupos que também tém susceptibilidade alterada, ndo havendo
nenhum destes casos nas situagdes referenciadas no presente estudo.

Apesar de alguns grupos de bactérias terem uma CIM superior as susceptiveis, ndo
significa que a terapéutica ndo funcione com esse antibidtico, mas diminui a
probabilidade de isso acontecer.

Ha mutagdes que provocam diminuicao de sensibilidade as FQs. Para testar esta
alteracdo deve ser utilizado o 4acido nalidixico, atendendo a que, nestas situagdes,

apresenta valores de CIM superiores (FAO/WHO/OIE, 2007).

I. 4. 6. 2. 1. Resisténcias em Campylobacter spp.

Estas bactérias, em caso de infec¢do do ser humano, provocam cefaleias, dor
abdominal, gastroenterites e diarreias. O tratamento com antibiotico (utilizado em cerca
de 10% dos infectados) normalmente ¢ apenas utilizado em doentes vulneraveis, tais

como idosos, criangas, doentes cronicos ¢ imunodeprimidos. Esta infec¢do também
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pode provocar complicagdes secundarias como artrite reactiva e sindrome de Guillian-
Barré (paralisia progressiva que pode levar a morte), sendo ainda possivel, embora mais
raro, provocar infec¢des extra intestinais como meningite e peritonite (Griggs et al,
2005).

O antibiotico de primeira escolha para estas situagdes € a eritromicina (macrolido)
e, em caso de resisténcia a este, sdo utilizadas as FQs (WHO, 2008).

No Reino Unido e Pais de Gales, desde 1997, foram registadas cinquenta a
sessenta mil infec¢des por Campylobacter, sendo que o niimero real deve rondar o meio
milhdo por ano, devido a ndo identificacdo do agente patogénico e poucas notificagdes
(Endtz et al, 1991).

A principal fonte de contamina¢des ¢ de origem animal, através da manipulagdo
de carne crua e ingestdo de carne mal cozinhada (Endtz et al, 1991).

As resisténcias de estirpes de Campylobacter as FQs comegaram a surgir nos anos
90 e coincidem com a utilizagdo em grande escala da ENR (Endtz et al, 1991; Griggs et
al, 2005). Actualmente, ja se reconhece que a percentagem de estirpes de
Campylobacter  resistentes a FQs ¢é muito elevada (FDA, 2004;
EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007; WHO, 2008).

Os frangos sdo frequentemente colonizados com Campylobacter as duas semanas
de vida, devido a sua exposi¢do a outros animais, tais como outros frangos, aves
selvagens, roedores e insectos e a 4guas contaminadas. Quando contaminados, todas as
aves do local onde se encontram ficam contaminadas (apesar de ficarem
assintomaticas), excretando através das fezes largas quantidades de Campylobacter.
Naturalmente que, havendo poucas condi¢des de higiene, hd transmissdo durante o
transporte, no abate, através da agua, etc. Significa isto que a transmissdo destas
bactérias ¢ comum e simples. As bactérias resistentes podem contaminar outros animais,
ndo sendo necessario sequer que estes tenham ingerido antibidticos e desenvolvido
estirpes bacterianas resistentes no seu organismo (FDA, 2005; Griggs et al, 2005).

Estas bactérias encontram-se na flora intestinal de 50% dos frangos, estando
apenas no intestino humano durante infec¢des (ndo ha portadores assintoméaticos). Uma
vez que nao ha necessidade de tratar com frequéncia e que € rara a transmissao humano-
humano, a probabilidade das resisténcias provirem do consumo de FQs pelo homem
parece muito baixa. Para o comprovar, temos exemplos de paises que utilizam FQs no
Homem, onde as resisténcias sdo inexistentes se nao houver introdugdo de FQs no

tratamento de frangos. Este tipo de resisténcia a FQs ndo existia na Holanda antes da
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introdu¢do no tratamento de frangos deste antibiotico. Apos a sua introdugdo, as
resisténcias aumentaram, nao s6 em estirpes de Campylobacter dos frangos, como ainda
nas infec¢des no Homem. Na Austrdlia, onde nunca foram autorizadas FQs para
tratamento de frangos, as estirpes de Campylobacter continuam a ser sensiveis aos
tratamentos com FQs no Homem. Apesar de na Australia terem sido detectados alguns
casos de infecgdo em humanos, por estirpes resistentes de Campylobacter a FQs (12
casos em 370 analisados), 10 destes 12 casos estavam relacionados com a aquisi¢dao da
infec¢do fora do pais (Endtz et al, 1991).

Um estudo nos EUA mostra que as infecgdes por estirpes de Campylobacter
resistentes a CIP na populacdo humana da regido estudada eram provenientes das
exploragdes de frangos da mesma regido (Smith et al, 1999).

No Reino Unido, em 2000, 13% dos Campylobacter jejuni e 15% dos
Campylobacter coli analisados em carne a venda para consumo humano era resistente a
CIP, enquanto 18% dos C. jejuni ¢ 26% dos C. coli isolados de infec¢des humanas eram
resistentes. Estes numeros sdo ilustrativos da dimensdo dos riscos causados pela
utilizagdo continua e excessiva de FQs em frangos de consumo humano e que tém vindo
a aumentar de ano para ano (FDA, 2005).

Os mecanismos pelos quais esta bactéria se torna resistente sdo varios. Um deles
resulta de uma mutag¢do no gene que codifica a subunidade Gyr-A. No Campylobacter
jejuni esta alteragdo provoca uma troca de um aminoacido que ¢ suficiente para conferir
uma elevada resisténcia as FQs (Hakanen et al, 2002). Também foram relatadas
situacdes de polimorfismo e de uma mutagdo que confere ao Campylobacter jejuni,
resisténcia nao s6 de FQs, mas também a outros antibioticos. Porém, a inactivag¢ao desta
mutagdo confere novamente ao Campylobacter jejuni sensibilidade as FQs (Lin et al,
2002; Pumbwe e Piddock, 2002).

Esta ultima mutacdo vem provar que ndao ha sé o perigo de as bactérias
desenvolveram resisténcias aos antibioticos a que sao expostos, mas também, a outros
antibacterianos, pois alguns mecanismos de resisténcia sao inespecificos. Este problema
de Saude Publica alarga assim a discussdo da utilizagdo de FQs ndo apenas as
resisténcias criadas a estas, mas também a outros antibioticos (FDA, 2004).

A referida mutagdo na Gyr-A déa-se entre uma e cinco bactérias em 100 milhdes de
Campylobacter, dado o grande numero destas bactérias que coloniza ¢ intestino dos
frangos. Ao administrar ENR, vai-se criar um ambiente favoravel ao desenvolvimento

de estirpes com esta mutagdo, pois esta vai deixar de ter concorréncia e pode
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multiplicar-se livremente. Pode assim ocorrer disseminagdo da estirpe através dos
mecanismos anteriormente referidos: dgua de consumo, contagio dentro dos pavilhdes,
etc. (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

Na presenga de FQs, as estirpes de Campylobacter tornam-se, como foi referido,
resistentes a outros antibioticos. E o que demonstra um estudo efectuado em 6
populagdes de frangos para consumo humano (tabela 5), que foram tratados com ENR

devido a infecgdo clinicamente relevante, segundo instrugdes do veterinario (Griggs et

al, 2005).

Tabela 5. Resisténcias cruzadas entre antibidticos em Campylobacter spp.
isolados de frangos de produ¢do para consumo humano. Adaptado de Griggs et al
(2005)

Agente C?;fg/zigﬁo Z(;(ii ;:si;frn;riii) Sltre CIP(1) isolados ZZ L?; éfsi;frn;i; (f):;ltre CIP(2) isolados
uzgé";‘rﬁgjrra 1 3 4 5 6 1 3 4 5 6
resisténcias

ERY 4 2(1) 52) | 246) | 26(10) | 7(2) | 2923) | 21) | 29(12) | 3(2)

CHL 8 2(1) 2(1) 16(4) 0(0) A1) 5(4) 0(0) 20(8) 0(0) 2(1)

TET 8 9(4) 0(0) 36(9) 000) | 78221 | 5140) | 00) | 68(28) | 19(13) | 61(37)

KAN 16 136) | 10@4) | s6(14) | 10(4) | 72) 108) | 198) | 4920) | 1309) | 3(2)

AMO 16 28(13) | 7130) | 20(5) | 13(5) | 59(16) | 83(65) | 74(31) | 80(33) | 25(17) | 36(22)

EtBr 8 15(7) | 17¢7) | 40(10) | 18(7) | 59(16) | 4132) | 2(1) 208) | 5437) | 7747)

MDR 42) 52) | 246) | 50) | 412) | 3225 | 00) | 46(19) | 96) | 38(23)

Total 46 42 25 39 27 78 42 41 68 61

CIP(1): CIM < 1 pg/ml; CIP(2): CIM > 2 pg/ml. MDR indica resisténcia a trés ou mais dos agentes
seguintes eritromicina (ERY), cloranfenicol (CHL), tetraciclina (TET), canamicina (KAN), ampicilina

(AMP) ou brometo de etidio (EtBr)

Neste estudo, em que foram analisados 6 grupos de frangos tratados com ENR, a
percentagem de estirpes de Campylobacter resistentes durante o tratamento era de quase
100% e manteve-se durante algumas semanas (tabela 6). Apesar de uma semana depois
ndo serem detectados no musculo vestigios de ENR nem de CIP, os seus efeitos na

resisténcia de estirpes de Campylobacter a CIP continuam patentes, deixando assim
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claro que a simples determinacdo da existéncia de residuos do antibidtico nos frangos
ndo ¢ suficiente para determinar a influéncia na Saude Publica da utilizacdo de ENR

nestes animais (Humphrey et al, 2005).

Tabela 6. Amostras de fezes de frangos contaminadas com Campylobacter spp.
resistentes a quinolonas. Adaptado de Humphrey et al (2005)

Grupo Numero de amostras resistentes isoladas/total de amostras (% resisténcia a quinolonas)

Antes do Durante o Semanas ap0ds o tratamento
tratamento tratamento 1 2 3

1 2/14(12) 14/14(95) 11/14(64) 11/13(69) A -

3 1/14(1,4) 1/12(4,6) 14/14(70) 10/12(71) 1/13(2,6) -

4 0/13(<2) 13/13(100) 12/14(75) 10/14(56) - -

5 4/14(2,4) 12/12(97) 14/14(95) 13/13(64) 13/14(8,3) 9/14(25)

6 4/11(<2) 14/14(96) 11/14(<1,5) 8/14(5,2) 2/13(<1,4) 4/11(3,5)

a-ndo foram colhidas amostras

No Grupo 5 deste estudo, os resultados foram ainda mais reveladores: registou-se
uma prevaléncia inicial muito baixa que passou para uma resisténcia de praticamente
100% durante o tratamento (figura 6). Durante as quatro semanas seguintes, as
resisténcias pouco diminuiram, sendo ao fim de quatro semanas ainda muito elevadas

(Humphrey et al, 2005).
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Figura 6. Numero de Campylobacter spp. em fezes de frango, antes, durante e
depois de tratamento com FQs. Cada coluna representa as amostras correspondentes aos
frangos de cada grupo e a parte a sombreado as amostras contendo Campylobacter spp.
resistentes a CIP. Adaptado de Humphrey et al (2005)

Demonstra-se que o tratamento com FQs em frangos provoca um
desenvolvimento rapido de estirpes resistentes de Campylobacter, ndo apenas as FQs,
mas também a outros antibioticos, mantendo-se a resisténcia as FQs durante varias
semanas.

Uma vez que o tempo de administragdo recomendado pelo fabricante ¢ de uma
semana, passado este tempo e neste grupo continuamos com uma percentagem de perto
de 100% de estirpes de Campylobacter resistentes (Humphrey et al, 2005). Em caso de
infeccdo do Homem com este tipo de bactérias, e haver necessidade de tratamento, a
administracao de CIP ndo ¢ eficaz, originando um prolongamento de sintomas e uma
possivel progressdao da doenga.

As estirpes de Campylobacter, sobretudo oriundas de frangos, constituem a
principal contaminagdo de origem alimentar. Foi com base nestes dados que, em 2005, a
FDA retirou do mercado a ENR para qualquer uso veterinario (FDA, 2005).

Estima-se que em 1999 cerca de 2,4 milhdes de pessoas, nos EUA, foram

infectadas com Campylobacter, sendo que 80% dessas infec¢des foram causadas por
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alimentos. 14,2% das infecgdes bacterianas provocadas por alimentos sdo infecgdes por
Campylobacter, esta é a principal infec¢do bacteriana com origem em alimentos. Nos
paises desenvolvidos, os frangos sdo considerados o seu maior reservatorio (Barza e
Travers, 2002).

