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Resumo

O crescimento da populagao mundial e a demanda por alimentos de origem animal exigem um
aumento na produgao de espécies animais de rapido crescimento, como os suinos. Em
Portugal, a produgao comercial de leitoes intensificou-se significativamente nas ultimas
décadas, sendo a carne de suino a mais consumida pelos portugueses. O uso de antibidticos
na pecuaria tornou-se pratica corrente, nao apenas para fins terapéuticos e profilaticos, mas
também como promotores de crescimento. Na Uniao Europeia (UE), existem regulamentos
que proibem o uso de antibidticos como promotores de crescimento e todos os
medicamentos administrados a animais produtores de alimentos tém que ser aprovados pela
UE ou por cada estado membro. Devem ainda ser cumpridos os limites maximos de residuos
(LMR) estabelecidos, que sao descritos como a concentragao maxima de residuos que podem
ser aceites como legalmente autorizados num alimento. Porém, os residuos de antibioticos
ainda encontrados em matrizes ediveis podem causar efeitos tdxicos e reagoes alérgicas a
individuos com hipersensibilidade, comprometendo diretamente a salide dos consumidores.
Estas praticas ainda expoem as bactérias a doses nao letais de antibioticos, favorecendo o
aparecimento de estirpes bacterianas resistentes. A presenca de medicamentos veterinarios e
outros contaminantes em tecidos ediveis € um dos principais problemas de seguranga
alimentar (food safety), e consequentemente apresenta implicagoes na disponibilidade global

de alimentos (food security), o que desperta grande preocupagao publica.

Este estudo utiliza uma metodologia de cromatografia liquida de ultra resolugao acoplada a
um espectrometro de massa com analisador de tempo de voo (UHPLC-ToF-MS), multi-classe
e multi-residuo, previamente validada de acordo com a Decisao da Comissao 657/2002/CE,
para a determinagao de 48 antibidticos de diversas familias. Foram analisadas 40 amostras de
rim e 40 amostras de figado, provenientes dos mesmos leitoes, permitindo uma analise
comparativa dos resultados obtidos em ambos os 6rgaos. 45% das amostras apresentaram
algum tipo de residuo, mais especificamente |18 amostras de rim e 18 de figado, sendo que ||
animais exibiram residuos em ambos os o6rgaos. No total, foram detetados 7 antibioticos,
como ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina, oxitetraciclina, espiramicina, sulfadiazina e
trimetoprim. As concentragoes obtidas variaram entre 0,3ug/kg (danofloxacina) e 85,2ug/kg
(enrofloxacina) em rim, e entre 3,9ug/kg (danofloxacina) e 215,4pg/kg (espiramicina) em
figado, apresentando algumas diferencas significativas entre os dois érgaos, confirmando que

ambas as matrizes sao relevantes em programas de monitoragiao e controlo de residuos de



antibioticos. Todos estes antibioticos foram encontrados em concentragoes relativamente
baixas, nunca excedendo o LMR estabelecidos pelo Regulamento n°37/2010 da Comissao
Europeia, para cada matriz edivel. No entanto, varias amostras apresentaram mais do que um
residuo em simultineo, o que pode levar a efeitos cumulativos levantando preocupagoes

adicionais de seguranga.

Palavras-chave: Residuos de antibioticos; Rim; Figado; Leitao; Seguranga Alimentar; UHPLC-
ToF-MS



Abstract

The growth of the world population and the demand for foods of animal origin requires an
increase in the production of fast-growing animal species, such as swines. In Portugal, the
commercial production of piglets has significantly intensified in the last decades, being swine
meat the most consumed by the Portuguese. The use of antibiotics in livestock has become a
current practice, not only for therapeutic and prophylactic purposes, but also as growth
promoters. In the European Union (EU), there are regulations that prohibit the use of
antibiotics as growth promoters and all drugs administered to food-producing animals must
be approved by the EU or by each member state. The established maximum residue limits
(MRL), which are described as the maximum concentration of residues that can be accepted
as legally authorized in food of animal origin, must also be respected. However, antibiotic
residues still found in edible matrices can cause toxic effects and allergic reactions to
individuals with hypersensitivity, directly compromising consumers’ health. These practices
also expose bacteria to non-lethal doses of antibiotics, favoring the appearance of resistant
bacterial strains. The presence of veterinary drugs and other contaminants in edible tissues is

one of the main problems of food safety and food security, which raises great public concern.

This study uses an ultra-high performance liquid chromatography coupled to a mass
spectrometer with a time of flight analyzer (UHPLC-ToF-MS), multi-class and multi-residue
methodology, previously validated according to Commission Decision 657/ 2002 / CE., for the
determination of 48 antibiotics belonging to different families. 40 kidney and 40 liver samples
from the same piglets were analyzed, allowing a comparative analysis of the results obtained
for both organs. 45% of the total samples, more specifically 18 kidneys and 18 livers, presented
some kind of antibiotic residue, in which only || animals exhibited residues in both organs. In
total, 7 antibiotics were detected, such as ciprofloxacin, danofloxacin, enrofloxacin,
oxytetracycline, spiramycin, sulfadiazine and trimethoprim. The obtained concentrations
ranged between 0,3pg/kg (danofloxacin) and 85,2ug/kg (enrofloxacin) in kidney samples, and
between 3,9ug/kg (danofloxacin) and 215,4ug/kg (spiramycin) in liver samples. Some
differences between the two organs were observed, confirming that both matrices are relevant
in monitoring and control programs. All of these antibiotics were found in relatively minimum
concentrations, never exceeding the (MRL) set by Regulation No. 37/2010 of the European
Commission, for each edible matrix. However, several samples showed more than one

residue, which can lead to cumulative effects, raising additional safety concerns.



