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ABSTRACT

The presence of antibiotic residues in environmental samples, in particular in piggeries, is an issue of

growing concern worldwide due to the broad use of antibiotics.

The occurrence data and fate of four FQs, namely norfloxacin (NOR), ciprofloxacin (CIPRO),
enrofloxacin (ENRO) and sarafloxacin (SARA) were obtained in environmental waters, collected from

three types of piggeries: intensive, extensive and probiotic.

The optimized and validated analytical methods were successfully applied to 30 environmental waters

samples.

The total contamination frequency was 50% and the intensive piggery contained at least one FQ
antibiotic. The extensive and probiotic piggeries did not present any of the analyzed antibiotics. The
FQ most often detected was ENRO in 46.7% of the samples, and CIPRO, its degradation product, and
SARA were present in 6.7% of the samples. None of the analyzed samples contained NOR.



RESUMO

O interesse da determinagdo de antibidticos em amostras ambientais, € concretamente em
suiniculturas, prende-se sobretudo pela grande quantidade de antibidticos consumidos neste

tipo de exploragéo pecudria e no seu impacte na saude publica e ambiental.

Neste trabalho foram obtidos dados relativos a ocorréncia e distribui¢do de fluoroquinolonas (FQs),
principalmente a enrofloxacina (ENRO) e a sarafloxacina (SARA) em 4guas ambientais provenientes

de trés tipos de suiniculturas em Portugal, intensiva, extensiva e probidtica.

As metodologias analiticas desenvolvidas e validadas foram aplicadas na analise de amostras de aguas

ambientais provenientes de suiniculturas.

Das 30 amostras analisadas 50% estavam contaminadas com FQs, e eram originérias de exploracdes
intensivas. De entre as amostras positivas, 46,7% apresentavam residuos de ENRO e 6,7% para a

CIPRO e SARA. Em nenhuma das amostras foi detectada a presenga de NOR.
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Objectivos

O trabalho desenvolvido nesta tese de mestrado visa determinar a ocorréncia de antibioticos
do grupo das fluoroquinolonas (FQs), nomeadamente a norfloxacina (NOR), ciprofloxacina
(CIPRO), enrofloxacina (ENRO) e sarafloxacina (SARA) em amostras de 4guas residuais
provenientes de suiniculturas.

Teve também como objectivo avaliar a extensdo da utilizagdo destes compostos na produgio
de suinos e estimar a contaminac¢o ambiental em trés tipos de suiniculturas: intensiva,
extensiva e probiotica.

Desta forma pretendeu-se:

% Desenvolver e validar metodologias analiticas para a determinagdo e quantificagio de
FQs, mais especificamente para a NOR, CIPRO, ENRO e SARA em amostras de aguas

provenientes de suiniculturas portuguesas.

L/
0.0

Determinar e quantificar a presenca da NOR, CIPRO, ENRO e SARA em amostras de

aguas residuais e superficiais, recolhidas em trés tipos de suiniculturas.

7
*

Comparar os resultados obtidos com o tipo de produgfo: intensiva, extensiva e probi6tica

(7
.0

Comparar os resultados obtidos com os existentes em outros paises.
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I.1. Introducao

Os medicamentos sdo uma classe emergente de contaminantes ambientais largamente
utilizados quer na medicina humana, quer na medicina veterinaria (Halling-Sorensen et
al., 1998; Daughton e Ternes 1999; Kummerer, 2001; Diaz-Cruz et al., 2003). A
utilizacdo de medicamentos na produg@o de animais destinados ao consumo humano é
uma pratica que remonta a 2.* metade do século XX coincidindo com um periodo no
qual se iniciaram profundas alteragdes nesta actividade. A produgdo de animais de
forma intensiva em sistemas industriais de média ou grande dimensao vem ao longo do
tempo substituir o sistema de pequenas exploragdes do tipo familiar.

Na moderna produgdo pecudria, observou-se um aumento na utilizagdo de antibidticos,
com o objectivo de dar resposta efectiva as necessidades alimentares das populagdes, e
a manutencdo de um elevado nivel de produgio e de proteccdo dos animais das doengas
infecciosas que os atingem.

Ap6s a administragdo, uma parte significativa é eliminada e libertada para o ambiente.
Segundo Mulroy, 50 a 90 % dos medicamentos administrados sdo excretados na sua
forma activa e libertados para o ambiente (Mulroy, 2003).

A utilizagdo de antibidticos em veterinaria, ¢ uma area de preocupacdo crescente e
muito importante devido ao seu potencial impacto na saude humana.

Os antibioticos em veterinaria sdo usados na terapéutica de infec¢Ges bacterianas e
como agentes profilaticos para evitar a disseminacio de doengas infecciosas nas
exploragdes.

A utilizac@o de antibioticos, como promotores de crescimento, remota a 1940, quando
foi observado que os animais alimentados com subprodutos de fermentagio
apresentavam um indice de crescimento mais rapido do que aqueles em que a
alimentagdo ndo continha estes produtos (Phillips ef al., 2004).

Nas ultimas décadas, assistiu-se a um aumento do consumo de antibidticos em
veterindria, que suscitou uma preocupagdo crescente sobre os possiveis efeitos
adversos, na saude humana e no ambiente. Consequentemente, na UE assistiu-se a
revogacdo da sua utilizacdo, como promotor de crescimento. A Suécia em 1986, ¢ s6

passado 20 anos, a 1 de Janeiro de 2006, foi banida em todos os paises da UE.
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O relatdrio da Organizagdo Mundial de Saude de 1998 (OMS) descreve o aumento da
ocorréncia de bactérias resistentes e a sua rapida propaga¢@o na populagdo mundial

como um dos principal problema de satde publica do século XXI.

Neste dmbito ¢ de especial preocupag¢io a emergéncia € a propagagido de

resisténcia aos antibidticos em agentes patogénicos, quer directamente, quer
indirectamente apds transferéncia de material genético de microrganismos ndo
patogénicos para microrganismos patogénicos, e a eficacia desses antibioticos na
terapéutica humana (Zahn et al., 2001; Chapin et al., 2005; OIDE, 2000; Gilchrist et
al., 2007).
As evidéncias cientificas até ao momento sugerem fortemente a existéncia de uma
associagdo entre o uso de antibidticos, na produgdo animal, e 0 aumento da emergéncia
de estirpes bacterianas resistentes, na populagdo humana. A transferéncia das bactérias
resistentes dos animais até os humanos pode ocorrer, através do contacto directo,
incluindo exposigdo ocupacional dos humanos com os animais ou indirectamente via
cadeia alimentar (Klare et al., 1995; Gilchrist et al., 2007).

Esta questdo adquire uma maior relevancia na medida em que praticamente
todos os antibidticos usados em veterindria sfo estruturalmente relacionados com os de
uso humano, o que favorece fendmenos de co-resisténcias e de resisténcia cruzada
(EMEA, 1999; OIE, 2007, 2008).

As fluoroquinolonas (FQs), principalmente a enrofloxacina (ENRO) e a
sarafloxacina (SARA) sdo extensamente utilizadas como agentes terapéuticos e
profilaticos em suinos. A sua larga utilizagdo conduziu a emergéncia de
microorganismos patogénicos para o homem resistentes as FQs, como a Salmonella
typhymyrum DT 194 resistentes as FQs e a Campilobacter spp resistente a
ciprofloxacina (CIPRO) (Engberg ef al.,, 2001).

Um dos casos mais exemplificativos do uso inapropriado dos antibidticos em
veterindria e o seu contributo para o aumento das resisténcias bacterianas ¢ a resisténcia
as FQs em Campylobacter spp e Salmonella spp. De acordo com Phillips ef al. (2004),
a resisténcia a CIPRO em isolados de infecgdes humanas era extremamente baixa nos
anos 80, no entanto, com a introdu¢do da ENRO na produgéo animal, na década de 90,
foram sendo progressivamente isoladas bactérias resistentes as quinolonas quer nos

animais quer nos humanos.
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A presenca de residuos de antibidticos e seus metabolitos ou produtos de
transformacdo, no ambiente encontra-se amplamente documentada na literatura
cientifica em aguas residuais, dguas de rios e seus efluentes, aguas marinhas, solos,
sedimentos, estrumes e outras amostras ambientais (Christian ef al., 2003; Kolpin et al.,
2004; Heberer, 2002; Jorgensen e Halling-Sorensen, 2000; Hamscher e Hartung, 2008;
Kolpin ef al., 2002; Turiel et al., 2003; Renew e Huang, 2004; Turiel et al., 2005;
Vieno et al., 2006; Pena et al., 2007; Seifrtrova et al., 2008).

Os medicamentos tém a capacidade de bioacumulagio e interagem com o meio
ambiente, provocando efeitos nefastos nos ecossistemas aquaticos e/ou terrestres e
mesmo no Homem, uma vez que estes foram concebidos para exercerem actividade
biologica. Em alguns dos casos os efeitos ecotoxicologicos poderdo ser previsiveis,
como por exemplo, a emergéncia de resisténcias aos antibidticos e toxicidade directa
sobre os organismos aquaticos (Takai et al., 1998; Hamscher ef al., 2003; Chapin ef al.,
2005; Gilchrist er al., 2007). Mas os efeitos de uma exposi¢do continua sio ainda
desconhecidos, uma vez que os estudos sdo insuficientes para determinar o risco e
estabelecer medidas para o seu controlo.

O impacte ambiental que resulta da presenca de residuos de antibidticos
constitui uma preocupagdo crescente de saude publica a nivel mundial. Para se poder
avaliar correctamente o risco ambiental dos antibidticos é necessario saber quais as
principais fontes poluentes e a sua ocorréncia no ambiente. Nas exploragdes de
producdo intensiva de animais (CAFOs) verifica-se uma maior utilizagdo de
medicamentos de uso veterinario, o que conduz a contaminagdo directa do meio
aquifero, e indirecta através da utilizagdo do estrume dos animais medicados, como
fertilizante em campos agricolas, e lixiviagdo dos residuos (Kummerer, 2003;
Hamscher et al., 2003; Gilchrist ef al., 2007).

O interesse da determinagcdo de antibioticos em amostras ambientais, e
concretamente em suiniculturas, prende-se sobretudo pela grande quantidade de
antibioticos consumidos neste tipo de exploragdo pecudria e o seu impacte na saude
publica e ambiental.

Para a avaliacdo do grau de contaminacdo ambiental € imprescindivel a
implementacdo e desenvolvimento de metodologias analiticas que permitam a avaliagdo

e a monitorizagao dos residuos de antibioticos nas amostras ambientais.
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Consequentemente, o trabalho apresentado reporta a tematica da contaminagéo
ambiental, mais concretamente no que respeita a presenga de residuos de FQs em
amostras ambientais de trés tipos de suinicuturas em Portugal.
Numa primeira fase efectou-se uma revisdo tedrica sobre a contaminagido ambiental e a
monitorizag¢@o de residuos de antibioticos, em particular as FQs norfloxacina (NOR),
CIPRO, ENRO e SARA, ¢ o seu efeito na saiide publica. Numa segunda fase é descrita
a parte experimental, nomeadamente o desenvolvimento e valida¢do de metodologias
analiticas por cromatografia liquida (LC) com detecg@o fluorimétrica (FD) para a sua

determinacdo e quantificagdo em amostras de suiniculturas.

O objectivo primordial deste presente estudo é a avaliacdo da presenca de

residuos de FQs e consiste em trés fases:

1 — A primeira fase consistird na implementagdo de metodologias analiticas exactas,
sensiveis, robustas e simples, para a determinacdo sensivel e selectiva de NOR, CIPRO,

ENRO e SARA por LC com FD, em amostras de aguas provenientes de suiniculturas.

2 — A segunda fase constard da aplicacdo das metodologias analiticas na monitorizagio
da contamina¢do por FQs em amostras de aguas recolhidas em trés tipos de
suiniculturas em Portugal: suiniculturas de produgdo intensiva (CAFOs), e os sistemas

alternativos de produc@o extensiva (outdoor) e probidtica.

3 — Numa ultima fase, o projecto contribuira para a avaliagdo do grau de contaminagdo
nos trés tipos de aguas provenientes de suiniculturas anteriormente explicitados, de
modo a avaliar as repercussoes ambientais da presenca e acumulagio de antibidticos no

ambiente.
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I.2. Legislacao relativa a utilizacio do medicamento veterinario

O medicamento veterinario ¢ toda a substéncia, ou associacdo de substincias, apresentada
como possuindo propriedades curativas ou preventivas de doengas em animais ou dos
seus sintomas, ou que possa ser utilizada ou administrada no animal com vista a
estabelecer um diagnéstico médico-veterinario ou, exercendo uma acg¢do farmacoldgica,
imunoldgica ou metabolica, restaurar, corrigir ou modificar fung¢Ges fisiologicas” (D.L.

1n.° 148/2008 de 29 de Julho, CAPITULO 1, Artigo 3.° alinea a).

E importante fazer uma andlise da evolugdo histérica da regulamentacdo do
medicamento veterinario para uma melhor compreensdo das preocupacdes suscitadas a
nivel da satde publica. A criagdo de um quadro normativo e a supervisdo profissional

sdo essenciais para a utilizacdo racional do medicamento veterinario.

O D.L. n° 184/97, de 26 de Julho, regulamentou a introducdo e dispensa do
medicamento veterinario, tutelado pelo Ministério da Satude. E definido no seu
predmbulo como um “verdadeiro estatuto do medicamento veterinario”, por se
considerar que “a criacdo de um quadro normativo claro e inequivoco € condigdo
necessaria ao elo fundamental da garantia de qualidade, seguranga e eficacia dos
medicamentos veterinarios” para a salvaguarda da satde publica, da saude animal e da

defesa do ambiente.