Nos EUA, as infecg¢des por estirpes de Campylobacter sensiveis e resistentes a
FQs tém a sua principal origem em frangos. Entre Junho de 1999 e Julho de 2000,
analises a carcagas de frangos concluiram que 70,7% estavam contaminadas com
Campylobacter, sendo que 41% eram estirpes resistentes ao acido nalidixico ¢ 35% a
CIP. Em 2002, uma analise a 365 peitos de frango concluiu que 58% estavam
contaminados com Campylobacter (FDA, 2004; FDA, 2005).

Um estudo efectuado nos EUA em 1996 determinou que 88% dos produtos de
frango analisados estavam contaminados com Campylobacter e que 20% destes eram
estirpes resistentes a CIP (FDA, 2004; FDA, 2005).

A contaminacdo pode ter lugar por intermédio de material de cozinha, através da
manipulagdo de carne seguida de outros alimentos, com recurso aos mesmos utensilios,
e ainda por intermédio de alimentos mal cozinhados. Por esta razdo, o consumo de carne
de frango em restaurantes ¢, segundo diversos estudos, um dos mais importantes
factores de risco de contaminagdo por Campylobacter (FDA, 2005).

H4, na maioria dos paises, uma clara relacdo entre a introdu¢do da ENR no
mercado e o aumento de estirpes de Campylobacter resistentes. Nos EUA a resisténcia
aumentou de 1,3%, em 1992, para 10,2%, em 1998 - dois anos depois da introdu¢do da
ENR. De salientar que este estudo excluiu pessoas que viajaram, no sentido de evitar
erros resultantes de infecgdes que ndo foram adquiridas localmente. Um outro estudo,
noutra regidao dos EUA, concluiu que, em 1996, 8,3% dos Campylobacter analisados
eram estirpes resistentes a CIP, ao passo que em 2001 ascendiam ja aos 40,5% (FDA,
2004; FDA 2005).

Em Espanha, a introducdo da ENR teve lugar em 1990. Antes desta data, apenas 0
a 3% dos Campylobacter que infectavam o Homem eram resistentes a CIP; em 1990,
9% eram resistentes e em 1991 ascendiam aos 39%. Em pediatria, registou-se um
aumento de 2,3%, em 1988, para 48,8%, em 1993 (FDA, 2005).

No Reino Unido, a introdugdo de CIP, para uso humano, no mercado aconteceu
em 1987 ¢ a da ENR em 1993. A resisténcia do Campylobacter, no inicio dos anos
noventa, oscilava entre 1,9% e 4,1%, numa altura em que a utilizagdo da ENR ainda nao

tinha sido autorizada. Mais um dado a demonstrar que ndo ¢ a utilizagdo no Homem que
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aumenta as resisténcias, pois trata-se de uma utilizagdo individual, pontual e, portanto,
reduzida. A reforcar este argumento temos a Australia que, como ja referimos, faz um
uso das FQs em exclusivo para terapéutica humana e as resisténcias sdo praticamente
inexistentes (FDA, 2005).

Trabalhos efectuados no ambito da sequenciagdo genética das estirpes de
Campylobacter revelam a semelhanga entre estirpes de Campylobacter isolada em
frangos resistentes a CIP e as detectadas em humanos. Conclui-se que os frangos sdo a
principal fonte de contdgio de Campylobacter, tanto de estirpes sensiveis como
resistentes a CIP e acido nalidixico (FDA, 2005).

A infecgdo por estirpes de Campylobacter resistente provoca um aumento da
duracdo da doencga e, por outro lado, aumenta os riscos de complicacdes secundarias
(FDA, 2005).

Outra questdo levantada pela FDA ¢ que, muitas vezes, o tempo necessario para
detectar a bactéria que estd a provocar a gastroenterite e executar um teste de resisténcia
nao se compadece com a necessidade de intervir rapidamente, antes de conhecer os
resultados. Assim torna-se necessario alterar normas de procedimento e retirar as FQs
do tratamento destas afec¢des, visto que o nimero de resisténcias ¢ elevado e a
probabilidade de falha terapéutica também (FDA, 2005).

ApOs esta data, outros estudos levantaram suspeitas sobre resisténcias em relagdo
a outras bactérias. No entanto, o Campylobacter continua a ser a mais documentada ¢ a
que reune maior conformidade na comunidade cientifica (Wassenaar, 2005).

A FDA, enquanto uma das maiores entidades reguladoras de medicamentos em
todo o mundo, sofre enormes pressdes para introdugdo e manutencao de medicamentos
no mercado. Para retirar a ENR do mercado, cujo principal produtor ¢ a Bayer®, foi
necessario reunir provas concludentes e qualificadas (FDA, 2005).

Quando ha aumento de infecgdes, de sintomas, de complicagdes e de mortalidade
associados a utilizagao de um medicamento veterinario, a sua comercializagao deixa de
fazer sentido, tornando-se imperioso retird-lo do mercado. E isto, sem haver quebra de
rentabilidade, tal como provam os paises nérdicos que retiraram todos os promotores de
crescimento ¢ diminuiram drasticamente o consumo de antibidticos e consequentemente

o consumo de FQs (WHO, 2003).
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l. 4. 6. 2. 2. Resisténcias em Salmonella spp.

A Salmonella spp., a semelhanga da Campylobacter, pode provocar diarreia
prolongada, febre, nduseas, dor abdominal e vomitos. Os sintomas surgem de 6 a 72
horas apOs a contaminagdo e persistem, em regra, entre 4 ¢ 7 dias e desaparecem, a
maioria das vezes, sem necessidade de tratamento com antibioticos. Ndo obstante, ha
casos que exigem o recurso a este tipo de tratamento, o que acontece com grupos de
risco, diarreias prolongadas ou disseminacdo da infeccdo para fora do intestino. A
Salmonella ¢ a Campylobacter sao responsaveis pelas infec¢des mais comuns
adquiridas através de alimentos (EMEA, 2005).

A Salmonella encontra-se no intestino das aves e de outros animais que podem ser
portadores sem apresentarem sintomas. Transmite-se normalmente ao ser humano
através de alimentos que estiveram em contacto com fezes contaminadas, tais como,
ovos, leite, carne de frango e carne de vaca. Além destes, quaisquer outros produtos
podem ser contaminados, bastando, para tanto, que entrem em contacto com fezes
contaminadas ou mesmo com outros produtos contaminados, como por exemplo,
vegetais preparados na mesma bancada em que foi manipulada carne contaminada. As
aves podem ser portadoras desta bactéria sem apresentarem sintomas (WHO, 2008).

Tal como sucede com a Campylobacter, a transmissdo humano-humano nao ¢
comum. Os antibidticos mais utilizados no tratamento desta infec¢do sdao as
cefalosporinas de terceira geragao e as FQs.

Segundo a WHO (2008), em regra, o comum das pessoas que contactam com a
bactéria tendem a contrair estirpes de Salmonella sensiveis, ao passo que aquelas que
visitaram, viveram ou vivem em quintas de criagdo de animais t€m maior probabilidade
de terem sido infectadas por estirpes resistentes de Salmonella.

As pessoas infectadas com estirpes de Salmonella resistentes ao acido nalidixico
tétm uma maior duracdo dos sintomas. Um estudo realizado pelas autoridades
dinamarquesas verificou que, em pessoas infectadas com estirpes de Salmonella
resistente ao acido nalidixico, a probabilidade de haver uma disseminagdo da infeccao
era maior, aumentando também a mortalidade (WHO, 2008).

Segundo Barza e Travers (2002), estima-se que, nos EUA, ocorram, anualmente,

mais de 29 379 infecgdes por Salmonella spp.
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Na Alemanha, em Espanha e no Reino Unido, o aumento de estirpes de
Salmonella resistentes esta directamente ligado a introdu¢do da ENR em veterinaria. Em
Espanha, a percentagem de estirpes de Salmonella resistentes ao acido nalidixico que
infectou seres humanos era de 0,5% antes de 1991, e de 38,5% em 2003. Outros estudos
relacionam a presenca de estirpes de Salmonella em animais de consumo humano com a
emergéncia de estirpes resistentes de Salmonella (Threlfall, 2002; White et al, 2002)

Estima-se que 95% das 1,4 milhdes de infecgdes por Salmonella que ocorrem
anualmente nos EUA tenham origem em alimentos (Meng e Doyle, 1997).

Analisando a tabela 7, verifica-se que grande parte dos paises mencionados nao
possuem dados, e Portugal ndo consta sequer da tabela. Ainda assim, os valores de
Salmonella enteritidis em frangos s3o demasiado elevados, tal como os de
Campylobacter jejuni, o que permite antever um grande reservatorio de estirpes
resistentes que poderdo provocar danos acrescidos na Saude Publica.

De salientar que as percentagens de 0% de Campylobacter jejuni resistentes em
frangos se verificam nos paises onde os promotores de crescimento foram proibidos
mais cedo ¢ onde ha um controlo eclevado sobre a utilizagdo de antibidticos, a saber,

Suécia, Dinamarca e Noruega (EMEA, 2005).
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Tabela 7. Percentagem de bactérias resistentes a quinolonas em animais para

consumo humano em 2004 (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007)

Pais Bactérias e suas resisténcias a quinolonas
Salmonella C. coli C. jejuni
S. S. Enteritidis Porcos Gado Frangos
Thyphimurium Frangos
i Porcos
Austria 0 2
Bélgica 6 0
Dinamarca <1 23 8 11 0
Inglaterra e 8 0 17 0
Pais de Gales
Franca 20 36
Alemanha 4 14 8
Grécia 44
Holanda 3 3 11 38
Noruega 0
Polonia 8
Suécia 18 2 0
Suica 0 26 5 12

l. 4. 6. 2. 3. Resisténcias em Escherichia coli

Apesar de ndo haver tanta documentacdo, nem unanimidade na comunidade
cientifica, ha quem defenda que também estirpes de Escherichia coli desenvolvem
resisténcias as FQs durante o seu uso em veterinaria. Este microrganismo ¢ a primeira
causa de infecgdes do tracto urinario no Homem e a mais frequentemente adquirida em
meio hospitalar (Moniri et al, 2005).

Segundo Moniri e Dastehgoli (2006), apds o tratamento de um grupo de frangos,
comparando-o com outro grupo ndo tratado, a diferenga de percentagem de Escherichia
coli resistentes é de 49,5% para 33,7%. Em Espanha, ha estudos que detectaram 90% de
E. coli resistentes a CIP em frangos.

Apesar de a EMEA referir que a maior parte das estirpes de Escherichia coli que

estd presente nos animais ndo infecta seres humanos, ha estudos que provam que
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resisténcias que surgiram em estirpes presentes em animais acabaram por infectar seres
humanos (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

A elevada semelhanca genética entre as estirpes de Escherichia coli causadoras de
infecgdes em humanos e outros animais sugere que as resisténcias possam ser
transmitidas a0  Homem

adquiridas animais ¢

(EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

em posteriormente

Os dados recolhidos entre 2000 e 2004 revelam uma maior prevaléncia de
Escherichia coli resistentes em frangos do que em porcos. Estando a Austria, Itélia,
Franga e Holanda com percentagens de Escherichia coli resistentes bastante elevadas

(tabela 8) (EMEA, 2005).

Tabela 8. Percentagem de resisténcia a fluoroquinolonas e flumequina ou acido

nalidixico entre Escherichia coli de porcos e frangos. Dados de 2000 a 2004

(EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007)

Origeme | Break- Numero de amostras e percentagem de resisténcia em
quinolona | point . ,
(/) diferentes paises
Austria | Dinamarca | Finlandia | Franga | Italia | Holanda | Noruega | Suécia
Porcos n=134 n=317 - n=304 | n=255 | n=155 n=187 | n=303
FQs (%) >2 2 0 - 0 <1 0 0 0
Acido >16 8 2 - 3 9 0 <1 1
nalidixico | ou>4
ou
flumequina
(%)
Frangos n=140 n=138 n=300 n=308 | n=258 | n=165 n=141 | n=306
FQs (%) >2 3 0 0 3 11 3 0 0
Acido >16 54 10 2 28 50 35 1 5
nalidixico | ou>4
ou
flumequina
(%)
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Como se pode observar na tabela 9, existe, at¢é ao momento, um Unico dado
publicado pela EMEA relativo a Portugal, relacionado com as resisténcias a FQs: a
resisténcia de estirpes de E. coli em porcos, que ¢, ainda assim, o valor mais elevado da
tabela (76%), sendo assim provavel que, para outras espécies € microrganismos, 0s
valores sejam igualmente elevados. Este valor parece muito fora do normal, mas

coincidem com consumos de FQs em Portugal.

Tabela 9. Percentagem de resisténcia a fluoroquinolonas entre bactérias
patogénicas de  animais de  consumo  humano, dados de 2004

(EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007)

Pais Bactérias e suas resisténcias a FQs
A. E. coli P. M.
pleuropneumoniae multocida | haemolytica
Porcos Gado Frangos Porcos Gado Gado
Bélgica 35 3
Dinamarca 0 1 0 0 0
Inglaterra e 4 <1 3 8 0 0
Pais de
Gales
Finlandia 11
Franga 0 31 5 5 5 5
Alemanha 2 1 2
Italia 22 4
Letonia 44
Holanda 0-1 2-6
Noruega 2 0
Polonia 1 0
Portugal 76
Espanha 12 16
Suécia 0 1 3 <1
Suica
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Relativamente a NOR, existem poucos estudos que estabelecam a relagdo entre a
sua utilizacdo e as respectivas resisténcias. Na Ardbia Saudita, foram detectadas
Escherichia coli e Pseudomonas resistentes 8 NOR em frangos apos a sua utilizagdo. As
percentagens foram de 45,9% e 70,6%, respectivamente. Comparativamente, as
resisténcias nas estirpes E. coli ¢ Pseudomonas sem intervengdo da NOR foram de
10,5% e 18,2%, respectivamente (Al-Mustafa e Al-Ghamdi, 2000).

l. 4. 6. 2. 4. Resisténcias em outras bactérias

Também na Klebsiella pneumoniae foram descobertas resisténcias a quinolonas,
transmitidas por plasmideos, tornando esta bactéria resistente a CIP (Harbottle et al,
2006).

Existe um estudo efectuado em Portugal que analisou a presenca de Enterococcus
em aguas eliminadas dos matadouros de frangos (Costa et al, 2006). Verifica-se que a
percentagem destas bactérias resistentes a tetraciclinas ¢ bastante elevada (85,7%),
sendo a percentagem de resisténcias a FQs de 10%. Estas bactérias ndo sdo
normalmente patogénicas para os animais, no entanto, estdo frequentemente implicadas
em infecgdes nosocomiais. Outra das conclusdes deste estudo € que os tratamentos dos
desperdicios dos matadouros ndo sdo suficientemente eficientes para eliminar bactérias,
nao tendo capacidade para extinguir contaminagdes ambientais com bactérias resistentes
susceptiveis de provocar infec¢gdes no Homem. Com efeito, deparamo-nos com dois
problemas essenciais: de um lado, o da seleccdo de estirpes resistentes provocada pelos
tratamentos em animais de consumo humano, que tornam o Homem vulneravel a
infeccdes, através da ingestao de alimentos mal cozinhados ou da manipulagdo de carne
contaminada, por outro, o da contamina¢do do ambiente com estas bactérias resistentes,
potenciando a possibilidade de aquisi¢do de infec¢des provocadas por estas (Costa et al,

2006).
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I. 4. 7. Recomendacdes de diversos organismos sobre

utilizacdo de FQs em veterinaria

1.4.7.1. FAO, WHO e OIE

Reunidas em Novembro de 2007, a FAO (Organizag¢ao das Nag¢des Unidas para a
Agricultura e Alimentacdao), a WHO ¢ a OIE (Organizacdo Mundial da Saude Animal)
avaliaram a importancia dos antibioticos, tanto para uso humano como para uso animal
(FAO/WHO/OIE, 2007).

A WHO, através de varios critérios, classificou as quinolonas, tal como os
macrolidos e cefalosporinas de 3* e 4* geragdo, como os antibidticos que mais importa
proteger a nivel de medicina humana, devido ao aumento de estirpes bacterianas
resistentes aos mesmos, principalmente com origem em animais.

Recomenda-se que a sua utilizagdo deva ser controlada e analisada para evitar
propagagao de estirpes bacterianas resistentes.

A OIE classificou como muito critica a sua utilizagdo em medicina veterinaria.

Para encontrar um ponto de equilibrio entre estas questdes, aquelas entidades
enunciaram diversas recomendagdes que urge cumprir, no sentido de minimizar os
problemas advindos da utilizagao de antibidticos em animais:

- Cria¢ao de um programa nacional de controlo do consumo de antibidticos em
veterinaria;

- Criagdo de um programa nacional de controlo de resisténcias em estirpes
bacterianas;

- Implementacao de estratégias que impecam a transmissao de bactérias resistentes
de animais para pessoas através da cadeia alimentar;

- Implementa¢do dos principios propugnados pela WHO para contengdo das
resisténcias em animais de consumo humano e cumprimento das normas da OIE para
uso responsavel de antibidticos;

- Promocgao da capacidade dos paises, especialmente daqueles que se encontram
em vias de desenvolvimento, para o incremento de programas de vigilancia de
utilizagdo de antibidticos e de emergéncia de resisténcias em estirpes de bactérias

adquiridas em animais de consumo humano.
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Estas recomendagdes deveriam ser implementadas a escala global, na medida em
que, como foi referido anteriormente, as infecgdes transmitidas através de viajantes sao
cada vez mais comuns. Com efeito, ainda que um dado pais esteja alertado e preparado
para estas situacdes, com todos os programas de vigilancia activos, podem ocorrer
infecgdes transmitidas por viajantes oriundos de outros paises, provocando uma
disseminagdo de bactérias resistentes com consequéncias nefastas.

No que respeita especificamente as FQs, aquelas trés entidades, ja em 2003,
consideraram provadas as resisténcias adquiridas em animais pelo uso deste grupo de
antibioticos. Concluem, com base em todos os estudos existentes, que existe evidéncia
clara que estirpes de Campylobacter ¢ Salmonella adquirem resisténcias a FQs em
animais tratados com este grupo de antibioticos e que também existe uma relacdo,
embora nao tdo evidente, com a emergéncia de resisténcias em estirpes de Escherichia
coli e Enterococci spp. (FAO/WHO/OIE, 2007).

Apesar de ndo recomendarem directamente a nao utilizacdo das FQs em
veterinaria, recomendam o controlo dos consumos e a vigilancia da emergéncia de
estirpes bacterianas resistentes a este grupo de antibioticos, salientando que a higiene ¢
um factor de elevada importancia na prevencao de infec¢des e propagagdo de infecgdes,
no sentido de diminuir a necessidade de utilizacdo de antibidticos (FAO/WHO/OIE,
2007).

Alertam para a necessidade de adopcao de medidas especificas de prevengdo e
controlo de surtos de Salmonella e Campylobacter, uma vez que adquirem rapidamente
resisténcias e que tém por base estudos cientificos que evidenciam a emergéncia de
estirpes resistentes (FAO/WHO/OIE, 2007).

Salientam a necessidade de evitar o tratamento de animais em larga escala, pois
este aumenta a probabilidade de surgirem resisténcias, devendo-se evitar o tratamento
através da agua e dos alimentos, privilegiando-se o tratamento individual. Na utilizagao
de FQs, ¢ importante a imposi¢ao de prescri¢ao veterinaria, como medida de controlo
(FAO/WHO/OIE, 2007).

Por outro lado, a utilizagdo de antibioticos em veterinaria obriga a uma cultura
microbioldgica no sentido de determinar qual a estirpe bacteriana implicada na infec¢ao
e qual(ais) o(s) antibidtico(s) mais indicado(s) para o tratamento, diminuindo assim a
possibilidade de emergéncia de estirpes resistentes e diminuindo, em simultdneo, os

custos dos tratamentos (FAO/WHO/OIE, 2007).
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I.4.7.2. Agéncia Europeia do Medicamento

Em Fevereiro de 2007, a EMEA emitiu um comunicado sobre FQs através do
Comité para Produtos Medicinais para uso em Veterindria, na sequéncia da classificagdo
das FQs como um grupo de antibidticos muito importantes na medicina humana
(EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

Neste comunicado sdo referidos alguns estudos, que comprovam a relagdao causal
entre a utilizagdo em veterinaria de FQs e o aumento dos dias de internamento e mortes
relacionados com infecgdes com estirpes de bactérias resistentes a FQs, adquiridas em
animais sujeitos a administracdo de FQs. A EMEA sugere que as doses indicadas para
tratamento podem nao ser as mais correctas € que este pode ser um dos motivos que
provocaram o aumento das resisténcias.

A EMEA reconhece, no entanto, haver falta de dados sobre os niveis de consumo
de FQs na maioria dos paises da UE e das resisténcias provenientes do seu uso. O
comunicado da EMEA acaba por concluir que:

1. O uso de FQs em animais selecciona bactérias resistentes que podem
infectar o Homem através dos alimentos, afectando negativamente o
tratamento destas infecgdes;

2. As FQs s3o consideradas muito importantes para o Homem, mas as
infeccdes mais graves nao sdo provocadas por bactérias relacionadas com
animais;

3. O tratamento de gastroenterites provocadas por Salmonella ou
Campylobacter nao necessita, grande parte das vezes, de tratamento com
antibiotico e existem alternativas as FQs, os macrolidos;

4. As infec¢des por estirpes de Salmonella spp. e Campylobacter spp.
resistentes ao acido nalidixico aumentam o risco de hospitalizacdo,
complicacdes e mortalidade;

5. As FQs sdo de extrema importancia para uso animal e se perderem a sua
eficiéncia ou forem retiradas havera problemas de satde para os animais,
problemas de Saude Publica e perdas econdémicas;

6. Nao so6 se deve ter atencdo ao desenvolvimento e transferéncia de

resisténcias dentro da UE, mas também a uma escala global, tendo em
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conta que o transporte de animais, produtos animais e pessoas podem
também ser um meio de disseminagao de resisténcias;

7. Para a Salmonella, ndo s6 o acido nalidixico deve ser usado, mas também
devem ser tidos em consideragdo os valores de CIM da CIP, uma vez que
existem diversas alteragdes responsaveis pelas resisténcias;

8. Para o Campylobacter, ¢ suficiente analisar a resisténcia ao acido
nalidixico;

9. Os dados sobre as resisténcias t€m vindo a aumentar, mas seria necessario
harmonizar estes dados para ser mais facil a sua comparagao;

10. E necessaria uma analise de risco em relacdo a utilizacado de FQs em

animais € humanos.

As FQs sdo eficazes no tratamento de infec¢des nos animais, algumas delas com
poucas alternativas terapéuticas, como ¢ o caso da septicemia por Escherichia coli em
frangos, visto que esta bactéria ja adquiriu resisténcias aos outros antibidticos a que era
sensivel. Por conseguinte, ¢ de todo o interesse que as FQs mantenham o seu efeito
terapéutico durante o maior periodo de tempo possivel. Mas para tanto, ¢ fundamental
que os governos mundiais imponham normas rigorosas e as facam cumprir, vigiando a
sua observancia pelos respectivos destinatarios e sancionando a sua violagdo. E uma
ingenuidade esperar que sejam os proprios produtores, com prejuizo dos seus lucros,
por mais reprovavel que seja o seu comportamento, a ter preocupagdes com a Saude

Publica (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).
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I. 5. Metodologias analiticas para a determinacédo de

FQs

Numa perspectiva de seguranca, devido ao risco para o Homem, a monitorizacao
de residuos de FQs em alimentos deve constituir um programa de vigilancia constante
com metodologias analiticas adequadas, de acordo com a regulamentacao da UE.

Um programa de controlo de residuos de antibidticos engloba métodos de
screening, quantificagdo e de confirmagao.

Uma vez que a concentragdo dos residuos de antibidticos nos alimentos ¢ muito
baixa, sdo necessarios métodos de detecgao sensiveis.

O cumprimento destes programas de monitorizagdo implica o screening deste tipo
de compostos, exigindo metodologias analiticas simples, rapidas, pouco onerosas e
sensiveis, que ndo déem origem a resultados falso negativos, embora sejam aceitaveis
alguns resultados falso positivos, uma vez que sdo submetidos posteriormente a
métodos de confirmacao (Petz, 1990).

Os métodos de screening, classificados como métodos de nivel 3 pela Comissao
do Codex Alimentarius (Joint FAO/WHO, 1993), devem proporcionar uma indicag@o
fidedigna acerca da presenca ou auséncia do analito em estudo nas amostras para
valores de concentragdo a nivel dos LMRs, possibilitando a detec¢do de amostras
contendo residuos violativos.