Concretamente, no seu artigo 61° estdo especificadas as condig¢bes, nas quais é
absolutamente necessdrio o uso de uma prescri¢do veterinaria para a dispensa de um
medicamento veterinario.

Com o D.L. n.° 11/2007, de 27 de Fevereiro, as competéncias em matéria de
Medicamentos Veterinarios Farmacoldgicos outrora atribuidas a Autoridade Nacional
do Medicamento e dos Produtos de Saude (INFARMED) passa a ser competéncia
integral da Direcgdo Geral de Veterinaria (DGV).

Nos termos do disposto no n.° 1 do artigo 18.° da actual lei, que transpde as directivas
comunitarias sobre esta matéria, prevé-se que, as entidades que solicitem ou sejam
titulares de uma Autorizacdo de Introdu¢do dos medicamentos veterinarios (AIMs)
devem ter ao seu servico, com caracter permanente e continuo, um médico veterindrio
como director técnico veterinario em vez de um farmacéutico.

7
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Do ponto de vista farmacéutico, ndo se deve esquecer que o medicamento de uso
humano ¢ similar a0 medicamento de uso veterinario, com niveis de exigéncia da

mesma ordem sustentado por um Dossier do Medicamento.

De acordo com o Decreto-Lei n.°148/2008 de 29 de Julho, os medicamentos
veterinarios sdo um bem publico e recursos cruciais para a defesa da satide e do bem
estar dos animais e para a protec¢do da saude publica, sendo igualmente um
instrumento de salvaguarda das producdes animais, com impacte consideravel na
economia das exploragOes agropecudrias e alimentares.

Em prol da defesa da saide e bem-estar dos animais e salvaguarda da satde publica e
os interesses dos agentes economicos e do pais em geral, justificam algumas medidas
que se encontram neste diploma. Das medidas que vigoram neste diploma consta a
aplicacdo de um plano a nivel nacional que controla a utilizacdo de medicamentos
destinados a animais de exploragdo, garantindo deste modo a verificagdo das condigdes

de utilizagdo dos medicamentos e o tratamento indevido ou ilegal de animais.

Nos ultimos anos, a Agéncia Europeia para a Avaliagdao de Produtos Medicinais
(EMEA) tem vindo a discutir de forma intensiva a necessidade de se avaliar o impacte
ambiental dos novos medicamentos que vdo sendo introduzidos no mercado. Varias
directivas foram elaboradas recentemente pelo Comité para os Produtos da Medicina
Veterinaria (CVMP) em colaboracdo com o Comité para os Produtos da Medicina
Humana (CHMP) da EMEA que tornam obrigatéria a avaliacdo de impacto ambiental
nos estudos a incluir no relatério de pedido de aprovagdo de introdugdo de novos

medicamentos no mercado (Carvalho, 2006).
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I.3. A utilizacao de antibioticos em medicina veterinaria

O século XX foi marcado por profundas alteragcdes no campo da produgéo animal, onde
o sistema de pequenas exploragdes do tipo familiar foi substituido ao longo do tempo
por sistemas industriais de criagdo intensiva de animais com recurso a uma maior
utilizagdo de medicamentos, nomeadamente dos antibidticos.

Se, por um lado, a utilizagdo de antibidticos permite tratar os animais das doencas
infecciosas, e deste modo permitindo também, que animais saudaveis entrem na cadeia
alimentar, esta pratica também levanta algumas preocupagdes relacionadas com a saude

publica, uma delas ¢ a descrigio de bactérias resistentes aos antibidticos.

Os antibioticos sdo substancias naturais produzidas por microrganismos, que destroem
ou impedem o desenvolvimento de outros microrganismos, enquanto os agentes
quimioterapicos sdo substdncias de sintese com as mesmas propriedades. O termo
agente antimicrobiano foi definido como sendo qualquer substincia de origem natural,
semi-sintética ou sintética capaz de destruir um microrganismo. Para simplificar, nesta
dissertagdo, e de acordo com o Parecer do Comité Econdémico e Social sobre “A
resisténcia aos antibidticos: uma ameaga para a saude publica”, os termos antibidticos e

agentes antimicrobianos serdo utilizados como sindnimos.

1.3.1. Uso terapéutico e profilatico

Os antibioticos sdo utilizados como agentes terapéuticos e profilaticos de infecgdes
provocadas por bactérias patogénicas.

Nas exploragdes pecudrias ¢ praticamente impossivel tratar individualmente o animal
doente com uma infeccdo bacteriana contagiosa, pelo que s6 se pode recorrer a
administragdo de antibidticos, com fins terapéuticos e profilaticos, a todos os animais, a
fim de evitar que uma epidemia se alastre em toda a exploragio pecuaria.

As FQs sdo agentes antimicrobianos muito potentes, activos contra uma larga variedade
de organismos patogénicos e de facil distribui¢do no organismo depois de

administrados. As FQs sdo administradas através de uma grande variedade de vias,
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comprimidos via oral e em aguas de consumo, subcutinea e intramuscular e em geral
sdo bem tolerados pelos animais. Este facto explica o grande uso destes antibacterianos
na medicina veterinaria.
Dados recentes sobre a utilizagdo de FQs em veterinaria, em diferentes paises da UE,

estdo representados na tabela I.1. e 1.2.

Tabela I.1. Volume de vendas por grupos de antibidticos na CE e Suécia em 1997

(toneladas de principio activo) (Botman, FEDESA, 1998)

Grupo Terapéutico Vendas Factor' de  Total Estimado
extrapolagdo (% do Total)
Penicilinas 161 2,00 322 9
Tetraciclinas 483 4,75 2294 (66)
Macrolidos 319 1,33 424 (12)
Aminoglicosideos 92 1,70 154 €]
Fluoroquinolonas 3 1:33 43 @8]
Trimetoprim/Sulfonamidas 50 1,50 75 @)
Outros medicamentos 91 2,00 182 (5)
Subtotal
Medicamentos 1228 2,85 3494 (100)
Promotores crescimento 1454 1 1599
Total 2682 1,9 5093

10
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Tabela 1.2. Vendas de (Fluoro) quinolonas e producfio de cames em alguns paises

membros da Europa (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005)

Vendas de agentes Produgéo de carnes
Paises Antimicrobianos (toneladas abatidas)
Qs FQs Bovina Suina Aves Soma de
Producéo
Republica Checa 0.8 1 103775 409102 215802 728679
Denamarca 0.1 0.1 147600 1762000 199994 2109594
Finlandia <0.1° <0.1 95830 193222 83730 372782
Franga 3.6" 20.7 1631000 2321000 2010700 5962700
Holanda 0.3* 5.0 364000 1250000 564000 2178000
Portugal 3.0 3.8 118524 315141 229335 663000
Suécia 0.2° 0.2 136300 287500 99850 523650
Reino Unido 1.4° 1.4 687000 690000 1569987 2946987

® Incluindo cées e gatos

¢ apenas frangos

Fazendo uma breve andlise da tabela acima ilustrada conclui-se de que existem
diferencas claras do padrdo do consumo das FQs em diferente paises membros da UE.
Portugal aparece entre os paises onde o consumo de FQs € maior, ocupando o terceiro
lugar, s6 ultrapassado pela Franga e pela Holanda cujos valores incluem a utilizagdo em
animais de estimac@o, e para valores de producgo de carne muito superiores.

Até 2005, e de acordo com a EMEA, nfo havia um protocolo harmonizado para a
utiliza¢do prudente das FQs em animais nos diferentes estados membros da UE. No
entanto € necessaria uma precaugdo especial na utilizacdo de FQs em veterinaria

(Hamscher e Hartung, 2008).

11
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1.3.2. Uso como promotores de crescimento

A administrag@o de antibioticos melhora a produtividade animal, dado que conduza um
aumento do ganho de peso e do indice de conversdo alimentar (Neto et al., 2001). O
indice de conversdo alimentar, consiste na relagdo entre o peso do alimento consumido
e 0 ganho do peso que este provoca no animal, e cujo valor ¢ de modo geral de
aproximadamente 2. Apo6s a administracdo de antibioticos é de cerca de 4 a 5% para os
suinos (Corpet, 1998).

A primeira controvérsia sobre a utilizagdo de antibidticos como promotores de
crescimento teve lugar no Reino Unido, em 1969, com o relatério Swann (Swann,
1969). Este recomendou que os antibioticos utilizados na terapéutica humana néo
deveriam ser usados em veterinaria, como promotores de crescimento, uma vez que as
bactérias patogénicas resistentes existentes nos alimentos, de origem animal, podem
contaminar o Homem.

Nas ultimas décadas, na UE assistiu-se a uma progessiva revogagdo da autorizagdo dos
antibidticos como promotores de crescimento. A Suécia proibiu o seu uso em 1986, e

sO passado 20 anos, a 1 de Janeiro de 2006, foi banido em todos os paises da UE.

1.3.3. Consumo

Estima-se que o consumo mundial dos antibioticos situa-se entre 100000 e 200000
toneladas por ano (Kummerer, 2003).

De acordo com a FEDESA, em 1997, na Europa foram consumidas 10200 toneladas de
antibioticos (como principios activos puros) dos quais 48% em medicina veterinaria e
52% em medicina humana (FEDESA, 1997). Entre os antibidticos utilizados em
veterinaria, 3500 toneladas (cerca de 69%) foram aplicados com fins terapéuticos e
1600 toneladas como promotores de crescimento.

Segundo dados dinamarqueses entre 2006 € 2007, houve um aumento no consumo de
antibioticos na producdo animal de 115,2 toneladas em 2006 para 121,1 toneladas em
2007. Os antibidticos usados em suinos compreendiam 80% do total do consumo,
enquanto aqueles usados em bovinos, aves de capoeira e na aquicultura sdo

responsaveis por 12%, 0,5% e 3% respectivamente (DANMAP, 2007).
12
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De acordo com os dados publicados em 2007 pelo Infarmed, verificou-se que houve um
decréscimo de cerca de 45% na comercializagdo de antibidticos destinados a animais de

produgéo, no periodo compreendido entre 2004 e 2006 (INFARMED, 2007).

I.4. Consequéncias da utilizacdo de antibidticos em veterinaria

I.4.1. Avaliacio da seguranca dos residuos

Na avalia¢do da Seguranca dos Residuos, a metodologia estabelecida segundo a OMS e
FAO (WHO/FAOQO, 1995) tem em conta diversos aspectos, tais como: as caracteristicas
farmacocinéticas, os efeitos teratogénicos, a toxicidade da dose unica, a toxicidade da
dose repetida, os efeitos mutagénicos, os efeitos carcinogénicos e a imunotoxicidade.

O numero de estudos e a extensdo dos mesmos tem em consideracdo os possiveis
efeitos toxicos para o homem dos compostos em estudo.

Para os antibidticos, tem ainda em consideragcdo os possiveis riscos microbiologicos
sobre a flora intestinal humana e, também, os possiveis efeitos dos microrganismos
usados no processamento dos alimentos.

A apreciacdo da toxicidade dos residuos € baseada em estudos toxicologicos efectuados
em animais de laboratdrio através de ensaios de ingestdo oral.

E verdade, que com o desenvolvimento de metodologias analiticas mais sensiveis, é
possivel detectar concentragdes cada vez menores de residuos de medicamentos e
consequentemente, os limites maximos de residuos permitidos (LMR) tém vindo
continuamente a baixar. Estes limites sdo calculados, tendo por base varios factores
como: nivel sem efeito (NOEL), a ingestdo didria aceitivel (ADI) e o factor de

seguranca (FS) (Pena et al., 2000).

13
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I.4.1.1. Dose sem efeito observavel (NOEL)

A NOEL ¢ a dose mais elevada que, administrada ao animal de experiéncia mais
sensivel, ndo produz efeitos toxicos observaveis (European Consultation Conference on
the Availability of Veterinary Medical Products- Workshop 1 Discussion document,
1999).
NOEL=C x 1
W
Em que:
C — Concentragao em mg/kg ou mg/L de alimento contaminado
I - Ingestdo diaria em mg/kg ou mg/L

W — Peso do animal em kg

Para os antibidticos, o eventual risco microbiologico € avaliado segundo uma
metodologia idéntica a anterior, baseada em modelos experimentais i vifro ou in vivo a
partir dos quais se determina o NOMEL (dose sem efeito microbioldgico observavel)
(European Consultation Conference on the Availability of Veterinary Medical

Products- Workshop 1 Discussion document, 1999).

1.4.1.2. Factor de seguranca

A maior incerteza nos ensaios de toxicidade reside na extrapolagéo dos resultados do
animal de experiéncia para o homem, e por isso, sdo aplicados factores de seguranca na
determinacdo das doses didrias admissiveis.