Os métodos de confirmacdo devem permitir a identificagdo inequivoca dos
compostos em estudo e a sua quantificagdo exacta para valores de concentracao a nivel

dos LMRs (MacNeil e Ellis, 1995).

I. 5. 1. Cromatografia Liquida (LC)

Na literatura cientifica encontram-se descritas varias metodologias analiticas para
a determinac¢do de FQs em alimentos de origem animal.

O método cromatografico mais utilizado para detec¢do e quantificagdo de FQs em
tecidos animais ¢ a cromatografia liquida (LC). Este método revela um limite de
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detec¢do e quantificagdo adaptado a pesquisa deste composto em tecido animal, tal
como uma boa identificacao do(s) antibidtico(s) existente(s) na amostra (Samanidou et
al, 2005; Zhao et al, 2007).

No que respeita a detec¢do, alguns investigadores recorrem ao detector ultravioleta
(Bailac et al, 2004), numerosos ao de fluorescéncia (FD) (Pecorelli et al, 2003; Ramos
et al, 2003; Ho et al, 2004; Shen et al, 2004), enquanto outros usam a espectrometria de
massa (MS) (Vyncht et al, 2002; Bailac et al, 2006; Hermo et al, 2006).

As FQs sdo compostos que possuem diferentes grupos funcionais na sua molécula,
cuja presenga torna mais complexos os mecanismos envolvidos na retengcdo nos
sistemas cromatograficos.

Na LC de fase reversa (Dong, 2006), a fase estacionaria ¢ apolar e a fase movel ¢é
ligeiramente polar e, actualmente, este ¢ 0 método mais utilizado.

A fase reversa baseia-se no principio de interacgdes hidrofobicas que resultam em
forcas repulsivas entre um eluente polar, uma molécula pouco polar e a fase estacionaria
apolar. A parte da molécula nao polar fica ligada a fase estacionaria. Quanto mais apolar
for o solvente, mais forgas vao criar com a molécula pouco polar e menor serd o seu
tempo de retengdo. Outro factor importante ¢ o pH. Este agente pode alterar a
polaridade da molécula a analisar e alterar as suas interac¢cdes com a fase movel e a
estacionaria.

As ligagdes quimicas e fisicas a fase movel e a fase estacionaria determinam o
tempo de reten¢@o na coluna até a sua eluicao (Kazakevich e LoBrutto, 2007).

A fase mdvel pode ter uma composi¢ao constante (isocratica) ou pode-se alterar
durante a eluicao (gradiente). O recurso a gradiente pode ser importante caso ndo seja
possivel a separacdo de dois ou mais compostos com apenas um tipo de fase movel e
um tipo de fase estacionaria. Também melhora a resolugdo para compostos que
demoram muito tempo a eluir, que eluiriam lentamente, e ndo num periodo curto que
permitisse a sua identificagdo e quantificacdo (Snyder et al, 2006).

As fases moveis sdo constituidas, na sua maioria, por uma mistura de 4gua com
acetonitrilo e 4cido fosforico, em proporcdes diversas (Garcia-Ovando et al, 2000; Zhao
et al, 2007).

Outras fases moveis encontram-se referenciadas na literatura, contendo na sua
composicao acido citrico, tampdo fosfato e a mistura de 4gua e metanol (Garcia-Ovando

et al, 2000; Kowalski et al, 2005; Samanidou et al, 2005).
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A utilizagdo de tampdo fosfato tem o grande inconveniente de promover a
precipitacdo dos seus sais, que podem diminuir a resolugdo da coluna. Assim, sdo
necessarias lavagens recorrentes da coluna, algumas por tempo prolongado, o que torna
a sua utilizacdo bastante trabalhosa, sendo de evitar, tanto quanto possivel (Garcia et al,
2001).

Normalmente, a utilizagdo de variagao de gradiente ¢ utilizada quando se esta a
identificar e quantificar um numero elevado de FQs, pois assim € possivel diminuir o
tempo de elui¢do e optimizar a separagao das FQs (Zhao et al, 2007).

O elemento comum nas fases mdveis usadas ¢ o tamponamento a pH 3, ou muito
proximo deste valor, o que esta relacionado com os pKa das FQs, ficando desta maneira
na sua forma cationica (Garcia et al, 2001; Shim et al, 2003; Zhao et al, 2007) (figura
7).

As FQs possuem propriedades fluorescentes e podem ser efectivamente detectadas
por fluorimetria, uma vez que a intensidade da emissao de fluorescéncia ¢ directamente
proporcional ao poder da radiagdo de excitagao.

As propriedades fluorescentes das FQs e seus derivados foram largamente
exploradas para fins analiticos (Huang et al, 1997).

A detecgdo fluorimétrica proporciona um maior grau de sensibilidade e
especificidade, constituindo um poderoso meio analitico na analise de residuos,
principalmente quando hé a necessidade de reduzir ou mesmo eliminar as interferéncias
presentes nos extractos dos alimentos, uma vez que existem poucos compostos naturais
que possuam fluorescéncia nativa (Huang et al, 1997).

A deteccao por espectrometria de massa (Cinquina et al, 2003; Lolo et al, 2006),
apesar de exigir um equipamento mais complexo e dispendioso, ¢ um método especifico

que permite a identificagdo inequivoca das FQs.
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I. 5. 1. 1. Extraccao/purificacéo

A principal finalidade desta fase consiste na obten¢do de um produto definitivo
que seja representativo da globalidade do alimento do qual a amostra ¢ tomada, de
forma a ser adequada a extrac¢ao sem perdas de residuos ou alteragcdes na sua estrutura
quimica.

A prepara¢do da amostra depende do tipo de analise a ser efectuada. No caso de
algumas técnicas microbiologicas de screening, a amostra nao ¢ submetida a nenhum
procedimento de homogeneizacdo, mas para a restante metodologia analitica ¢
necessario efectuar uma adequada homogeneizacao dos tecidos.

A triturag@o dos tecidos pode gerar calor suficiente que conduza a altera¢des das
FQs, de modo que este procedimento deve ser efectuado na amostra parcialmente
congelada, cortada em pequenos cubos com um bisturi estéril.

Existem varias técnicas de homogeneizagdao, moinho, ultra-turrax, stomacher® e
ultrassonificagao.

Em qualquer dos processos, recomenda-se o acondicionamento das amostras em
gelo aquando da sua homogeneizacdo, a fim de evitar qualquer degradacdo das FQs
(Kowalski et al, 2005).

As técnicas de extracg¢do e purificagdo multi-residuo, para além de minimizarem o
tempo e o material usado na andlise, devem proporcionar a obtencdo de extractos
limpos, com o minimo de interferéncias, e que possuam elevadas concentragdes dos
residuos em estudo.

Nos tultimos anos, t€ém sido publicados numerosos métodos para a determinagao
das FQs em tecidos animais.

As técnicas de extracgdo e purificacdo aplicadas a analise de residuos de FQs nos
alimentos incluem aquecimento com acidos, extrac¢do/desproteinizacdo com acidos ou
solventes organicos misciveis em agua, combinados com tampdes ou acidos, extrac¢ao
com tampoes, ultracentrifugacdo, particdo liquido-liquido, dispersdo da matriz em fase

solida e extracg¢ao em fase solida.
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I.5.1. 1. 1. Extraccdo liquido-liquido

A extraccdo liquido-liquido baseia-se na particdo do composto em estudo entre
duas fases imisciveis, para que o analito passe de uma fase para outra fase. O processo
de extraccdo € repetido, de modo a maximizar a extrac¢do do composto em estudo, com
o minimo de interferentes, para subsequente analise.

Na extraccdo com solventes organicos, a polaridade dos solventes, aliada a
polaridade dos compostos em andlise, a sua estabilidade e a sua relagdo com a matriz,
constituem parametros condicionantes dos solventes a usar na extracgao.

Em diversos trabalhos cientificos varios métodos de extrac¢ao liquido-liquido de
FQs presentes em matrizes de origem animal sdo referenciados. Os processos simples
envolvem homogeneizagdo com vareta de vidro e posterior centrifugacdo, e os mais
complexos utilizam de extrac¢@o por fluidos supercriticos (Shim et al, 2003; Kirbis et
al, 2005).

Os processos de homogeneizacao podem ser variados: a utilizagao da vareta de
vidro, a utiliza¢do de Ultra-Turrax® (maquina que promove homogeneizagdo mecanica
tipo varinha eléctrica) e a ultrassonificacdo, que promove a lise das células e a
libertagdo do seu contetido para o meio envolvente (Yorke e Froc, 2000; Kirbis et al,
2005)

Estes processos de homogeneizagdo terdo que ser efectuados com um meio
liquido. Na maioria das vezes, ¢ utilizado o tampao fosfato a pH 7 ou solucdes acidas a
pH 3 (Garcia-Ovando et al, 2000; Yorke e Froc, 2000; Samanidou et al, 2005; Zhao et
al, 2007). Alguns trabalhos referem a utilizacdo de uma solucdo basica (pH 9) para a
referida extrac¢do (Yorke e Froc, 2000; Samanidou et al, 2004).

As FQs com grupo piperazilo tém dois pKa, um perto de pH 6 e outro proximo de
pH 8, existindo, maioritariamente, na forma catiénica a pH acido e na forma anionica
em pH basico. Existem na forma zwiterionica a pH neutro, tendo a molécula, na
globalidade, carga zero, mas tendo zonas com carga positiva e outras com carga
negativa. Sdo soluveis em agua, mas pouco soliveis em solugdes organicas (figura 7)

(Bugyei et al, 1999; Pistos et al, 2005).
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Figura 7. Comportamento acido-base das fluoroquinolonas

Ap6s o processo de homogeneizacdo, utiliza-se a centrifuga¢do para separar a
parte solida da amostra da parte aquosa. Nesta fase, varias velocidades e temperaturas
foram utilizadas para efectuar uma boa separacao, sendo normalmente utilizada mais do
que uma centrifugagdo (Samanidou et al, 2005). As centrifugagdes a maior forca

centrifuga e a temperatura mais baixa sdo as mais rapidas e eficazes (Zhao et al, 2007).

1.5. 1. 1. 2. Extraccdo em fase solida (SPE)

As vantagens referenciadas para a extraccdo em fase sélida baseiam-se na rapidez
de execuc¢do, simplicidade de manuseamento, melhor reprodutibilidade, obtencdo de
extractos mais limpos.

Esta metodologia ¢ adaptavel a automatiza¢do, conduzindo a uma melhor
exactiddo e precisdo, bem como a uma maior reprodutibilidade (Samanidou et al, 2005;
Zhao et al, 2007).

As colunas apolares usadas na SPE necessitam de um passo prévio de
acondicionamento do enchimento por um processo de solvatacao, em que sdo utilizados
metanol, sempre como primeiro solvente, seguido normalmente de agua. Apos
passagem dos extractos da amostra, que permite a reten¢do selectiva do analito no
material de enchimento, procede-se a uma etapa intermédia de lavagem com agua onde
sao eliminados os interferentes polares. A eluicdo ¢ efectuada com um solvente
adequado, sendo o metanol o mais utilizado (Samanidou et al, 2005; Zhao et al, 2007).

Estas técnicas permitem a separagdo dos compostos em estudo dos co-extractivos
das amostras ¢ melhoram a eficiéncia da extracg¢ao.

ApOs este passo, a solucdo € evaporada a secura em corrente suave de azoto, para
evitar a decomposi¢cdo dos compostos, e depois redissolvida num solvente apropriado,

sendo este, antes da sua introdug@o no equipamento de LC, filtrado com um microfiltro
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para retirar alguma particula de maiores dimensdes que possa ainda estar no extracto da
amostra (Posyniak et al, 1999; Zhao et al, 2007).
Para a efectivacdo desta etapa, pode recorrer-se a diferentes tipos de colunas

Oasis, HLB e MAX e SDB-RPS (tabela 10) (Bailac et al, 2004).

Tabela 10. Eficacia de varias colunas de extrac¢do em fase solida e da extrac¢do

directa aplicadas a anélise de diversas quinolonas. Adaptado de Bailac et al (2004).