Ao aplicar-se este factor, presume-se que o ser humano ¢ dez vezes mais susceptivel
que o animal de ensaio, e que a sensibilidade da espécie humana varia num factor de
dez, sendo aplicado geralmente um factor de seguranga de 100, embora possa variar
entre 100 e 1000, com base no resultado dos estudos de toxicidade da substincia activa.
Quando sédo observados efeitos teratogénicos, utiliza-se um factor de segurang¢a de 1000

(Dixon et al., 1993).
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1.4.1.3. Ingestao diaria admissivel (ADI)

A ADI (Acceptable Daily Intake), constitui uma estimativa da quantidade de residuos,
expressa em pg/Kg ou mg/kg de peso corporal, susceptivel de ser ingerida diariamente
e durante toda a vida, sem desenvolver riscos significativos para a saude humana
(Brynes et al., 1996). A ADI € calculada a partir do valor de NOEL e do factor de

seguranca, atraves da seguinte formula:

ADI (mg/kg/dia) - NOEL
FS
Os riscos microbioldgicos dos residuos de antimicrobianos sdo avaliados através do
estabelecimento da ADI microbiolégica. No seu calculo utiliza-se os valores da
concentra¢do minima inibitoria para a espécie bacteriana predominante e mais sensivel
(anaerobios) da flora intestinal do homem (European Consultation Conference on the

Availability of Veterinary Medical Products- Workshop 1 Discussion document, 1999),

1.4.1.4. Limite maximo de residuos

O nivel maximo de residuos aceitdvel e mais precisamente nos produtos de origem
animal € um conceito biologico baseado em diversos factores e os potenciais efeitos
adversos dos residuos podem ser divididos em 3 categorias: efeitos toxicologicos,
efeitos microbiologicos e efeitos imunoldgicos.

E interessante notar ainda que tanto o armazenamento no frio como o cozinhar, ndo
minimizam nem destroem os residuos de antibidticos nos produtos. Por isso é
necessario frisar que a Unica maneira de evitar residuos ¢ a de respeitar estritamente os
conselhos do intervalo de confianga e principalmente o uso prudente dos mesmos (Pena
et al., 2000).

Em funcdo destes pardmetros e dos estudos farmacocinéticos sdo atribuidos para a
molécula em questdo, limites méaximos de residuos (LMRs) aos diversos géneros

alimentares.

15



Capitulo I - Introdugdo Tedrica
R O S e N T ey e S e s g e T e T e S e e e e e ey e T e e s e R s e ST s e e
Para tal considera-se um individuo padrdo com um peso médio de 60 kg e uma dieta

diéria constituida por:

500 g de carne, repartidas em 300 g de tecido muscular, 100 g de figado,
50 g de rim e 50 g de gordura, ou 500 g de frango, repartidas em 300 g de
tecido muscular, 100 g de figado, 10 g de rim e 90 g de gordura.
Acrescenta-se ainda 1,5 L de leite, 100 g de ovos e 20 g de mel.

Esta dieta foi preconizada pelo "European Consultation Conference on the Availability
of Veterinary Medical Products" (European Consultation Conference on the

Availability of Veterinary Medical Products. Workshop 1 Discussion document, 1999).

O estabelecimento dos LMR com base nos valores da ADI, deve ser efectuado com
base nos estudos de distribui¢do e eliminagdo dos residuos, nos tecidos ediveis das
espécies tratadas.

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 et al., 1993; Brynes ef al.,
1996).

No que se refere aos antibioticos, os estudos de toxicidade consideram que os
respectivos residuos , ainda microbiologicamente activos, sdo potencialmente capazes
de modificar a microflora intestinal do consumidor e, € com frequéncia este risco

microbiologico que se impde no estabelecimento dos LMRs mais baixo.

I.5. Residuos de antibioticos no ambiente

Apo6s a administragdo, uma parte significativa dos medicamentos é eliminada e
libertada no ambiente. Segundo Mulroy, 50% a 90% dos medicamentos administrados
sdo excretados na sua forma activa e muitos destes compostos sfo persistentes e

continuamente libertados para o ambiente (Mulroy, 2001).
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Quando se pensa, particularmente, na influéncia ambiental de residuos de

medicamentos, a resposta imediata € de que estes apresentem grande impacto, uma vez,

que foram concebidos para exercer actividade biologica.

De acordo com Bound ef al, (2005), os antibidticos ocupam o primeiro lugar com 76.6

% de entre as principais classes de medicamentos com maior impacte ambiental, devido

a emergéncia de resisténcia bacterianas.

Cerca de 80 % dos antibioticos administrado nas exploragdes pecuarias sdo langado ao

meio ambiente, tal facto, levou alguns paises da Europa, como no caso da Suécia, a

restringir a sua utilizac@o (Sorensen ef al., 1998).

Deste modo, os medicamentos, quer na sua forma activa ou os seus metabolitos, podem

contaminar os sistemas aquaticos por vias diferentes.

A figura 1.1, retirada da EPA, dd-nos uma visdo global da origem e distribui¢do no

ambiente dos medicamentos e dos produtos de higiene pessoal:

-A utilizacdo individual.

-As 4guas residuais hospitalares contém concentragdes significativas de
medicamentos, que podem ser libertados nos sistemas de esgotos domésticos e

municipais.

-As aguas residuais municipais constituem a principal via de transporte dos

medicamentos para o ambiente, apos a utilizac3o.

-Por outro lado os medicamentos utilizados em veterindria podem entrar nos
sistemas aquaticos através da aplicagdo do estrume dos animais medicados nos
campos € subsequente lixiviagdo dos solos para as aguas de superficie

principalmente em exploracgdes de producdo intensiva- CAFOs.

-Antibidticos aplicados directamente na dgua em aquacultura contaminam o

meio aquifero na zona de aplicagdo e o ecossistema aquatico.

-Em muitos casos também se pode observar a directa aplicagdo na agua (Open

waters).
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-Descargas industriais.

Como podemos observar na figura 1.1, a maior parte dos medicamentos sio

transportados para o0 meio aquifero.

Origins and Fate of PPCPs' in the Environmen

‘Pharmaceuticals and Personal Care Products — [—=w, | Uss.Envronmental Protection Agen

", | Office of Researchand Developmen
{ § | National Exposure Research Labora
“# | Environmental Sciences Division
Environmental Chemistry Branch

Figura L.1. Esquema representativo das vias de entrada dos formacos no ambiente

A maioria das FQs sdo quimicamente muito estdveis 2 hidrélise e a temperaturas
elevadas, mas sdo degradadas / hidrolizadas pela luz UV.
As FQs t€m capacidade de bioacumulagio no ambiente, particularmente em amostras

sélidas, uma vez que formam quelatos com alguns catides, Al3+, Mg 2*, Fe’" e Ca”™*.

L.5.1. Monitorizacio de residuos de antibiéticos no ambiente

Actualmente a presenga de antibiticos, em niveis residuais, no ambiente aquitico é
uma realidade. O consumo crescente e crénico de antibi6ticos leva a um aumento da
exposi¢do ambiental, ditando uma avaliagdo do risco ambiental, requisito europeu para

a avaliagdo global e actualizada do seu impacte ambiental.
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Existe uma grande preocupagcio relativamente a presenca de residuos de antibidticos em
amostras ambientais, como ¢ demonstrado pelos varios estudos publicados na literatura
cientifica. Diferentes paises reportam a sua presenga em amostras ambientais:
Alemanha (Ternes, 1998 e 2001; Hirsch ef al., 1998/ 1999; Golet et al., 2001; Sacher et
al., 2001; Hamscher et al., 2002; Carballa e Gomez et al., 2004), Bélgica (Turiel e
Rodriguez, 2003; Turiel et al., 2004; Huebra e Vincent, 2005), Canada (Miao ef al.,
2004), China (Lu ef al., 2004), Dinamarca (Sorensen e Elbaek, 2004), E.U.A (Christian
et al., 2003; Lindsey et al., 2001; Renew e Huang, 2004; Snow et al., 2001); Espanha
(Barceld et al., 2006; Diaz-Cruz et al., 2003) Finlandia (Vieno et al., 2006), Holanda
(Niesing et al., 2004); Italy (Perret et al., 2006; Zuccato et al., 2006); Japdo (Mitani e
Kataoka, 2006; Fukutsu et al., 2006), Corea do Norte (Park et al., 2002); Suica (Gobel
et al., 2004), Suécia (Lindberg et al., 2006); Malasia (Malintan ¢ Mohd, 2006) e
Portugal (Pena ef al., 2007, Seifrtova ef al., 2008).

A presenga de residuos de antibidticos, foi detectada em aguas de ETARs, efluentes
hospitalares e 4guas superficiais (Kummerer, 2003; Halling-Sorensen et al., 1998;
Kummerer 2001; Sarmah ef al., 2006; Hamscher e Hartung 2008; Buchberger e
Himmelsbach, 2005; Park ef al., 2002; Adams e Qiang, 2004).

E particularmente no que diz respeito a detecgdo de FQs em amostras ambientais e
concretamente em efluentes das suiniculturas destacam-se alguns autores como Kolpin
et al., 2002, que detectou CIPRO cuja as concentragdes variaram entre 0,02 ¢ 0,03
pg/L, NOR (0,012 pg/L), Christian et al., 2003, que detectou em 4guas do rio em
Alemanha, menos do que 0,010 pg/L de CIPRO, e concentragdes superiores a 0,020
pg/L de ofloxacina, Reverte er al, 2003, detectou concentragdes de CIPRO que
oscilaram entre 0,58 e 0,60 pg/L, Miao ef al., 2004, detectou concentracdes de 0,118
pg/L, maximo de 0,838 e 0,050 pg/L (maximo 0,112), 0,094 pg/L (méximo 0,506) para
CIPRO, NOR e ofloxacina, respectivamente, no Canadd, Renew e Huang (2004) nos
E.U.A detectaram CIPRO, ofloxacina, NOR cujas concentragdes de 0,100 — 0,160
pg/L, 0,205 — 0,305 pg/L e concentragdes inferiores a 0,06 pg/L respectivamente em
relagdo as FQs acima mencionada, muitos outros autores nos seus estudos de

monitoriza¢do de FQs no ambiente e principalmente em efluentes e dguas em geral
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detectaram FQs na ordem de pg/L em vérios paises tanto da Europa como no

continente Americano.

As FQs foram detectadas em 4guas residuais hospitalares ¢ municipais da cidade de
Coimbra, a entrada e a saida das ETARs, a niveis que variaram entre 191,2 ng/L e
617,1 ng/L, a percentagem de remocéo destes residuos variam entre 46 ¢ 83% o que
demonstra que os residuos de antibidticos ndo sdo completamente removidos nas
ETARs (Seifrtova et al., 2008).

As FQs foram também detectadas em 4guas superficiais do rio Mondego, em Coimbra
em concentragdes superiores a 110 ng/L (Pena et al., 2007). A literatura cientifica
reporta a presenca de FQs em amostras ambientais em varios paises da Europa como
Franca (350-510 ng/L), Italia (290-580 ng/L), Grécia (460 ng/L) e Suécia

(249 e 405 ng/L) (Seifrtova et al., 2008).

As FQs foram também detectadas em amostras de estrume, sedimentos marinho e solo.
Estas matrizes, segundo alguns estudos, apresentam concentra¢es mais elevadas de
residuos de FQs, devido ao processo de quelatagdo o que conduz a uma maior
persisténcia nos solos e outras em outras matrizes sélidas (Golet et al., 2002; Barceld et

al., 2003; Barceld, 2004; Lepp e Stevens, 2007; O’connor e Agar, 2007).

1.6. Resisténcia bacteriana

I.6.1. Mecanismos de resisténcia bacteriana

Os diferentes mecanismos (Fig. 1.2) que conferem as bactérias a capacidade de
desenvolver resisténcia sdo os codificados geneticamente e incluem: a produgio de uma
enzima que destréi ou inactiva o antibacteriano, alteragdo do local de accdo ou
diminui¢do do acesso do antibacteriano ao alvo, um aumento da eliminacdo do
antibacteriano (efluxo) e activagdo da via metabdlica alternativa a via bloqueada pelo
antimicrobiano (Hooper e Wolfson, 1993; Tavares, 2001).
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Mecanismos de resisténcia bacteriana

ALTERACAO DE | MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
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| BOMBA DE EFLUXO|

' ATM

plasmideo
membrana
bacteriana
genes de
resisténcia
ATM = antimicrobiano LAL?ERA(}&O DO SiTIO DE AI;AOI

Figura 1.2 — Esquema dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana

(Adaptado www. Anvisa.gov.br/modeloS/mec_enzimatico.html).

L6.2. Aquisicdo e transferéncia de resisténcia bacteriana dos animais

para o homem

Na actualidade muito se tem debatido sobre o uso de antibidticos em veterindria, e
respectiva influéncia na emergéncia da resisténcia bacteriana (Falagas et al., 2007).
Durante vdrios anos apés a descoberta dos antibiéticos, a resisténcia bacteriana foi
ignorada. No entanto, a prevaléncia de microrganismos resistentes aos antibi6ticos quer
na comunidade quer nos hospitais, atingiu niveis significativos com considerdvel
impacto negativo na satide publica (Marco et al., 2008).

A resisténcia aos antibi6ticos constitui um grave problema de satide publica a nivel
mundial, que se traduz num inevitdvel aumento da morbilidade e da mortalidade tendo
como consequéncia a diminuigdo da qualidade de vida e o aumento dos custos com a

saude (EMEA, 1999; WHO, 2001; Falagas et al., 2007; EFSA, 2008).
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Em 2001, a ameaga microbiana, tema da conferéncia da UE que decorreu em
Copenhaga, foi considerada como uma preocupacdo a nivel Mundial de grande
importancia e que carece de uma estratégia a nivel Europeu. Nessa reunido quatro

temas importantes foram realgados:

-a necessidade de uma vigilancia dos microrganismos resistentes aos
antibioticos;

-arecolha de dados sobre o fornecimento e consumo de antibioticos;

-a utilizagd@o correcta dos antibioticos e

-a realizagdo de acgdes para combater o problema da resisténcia aos

antibioticos.

Embora o problema da emergéncia da resisténcia aos antibidticos deva ter em
consideracdo a sua utilizacdo em medicina humana, em medicina veterinaria, nos
animais e na agricultura, como partes do mesmo ecossistema, vamos debrugar-nos
principalmente sobre a utilizacdo de antibidticos em veterinaria, os mecanismos de

aquisicdo e a transferéncia de resisténcia aos humanos.

No ambito deste trabalho, constitui uma maior preocupagdo a constatacdo de que as
bactérias resistentes, ou os seus determinantes de resisténcia, possam ser transferidos
dos animais ao homem (Levy ef al., 1976; Klare et al,, 1995; EMEA, 1999; WHO,
2001; EMEA, 2008; EFSA, 2008).

Esta questdo adquire uma maior relevancia na medida em que praticamente todos os
antibidticos usados em veterinaria sdo estruturalmente relacionados com os de uso

humano, o que favorece fendmenos de co-resisténcias e de resisténcia cruzada entre

ambos (EMEA, 1999; OIE, 2007, 2008).

As evidéncias microbioldgicas e clinicas acumuladas até ao momento sugerem
fortemente a existéncia de uma associagio entre o uso de antibidticos, na produgéo
animal, e o incremento da prevaléncia/incidéncia das bactérias resistentes, na populagéo

humana.
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A transferéncia das bactérias resistentes dos animais até aos humanos pode ocorrer,
através do contacto directo, incluindo exposi¢do ocupacional dos humanos com os
animais ou indirectamente via cadeia alimentar (Klare ef al., 1995).

Na Alemanha, foram encontradas diferengas acentuadas de colonizagio de estirpes de
Staphilococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) em veterinarios (3.9 %) em
comparagdo com pessoas, que ndo estiveram em contactos com animais (0.1 %), ou
ainda contra outras pessoas saudaveis (<1 %) (EMEA, 2008).

Estas observagdes atribuem a utilizagdo de antibidticos, na producio animal, um papel
muito significativo, ndo s6 na emergéncia de novas resisténcias antibidticas, mas

também na transmissdo ao homem.

Para ilustrar a gravidade da situagdo apresentamos alguns casos que clarificam o
problema do desenvolvimento e disseminacdo de bactérias multiresistentes dos animais

ao homem.

Existem evidéncias concretas que demonstraram de que o uso de antibidticos em
animais selecciona genes resistentes aos antibidticos e que estes podem ser transferidos
ao homem (EMEA, 1999; WHO, 1997; EMEA, 2008, 2009).

A salmonela ¢ um agente zoondtico que representa grande risco para a humanidade.
Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (WHO) a salmonelose constitui um dos
problemas mais comum de saude publica (WHO, 2007). Anualmente milhdes de casos
sdo reportados no homem (RTSZ, 2004; Marimon et al., 2004), originando milhares de
mortos.

Os alimentos s@o considerados como sendo uma importante via de infec¢do por
salmonela. As principais fontes de infec¢@o sdo os ovos, a carne de frango e a carne de
porco. Relativamente as resisténcias, a maioria dos isolados de S. enferitidis foram

sensiveis a todos os antibioticos testados (EFSA, 2007).

Viérios estudos demonstraram a gravidade e a transferéncia de Salmonellas resistentes
de animais para o homem (Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; EMEA, 1999,
Tollefson e Miller, 2000; Cruchaga, ef al., 2001; RTSZ, 2004).

Em 2006, de acordo com a EFSA, a ocorréncia de salmonelas resistentes aos

antibioticos foi detectada na carne de suinos em cinco estados membros (EFSA, 2006).
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A disseminagdo destas bactérias ao homem, tornou claro o papel que a cadeia alimentar
possui na disseminacdo de bactérias resistentes aos antibioticos. Adicionalmente,
actividades que colocam individuos em contacto directo com os animais e seus
produtos (veterinarios, produtores e manipuladores de alimentos) também sdo
considerados de risco para a aquisi¢@o de tais microrganismos (EFSA, 2008).
O caso mais paradigmatico, o caso de um clone de Sa/monella typhimurium DT 104
que exibe um perfil de resisténcia a varios antibidticos, conhecida por resisténcia do
tipo ACSSuT (ampicilina, CAP, estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina) que se
tornou prevalente em varios paises da Europa e Estados Unidos e cuja transferéncia do
gado bovino ao homem se encontra bem documentada (Barton, 1998; Caratoli, Tosini e
Visca, 1998, WHO, 1997).
A Suécia alertou para o facto da utilizagdo da avoparcina como promotor de
crescimento induzir resisténcia bacteriana aos antibidticos do grupo dos glicopeptideos,
nomeadamente a vancomicina, administrada apenas em infecgdes multiresistentes a
nivel hospitalar. Alguns autores (Bates ef al., 1993 e Anadon e Martinez — Larranaga,
2000) estabeleceram uma relagdo entre o uso de avoparcina e a emergéncia de estirpes
de enterococos resistentes a vancomicina.
Na Dinamarca, Bager et al. (1997) sugerem uma relago entre o uso de avoparcina em

frangos e a incidéncia de estirpes de enterococos resistentes a vancomicina.

1.6.3. A monitorizacio de resisténcias antimicrobianas na UE

No final do ano 2000, 15 dos 17 paises que faziam parte da UE ja realizavam a
vigilancia dos microrganismos resistentes aos antibidticos, de acordo com um estudo
feito pela Eurosurveillance.

A Suécia juntamente com a Dinamarca foram os primeiros paises a estabelecer
programas de controlo do uso de antibidticos na producdo animal. Em 1960, a
Dinamarca aparece como pioneira na implementa¢do de sistemas de vigilincia de
microrganismos resistentes. A Suécia em 1986 proibiu a utilizagdo de antimicrobianos
como promotores de crescimento, direccionando a sua administragdo apenas para a

terapia e profilaxia, mediante prescricdo veterinaria. A Dinamarca também
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implementou medidas relacionadas a comercializagdo de antibidticos, que

determinaram redugdo da sua utilizagdo na producdo animal.

1.7. Antibioticos do grupo das fluoroquinolonas

As FQs, sdo antibidticos que possuem uma ampla aplicacdo no tratamento das
infecgdes bacterianas, tanto em medicina humana bem como em medicina veterinaria.
A sua administra¢@o pode aumentar a prevaléncia de resisténcia bacteriana e diminuir a
eficicia do tratamento com outros antibidticos desta mesma classe devido a
possibilidade de surgir resisténcia cruzada.

No que concerne a utilizagdo de FQs, a EMEA adoptou em 2006, um documento que
retrata a restri¢do do uso das FQs em veterindria, pelo seu potencial impacte na satde
publica, realgando a importincia do seu uso prudente.

O Comité dos Medicamentos Veterinarios (CVM) também estabeleceu um conjunto de

precaugdes especiais para a utilizacdo de FQs em veterinaria.

O é4cido nalidixico (Fig. 1.3) foi descoberto em 1962, durante o processo de sintese e
purifica¢do da cloroquina (antimalérico). Esta quinolona possui um espectro de acgdo
estreito de utilizagdo restrita exclusivamente para as infecgdes causadas pelas bactérias
Gram negativo, e ¢ caracterizada em geral como sendo fraca e de ma difusdo tecidual.
Devido a estas caracteristicas a sua utilizacio restringiu-se ao tratamento das infeccdes

urinarias.

Figura I.3. Estrutura quimica do acido nalidixico.
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Devido a ineficiéncia das quinolonas da primeira geragdo, e com a introducgio do flior

na posicdo 6 do nucleo quinoldnico, surgem as FQs de segunda geracdo,
nomeadamente, a NOR, CIPRO e lomefloxacina introduzidas na pratica clinica.

As FQs pertencem a uma classe de agentes antibacterianos com largo espectro de

actividade contra organismos Gram positivo e Gram negativo (Souza, 2005).

As FQs em geral sdo bactericidas em baixas concentra¢des e possuem um espectro de

acgo mais largo, uma maior difusdo para os tecidos, incluindo os liquidos

intracelulares e uma menor toxicidade.

A estrutura das FQs mantem-se desde sua descoberta apesar de sofrer varias
modificagdes quimicas conferindo caracteristicas fisicas diferentes de farmaco para
farmaco. Estas diferencas podem ser responsaveis pelo volume de distribuicfo,
absor¢do oral e taxa de eliminagdo, mas nfo modificam o espectro antibacteriano.
Prova viva disto sdo as sucessivas substitui¢des de atomos de fldor na ENRO,
difloxacina e orbifloxacina, com a introdugéo de 1, 2 e 3 atomos respectivamente, mas
a presenca destes atomos ndo aumentou o efeito antibacteriano. Ndo ha provas
concretas que demonstram que a diferenga quimica entre os farmacos pode ser
responsavel pela diferenca na resposta clinica. Entretanto, esta diferen¢a pode ser
responsavel pela variacio nos processos de absorgdo e eliminagdo (Nikaido e Thanassi,
1993).

As FQs sdo moléculas anfotéricas que podem ser protonadas no grupo carboxilo e no
grupo amina terciaria da molécula. O pKa varia ligeiramente de farmaco para farmaco

(Nikaido e Thanassi, 1993).

Em medicina veterindria, ENRO ¢ SARA sdo as FQs mais comumente utilizadas,
utilizados no combate a infec¢des do sistema urinario, especialmente aquelas causadas
por P. aeruginosa, prostatites, gastroenterite bacteriana severa, pneumonia causada por
bacilos Gram negativo, otite por pseudomonas, infec¢des dérmicas, osteomielite por

Gram negativo entre outras.

As FQs sdo bastante resistentes a degradagdo microbiana e estes compostos podem ser
persistentes nas dguas ambientais. E conhecido que as FQs s3o capazes de formar

complexos estdveis com diversos ides divalentes e trivalentes.
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A persisténcia das FQs utilizadas em veterinaria e os tipos de metabolitos resultantes da
conversdo microbiana no ambiente tem sido pouco estudado até aos Ultimos anos. A
degradacdo dos antibioticos, incluindo a fotdlise e a oxidagdo quimica pode ser
significativa no ecossistema ambiental. A existéncia de residuos de FQs em aguas
ambientais depende fundamentalmente do uso inadequado deste tipo de agente

antimicrobiano quer na medicina humana quer na medicina veterindria.

Varios fungos sdo conhecidos como metabolizadores das FQs. O Gloeophyllum
striatum e outros basidiomicetes metabolizam a ENRO e a CIPRO através da
hidroxilagdo, descarboxilacdo, desfluoragdo ou ainda através da remog¢do de parte ou
da totalidade do anel da piperazina.

O fungo Mucor ramannianus ¢ considerado como o transformador da CIPRO para N-
acetilciprofloxacina e da ENRO em ENRO N-6xido, N- acetilciprofloxacina (Parshikov
et al., 2000).

As fluoroquinolonas (Fig. [.4) tém um espectro de actividade mais alargado do que as
quinolonas incluindo algumas bactérias Gram positivo, Pseudomonas aeruginosa e
ainda outras bactérias Gram negativo. Estes antibidticos estdo, por isso, entre os mais
importantes em medicina humana, uma vez que, sdo eficazes contra uma grande

variedade de bactérias, sdo faceis de usar e tém poucos efeitos secundarios.
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Figura I.4: Estrutura quimica das fluoroquinolonas

1.7.1. Propriedades fisico-quimicas

Algumas das propriedades fisico-quimicas das FQs referem-se nas tabelas 1.3 e 1.4. As
FQs sdo moléculas anfotéricas que podem ser protonadas no grupo carboxilo e no
grupo amina terciario da molécula. Esta propriedade anfotérica deve-se a presenca de
um grupo acidico (grupo carboxilo) e de um grupo basico (amina terciaria).
Dependendo do pH a que se encontra o meio, as quinolonas podem existir na forma
cationica, anionica, neutra ou ainda em forma de ido dipolar (Park ez al., 2000).

Avaliando as constantes de acidez para as diferentes quinolonas verifica-se que as
diferencas sdo suficientes para influenciar as espécies que estardo presentes a pH
fisioloégico. No caso da CIPRO encontra-se 90% na forma de ido dipolar € 10 % na
forma aniénica. Enquanto a ENRO que tém uma ligeira diferenca estrutural (a
existéncia da presenga de um 4tomo de hidrogénio ou de 1 grupo metilo na posi¢do

para no anel piperazinico, em vez de um grupo etilo como acontece com a CIPRO €
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possivel verificar que a pH 7.4 se encontra 92 % na forma de ido dipolar, 4 % na forma

anionica e 4 % na forma cationica (Vasquez et al., 2001).

Tabela I.3. Formula quimica e Valores de pkal e pka2 para as FQs em estudo

FQs Formula Pkal Pka2
Norfloxacina CiH5FN;Oy ; 6.,23. 8,55
Ciprofloxacina C7H sFN;0; 5,90 8.89
Enrofloxacina | CoHFNAOs 6,27 8,62
Sarafloxacina 6.0 8,6

CH sCIFN;0;

Tabela I.4. Massa molecular, ponto de fusdo e tempo de % vida das diferentes FQs em

estudo.
FQs Massa Molecular Ponto de Fusio Tempo de
(g/mol) 0 Y vida (horas)
Norfloxacina 319.331 237298 : S
Ciprofloxacina 331.346 255257 4
Enrofloxacina 359.395 219-223 3-4
Sarafloxacina 385.361 =00 =b a # cone,
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1.7.2. Mecanismos de acciao das fluoroquinolonas

FQs sdo antimicrobianos bactericidas e a sua actividade antimicrobiana relaciona-se
com a inibicdo das topoisomerases bacterianas do tipo II, também conhecida como
DNA girase. Assim, embora as FQs possuam diferentes caracteristicas de liga¢do com a
enzima, todos estes antibidticos inibem o DNA girase.