Quinolonas | LMR Oasis HLB Oasis MAX SDB-RPS Extrac¢do directa
(ng/kg) | LOD R (%) | LOD R (%) | LOD R (%) | LOD R (%)
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

CIP 100 a 5 87 10 23 5 70 30 66
Danofloxacina | 200 10 61 10 68 10 66 20 69
ENR 100 a 5 84 5 84 5 91 25 80
Sarafloxacina | - 5 80 5 78 5 87 15 60
Difloxacina 300 10 81 10 79 10 87 10 66
Acido 100 10 80 10 87 5 86 30 50
oxolinico

Flumequina 400 10 85 5 96 10 83 30 42

LOD- Limite de detecgdo.
R - percentagem de recuperagdo obtida com os trés tipos de colunas SPE (amostras fortificadas com 240

ng/ke).
a- 100 pg/kg ¢ o LMR para a soma de ENR e CIP

Da observagao da tabela 10, verifica-se que a purificagdo através da coluna Oasis
HLB ¢ a que apresenta um menor limite de deteccdo e recuperacdes superiores, para a
CIP e ENR.

Estes resultados sdo coincidentes com o estudo de Samanidou et al (2005), que
conclui que, entre diversas colunas de SPE (DSC-18 (500mg/mL), NEXUS
(30mg/1mL) e Oasis HLB (200mg/3mL)), a Oasis HLB era a que mais se adequava a
pesquisa e quantificacdo de FQs (ENR, CIP, NOR e ofloxacina).

As colunas mais utilizadas para SPE sdo as Oasis HLB (Samanidou et al, 2005;

Zhao et al, 2007), que sao compostas por um polimero macroporoso poli
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(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona). ~ Apresentam caracteristicas lipofilicas e
hidrofilicas e sdo estaveis para todo o intervalo de pH. O monomero lipofilico ¢
constituido pelo grupo divinilbenzeno que possibilita uma maior retengdo dos analitos,
particularmente importante na recupera¢do de compostos polares. O caracter hidrofilico
¢ conferido pelo grupo N-vinilpirrolidona, que confere ao enchimento propriedades
hidrofilicas, evitando os problemas de molhabilidade encontrados para os enchimentos

de silica octadeciligada (C;s).

1. 5. 1. 1. 3. Outros métodos de purificacéo

Encontram-se referenciados na bibliografia cientifica varios métodos de
determinag¢do das FQs em amostras de musculo de frango, por injec¢do directa no
sistema cromatografico, apos precipitagdo das proteinas e centrifugacdo (Yorke e Froc,

2000).

I. 5. 1. 2. Conservagao dos extractos

Todos os investigadores sdo unadnimes em relagdo a conservacgao dos extractos a 0-
4 °C, até a sua injec¢do no sistema cromatografico, de modo a minimizar degradacdo
das FQs. Estudos até trés meses confirmam que ndo ha degradagdo significativa de FQs
nos extractos conservados a 0-4°C e ao abrigo da luz (Kirbis et al, 2005; Samanidou,

2005; Zhao et al, 2007).
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I. 5. 2. Outros métodos

I. 5. 2. 1. Métodos Microbioldgicos

Os métodos microbioldgicos, que se baseiam na propriedade comum dos
antibidticos provocarem a inibi¢do do crescimento dos microrganismos, permitem a
detec¢do de antibidticos num Unico ensaio (Moniri e Dastehgoli, 2006).

Estes métodos sdo muito sensiveis e rapidos, permitindo a analise simultanea de
um grande nimero de amostras, sendo no momento actual insubstituiveis no screening
de residuos de antibidticos.

A técnica microbiologica das quatro placas (FPT) (Bogaerts e Wolf, 1980) ¢ a
técnica mais difundida a nivel da UE. O laboratério de referéncia comunitario para
antibioticos de Fougéres, em Franga, recomenda para o screening de residuos de
antibidticos, a técnica das quatro placas em amostras de tecido muscular.

Os resultados obtidos a nivel da UE indicam que, de um modo geral, apenas 1 %
das amostras analisadas sdo positivas na técnica das 4 placas (Woodward e Shearer,
1995).

A utilizacdo de ensaios microbiologicos para a deteccdo de FQs possui varias
limita¢des, uma vez que para algumas, tal como a sarafloxacina, o limite de deteccdo ¢
superior ao LMR.

Uma vez que estas técnicas ndo sdo especificas, ndo permitem a distingdo de
compostos relacionados ou combinagdes complexas de antibioticos, pelo que se deve
proceder a uma cuidadosa e adequada analise e interpretacdo dos resultados.

Com a indicagdo obtida pelos ensaios microbiologicos ¢ possivel adoptar o

método fisico-quimico adequado a determinagdo do tipo de compostos presentes.

I. 5. 2. 2. Métodos Imunoquimicos

Estas técnicas sdo frequentemente utilizadas como métodos de screening, devido a
elevada sensibilidade, apresentando limites de deteccao inferiores aos LMRs, rapidez e
simplicidade de execugdo, permitindo a andlise simultdnea de um grande nimero de

amostras.
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Esta técnica fundamenta-se na reaccao altamente especifica anticorpo-antigénio
e, teoricamente, nao necessitaria de qualquer tratamento da amostra. Na pratica, tal nao
se verifica, uma vez que a ligagdo ndo especifica dos componentes da matriz, que
existem em grandes quantidades, constitui um grave problema, exigindo um pré-
tratamento da amostra (Aerts et al, 1995).

O composto a analisar ¢ colocado em contacto com os anticorpos e adicionado
de uma determinada quantidade de uma forma marcada do mesmo composto (por um
radioisotopo, por uma enzima ou por um marcador fluorescente). Este tipo de ensaio
baseia-se na capacidade do composto em analise em competir na reac¢do entre o
anticorpo ¢ o composto marcado, para se ligar aos locais especificos do anticorpo
(Blake e Gould, 1984; Rouan, 1985; Stewart, 1986). A quantidade de composto
marcado ligado é entdo determinada directamente, ou apos a adicdo de um substrato
adequado, que permita a sua detecgdo selectiva.

Existem kits comercializados especificamente para quinolonas. Estes testes, apesar
de mais praticos que os microbiologicos, acabam assim por revelar-se mais

dispendiosos, encarecendo a pesquisa (Nachamkin, 2000).
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I1. Capitulo — Parte Experimental

I1. 1. Materiais e métodos

I1. 1. 1. Reagentes e solugbes

I1. 1.1.1. Reagentes

e Acido sulfarico 90-91% (Carlo ERBA, Mil3o, Italia)

e Acido cloridrico 37% pro-analise (Merk, Darmstadt, Alemanha)

e Agua para HPLC: a agua utilizada foi purificada por destilagio e passagem pelo
sistema da Millipore (Milli-Q Integral 10, Billerica, E.U.A.)

e Azoto N45

e Acido fosforico 85% RPE-ACS (Carlo Erba, Milao, Italia)

e Agua destilada

e Metanol para HPLC (Carlo Erba, Milao, Italia)

¢ Acetonitrilo para HPLC (Carlo Erba, Milao, Italia)

o Tetrabutilamoénio (TBA) (Fluka, SIGMA-Aldrich, Steinheim, Alemanha)

e Padrio de Enrofloxacina, Ciprofloxacina e Norfloxacina, grau de pureza

superior a 98%, qualidade HPLC (Sigma Chemicals Co, St. Louis, E.U.A)

I1. 1. 1. 2. Solugbes

¢ Solugdo de acido sulfurico 0,1684 M, preparada dissolvendo 10 mL de acido
sulfurico 90-91% (Carlo ERBA, Mildo, Italia) num baldo volumétrico de 1 L com agua

destilada, perfazendo no final.
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¢ Solugdo de acido sulftrico 0,005 M, preparada dissolvendo 29,7 mL da solucao
de 0,1684 M de acido sulfurico num baldo volumétrico de 1 L com éagua destilada,
perfazendo no final.

¢ Solugdo de acido cloridrico 0,15 M, preparada adicionando 12,4 mL de acido
cloridrico a 37% a um baldo volumétrico de 1 L com agua destilada, perfazendo no
final.

e Solucao stock de CIP, ENR e NOR a 1 mg/mL, preparada dissolvendo 50 mg do
padrao respectivo num baldo volumétrico de vidro &mbar de 50 mL com cerca de 30 mL
de 4cido sulfurico, colocar no ultrasons durante 15 minutos e no fim perfazer os 50 mL
com acido sulfarico 0,005 M.

¢ Solugdo padrdo de CIP 2,5 ug/mL, preparada através da dilui¢ao de 250 uL da
solugdo de 1 mg/mL de CIP num baldo volumétrico de 100mL com acido sulfurico a
0,005M.

e Solucao padrao de NOR 2,5 pg/mL, preparada através da de 1 mg/mL de NOR.

¢ Solugdo padrao de ENR 2,5 pg/mL, preparada através da de 1 mg/mL de ENR.

¢ Solugdes padrao contendo NOR, CIP ¢ ENR na mesma solugdo e na mesma
concentragdo, 0,0125 pg/mL, 0,025 pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,25 ug/mL, para
elaboragdo de uma curva padrao e fortificagdes, efectuada através da dissolucdao das

solugdes padrao de 2,5 pg/mL em écido sulftrico 0,005 M.

Todas as solugdes de trabalho contendo NOR, CIP e ENR foram armazenadas
num baldo volumétrico de vidro ambar, entre 0 e 4 °C para evitar a sua deterioragao,

enquanto que as solugdes stock foram armazenadas a -20°C.

I1. 1. 2. Materiais

¢ Pipeta volumétrica de 1 mL

e Pipetas (2, 5, 10 mL)

e Seringas de vidro (50, 100, 250 puL)

¢ Baldes volumétricos (20, 25, 50, 100, 1000 mL)

e Provetas
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e Varetas de vidro

¢ Espatulas

e Tubos de ensaio

e Copos de precipitagdo

e Funis de vidro

e Parafilm “M” (Pechiney Plastic Packaging, Chicago, E.U.A.)

e Filtro de membrana com poro de 0,2 pm e didmetro e 50 mm (Whatman, GE
Healthcare, Little Chalfon, Inglaterra)

o Seringas de plastico de 2 mL

¢ Tubos de centrifuga

e Membrana para as amostras com poro de 0,45 um DURAPORE® (Millipore,
Irlanda)

I1. 1. 3. Equipamento

e Colunas de extraccao de fase solida Oasis HLB 6¢cc/ 200 mg (Waters Corp.
Milford, MA)

e Centrifuga Sigma modelo 3-16 K (St. Louis, E.U.A)

e Agitador de vortex modelo Zx3 (Unimag, Reagente 5, Portugal)

¢ Balanca analitica Mettler Toledo modelo AG 285

e Aparelho de ultrassonificagdo modelo Sonorex RK 100 (Berlim, Alemanha)

e Sistema de vacuo para extrac¢do em fase solida

e Sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) composto por
uma bomba Gilson modelo 307 (Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Franca),
um injector Rheodyne modelo 7125 (Cotati, California, E.U.A.) com loop de 50 ul

e Integrador SP 4270 (Hewlett Packard, Filadélfia, E.U.A.)

e Detector fluorimétrico, modelo 0305-9060 (LabAlliance, Franca)

¢ Coluna de HPLC Chromolith Performance RP-18e (100 x 4.6 mm) da Merck,
(Darmstand, Germany)

o Sistema de vacuo para filtrar a fase mével (Buchi, Suica)
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I1. 1. 4. Condicdes cromatograficas

I1.1. 4. 1. Fase Mavel

A fase movel foi optimizada, de modo a obter a maxima resolugdo dos picos
cromatograficos. Esta solucdo era constituida por acido fosférico 0,025 M (ajustada a
pH 3 com TBA) e metanol (890:110), filtrada através de uma membrana com poros de
0,2 um sob vécuo e desgaseificada por ultrasons durante 15 min.

O sistema HPLC funcionou a temperatura ambiente € com o fluxo de 2,5 mL/min,

sendo o volume de injec¢do no sistema HLPC de 50 pL.

Il. 1. 4. 2. Deteccéo fluorimétrica

As condigdes do detector fluorimétrico, acoplado ao sistema HPLC, foram
optimizadas de forma a permitir a maximizacao da intensidade da fluorescéncia das
fluoroquinolonas em estudo.

Os comprimentos de onda, de emissdo e de excita¢do, foram optimizados através
da obtencdo do espectro de uma solucdo padrio com as respectivas FQs. Os
comprimentos de onda de excitagcdo e de emissdo seleccionados foram de 278 nm e de

450 nm, respectivamente. A banda espectral de excitacdo e emissdo foi de 10 nm.

I1. 1. 5. Amostragem

A amostragem foi efectuada durante os meses de Abril e Maio de 2009,
abrangendo as regides norte, centro e sul de Portugal continental.