O aumento do espectro da actividade antimicrobiana ¢ também devido a adi¢do de
ciclopropilo na posigdo 1 e de piperazina na posigdo 7.

Em geral as FQs apresentam uma boa actividade contra a maioria das bactérias Gram
negativo. E quanto as bactérias Gram positivo a sua actividade é variavelmente

susceptivel dependendo do valor da concentraco inibitoria minima (CIM).

1.7.2.1 Mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas

Uma vez dentro das células a accdo antimicrobiana das quinolonas é mediada através
da inibigdo do DNA girase também designado como topoisomerases (topoisomerase 11
e topoisomerase IV). As topoisomerases desempenham um papel vital no processo de
replicagdo, transcripgdo, recombinagdo e reparagdo das cadeias de DNA. Cada girase é
constituida por duas subunidades A, codificadas por gyrA (inibidas pelas quinolonas) e
duas subunidades B, codificadas por gyrB e a topoisomerase IV que ¢ constituida por

duas subunidades codificadas pelos genes par C e par E (Hooper e Wolfson, 1993).

A resisténcia adquirida as FQs ocorre principalmente devido a alteracdo da girase
atraves das mutagdes nos genes gyrA e gyrB, da alteracdo da topoisomerase IV
(mutagdes no gene do par C e par E) na redugio do numero das porinas e na diminui¢io
da acumulag@o (bomba de efluxo) (Sousa, 2001).

O desenvolvimento da resisténcia as FQs em animais constitui uma grande preocupagio
em relacdo a possibilidade de transmissdo de organismos resistentes aos homens, onde
estes antibidticos sdo considerados essenciais para o tratamento de variedades de

infecgdes. Existiu uma grande pressdo para proibir o uso das FQs em veterinaria para
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animais produtores de alimentos, particularmente nos EUA, onde houve um caso

Jjudicial exigindo a proibi¢do do seu uso em aves de capoeira.

O aumento da utilizagdo de FQs em veterindria, 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 CIPRO, de
1% em 1990, para 80%, em 1996 (Rodriguez, 1998). Uma variagdo tdo espectacular
ndo pode ser explicada exclusivamente em fungdo do uso inadequado na medicina
humana. A introdu¢do da ENRO na medicina veterinaria, contribuiu significativamente
para a emergéncia de estirpes de Campylobacter spp resistentes as quinolonas (Endtz,
1991; OMS, 1998). Foi também observado um aumento da incidéncia de resisténcias as
FQs, em estirpes de £. coli isoladas em animais, de 13-30% em frangos, 50% em perus
e de aproximadamente 30% nos tratadores, relativamente & restante 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 Salmonela typhimurium DT104
resistente as FQs (Levy, 1998).

Recentemente foi detectada uma elevada incidéncia de resisténcia as FQs entre as
estirpes de Campylobacter (100% resistente & NOR, 4cido nalidixico, ofloxacina e
ciprofloxacina (Borges e Fraqueza, 2009)

Recentemente foi informada a resisténcia as fluoroquinolonas mediada por plasmideos
em um isolado clinico de K. pneumoniae.

Clinicamente, a resisténcia de estirpes de Estafilococcus e de Pseudomonas aeroginosa
as FQs tem preocupado a comunidade cientifica. E também conhecida a resisténcia as

FQS em Campylobacter e E. coli (Tabela 1.5).
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Tabela I.5. Proporcdo da resisténcia a quinolonas entre Salmonela e Campylobacter em
animais (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005) adaptado do European
Medicines Agency, 2007)

Paises Microrganismos e as suas percentagens de resisténcias as FQs
Salmonela E. Coli C jejuni
S. Typhimurium, S. Enteritidis, Suinos gatos frangos
Suinos Frangos
Adstria 0 2
Bélgica 6 0
Dinamarca <l 23 8 11 0
Inglaterra 8 0 17 0
Franca 0 20 36
Alemanha 4 14 8
Grécia 4
Holanda 3 3 11 38
Noruega 0
Polénia 8
Suiga 18 2 0
Suécia 0 26 5 12

De acordo com dados da tabela 1.5. verefica-se que na Europa existe uma maior
proporcdo de resisténcia nas quilononas de primeira geragdo comparando com as FQs
de maior espectro. Dados de alguns paises da unifio europeia revelam que a proporgio
de resisténcias tanto nos frangos como nas amostras de suinos, é maior comparando
com os outros paises da Europa como ilustra a tabela .6. E de entre os varios paises da
Europa a Finlandia aparece com menor taxa de resisténcias as FQs aos frangos e sem

nenhum caso nos suinos.

32



Capitulo I - Introdug@o Teorica
T e e e e e e e e e S T T B T T S e ey e e e

Tabela I.6. Resisténcia £. Coli as FQs em amostras de suinos e frangos em alguns

paises membros da EU (EMEA/CVMP/SAGAM/184651/2005)

Quinolonas/ Limit Paises e respectivas percentagens de resisténcia

Amostras es Austria  Dinamarca  Finldndia  Franga Italia Holanda Noruega Suiga
Suinos n=134 n=317 - n=304 n=225  p=155 n=187 n=303
ENRO ) 2 0 0 <1 0 0 0
CIPRO

Ac.nalidixico > 16 8 2 3 9 0 <1 1
Flumequina <4

Frangos n=140  n=138 n=300 n=308 n=258  n=165 n=141 n=306
ENRO =) 3 0 0 3 11 3 0 0
CIPRO

Acnalidixico >16 54 10 2 28 50 35 1 5
Flumequina <4

Numa atitude sem precedentes, a Bayer, empresa farmacéutica produtora da CIPRO,
alertou para as consequéncias da utilizagdo incorrecta das FQs nos animais uma vez que
“a sua utilizagdo incorrecta pode conduzir a uma diminui¢do da eficacia das FQs no

tratamento de certas patologias humanas” (Mclntyre e Ebsworth, 1998).

A reunido da OMS sobre 7O uso de quinolonas nos alimentos para animais € 0 seu
potencial impacto na saude humana”, formulou estratégias para o uso prudente destes
antibioticos e a criag@o de solugGes alternativas (OMS, 1998).

A Suécia apresentou um conjunto de alegagdes a Comissdo Europeia, segundo o
estabelecido no Art. 7 da Directiva do Conselho 70/524/CEE, para reforgar a proibigdo
da utilizagdo de antibidticos como promotores de crescimento devido as graves
consequéncias para a saide publica (Anadon e Martinez- Larranaga, 2000).

O centro da medicina veterindria da FDA vem desde a muito tempo questionar o uso
das FQs e principalmente a ENRO e a SARA em suinos, uma vez que os animais
servem de reservatorios a muitos agentes patogénicos, incluindo Salmonella e

Campylobacter.
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I.8. Metodologia Analitica

I.8.1. Introducao

A problematica da contaminagdo ambiental com residuos de antibidticos conduziu a
uma pressdo no desenvolvimento de metodologias analiticas.

A presenca de residuos de antibidticos em amostras ambentais ¢ monitorizada por
meétodos cromatograficos, sendo a cromatografia liquida a técnica analilica mais
utilizada na analise destes residuos em diferentes matrizes ambientais (Pena ef al., 2007,

Seifrtova et al., 2008).

Deste modo, ¢ de extrema necessidade o desenvolvimento de procedimentos analiticos
sensiveis, exactos, precisos, selectivos, rapidos e de baixo custo, para a monitorizagdo

dos antibidticos em varias matrizes ambientais.

Neste capitulo efectuou-se uma revisdo das vérias metodologias analiticas disponiveis
para a extrac¢do, purificagdo e determinagdo de antibidticos em diferentes matrizes
ambientais, incluindo, em amostras de suiniculturas. A tabela 1.7. resume as vérias
metodologias analiticas para a determinag@o de residuos de antibioticos em amostras
ambientais descritos na literatura cientifica.

Como podemos constatar da sua analise, a CL associada a espectrometria de massa € a
técnica mais comumente aplicada a este tipo de andlise, pelas inimeras vantagens que
apresenta, apesar de exigir um equipamento mais complexo e dispendioso. Mas, € o
unico método que permite a identificagdo inequivoca das FQs em matrizes tdo
complexas, como sdo as amostras ambientais.

A detecgdo fluorimétrica proporciona uma sensibilidade e selectividade constituindo um

poderoso meio analitico na analise de residuos de FQs.
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1.8.2. Amostragem e preparaciao da amostra

As FQs sdo fotosensiveis e degradam-se rapidamente quando expostas a luz, pelo que
devem ser acondicionadas em frascos de vidro &mbar.

Segundo Diaz-Cruz e Barceld (2004) é recomendada a utilizacdo de conservantes
quimicos como o formaldeido.

Comegando pela modo de conservacdo das amostras e o seu respectivo pré-tratamento,
onde todas as amostras recolhidas sdo transportadas para o laboratorio/ local de anélise e

conservadas no frio entre 4 °C e -20 °C.

A preparagdo das amostras ¢ uma etapa essencial de qualquer tipo de procedimento
analitico. Muitas amostras podem ndo apresentar grandes absticulos na extraccdo
mesmo sem nenhum processo prévio de pré-tratamento, mas outras requerem pré-
tratamento de modo a obter uma boa eficiéncia na extracgdo. Por exemplo, as FQs
formam complexos estaveis com varios ides metalicos bivalentes e trivalentes, tais

como o Fe**, Ca** Al* e Mg **.

Este pode incluir a filtrac¢do, a adi¢@o de substancias, como por exemplo o EDTA, um
agente quelante forte, para promover a descomplexag¢do com os catides divalentes,
melhorando assim as percentagens de recuperagdo, a centrifugacdo para remover as

particulas em suspensdo e a correcgdo do pH.

1.8.3. Extraccio e purificacio

Devido a presenca de residuos de antibidticos em baixas concentragdes em amostras
ambientais, na ordem de pg/L e ng/L, sdo necessarios métodos de pré-concentracio,
extrac¢do, e purificagdo. O principal objectivo desta fase consiste na obtengdo de

extractos limpos, com o minimo de interferentes.

Na maioria dos casos a extrac@o e pré-concentragdo sdo efectuadas através de extracgdo

em fase solida (SPE). A SPE tem sido a técnica de preferéncia, no entanto, outras
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técnicas como a extraccdo liquido-liquido (LLE) e a microextrac¢io em fase solida
(SPME) tém sido usadas em diversos estudos. As vantagens referenciadas para a
extracgdo em fase solida baseiam-se na rapidez de execugdo, simplicidade de
manuseamento, melhor reprodutibilidade e na obtengdo de extractos isentos de
interferentes.
Segundo Yang ef al. (2004) a SPE é um método comumente utilizado na preparagio de
amostras, na purificagdo e concentragdo de analitos de interesse em amostras liquidas.
Actualmente as colunas poliméricas OASIS HLB sdo largamente utilizadas, uma vez
que o polimero macroporoso poli divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona apresenta
caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas e € estavel para todo o intervalo de pH.
Quando se trata de amostras com muitos interferentes, alguns autores nomeadamente
Christian ef al. (2003) optam por utilizar a combinagdo de duas colunas, uma coluna de
troca i6nica e uma coluna polimérica (SAX e OASIS) em fandem. A primeira para
reter alguns interferentes, como por exemplo, os acidos hiimicos e flivicos presentes
nas amostras ambientais e a segunda para reter as FQs.
Neste mesmo estudo, Christian et al (2003) testaram diferentes solventes na
determinacdo de 29 antibidticos das diversas classes em estudo, FQs, B-lactimicos,
macrolidos, sulfonamidas e tetraciclinas.
O procedimento de extracgdo com a combinagdo das duas colunas foi usado por outros
autores como o Huang ef al. (2005) os quais usaram a combinagdo para fazer a
determinagdo de FQs, sulfonamidas e trimetoprim em amostras ambientais. Karthikeyan
e Meyer (2006) no seu estudo também usaram a combinagdo das duas colunas na
extracdo das amostras.
Turiel er al. (2005), desenvolveram um método para a determinagdo de FQs
comparando a extracgdo da fase solida (SPE) off-line e on-line usando uma coluna C;z e
uma outra SAX para a pré-concentracéo e purificagio, respectivamente. Neste estudo, o

processo de extraccao foi acoplado a um sistema de CL com detecgdo por UV.

Foi igualmente descrita outra técnica de extraccdo de amostras liquidas, a micro-
extraccdo em fase solida (SPME), que tem sido amplamente testada na extraccio de
amostras ambientais principalmente liquidas.

A técnica de SPME foi também utilizada por Mitani e Kataoka (2006) para a

determina¢do de FQs em aguas ambientais.
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1.8.4. Métodos

1.8.4.1. Cromatografia liquida (CL)

Na literatura cientifica disponivel, relativamente a determinagio de residuos de FQs sdo
referenciadas metodologias analiticas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CL),
com detec¢do fluorimétrica, ultravioleta, e por espectrometria de massa (Christian ef al.,
2003; Hirsch ef al., 1998; Renew e Huang, 2004; Turiel ef al., 2003; Babic ef al., 2006 e
Gonzalez et al., 2006 Shao et al., 2007).