Foram adquiridas 5 amostras de frango em cada uma das cidades de Albufeira,
Coimbra, Entroncamento, Lisboa, Porto, Tomar, e 3 amostras em Braganca, perfazendo

um total de 33 amostras (mapa 1).
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Mapa 1. Distribui¢do geografica dos locais de aquisicdo de amostras

A aquisi¢do das amostras foi feita em grandes e médias superficies e em talhos
tradicionais, sendo que em cada localidade foi adquirida uma amostra num talho
tradicional.

Foram adquiridos frangos frescos sob diferentes denominagdes: “frango com
mitdos”, “frango aberto para churrasco” e “frango sem miudos”.

Foram ainda utilizados dois frangos cedidos por familiares, para servirem como
brancos, criados em produgdo de subsisténcia, na qual ndo foram utilizados quaisquer

alimentos compostos para alimentagdao animal.
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I1. 1. 6. Preparacao e conservacao das amostras

Imediatamente ap6s a compra, os frangos foram conservados a temperatura de 0-
4°C. No proprio dia de aquisicao era retirado um pedaco de peito de, aproximadamente,
100g que era embalado e etiquetado com data de compra, local de venda e empresa
produtora e congelado a -20°C.

As amostras foram todas analisadas durante o més de Maio de 2009.

Il. 1. 7. Metodologia analitica

A metodologia analitica aplicada a andlise de NOR, CIP ¢ ENR em tecido
muscular de frango baseou-se nos métodos desenvolvidos por Pena et al (2003) e

Samanidou et al (2005) (figuras 8 ¢ 10).

I1.1.7. 1. Extraccao

A metodologia analitica aplicada na extraccdo do tecido muscular de frango
abrange as seguintes etapas:

- Pesagem de 1,000g (mais ou menos 0,001g) de tecido muscular do peito de
frango;

- Colocagao desta amostra num tubo de centrifuga e adi¢cdo de 7 mL de HCI (0,15
M);

- Agitagdo no vortex durante 1 minuto e extrac¢do no ultrasons durante 15
minutos;

- Repouso durante 20 minutos, protegido da luz;

- Centrifugacao durante 10 minutos a 13 000 g a 5°C;

- Separagdo do sobrenadante para um segundo tubo de ensaio, procedendo-se a
uma segunda extrac¢do da fase inferior, repetindo o processo de extracgao referido.

- No final, o segundo sobrenadante adicionando-se ao sobrenadante retirado

anteriormente (figura 8).
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7 mlde HCI 0,15 M

1 g de peito de frango

Agitacao no vortex
durante 1 minuto

l

15 minutos no
ultrassonificador

l

Repouso durante 20
minutos ao abrigo da luz

l

Centrifugacao 10 minutos
al1l3000g,a5°C

l

Retira-se o sobrenadante

Repete-se a
extracgdo e
junta-se os
dois
sobrenadantes

Figura 8. Esquema de extrac¢ao da metodologia analitica utilizada
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Il.1. 7. 2. Purificacéo

Ap6s o processo de extrac¢do, procedeu-se a purificacdo do extracto da amostra
utilizando uma coluna Oasis HLB, 200 mg (6¢cc), previamente acondicionada.

Esta purificagdo em fase sélida (SPE) foi efectuada num sistema de vacuo (figura
9), em que hd um aumento progressivo da pressdo negativa até completa passagem do
extracto das amostras pelas colunas, respeitando os valores permitidos pela coluna. Este
sistema ¢ utilizado para que a solugdo goteje ao sair da coluna, evitando assim um fluxo

elevado.

Figura 9. Sistema de vacuo

Para proceder ao acondicionamento da coluna, foram utilizados 2 mL de metanol,
seguidos de 2 mL de agua Milli Q, sendo de imediato colocados na coluna o
sobrenadante retirado da centrifugacdo anterior.

Ap0s a passagem do extracto da amostra, a coluna foi lavada com 3 mL de 4gua
Milli Q e ficou a secar durante 15 minutos a 10 mm de Hg.

Posteriormente, as FQs foram eluidas com 2 mL de metanol.

O extracto recolhido no tubo de ensaio foi concentrado a secura a 45 °C sob uma
corrente suave de azoto.

O residuo seco foi dissolvido em 1 mL de acido sulfurico 0,005 M. Para o efeito,
a mistura foi agitada no vortex durante 1 minuto e submetida durante 15 minutos a
ultrassonificagdo, para a sua total dissolucdo. Antes de injectar 50 ul no sistema HPLC,

a solugdo foi filtrada através de um filtro de membrana de 0,45 pm (figura 10).
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Activacdo da coluna Oasis com 2ml
metanol e com 2ml de dgua

Passar o sobrenadante pela coluna

Lavagem coluna com 3 ml de dgua

Secagem da coluna durante 15
minutos a 10 mm de Hg

Eluigdo com 2ml de metanol

Evaporar a secura o eluido, a 45 2C
sob corrente de azoto

l

Reconstituir o residuo em 1ml de
acido sulfurico a 0,005M

Agitacdo 1 minuto no vortex

15 minutos no ultrasons para
dissolugao completa

l

Filtrar a amostra
(membrana com poros de 0,45um)

Injectar 50 pl no sistema
cromatografico de HPLC

Figura 10. Esquema de purifica¢do da metodologia analitica utilizada
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I1. 1. 7. 3. Deteccéo e quantificacéo

A LC acoplada a um detector fluorimétrico foi o sistema escolhido para a
separa¢do e determinagdo das trés FQs nas amostras de tecido muscular de frango.

A fase moével consistiu numa solucdo de acido fosforico 0,025 M (ajustada a pH 3
com TBA) e metanol na propor¢do (890:110).

A deteccdo fluorimétrica utiliza a fluorescéncia nativa das FQs. Para as
quinolonas acidas o espectro de emissdo consiste numa banda entre os 350-400 nm, e
entre 440-500 nm para as quinolonas piperazinicas (FQs). A fluorescéncia depende
fortemente do pH do meio, sendo a maior intensidade de fluorescéncia obtida a baixo
pH, de 2,5 a 4,5. A esses valores de pH, para as quinolonas piperazinicas, a forma
predominante ¢ a catidnica. A separacdo ¢ normalmente feita com fase movel de pH
compreendido entre 2 a 4, o que permite maximizar a intensidade da fluorescéncia. Os
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo referidos na literatura cientifica
variam entre 275-280 nm e 440-450 nm, respectivamente.

Os comprimentos de onda seleccionados neste estudo optimizados de acordo com
o referido em II.1.4.2, correspondem a um comprimento de onda de excitacdo de 278

nm e um comprimento de onda de emissao de 450 nm.

I1. 2. Validacdo das metodologias analiticas

Para validar a metodologia analitica, foi necessario observar quatro condigdes
essenciais: inexisténcia de interferentes (selectividade), proporcionalidade entre a
resposta da 4area de cada composto e a concentracio do mesmo (linearidade), a

exactiddo e a precisao.
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1. 2. 1. Selectividade

Foram analisadas duas amostras de frangos de producdo caseira em cuja
alimentacdo ndo foram introduzidos antibidticos ou alimentos compostos para
alimentagdo animal, de modo a proceder a avaliagdo do efeito matriz do musculo de
frango.

Estas amostras foram analisadas utilizando a metodologia referida em I1.1.7., que
serviu para verificar se a matriz misculo de frango possui interferentes que pudessem

comprometer a identificacdo e quantificagdo da NOR, CIP ou ENR.

I1. 2. 2. Linearidade

A analise da variagdo da resposta linear deste método foi efectuada no intervalo de
concentragdo apropriado para este tipo de analise, de modo a que os resultados obtidos
estivessem dentro das concentra¢des onde a linearidade foi confirmada. A linearidade
atesta a proporcionalidade entre as areas obtidas dos cromatogramas e as concentragdes
existentes nas amostras, sendo esta relacdo maior, quanto mais proximo for o valor do
coeficiente de correlagdo () da unidade. Neste estudo procedeu-se a avaliagdo da
linearidade através de solugdes padrao com diferentes concentragdes das FQs e através
de extractos provenientes de amostras fortificadas, com o objectivo de avaliar o efeito

matriz, de acordo com a Directiva CE 657/2002.

I1. 2. 3. Estudos de recuperacao

Os ensaios de fortificagcdo permitiram avaliar a exactiddio e precisdo da
metodologia analitica utilizada. Para a efectivacdo dos ensaios de recuperagdo recorreu-
se as amostras de frangos de producdo caseira. Para o efeito foram usados 4 niveis de

fortificacdo para a ENR e a CIP, 20 pg/kg, 50 ng/kg, 100 ngkg e 250 pg/kg,
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respectivamente, e 3 niveis de fortificagdo para a NOR, 50 ng/kg, 100 ng/kg e 250
ng/kg.

Apos fortificagdo, as amostras foram colocadas no escuro durante 30 minutos. Em
seguida, procedeu-se a extraccao e purificacdo de acordo com o descrito em II.1.7.

A exactiddao da metodologia analitica foi avaliada através das percentagens de
recuperagdo, ¢ a precisao intra-dia e inter-dia foi avaliada para os diversos niveis de
fortificagao.

A precisdo intra-dia foi avaliada por injeccdo no mesmo dia das solucdes referidas
em triplicado (n=3) e a precisdo inter-dia durante trés dias consecutivos.

A precisdo intra-dia foi calculada através da média dos desvios padrdes das
percentagens de recuperagdo de cada dia, para cada composto analisado.

A precisao inter-dia foi calculada através da média dos desvios padrdes das

percentagens de recuperagdo dos trés dias, para cada composto analisado.

I1. 3. Resultados e Discussao

I1. 3. 1. Optimizacéo das condi¢des cromatograficas

Relativamente a fase mdvel, apesar da maior parte dos artigos referir uma mistura
de 4gua com acetonitrilo (ACN), este foi substituido pelo metanol, uma vez que se
obteve uma boa resolucdo, idéntica a obtida com o ACN. Esta alteracdo deveu-se
principalmente ao menor custo do metanol, face ao elevado aumento do custo do ACN
verificado nos ultimos meses, sendo uma situacdo que actualmente ¢ tomada em conta
por todos os laboratérios.

Esta foi optimizada utilizando as solu¢des padrdo e com base nas fases moveis de
Kowalski et al (2005) e Pena et al (2003). Foram experimentadas as seguintes
proporc¢des na mistura 4gua/metanol: 935:65, 930:70, 925:75, 920:80, 910:90, 900:100,
895:105, 890:110, 885:115 e 880:120.
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Estas propor¢des foram utilizadas com diferentes velocidades do fluxo (0,5
mL/min; 1 mL/min; 1,5 mL/min; 2 mL/min; 2,5 mL/min ¢ 3 mL/min). A melhor
separa¢do foi obtida com a mistura d4gua/metanol (890:110) e um fluxo de 2,5 mL/min.
A separacdo entre os trés compostos, com resolucdo adequada e, de preferéncia, com

tempos de retengdo curtos, pode ser observada na figura 11.

Nor

S1

Sinal

Cip

1 Enr

v

Tempo de retengdo

Figura 11. Cromatograma obtido a partir de uma solugao padrdo contendo NOR,
CIP e ENR
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Il. 3. 2. Optimizacdo dos procedimentos de extraccdo e

purificacao

Experimentaram-se varios métodos de extraccdo e purificagdo referidos na
literatura cientifica, com o objectivo de optimizar a eficiéncia da extrac¢do e minimizar
a quantidade de impurezas extraidas.

Assim, a investiga¢do incidiu sobre os seguintes processos de extrac¢ao:

1 -Extrac¢do a pH alcalino (pH=9,0), preconizada pelo Laboratério de Referéncia
Europeu para antibidticos (York e Froc, 2000; Samanidou et al (2005).

2 -Extrac¢do com PBS (pH=7,0) referida por Zhao et al (2007).

3 -Extrac¢do com HCI 0,15 M (Pena et al, 2003; Samanidou et al, 2005).

Os métodos de extrac¢do, tanto a pH acido como a pH alcalino, reportados na
literatura cientifica, baseiam-se no facto das FQs possuirem dois pKa, como referido em
II. 5. 1. 1. 1.. A valores de pH abaixo ou acima dos quais a molécula est4d ionizada,
possuindo carga positiva ou negativa, consoante o pH seja acido ou alcalino.