As FQs sdo compostos com fluoréscencia nativa que podem ser detectadas por
fluorimetria, uma vez que, a intensidade e emissdo de fluorescéncia é directamente
proporcional ao poder da radiagdo da excitagéo.

A deteccdo fluorimétrica proporciona um maior grau de sensibilidade e especificidade,
constituindo um poderoso meio analitico na analise de residuos de FQs, principalmente
aquando da necessidade de reduzir as interferéncias nas matrizes, permitindo assim a
sua determinacdo a niveis de concentragdes bastante reduzidos na ordem de ng/L ou

ug/L (Gonzalez et al., 2006; Golet et al., 2001; Pena et al., 2007; Seifrtova et al., 2008).

Cerca de 62% das determinagdes em cromatografia liquida usam um detector de
fluorimetria. O espectro de emissdo consiste numa banda larga dentro de 350-400 nm
para as quinolonas dcidas e 440-500 nm para as quinolonas piperazinicas. 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 é a catiénica. A separagdo &
normalmente feita com fase movel de pH de 2 a 4 o que é optimo para a detecgdo
fluorimétrica. A fase moével pode ter uma composigio constante (isocratica) ou pode-se
alterar durante a elui¢do (gradiente). O recurso a gradiente pode ser importante caso
ndo seja possivel a separagdo de dois ou mais compostos com apenas um tipo de fase

movel e um tipo de fase estacionaria (Snyder et al., 2006). As fases moéveis sdo

37



Capitulo I - Introdugdo Tedrica
T S e T P LT PO v Y DR R T e ey o e e S e o | P T e T e R e R W g e Tt e ]

constituidas, na sua maioria, por uma mistura de dgua com acetonitrilo e acido
fosforico, em diversas proporcdes. Na literatura cientifica sdo referenciadas outras fases
moveis, contendo na sua composic¢do acido citrico, tampéo fosfato e a mistura de agua e
metanol (Shao ef al., 2007;). Os comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo sdo,
respectivamente, a volta de 275-280 nm e 440-450 nm. Este padrdo foi optimizado e os
melhores comprimentos de onda para a nossa analise sdo para a excitagdo 278 nm e
para emissdo 400 nm (Hernandez-Arteseros ef al., 2002).

Golet ef al. (2001) procederam a determinacdo de 10 FQs, nomeadamente, a CIPRO,
ENRO, NOR, é4cido pipemidico, ofloxacina, levofloxacina, fleroxacina, por CL com
deteccdo por fluorescéncia. Todas as condi¢des foram optimizadas tendo como
finalidade conseguir uma boa separagdo dos antibidticos em estudo. Com o método
desenvolvido as percentagens de recuperagdo oscilaram entre 72 ¢ 100 % e foram

detectadas concentracdes de CIPRO e NOR na ordem de 500 ng/L.

A detecg@o no UV foi também aplicada por varios autores para a determinagio das FQs

em amostras ambientais (Turiel ef al., 2003; Renew e Huang, 2004; Turiel et al., 2005).

Na andlise de concentragdo residuais de FQs em matrizes ambientais é necessario
proceder a sua confirmagdo por espectrometria de massa, de modo a obter a
caracterizagdo estrutural do analito e a sua identifica¢@o analitica. Nos ultimos anos a
LC-MS e LC-MS-MS tém sido aplicadas na sua determinagdo (Yang et al., 2005, 2006;
Kolpin et al., 2002; McArdell ef al., 2003)
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Capitulo II — Parte Experimental

Capitulo II-Parte Experimental

II.1 Materiais e métodos

I1.1.1. Reagentes e Solucoes

I1.1.1.1. Reagentes

vV V V V V V V V V¥

Y VY

Acetonitrilo (grau de pureza HPLC, Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)

Metanol (grau de pureza HPLC, Carlo Erba, Mildo, Italia)

Tetrabutilamonio “TBA” (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)

Acido fosférico 85% RPE-ACS (Carlo Erba, Mildo, Italia)

Acido sulfurico 95-97% (Baker, Deventer, Holanda)

EDTA dissddico (Merck, Darmstadt, Alemanha)

Azoto Nys

Agua destilada

Agua para HPLC: a agua usada foi purificada por destilagdo e passagem pelo sistema
Milli Q (Millipore, Bedford, M.A, USA)

Hidroxido de sodio (Merck, Darmstadt, Alemanha)

Padrdes de NOR, CIPRO, ENRO e SARA com grau de pureza superior a 98%,
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)

I1.1.1.2. Solugbes

Solugdo de 4cido sulfurico 0,1684 M preparada por diluigdo de 10 ml de 4cido
sulfurico 95-97% (Baker, Deventer, Holanda) com 4gua destilada num baldo de 1 L.

Solugdo de acido sulftrico 0,005 M preparada por dissolugdo de 29,7 ml de acido
sulftrico 0,1684 M em baldo volumétrico de 1 L com agua destilada.
Solugdo de 4cido cloridrico 0,15 M preparada adicionando 12,4 mL de 4cido cloridrico

a 37% num baldo volumétrico de 1 L com agua destilada.
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I1.1.1.2.1. Solu¢des padrao

e Solugdes stock individuais de NOR, CIPRO, ENRO e SARA a 1 mg/mL: Cada uma
das solugdes foi preparada dissolvendo 50 mg do padrio respectivo com cerca de 30
mL de 4cido sulfurico. Apds ultrasonicagdo durante 15 minutos, perfez-se o volume a
50 mL com 4acido sulfurico 0,005 M. As solugdes stock foram armazenadas a -20°C.

* As solugBes intermédias dos quatro antibidticos, com concentracdes a 2,5 pg/mL, para
a NOR, CIPRO e ENRO, e 10 pg/mL, para a SARA, foram preparadas a partir das

solucdes stock procedendo as diluigdes adequadas.

® Todas as solugdes padrdo trabalho contendo NOR, CIPRO, ENRO e SARA com
concentragdes compreendidas entre 0,025 e 1,0 ug/mL, foram preparadas a partir das

solugdes intermédias e armazenadas entre 0 e 4°C.

11.1.1.2.2. Fase Movel

A fase movel consistiu numa solugéo de acido fosforico 0,025 M (cujo pH foi ajustado a 3
com TBA) e metanol (960:40). A solucéo foi posteriormente filtrada através de um filtro de
membrana com poro de 0,2 um, sob vacuo, e desgaseificada em ultrassons, durante 15

minutos.

II.1.2 Materiais

® Cartuchas SPE Oasis HLB 6 cc/ 200 mg (Waters Corporation, Milliford, MA, E.U.A)

® Cartuchas SPE de troca idnica AccuBond II SAX 6 mL/500 mg (Agilent
Technologies, Santa Clara, E.U.A)

e Pipeta volumétrica de 1 mL
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® Pipetas (2mL, 5SmL e 10 mL)

e Seringas de vidro (10, 20, 50, 100 e 250 pL)

® Baldes volumeétricos (10, 20, 25, 100, 500, 1000 mL)

® Provetas

e Varetas de vidro

e Espatulas

® Tubos de ensaio

® (Copos de precipitacio

e Funis de vidro

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

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

® Tubos de centrifuga

e Filtro de membrana com poro de 0,45 um DURAPORE® (Millipore, Irlanda)
® Suportes para tubos de ensaio

® Papel de filtro Whatman No. 1

® Frascos de vidro de 1L

® Provetas

e Copos de vidro

11.1.3. Equipamento

e Balanca analitica Mettler Toledo modelo AG285 (Zurique, Suiga)

e Centrifuga Meditronic (Barcelona, Espanha)

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

e Potencidometro CD 7400 —-WPA (Cambridge, Reino Unido)

e Aparelho de ultrassons modelo Sonorex RK 100 (Berlim, Alemanha)
e Sistema de vacuo para extraccdo em fase solida

e Sistema Milli-Q (Millipore, Bedfore, E.U.A)
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e Cromatografo para determinag@o por LC-FD:
- bomba modelo V2.11.141 (Gilson Medical Electronics, Villeurs Le Bell, Franga),
- injector Rheodyne modelo 7125 (Cotati, Califérnia, E.U.A) com um loop de 50 pl,
- coluna monolitica (Chromolith Performance RP-18e,100 x 4.6 mm)
- detector fluorimétrico modelo 0305-9060 (LabAlliance, Franga),

- integrador Spectra Physics modelo SP 4290 (San Jose, E.U.A),

I1.1.4. Condicdes cromatograficas

A optimizacdo das condigdes cromatograficas para os compostos em estudo foi efectuada com
as solugdes trabalho, utilizando uma coluna monolitica (Chromolith Performance RP-18e, 100

X 4.6 mm) com um fluxo de 2 mL/min.

II.1.4.1. Deteccao fluorimétrica

As condig¢des do detector fluorimétrico, acoplado ao sistema de HPLC, foram optimizadas de
forma a permitir a maximizagao da intensidade da fluorescéncia das FQs de interesse.

Os comprimentos de onda, foram optimizados através da obteng¢do do espectro de uma
solugdo padrdo com as respectivas FQs. Os comprimentos de onda de excitagio e de emissdo
foram de 278 nm e de 450 nm, respectivamente. A banda espectral de excitagdo e emissdo foi

de 10 nm.
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I1.1.5. Amostragem

As amostras foram recolhidas, durante os anos 2006 e 2007, em trés tipos de suiniculturas das

regides do Porto e Alentejo.

Foi analisado um total de 30 amostras de aguas provenientes de 3 tipos de suiniculturas das
quais 24 amostras pertenciam a 4 suiniculturas intensivas (A, B, C e E), quatro amostras
pertencentes a uma suinicultura extensiva (D) e duas provenientes de uma suinicultura

probiotica (F).

I1.1.6. Pré-tratamento e purificacio das amostras

Todas as amostras recebidas foram classificadas em diferentes grupos de acordo com a sua
origem em: dguas de consumo, aguas residuais, aguas de drenagem e aguas de rio.

As amostras foram transportadas do local de recolha até ao laboratorio em frascos de vidro
dmbar e mantidas numa arca frigorifica durante o transporte.

Apos a chegada das amostras ao laboratorio, procedeu-se a sua filtragio através de um filtro
de membrana de poro 0.45 um, de modo a remover a matéria em suspensdo, e armazenados

no frigorifico a 4°C até a sua analise.

I1.1.6.1. Aguas de consumo e aguas de rio

Apds a centrifugacio e filtragdo de 100 mL da amostra através de um filtro de poro 0,2 um,
procedeu-se ao ajuste do pH a 4,0, com acido sulftrico (1M), e a adi¢do de 186 mg de EDTA
dissddico. De seguida, procedeu-se a extracgdo em fase solida através de uma coluna SPE
Oasis HLB de 200 mg. A coluna foi previamente acondicionada com 5 mL de metanol € 4 mL

de agua Milli-Q.
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Em seguida, fez-se passar a amostra através da coluna Oasis, seguindo-se uma lavagem com 2
mL de acido citrico (pH=4,0) e 20 mL de agua Milli-Q acidificada a pH = 4,2 com &cido

citrico, e secagem da coluna, sob vacuo, durante 15 minutos.

A eluicdo das FQs foi efectuada com 4 mL de metanol, e o eluido evaporado sob o fluxo
suave de azoto durante 30 minutos. O residuo foi redissolvido em 500 pL da solucdo da fase
movel e filtrado através de filtro de membrana de 0,45 pm, tendo-se procedido de seguida a

injec¢do de 50 pL do residuo reconstituido no sistema cromatografico (Fig I1.1).

11.1.6.2. Aguas residuais

Apos a centrifugacio e filtragdo de 100 mL da amostra através de um filtro de membrana de
poro 0,2 um, procedeu-se ao ajuste do pH a 4,5, com 4cido sulfurico, e a adigdo de 186 mg de
EDTA. A extracgao foi efectuada através da combinagdo de duas colunas em fandem: uma
coluna de troca idnica (SAX) e uma coluna HLB Oasis 6¢cc (200 mg) a um fluxo de 3
mL/min. As colunas foram previamente acondicionadas, em simultidneo com 2 mL de metanol

e 2 mL do acido citrico (pH 4,0).

Apds a passagem da amostra tratada, a coluna de troca idnica foi removida e descartada. A
lavagem da coluna Oasis foi efectuada com 2 mL de 4cido citrico a pH 4,0 e 20 ml de dgua
Milli-Q (acidificada a pH 4,2 com acido citrico) e, antes de proceder a elui¢do das FQs com 4
mL de metanol, a coluna Oasis foi seca sob vacuo durante cerca 15 minutos. O eluido foi
concentrado a secura, sob o fluxo suave de azoto, durante 30 minutos, redissolvido em 500 pL

de fase movel, filtrado e injectado no sistema cromatografico (Fig II.1).
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Esquema de purificacdo da metodologia

analiticapara amostras de aguas de

consumo e aguas de rio

Activagdo da coluna Oasis com 5 ml de metanol e

com 4 ml de 4gua Milli Q

!

Passar a amostra tratada pela coluna

g

Lavagem da coluna com 2 ml de 4cido
citrico (pH 4,0) ¢ 20 ml de 4gua Milli Q
acidificada a pH 4,2 com 4cido citrico

!

Secagem da coluna durante 15 min

!

Elui¢io com 4 ml de metanol

!

Evaporar & secura o eluido, a 45°C, sob o fluxo

suave de azoto

!

Reconstituir o residuo em 500 pl de fase
mével

!