Estas trés técnicas de extrac¢do sdo semelhantes, diferindo apenas a solucao de
extrac¢do e respectivo pH e o processo de homogeneizacdo utilizado, entre os quais o
Ultra Turrax (Garcia et al, 2005).

Como j4 referido anteriormente, encontram-se descritos na literatura cientifica
métodos de extraccao a diferentes valores de pH: a pH 7,0 (Garcia-Ovando et al, 2000;
Garcia et al, 2005; Zhao et al, 2007), a pH acido (Pena et al, 2003; Samanidou et al,
2005) e a pH alcalino (9,0) (York e Froc, 2000; Samanidou et al, 2005).

Deste modo, ¢ com o objectivo de maximizar a eficiéncia de extraccdo com a
presenca do minimo de interferentes, procedeu-se a avaliagao de varias metodologias de
extrac¢ao descritas na literatura cientifica.

Em relagdo a extraccdo a pH alcalino (pH=9,0), foram avaliadas as duas
metodologias analiticas descritas na literatura cientifica referidas anteriormente (York e
Froc, 2000; Samanidou et al 2005).

Em primeiro lugar, a amostra foi submetida a técnica de extrac¢do referida por
York e Froc (2000), por ser preconizada pelo Laboratério Europeu de Referéncia para
antibioticos, ¢ que se baseia na extrac¢do a pH=9 na auséncia de purificagdo,

procedendo a injeccao directa dos extractos. Uma vez que os brancos obtidos segundo
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esta metodologia analitica continham muitos interferentes, procedeu-se a uma
purificacdo por SPE na tentativa de os eliminar. A escolha do tipo de adsorvente a
utilizar neste procedimento baseou-se num estudo no qual foi avaliada a eficiéncia de
diversas colunas de SPE nomeadamente, DSC-18 (500mg/mL), NEXUS (30mg/mL) e
Oasis HLB (200mg/3mL). Este estudo demonstrou que os melhores resultados, quer no
que respeita a percentagem de recuperagdo das FQs, quer no que respeita a eliminagao
de interferentes da matriz, foram obtidos com a coluna Oasis HLB-200mg/6¢cc, que
contém um co-polimero macroporoso com caracteristicas de retencdo lipofilicas e
hidrofilicas. Estes resultados sdo concordantes com os de Zhao et al (2007). No entanto,
a inclusdo de um procedimento de purificacdo através de uma coluna Oasis HLB na
técnica de Yorke e Froc (2000) revelou percentagens de recuperagdo muito baixas,
muitos interferentes e pouca precisao nos resultados obtidos.

Foi também ensaiada a metodologia referida por Samanidou et al (2005), idéntica
a anterior. Apds extraccao com hidroxido de sédio e purificagdo através de uma coluna
Oasis HLB, obtiveram-se baixos valores exactidao, na ordem dos 20%.

Nesta investigacdo, procedemos também a avaliagdo da técnica extraccdo com
PBS (pH=7) seguida de purificagdo por SPE através de uma coluna Oasis HLB (Zhao et
al., 2007). Os valores de exactidao obtidos, segundo as nossas condi¢gdes de trabalho,
foram também muito baixos, ndo permitindo a sua aplicagdo neste estudo.

As metodologias de extrac¢do em meio acido, referenciadas na bibliografia
cientifica (Posyniak et al, 1999; York e Froc, 2000; Garcia et al 2005; Kirbis et al,
2005), ndo incluem nenhum procedimento de purificagdo dos extractos. Esta alternativa
também foi avaliada, e verificamos, apds a extraccdo em meio acido, a presenca de
interferentes que impediam a identificacdo e quantificacdo das FQs. Deste modo foi
necessario proceder a uma purificagdo posterior.

A extrac¢do com HCI 0,15M, seguida de purificacdo através de uma Oasis HLB
200mg/6 mL, conduziu a bons resultados de exactidao e a obtencao de brancos limpos,
com poucos interferentes, e foi, por estes motivos, a metodologia seleccionada neste
estudo.

Relativamente ao procedimento de SPE, através de colunas Oasis 200 mg/6mL,
foram experimentados varios processos de lavagem da coluna, com diferentes solugdes,
desde 4dgua HPLC a uma mistura agua/metanol 3:1, passando por concentragdes
intermédias. A utilizacdo de agua permitia obter percentagens de recuperagdo mais
elevadas, mas ndo era eficaz na remogdo dos interferentes. A medida que se aumentava
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a concentragdo de metanol na solu¢do de lavagem, a situagdo invertia-se, com a
obtengdo de percentagens de recuperacdo mais baixas e a obtengdo de extractos com
menos interferentes.

Procedemos também a optimizagdo da centrifugacdo, de modo a obter extractos
mais limpidos, promovendo uma maior remog¢do de alguns interferentes. Concluiu-se
que, aumentando a velocidade, baixando a temperatura ¢ aumentando o tempo de
centrifugacdo, facilitava a elimina¢do de interferentes, obtendo-se uma solu¢do mais

limpida, demonstrada pela passagem mais rapida na SPE.

Il. 3. 3. Validacéao
I1. 3. 3. 1. Selectividade

Os brancos extraidos das amostras analisadas foram idénticos, apresentando
poucos interferentes que podem ser desprezados, uma vez que correspondiam

praticamente ao ruido da linha de base, como podemos observar na figura 12.
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[ [ P
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[l H »
N of N
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.
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5. 34

v

Figura 12. Cromatograma de uma amostra sem FQs (ensaio em branco)
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I1. 3. 3. 2. Linearidade

A avaliacdo da variacdo da resposta linear foi efectuada quer com solugdes
padrdo, quer com extractos de amostras fortificadas.

Na primeira situagdo, foram utilizadas solugdes padrao com concentracdes de
0,0125 pg/mL, 0,025 pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,1 pg/mL e 0,25 pg/mL.

Esta escolha teve por objectivo obter concentragdes dos analitos em estudo na
matriz frango dentro da gama de valores estabelecidos para os LMRs, compreendidos
entre 12,5 png/kg e 250 pg/kg.

Os resultados da avaliagdo da linearidade do método analitico foram adequados,
dentro das concentracdes pretendidas, obtendo-se, respectivamente, coeficientes de
correlacdo (r?) de 0,9997, 0,9989 e 0,9994 para a NOR, CIP ¢ ENR, tal como

demonstram os graficos seguintes (grafico 1, 2 e 3).

Norfloxacina
2000000

y = 6E+06x + 26963 4
R*=0,999

1000000 /./ 4 Norfloxacina
500000
/ — Linear
0]

(Norfloxacina)

1500000

Area

0] 0,1 0,2 0,3

Concentragado (ug/mL)

Gréfico 1. Curva de calibragdo para a NOR
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y = SE+06x + 3‘114}/‘
Fiy

o

Grafico 2. Curva de calibragdo para a CIP

Grafico 3. Curva de calibragdo para a ENR

Procedeu-se também a avaliagdo da linearidade em amostras fortificadas, tendo-se
obtido linearidade com boa correlagao (r* sempre superior a 0,9979) (graficos 4 a 12).

O resultados sdo apresentados individualmente e por cada dia de validagdo
(graficos 4 a 12).
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Graficos 4, 5 e 6. Curvas de calibragdo utilizando amostras fortificadas para o dia

1 da validacao relativas a NOR, CIP e ENR
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Gréficos 7, 8 € 9. Curvas de calibragao utilizando amostras fortificadas para o dia

2 da validacao relativas a NOR, CIP e ENR
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Gréficos 10, 11 e 12. Curvas de calibragao utilizando amostras fortificadas para o
dia 3 da validagdo relativas a NOR, CIP ¢ ENR

_77 -



II. Capitulo — Parte Experimental

I1. 3. 3. 3. Exactidao e Precisao

Relativamente aos ensaios de fortificagdo, foram avaliados quatro niveis de
fortificacdo correspondentes a 20 pg/kg, 50 pg/kg, 100 pg/kg e 250 pg/kg, de acordo
com os LMRs estabelecidos para a CIP e ENR, preparados por adi¢do de padrdes a um
grama de musculo de frango. Na NOR, como ndo existe LMR, ndo se efectuou o nivel
de fortificagdo mais baixo, tendo-se procedido a avaliacao de 3 niveis de fortificagdo. A
figura 13 representa um cromatograma de uma amostra fortificada com NOR, CIP e

ENR.

Sinal

Nor

Cip

Enr

i)
[I¥

v

Tempo de retengio

Figura 13. Cromatograma de uma amostra fortificada com NOR, CIP ¢ ENR
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Relativamente a exactiddo do método, os resultados relativos as percentagens de
recuperagdes nas amostras fortificadas foram adequados, como podemos constatar nas
tabelas 11, 12 e 13. As percentagens de recuperacdo foram superiores a 76,9%, para
todos os niveis de fortificacdo. A CIP apresenta a percentagem mais baixa, 76,9%, para
o nivel de fortificacdo de 50 pg/kg, enquanto que para a ENR a percentagem de
recuperacdo mais baixa ¢ de 84,9%, para o mesmo nivel de fortificagdo. Para a NOR
foram obtidos os valores mais elevados, superiores a 93,9 %.

As percentagens de recuperagdo obtidas para a NOR oscilaram entre 93,9% e
104,8% para os niveis de fortificacdo a 100 pg/kg e 250 pg/kg, respectivamente. No que
respeita a CIP, os valores variaram entre 76,9% e 97,1% para os niveis de fortifica¢do a
50 pg/kg e 250 pg/kg, respectivamente. Para a ENR as percentagens de recuperagdo
foram de 84,9% a 109,5% para os niveis de fortificagdo a 50 ug/kg e 250 pg/kg,
respectivamente.

Comparando os valores de percentagens de recuperagdo obtidas pela metodologia
analitica proposta com os descritos na literatura cientifica, podemos constatar que os
valores obtidos sdo idénticos aos métodos que incluem um procedimento de purificacao,
para os quais as percentagens variam entre 73% e 110%, sendo a maioria na ordem dos
80% (Kowalski et al, 2005; Samanidou et al, 2005; Zhao et al, 2007). No caso das
metodologias analiticas que ndo incluem nenhum procedimento de purificacdo,
apresentam percentagens mais baixas, na ordem dos 60% — 70% (Kirbis et al, 2005), e
deste modo inferiores as obtidas neste estudo.

O valor da precisdo intra-dia mais elevado, 8,4%, foi obtido para o nivel de
fortificacdo mais baixo de ENR (20 pg/kg), sendo o valor para a mesma concentragdo
de CIP de 5,5%. Para o nivel de fortificacdo de 50 pg/kg os valores foram de 5,3% para
a NOR, 4,0% para a CIP e de 2,8% para a ENR. Para o nivel de fortificagdo de 100
ng/kg os valores foram de 2,7% para a NOR, 3,9% para a CIP e de 1,0% para a ENR.
Para o nivel de fortificacdo mais elevado de 250 pg/kg, a precisdo intra-dia variou de
0,4% para a NOR, 0,5% para a CIP e 1,1% para a ENR (tabela 11, 12 ¢ 13).

Estes valores demonstram um claro decréscimo a medida que as concentragdes
dos niveis de fortificagdo aumentam.

Relativamente a precisdo inter-dia, os valores alcancados para o nivel de
fortificacao de 20 pg/kg, foram de 5,2% para a CIP e de 4,3% para a ENR. Para o nivel
de fortificacdo de 50 pg/kg, os valores foram de 3,1% para a NOR, 6,1% para a CIP e
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de 3,3% para a ENR. Para o nivel de fortificacdo de 100 pg/kg, obteve-se 4,0% para a

NOR e ENR e 1,5% para a CIP. Finalmente, para o nivel de fortificagdo de 250 pg/kg, a

NOR apresentou um valor de 2,7%, a CIP 2,0% e a ENR 2,6%, como podemos observar

nas tabelas 11, 12 e 13.

A precisdo inter-dia também teve tendéncia para diminuir & medida que os niveis

de fortificagdo aumentavam.

Tabela 11. Valores relativos a exactidao e precisao da NOR

Nivel de
fortificagao (ng/kg)

Média de

recuperacao (%)*

Repetibilidad
e intra-dia (%)

Repetibilidad

e inter-dia (%)

50

99,0

5,3

3,1

100

93,9

2,7

4,0

250

104,8

0,4

Tabela 12. Valores relativos a exactidao e precisdo da CIP

Nivel de
fortificagao (ng/kg)

Média de

recuperacao (%)*

Repetibilidad
e intra-dia (%)

2,7

Repetibilidad

e inter-dia (%)

20

89,4

5,5

5,2

50

76,9

4,0

6,1

87,6

3,9

1,5

97,1
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Tabela 13. Valores relativos a exactidao e precisdo da ENR
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Nivel de Meédia de Repetibilidad Repetibilidad
fortificacdo (ng/kg) | recuperagdo (%)* e intra-dia (%) e inter-dia (%)
20 91,2 8,4 4,3
50 84,9 2,8 33
| 100 94,4 1,0 4,0 |
250 109,5 1,1 2,6

Os valores da exactiddo e precisdo da metodologia analitica, de acordo com os

parametros internacionais preconizados pela AOAC/FAO/IUPAC e pelo Comité da

Unido Europeia para a andlise de residuos, sdo adequados a pesquisa da NOR, CIP e

ENR em tecido muscular de frango (Jenke, 1996).

I1. 3. 3. 4. Limites de deteccdo e limites de quantificacdo

Relativamente ao limite de quantificagdo (LOQ), este foi de 20 pg/kg para a CIP e

ENR e de 50 pg/kg para a NOR, sendo estas as concentragdes mais baixas utilizadas

nos ensaios de fortificacao.

Na literatura cientifica encontram-se descritos limites de deteccdo para a ENR,
CIP ¢ NOR entre os 0,2 pg/kg a 8 ng/kg (Garcia et al, 2005; Kowalski et al, 2005;
Samanidou et al, 2005). Relativamente aos limites de quantificacdo encontram-se

valores desde 5 pg/kg a 25 ng/kg (Shim et al, 2003;Garcia et al, 2005).

I1. 3. 4. Niveis de NOR, CIP e ENR nas amostras

Das trinta e trés amostras analisadas, 76% (25) estavam contaminadas com NOR,
15% (5) estavam contaminadas com ENR e 12% contaminadas com NOR e ENR

(grafico 13 e tabela 14). Da andlise do cromatograma representado na figura 14, pode-se
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suspeitar da presenga de CIP. Mas, uma vez que o pico cromatografico da CIP ¢ muito
pequeno, nao se distinguindo totalmente do ruido de fundo, seria necessario proceder a
sua confirmacdo por espectrometria de massa (LC-MS), o que ndo foi possivel.

Das 26 amostras contaminadas, 25 continham NOR (76%), sendo esta a
contamina¢do mais comum dos compostos analisados. Esta contaminagdo pode estar
relacionada com o facto de a NOR ainda nao ter LMR definido, o que pode conduzir a
um abuso na sua utilizacao.

Todas as amostras recolhidas no Porto, Braganga e Albufeira continham NOR, o

que demonstra uma utilizagdo extensiva desta FQ.

Portugal continental

ENR
3%

Gréfico 13. Percentagem de amostras contaminadas com NOR, CIP ¢ ENR em

Portugal continental

Apenas uma das amostras de Albufeira (figura 14) apresentou valores de ENR
superiores ao LMR. A concentragdo detectada foi de 102,2 pg/kg, superior ao LMR
estabelecido de 100 pg/kg.
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Tabela 14. Teores (ug/kg) e frequéncia de detecgdo (%) de FQs em amostras de frangos nas diferentes localidades.

FQs Albufeira Bragancga Coimbra Entroncamento Lisboa Porto Tomar TOTAL
(n=5) (n=3) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=33)

| Teores % Teores % Teores % Teores % Teores % | Teores % | Teores % Teores %
(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)

NOR <LOQ 100 <LOQ 100 <LOQ 60 <LOQ 80 <LOQ 60 <LOQ 100 | <LOQ 40 | <LOQ 76
(5) (3) (3) 4) (3) (%) (2) (25)

CIP 0 0 0 0 0 0 0 0
ENR 102,2 20 0 0 <LOQ 40 <LOQ 40 0 0 <LOQ 15

(1 (2) (2) a (5)

102,2
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Sinal

v

Tempo de retengdo

Figura 14. Cromatograma de uma amostra contendo ENR (superior ao LMR)

Relativamente a distribui¢do geografica, em todas as localidades onde se
adquiriram frangos foram detectadas amostras contaminadas, sendo Tomar a que

continha uma menor percentagem de contaminagao, 40%.
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Albufeira

ENR e NOR
1
20%

B NOR
B ENR e NOR
W ENR

M Sem FQs

Graéfico 14. Percentagem de amostras contaminadas com NOR, CIP e ENR em
Albufeira

Braganca

B NOR
B ENR e NOR
W ENR

W Sem FQs

Gréfico 15. Percentagem de amostras contaminadas com NOR, CIP e ENR em

Braganca
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Coimbra

B NOR

B ENRe NOR
EENR

M Sem FQs

Graéfico 16. Percentagem de amostras contaminadas com NOR, CIP e ENR em

Coimbra

Entroncamento
Sem FQs

B NOR
B ENR e NOR
W ENR

W Sem FQs

Gréfico 17. Percentagem de amostras contaminadas com NOR, CIP e ENR no

Entroncamento
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Lisboa

Sem FQs

B NOR
B ENR e NOR
W ENR

M Sem FQs

Graéfico 18. Percentagem de amostras contaminadas com NOR, CIP e ENR em
Lisboa

Porto

B NOR
B ENR e NOR
W ENR

M Sem FQs

Gréfico 19. Percentagem de amostras contaminadas com NOR, CIP e ENR no

Porto
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Tomar

B NOR
B ENR e NOR
W ENR

M Sem FQs

Graéfico 20. Percentagem de amostras contaminadas com NOR, CIP e ENR em

Tomar

Dada a escassez de dados a nivel internacional, a comparacao entre os resultados
do presente estudo e os outros paises ¢ dificil.

Apesar de se encontrarem descritas na literatura cientifica varias metodologias
para a deteccdo e quantificacdo das FQs, apenas dois estudos eram relativos a sua
determinagdo e quantificacdo de residuos de ENR e NOR em amostras de frangos (Al-
Mustafa et al, 2000; Salehzadeh et al, 2007).

Um destes estudos, realizado no Irdo (Salehzadeh et al, 2007), em 90 amostras de
frangos, revela que apenas duas amostras excedem o LMR de 100 pg/kg estabelecido
para o musculo, mas que todas as amostras apresentam residuos de ENR, sendo a média
de 18,32 ng/kg. Este estudo efectuou apenas a determinagdo da ENR e nao da CIP, seu
principal metabolito, uma vez que o LMR ¢ estabelecido para a soma da ENR e CIP.
Este estudo refere que, no Irdo, os esfor¢os para controlar e diminuir o mau uso de FQs
¢ insuficiente e que deve haver um maior controlo sobre a carne de frango colocada a

venda.
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Estes resultados ndo sdo concordantes com os obtidos no presente estudo, pois
apenas foram detectadas 15% de amostras com ENR. No entanto, uma amostra também
possuia valores superiores ao LMR.

Segundo o estudo de Al-Mustafa et al (2000), realizado em frangos de 32
exploracdes na Arabia Saudita, foi detectada a NOR nas amostras de 14 dessas
exploragdes. Correspondendo a 36% das amostras de frangos de produtores locais
contaminadas com NOR, enquanto 57% das amostras de figado também estavam
contaminadas. Nestas amostras, a concentragdo detectada oscilou entre 270 ug/kg e
3430 pg/kg. Este exemplo ilustra, muito provavelmente, a realidade de muitos locais
onde os produtores nao estdo alertados para este problema de Saude Publica ou,
simplesmente, apenas estdo concentrados na prossecu¢do de lucros, sem estarem
sujeitos a qualquer san¢do por utilizagdo indevida de antibidticos. Acresce que, com
estas concentragdes, ndo serdo de excluir alteragdes na flora intestinal humana e
reaccdes alérgicas.

Comparativamente, os resultados encontrados em Portugal para a NOR sdao mais
elevados, pois este antibidtico foi detectado em 76% das amostras recolhidas em
diferentes regides de Portugal, apesar de ndo se encontrarem concentragdes tao elevadas
como na Arabia Saudita, sendo todos os valores inferiores ao LOQ.

Naturalmente que este estudo necessitaria de analisar um maior nimero de
amostras, para haver uma maior abrangéncia na amostragem e para que os resultados
obtidos permitissem obter conclusdes mais sustentadas. Por outro lado, poderdo haver
variacdes ao longo do ano, consoante a temperatura ou até mesmo, consoante a
intensidade da produgdo animal, circunstancia que pode levar a um abate mais precoce,
podendo este coincidir com uma fase de maior utilizacao de FQs.

Os consumos de FQs em veterinaria em Portugal, em 2003/2004, sdo, no minimo,
trés vezes superiores por quilo de carne produzida aos outros paises da UE analisados
(EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007).

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam a continuac¢do da utilizagao
de FQs na producdo de frangos devido a 79% dos frangos conterem vestigios destes
antibidticos. Também o elevado nimero de resisténcias em animais a FQs em Portugal
(EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005, 2007) ¢ explicado pelos elevados consumos
verificados.

Com estes resultados prova-se que a utilizagdo de antibidticos ¢ uma realidade. As

percentagens elevadas de contaminacdo demonstram, ndo apenas, uma utilizacdo para
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tratamento em caso de doenga, mas uma utilizagdo indiferenciada em praticamente
todos os frangos. Cria-se deste modo, um meio propicio a aquisi¢ao de resisténcias por
parte de bactérias colonizadoras dos frangos e sua possivel transferéncia ao Homem, ou
transferéncia dessas resisténcias a bactérias patogénicas que possam vir a infectar o
Homem.

Os resultados de um estudo no qual foram detectados estirpes de Enterococcus
spp. resistentes a CIP nas dguas dos efluentes de matadouros de frangos (Costa et al,
2006), reforcam este tipo contaminag¢do, com graves consequéncias para a Saude
Publica. Os resultados indicam que o nivel de contaminacdo em Portugal ¢ da ordem
dos 10,2%, enquanto na Suécia sdo inferiores a 1%.

Como as FQs constituem um importante grupo de antibioticos na medicina
humana, a emergéncia de resisténcias podera conduzir a uma menor eficicia na
terapéutica, com tempos de internamento mais longos, ¢ podendo mesmo observar, em
alguns casos mortalidade (Barza e Travers, 2002).

Este consumo pode também provocar modificagdes na flora intestinal humana,

com consequéncias imprevisiveis.

1. 4. Conclusofes

As FQs continuam a ser utilizadas em grandes quantidades na producdo de
frangos para consumo humano. A existéncia de 79 % de amostras contaminadas ndo

pode ser atribuida apenas a tratamentos esporadicos.

Os resultados obtidos em todas as regides de Portugal analisadas revelam a

utilizag¢ao disseminada de FQs na producao de frangos a nivel nacional.

A NOR ¢ a mais frequentemente FQ encontrada no musculo de frango (76%),

com niveis inferiores ao LOQ.
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A contaminacdo do tecido muscular de frango para consumo humano por ENR
afecta 15 % dos frangos, uma das amostras continha concentracdo superior ao LMR

estabelecido.

Este trabalho necessita obviamente de ter continuagdo, para melhor avaliagdo dos
niveis de contaminacao por FQs da carne de frango em Portugal. Esta ¢ uma area

sensivel onde a Satide Publica portuguesa devera actuar de forma adequada.

I1. 5. Considerac0es finais

Com o objectivo de promover uma boa imagem do produto junto dos
consumidores, produtores de alguns paises diminuiram a utilizagdo de antibioticos na
producdo de frangos, sem que tivesse havido aumento de custos (Doyle, 2001; WHO,
2003). Esta imagem contrasta com a realidade portuguesa, onde os produtores
continuam a utilizar as FQs. Retira-se destes dados que ndo é a questdo econdmica que
leva a utilizagdo de FQs, mas o desconhecimento de outros métodos mais seguros
(Doyle, 2001; WHO, 2003) ou, mais grave ainda, a resisténcia a mudanga e a
acomodagdo a técnicas utilizadas ha muito tempo com prejuizo da Saude Publica.

Tendo em conta que o desenvolvimento de novos antibidticos tem reduzido
drasticamente, sera de todo o interesse salvaguardar a eficacia daqueles que actualmente
dispomos e que t€ém demonstrado bons resultados. A rapidez com que algumas bactérias
vao adquirindo resisténcias ndo se compadece com a lentiddo da disponibiliza¢do de
novos antibacterianos no mercado. Para além da descoberta de novas moléculas ndo ser
inesgotavel, o mercado farmacéutico, por razdes comerciais, tem privilegiado a
investigacdo e desenvolvimento de medicamentos para doengas cronicas, em prejuizo

dos antibioticos.
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