Filtrar o residuo reconstituido (membrana
com poros de 0,45 pm)

Injectar 50 ul do residuo reconstituido no sistema

cromatografico

(

Esquema de purificacio da metodologia
analitica para amostras de dguas

residuais

Activagio da combinagfio das colunas em tandem:
SAX e Oasis com 2 ml de metanol ¢ 2 ml de 4cido
citrico

i

Passar a amostra tratada pela combinagdo das
colunas

ﬂ =—= Descarte da SAX

Lavagem da coluna com 2 ml de 4cido
citrico (pH 4,0) ¢ 20 ml de agua Milli Q
acidificada a pH 4,2

a

Secagem da coluna durante 15 min

!

Eluigio com 4 ml de metanol

!

Evaporar a secura, a 45°C, sob o fluxo

suave de azoto

!

Reconstituir o residuo em 500 pl de fase
moével

g

Filtrar o residuo reconstituido (membrana
com poros de 0,45 um)

i

Injectar 50 pl do residuo reconstituido no sistema

cromatografico

)

Figura II.1. Esquemas de purificagio das metodologias analiticas utilizadas
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I1.2. Validacdo das metodologias analiticas

A qualidade e a credibilidade de um resultado analitico fundamentam-se nos cuidados com os
quais o analista se cerca para produzir dados que expressem o valor real da medida obtida.
Para a validacdo da metodologia analitica foram avaliados os seguintes parmetros:

selectividade, linearidade, exactiddo e precisao.

I1.2.1. Linearidade

A linearidade foi avaliada através do método do padrdo externo. As curvas de calibracdo
foram construidas, relacionando as concentragdes dos padrdes versus as dreas obtidas por
regressdo linear, durante 3 dias consecutivos. Os intervalos de concentrages estudados foram

0,05-1,0 pg/mL para a NOR, CIPRO e ENRO e 0,025-0,2 pg/mL para a SARA.

I1.2.2. Exactidao e precisao

A exactiddo ¢ definida como a capacidade que um método analitico possui para proporcionar
resultados o mais proximo possivel do valor verdadeiro. Na pratica traduz-se como sendo a
percentagem de recuperagdo do composto cuja concentragdo na amostra € conhecida. A
precisdo de um meétodo € obtida através do grau da concordancia entre os valores de uma série
repetida de ensaios analiticos efectuados numa mesma amostra homogénea (Lino e Silveira,

2001).

Assim como a exactiddo reflecte o erro sistematico, a precisdo reflecte o erro aleatorio e pode-

se expressar mediante o desvio padrdo ou o coeficiente de variagdo (Lino e Silveira, 2001).
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Para avaliar a exactiddo e a precisdo do método, foram realizados ensaios de fortificagfio das
amostras em estudo. A avaliacdo da exactiddo foi realizada a dois niveis de concentracdes,
quer em amostras de dguas de consumo e de rio quer nas amostras de dguas residuais. Para as
primeiras, os niveis estudados foram 50 ng/L e 100 ng/L, para a NOR, CIPRO e ENRO, e 100
e 250 ng/L para a SARA, enquanto para as aguas residuais os niveis avaliados foram de 25 e
50 ng/L, para a NOR, CIPRO e ENRO, e 50 e 100 ng/Lpara a SARA. A precisdo do método
foi avaliada em 3 dias diferentes. Os valores de exactiddo e precisdo obtidos estdo

representados nas tabelas 11.6 e I1.7.

I1.2.3. Selectividade

De modo a avaliar os interferentes presentes em cada tipo de amostra, foram efectuados
ensaios em branco de cada grupo das amostras em estudo. O cromatograma obtido neste
ensaio (figura I1.2) mostra a auséncia de interferentes aos tempos de retengdo dos antibidticos

de interesse nas amostras analisadas, segundo as condi¢des de trabalho descritas.

Aren

414

Tempo de retencdo (min)

Figura IL.2. Cromatograma de um ensaio em branco proveniente de uma suinicultura de

producdo intensiva
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11.2.4. Avaliacio da estabilidade das FQs

A estabilidade das solugdes padrdo e dos extractos das amostras fortificadas foi avaliada. A
estabilidade das solugdes trabalho, preparadas em &cido sulftrico, conservadas a 4 °C, foi

estudada durante uma semana e a dos extractos durante trés dias.

I1.3. Resultados e Discussiao

I1.3.1. Optimizac¢ao das condi¢des cromatograficas

Uma vez que as FQs se encontram presentes nas amostras ambientais em concentra¢des muito
reduzidas, na ordem de ng/L, para a sua monitorizagdo ¢ necessario o desenvolvimento de
métodos analiticos sensiveis. Assim, para atingir o objectivo acima mencionado procedeu-se a

optimizagao das condig¢des cromatograficas.

Foram efectuados diversos estudos no sentido de desenvolver um sistema de solventes para a
analise isocratica dos antibioticos NOR, CIPRO, ENRO e SARA com boa sensibilidade e
resolucdo, que permitissem, deste modo, a sua quantificagdo precisa nas concentragdes de

interesse.

A optimizagdo das condigdes cromatograficas para os compostos em estudo foi efectuada com

as solucdes padrio.

A composigdo da fase movel foi optimizada verificando-se a influéncia da presenga de cada
reagente, das concentragdes dos mesmos e do pH da fase movel no perfil cromatografico e

resolucdo dos picos dos compostos em estudo.

Assim, com o objectivo de obter uma boa separacéo dos antibidticos de interesse num tempo
de analise adequado foram experimentados as seguintes propor¢des na mistura agua/metanol:
960:40, 955:45, 920:80, 910:90, 900:100, 880:120, a diferentes fluxos (ImL/min, 2mL/min e
3mL/min). A melhor separagdo foi obtida com a mistura dgua/metanol (960:40), a um fluxo

de 2,0 mL/min.
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Os comprimento de onda foram optimizados de modo a proporcionar boa sensibilidade, e com

base nestes estudos, a detecgdo ocorreu a um comprimento de onde de 278 nm de excitacio e

450 nm de emissdo.

A analise isocratica executada nas condig¢des anteriormente descritas permitiu a elui¢do dos

antibidticos em estudo, com boa resolucdo, em aproximadamente 16 minutos.

A figura IL.3 apresenta um cromatograma de uma solugdo padrdo de NOR, CIPRO, ENRO e

SARA, nas condi¢des de ensaio anteriormente descritas, sendo visivel uma boa resolucédo dos

quatro antibidticos.

Area

_ 8,95 HOR
CIFRD

1300 ENRD

1550 SARA

L

Tempo de retengiio (min)

Figura I1.3. Cromatograma de uma solugdo padrio de NOR, CIPRO, ENRO e SARA
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I1.3.2. Validacio das condi¢des cromatograficas
I1.3.2.1. Tempos de reten¢ao
Com base nas 4 determinagdes que foram feitas simultaneamente durante trés dias, a média
dos tempos de retencdo para NOR, CIPRO, ENRO e SARA foi de 8,94, 10,49, 13,90 e 15,65
minutos, respectivamente, e a precisdo dos tempos de retengdo foi de 0,42%, 0,54 %, 0,60 % e

0,84 % para NOR, CIPRO, ENRO e SARA, respectivamente (Tabelas I1.1 — I1.4).

Tabela II.1. Precisdo intra-dia e desvio padrdo (DP) do tempo de retengdo da NOR

Dias  Média Repetibilidade

(tr) intra-dia (%)

1 8,94 0,44
2 8,99 0,42
3 8,88 0.39
1-3 8,94 0.42

Tabela II.2. Precisdo intra-dia e desvio padrdo (DP) do tempo de retengdo da CIPRO

Dias Média Repetibilidade

(tr) intra-dia (%)
1 10,50 0,86
2 10,49 0,46
3 10,49 0,44
13 1049 0,59
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Tabela I1.3. Precisdo intra-dia e desvio padréo (DP) do tempo de retengdo da ENRO

Dias  Média Repetibilidade

(tr) intra-dia (%)
1 13,90 0,73
2 13,88 0,49
3 13,91 0,59
1-3 13,90 0,60

Tabela 11.4. Precisdo intra-dia e desvio padrdo (DP) do tempo de retengdo da SARA

Dias Média(t Repetibilidade

T) intra-dia (%)
1 15,68 0,74
2 15,66 0,98
3 15,62 0,80
1-3 15,65 0.84

I1.3.2.2. Linearidade

A linearidade foi avaliada pelo método do padrio externo, tendo as curvas de calibragdo sido
construidas através da correlagdo entre as areas dos padrdes versus a sua concentragio,
durante 3 dias consecutivos. Obtiveram-se tragados lineares entre 0,05 ¢ 1 pg/mL para a
NOR, CIPRO e ENRO e para a SARA entre 0,025 e 0,2 pg/mL (Tabela II.5) com um

coeficiente de correlag@o médio superior a 0,998.

Os resultados da avalia¢do da linearidade do método analitico foram adequados, dentro das

concentragdes pretendidas, obtendo-se, coeficientes de correlagdo compreendidos entre
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0,9975, para a ENRO, e 0,9995, para a CIPRO, tal como se demonstra na tabela II.5 e
graficos II.1. a I1.12.

Tabela IL.5. Concentrag@o dos antibioticos estudados nos ensaios de linearidade e respectivo

coeficiente de correlagdo ao longo dos trés dias

Concentragio da Concentracio da Concentracio da Concentracio da SARA
NOR CIPRO ENRO

0,05 pg/L 0,05 pg/L 0,05 ng/L 0,025 pg/L

0,1 ng/L 0,1 pg/L 0,1 ng/L 0,05 pg/L

0,25 pg/L 0,25 pg/L 0,25 ng/L 0,075 pg/L

0,5 ng/L 0,5 pg/L 0,5 ng/L 0,1 pg/L

1,0 ng/L 1,0 pg/L 1,0 ug/L 0,2 ng/L
R*=0,9987 R”=0,9995 R*=0,9980 R =0,9991
R*=0,9986 R*=0,9988 R*=0,9984 R =0,9993
R*=0,9993 R*=0,9992 R’ =0,9975 R*=10,9991
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Curvade callblacao Norfloxacina
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Grafico IL1. e I1.2. Curvas de calibragio das solugdes padriio para o dia 1 relativas A NOR e
CIPRO
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Curvade calibragdo Enrofloxacina
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Grifico IL.3. e I1.4. Curvas de calibra¢o das solugdes padriio para o dia 1 relativas A ENRO
e SARA
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Curva de calibragcdao Norfloxacina
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Grifico ILS. e I.6. Curvas de calibragio das solugdes padrdo para o dia 2 relativas 3 NOR e
CIPRO
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Curva de calibragiao Enrofloxacina
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Grafico IL7. e IL8. Curvas de calibragdo das solugdes padriio para o dia 2 relativas A ENRO
e SARA
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Curvade calibragdo Norfloxacina
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Grifico I1.9. e I1.10. Curvas de calibragio das solugdes padrio para o dia 3 relativas A NOR e
CIPRO
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Curva de calibragdo Enrofloxacina
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Grifico I1.11. e I1.12. Curvas de calibragdo das solugdes padrio para o dia 3 relativas a
ENRO e SARA

I1.3.2.3. Limite de quantificacéo

O limite de quantificagdo (LOQ) € definido como sendo a menor concentracio de analito na
amostra que pode ser quantificada, sob as condi¢Bes experimentais estabelecidas, com
razodvel precisdo (Lino e Silveira, 2001). O limite de quantificacdo foi de 0,025 ug/L para a
NOR, CIPRO e ENRO e 0,05 pg/L para a SARA, para as dguas de consumo e de rio, e para
as dguas residuais foi de 0,05 ug/L para a NOR, CIPRO e ENRO ¢ 0,1 ug/L para a SARA.
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I1.3.2.4. Exactidio e precisido

A avaliagdo da exactiddo do método foi realizada a dois niveis de fortificagdo quer em
amostras de agua de consumo e de rio quer nas amostras de dguas residuais. Para as dguas de
consumo ¢ de rio, os niveis estudados foram 50 ng/L e 100 ng/L para a NOR, CIPRO e
ENRO e 100 e 250 ng/L para a SARA, enquanto para as aguas residuais os niveis avaliados
foram de 25 ng/L e 50 ng/L para a NOR, CIPRO e ENRO e 50 e 100 ng/L para a SARA.

A figura II.4 representa um cromatograma de uma amostra fortificada com NOR, CIPRO,

ENRO e SARA.

Area

e

Tempo de retencao (min)

Figura II.4. Cromatograma de um ensaio de fortificagdo de uma amostra negativa
proveniente da suinicultura extensiva

No que respeita as amostras de dguas de consumo e de rio, os resultados relativos as
percentagens de recuperagdo nas amostras fortificadas foram adequadas, como podemos
constatar na tabela I1.6. As percentagens de recuperagio variam entre 70,8% e 85,8%, sendo a
maioria na ordem dos 80%. A SARA apresenta a percentagem mais baixa, 70,8% para o nivel
de fortificagdo de 100 ng/L, enquanto para a ENRO a percentagem de recuperagdo mais baixa

¢ de 79,3%, para o nivel de fortificagdo de 50 ng/L. A percentagem de recuperagdo mais
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elevada foi obtida para a NOR para o nivel de fortificagdo de 100 ng/L. As percentagens de
recuperagdo mais baixas foram obtidas para os niveis de fortificagdo mais baixos, enquanto
para os niveis de fortificacdo de 100 ng/L, para a NOR, CIPRO e ENRO, e 250 ng/L, para a
SARA, foram obtidas as percentagens de recuperagdo mais elevadas, superiores a 80%. A
ENRO apresenta uma percentagem de 84,9%, para o nivel de fortificagdo de 100 ng/L,
enquanto para a NOR a percentagem de recuperagdo mais baixa € de 72,8% para o nivel de

fortificag@o de 50 ng/L.

O valor de precis@o intra-dia mais elevado, 9,5%, foi obtido para o nivel de fortificagio de
100 ng/L da SARA, sendo o valor de precisdo mais baixa, 5,9%, obtido para a NOR para o
mesmo nivel de fortificagdo. Os valores alcancados para o nivel de fortificagdo de 50 ng/L,
foram de 7,3% para a NOR, 7,9% para a CIPRO e 8,1% para a ENRO. Para o nivel de
fortificacdo de 100 ng/L, os resultados alcangados foram de 9,5%, 5,9%, 6,6% ¢ 7,4% para a
SARA, NOR, CIPRO e ENRO, respectivamente. Para o nivel de 250 ng/L foi obtido o valor
8,6% para a SARA.

Relativamente a precisdo inter-dia, os valores alcancados para o nivel de fortificagido de 50
ng/l foram de 9,7% para a NOR, 8,9% para a CIPRO e 10,3% para a ENRO. Para o nivel de
fortificacdo de 100 ng/L, foram alcancados valores de 12,7% para a SARA, 7,4% para a
NOR, 6,7% para a CIPRO e 9,6% para a ENRO, e para o nivel de fortificacdo de 250 ng/L foi

obtido o valor de 10,5% para a SARA, como se pode observar na tabela II.6.

Para as amostras de aguas residuais (Tabela I1.7), os valores obtidos sdo idénticos aos
anteriormente mencionados. As percentagens de recuperacdes foram superiores a 80,1% para
todos os niveis de fortificagdo. A SARA apresenta a percentagem mais baixa, 80,1%, para o
nivel de fortificacdo de 50 ng/L, enquanto que para a ENRO a percentagem de recuperacio
mais baixa foi de 84,2% para o nivel de fortificagdo de 25 ng/L. As percentagens de
recupera¢ao da NOR oscilaram entre 83,5% e 90% para os niveis de fortificagdo de 25 ng/L e

50 ng/L, respectivamente.

O valor da precisdo intra-dia mais elevado, 6,1%, foi obtido para a SARA para o nivel de
fortificagdo mais alto, 100 ng/L, tendo o valor mais baixo, 3,3%, sido obtido para a NOR,
para o nivel de fortificacdo 50 ng/L. Para o nivel de fortificagido de 25 ng/L, os valores foram
de 3,8 % para a NOR, 4,0% para a CIPRO e 4,4 % para a ENRO. Para o nivel de fortificacdo
de 50 ng/L os valores foram de 5,6% para a SARA, 3,3% para a NOR, 4,5% para a CIPRO e
5,2 % para a ENRO.
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Quanto a precisdo inter-dia, os valores alcancados para o nivel de fortificagdo de 25 ng/L,
foram de 5,8% para a NOR, 8,7% para a CIPRO e 10,2% para a ENRO. Para o nivel de
fortificacdo de 50 ng/L foram alcancados os valores de 9,2% para a SARA, 5,0% para a NOR,
5,7% para a CIPRO e 3,6% para a ENRO e para o nivel de fortificagdo de 100 ng/L foi obtido
o valor de 7,5% para a SARA.

Tabela I1.6. Valores relativos a exactiddo e precisdo obtidos em amostras de aguas de
consumo e de rio

FQs Nivel de fortificacio Percentagens das Precisio Precisdo inter-dia (%)
(ng/L) recuperacdes intra-dia (%)
NOR 50 T2:5 73 97
CIPRO 50 78,8 1.9 8,9
ENRO 50 793 8,1 10,3
SARA 100 70,8 9.5 12,7
NOR 100 85.8 5,9 74
CIPRO 100 83,1 6,6 6,7
ENRO 100 849 74 9,6
SARA 250 80,4 8,6 10,5

Tabela II. 7. Valores relativos a exactiddo e precisdo obtidos em amostras nas amostras de
aguas residuais

FQs Nivel de fortificacio Percentagens das Preciso intra-dia Precisao inter-dia (%)
(ng/L) recuperacdes (%)
NOR 25 83,5 3,8 5.8
CIPRO 25 81,9 4,0 8,7
ENRO 25 84,2 4,4 10,2
SARA 50 80,1 5,6 9,2
NOR 50 90,0 3,3 5,0
CIPRO 50 88,1 45 57
ENRO 50 90.4 5.2 3,6
SARA 100 86,6 6,1 75
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I1.3.3. Estabilidade das FQs

Relativamente aos ensaios de estabilidade efectuados em amostras fortificadas e em padrdes,
verificou-se que as FQs se mantiveram inalteradas durante trés dias, nos extractos das

amostras, e no decurso de uma semana nas solucdes de trabalho.

I1.3.4. Niveis de FQs nas amostras

I1.3.4.1. Amostras de dguas dos trés tipos de suiniculturas

A analise dos resultados obtidos nas amostras de aguas dos trés tipos de suinicultura revelou
que apenas foram detectadas residuos de FQs nos sistemas de produgdo intensiva
comparativamente com os métodos de producio extensiva e probidtica (Tabela I1.8.).

Da totalidade das amostras analisadas (n=30), 50% estavam contaminadas com FQs, das quais
46,7% (n=14) apresentaram residuos de ENRO, 6,7% (n=2) de CIPRO e 6,7% de SARA. Em
nenhuma das amostras foi detectada a apresenga de NOR.

Nas amostras provenientes das suiniculturas de produgdo intensiva, verificou-se uma
incidéncia de 58,3% de FQs, sendo a de ENRO de 93,3% e as de CIPRO e SARA de 13,3%.
No que respeita aos teores de FQs, a andlise dos resultados das amostras provenientes de
suinicultura intensiva revelou que a ENRO apresentou concentragdes que oscilaram entre 0,31
e 63 pg/L. Quanto a SARA e a CIPRO, foram detectadas apenas em duas amostras em
concentracdes de 1,8 e 14 pug/L ¢ 0,48 a 0,83 pg/L, respectivamente.

Observando a globalidade das suiniculturas anteriormente mencionadas, verificou-se que a
concentracdo média e o desvio padrdo para as FQs detectadas foi de 20,6=19,2; 0,09+0,23 e
1,1+3,6 pg/L respectivamente para ENRO, CIPRO e SARA (Tabela I1.8.). Os valores mais
elevados obtidos para a ENRO devem-se aos teores superiores encontrados nas suiniculturas
B¢ E, com 31,3+22.9 ug/l. e 25,1+12,2 ng/L, respectivamente.

A maior frequéncia de residuos de FQs foi encontrada no sistema de produgédo intensiva, o
que pode ser justificado provavelmente devido a grandes quantidades de antibi6ticos
utilizados em suiniculturas intensivas.

A ENRO e a difloxacina sdo utilizadas somente em veterinaria. A difloxacina &

completamente metabolizada em SARA, e a CIPRO ¢ o maior metabolito da ENRO. A
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ENRO ¢ um dos antibioticos mais usados em medicina veterinaria e os resultados obtidos
confirmam-no.

Nenhuma das amostras apresentou as quatro FQs estudadas em simultdneo. No entanto, duas
amostras apresentaram ENRO e SARA e uma amostra ENRO e o seu produto de degradacio,
a CIPRO.

A auséncia de residuos de NOR nas amostras analisadas poder-se-a explicar pela ndo

autorizagdo deste antibidtico em medicina veterinaria.

11.3.4.2. Amostras de diferentes tipos de aguas recolhidas em suiniculturas

de producio intensiva e ambiente circundante

Os niveis das FQs em amostras de aguas provenientes de suiniculturas de producéo intensiva
foram avaliados seguindo as metodologias analiticas previamente descritas em I1.1.6.1 e
I1.1.6.2.

O estudo revelou existirem diferengas entre as quatro matrizes estudadas. A matriz aguas
residuais apresentou uma maior frequéncia de contaminacdo, seguida das dguas de drenagem.
Contrariamente, as amostras provenientes de aguas de consumo e de rio ndo apresentarem
contaminag@o no que respeita aos antibioticos estudados (Tabela I1.9.).

As FQs foram quantificadas em 14 amostras (58,3%) das suiniculturas de produgdo intensiva.
No que respeita as aguas residuais verificou-se que as FQs foram detectadas e quantificadas
em 11 amostras representando 45,8%, relativamente a totalidade das amostras,
comparativamente com 25% para aguas de drenagem.

Nas aguas residuais, os teores de residuos de CIPRO, ENRO e SARA variaram entre 0,83 e
63 pg/L. A frequéncia de detecgdo foi de 9,1% para a CIPRO, 72,7% para a ENRO e 18,2%
para a SARA.

As amostras provenientes de aguas de drenagem revelaram uma frequéncia de detecgdo de
16,7% para a CIPRO e 100% para a ENRO. As concentra¢des de ENRO variavam entre 0,31
e 32,9ug/L (Tabela I1.9.).

A auséncia de FQs nas dguas de rio, situado proximo das suiniculturas, dever-se-a
provavelmente ao efeito da diluigdo, como referenciado por Tagiri e Suzuki (2009) em

estudos realizados no Japdo com oxitetraciclina.
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Devido a escassez de dados a nivel nacional e internacional, a compara¢do dos resultados
obtidos no nosso estudo com os de outros paises € dificil.

Apesar de se encontrarem descritas na literatura cientifica varias metodologias para a
detec¢do e quantificagdo das FQs em diferentes matrizes, apenas alguns estudos referem a sua
presenca em amostras de suiniculturas (Christian et al., 2003; Campagnolo ef al., 2003; Golet
et al., 2003; Renew e Huang, 2004, Tong ef al., 2009).

Um estudo realizado na China (Tong ef al., 2009) revela que as amostras de dguas residuais
apresentam residuos de tetraciclinas, FQs e cloranfenicol, cujas concentragdes oscilaram entre
8,5e21692,7 ng/L.

Residuos de varios tipos de antibidticos foram detectados em concentragdes elevadas, em
amostras de suinicultura, nos Estados Unidos da América (Campagnolo et al., 2002). No
mesmo pais, Renew e Huang (2004) verificaram a ocorréncia de CIPRO e ofloxacina, em
aguas residuais municipais, em concentragdes de 100-160 ng/L e 205-305 ng/L,
respectivamente.

Na Austria foram encontradas residuos de tetraciclinas e de FQs em estrumes, cujos valores
oscilaram entre 46 ¢ 8,3 pg/kg, respectivamente (Martinez-Carballo et al., 2007).

Golet et al. (2003) procederam a um estudo de avaliagdo da contaminacdo dos solos na Suiga,
apos aplicacdo de estrume como fertilizante. De acordo com os resultados obtidos, o solo foi

considerado como um reservatdrio importante de residuos de antibidticos.
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Tabela I1.9. Concentragdes (nug/L) de FQs em amostras de dguas recolhidas nas suiniculturas

de produgdo intensiva e ambiente circundante

Aguas de . . Aguas de
Aguas de Aguas residuais
FQs Total (n=24) consumo drenagem
rio (n=2) (n=11)
(n=5) (n=6)
NOR Nd nd nd nd nd
CIPRO 0,48-0,83 (n=2) nd nd 0,83 0,48
ENRO 0,31-63,0 (n=14) nd nd 11-63,0 0,31-32,9
SARA 1.8-14,0 (n=2) nd nd 1.8-14,0 nd

I1.4. Conclusoes

A metodologia analitica desenvolvida mostrou-se adequada, simples, rapida, sensivel, exacta
e precisa, permitindo a determina¢io simultinea de concentragbes residuais de FQs em
amostras de trés tipos de suiniculturas, tendo sido validada de acordo com a legislagdo

vigente.

Os resultados obtidos em suiniculturas de producéo intensiva revelam uma maior utilizagio
de FQs, contrariamente as amostras provenientes dos métodos de produgdo extensiva e
probidtica, nas quais, segundo as nossas condi¢des de trabalho, nfo foram detectados residuos

de FQs.

As éguas residuais apresentaram as concentragdes mais elevadas de FQs, seguidas das dguas
de drenagem. Nao foram detectados residuos nas aguas de consumo bem como nas dguas de
r10.

A ENRO foi o antibidtico mais frequentemente detectado.
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Devido a escassez de dados sobre a monitoriza¢ao de residuos de antibidticos em territdrio
portugués e, de acordo com os teores de antibidticos encontrados nas varias amostras
analisadas, demonstrou-se a necessidade de efectuar estudos adicionais de forma a avaliar a

extensdo da contaminacdo dos antibidticos e o seu impacte na Saude Publica e no ambiente.

Dados relacionados com a ocorréncia e destino das FQs no ambiente aquatico circundante das

suiniculturas, contribuirdo para um melhor estabelecimento do risco ambiental.

De acordo com a revisdo bibliografica a presenga de residuos de FQs no ambiente pode
revelar-se um problema de satde publica, dada a emergéncia de resisténcias bacterianas,
como resultado da sua extensa utilizagdo em veterinaria. No entanto, para uma correcta
avaliacdo do impacte ambiental é necessdrio efectuar estudos para avaliar os dados relativos a
estabilidade, a persisténcia, aos mecanismos de degradacéo, a toxicidade destas substincias e

seus metabolitos, uma vez que sdo libertadas directamente no ambiente.
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