Keywords: Antibiotic residues; Kidney; Liver; Piglet; Food Safety; UHPLC-ToF-MS
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CAPITULO | — INTRODUCAO

. Introducao

A expansao econdmica, o crescimento da populagao global e a maior procura por proteina de
origem animal requer um incremento da produgao de espécies animais de crescimento rapido
e com taxas de conversao de alimentos eficientes, como é o caso dos suinos. A produgao
mundial de suinos aumentou nos ultimos 50 anos e prevé-se um crescimento continuo nas
proximas trés décadas (Lassaletta et al, 2019). Segundo os relatorios da FAO (Food and
Agriculture Organization) em mercados globais de alimentos, a carne de porco é uma das mais
consumidas em todo o mundo, representando cerca de | 15,6 milhoes de toneladas por ano,

sendo 24 milhoes de toneladas apenas na Uniao Europeia (FAO, 2016).

Em Portugal, a produgao comercial de suinos intensificou-se significativamente nas dltimas
décadas. A carne de porco e seus derivados é a mais consumida pelos portugueses, seguida
de perto pela carne de animais de capoeira, como os frangos, que tém registado o maior

crescimento anual médio e ganho uma maior evolugao nestas ultimas quatro décadas.

I.I. Consumo de carne de suino em Portugal

Atualmente, e apesar da generalidade dos consumidores estarem cada vez mais conscientes e
preocupados com a alimentagao e a sua relagao com a saude, a oferta alimentar continua a
revelar desequilibrios quando comparada com o padrao alimentar que é recomendado pela
Roda dos Alimentos. De acordo com o estudo da Balan¢a Alimentar Portuguesa de 2012-
2016, o grupo “carne, pescado e ovos” mantiveram em 2016 disponibilidades acima do padrao
alimentar recomendado, +1 1,5 pontos percentuais do que o aconselhado (INE, 2017). Neste
estudo apresentaram também disponibilidades totais de carne para consumo humano de 220,3
g/hab/dia ou 80,4 kg/hab/ano em 2016, o que equivale a que cada habitante em Portugal tenha

consumido em média 2 bifes por dia.

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE), o consumo anual de carne e miudezas no
ano de 2019 foi cerca de | 19,1 kg/pessoa em Portugal, destacando-se o consumo de carne de
porco de 44,3 kg/pessoa (INE, 2019). Em 2018, o consumo total de carne atingiu as 1.210.000

toneladas, sendo 460.000 toneladas de carne de porco.
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A utilizagao das carnes de suino na alimentagao dos portugueses traz vantagens em diversos
dominios. E uma atividade produtiva, que ocupa mio-de-obra, que contribui para a riqueza
nacional, e de onde se obtém imensos géneros alimenticios variados. Em zonas rurais ainda
existem muitas pequenas exploragoes domésticas que contribuem para evitar a desertificagao
do interior assim como também permitem a subsisténcia alimentar e financeira de muitas
familias. As carnes de suino sao dos alimentos com maior tradigao gastronémica no padrao
de consumo dos portugueses. Desde as febras ou bifanas grelhadas, os lombos assados, os
couratos na brasa, os chourigos, salpicoes, paios, morcelas, farinheiras, toucinho, linguigas,
salames, salsichas, presunto, até ao famoso leitao. Nao esquecer que em 2011, o leitao da

Bairrada foi considerado uma das 7 Maravilhas da Gastronomia de Portugal...

2. Antibioticos

Os antibioticos sao o grupo de farmacos capazes de combater, nos homens e nos animais,
infecoes causadas por microrganismos. Este grupo inclui compostos naturais organicos ou
sintéticos. Compostos naturais organicos sao produzidos por bactérias ou fungos, que
correspondem normalmente a produtos secundarios do seu metabolismo, como o caso da
Penicilina, o primeiro antibidtico identificado por Alexander Fleming em 1928 (Guimaraes,
Momesso e Pupo, 2010). Ja os compostos sintéticos e semissintéticos sao obtidos a partir de
antibioticos naturais mas com adigoes e modificagoes. Eles podem ser classificados quando a
sua agao, como bactericidas, quando provocam a morte da bactéria, ou como bacteriostaticos,
quando promovem a inibicao do seu crescimento (Guimaraes, Momesso e Pupo, 2010). Sao
dos farmacos de maior consumo tanto na medicina humana como na veterinaria. Com a
introdugao da penicilina, durante a Segunda Grande Guerra, para o tratamento de infegoes
bacterianas, a descoberta e o uso de antibidticos, como bactericidas ou bacteriostaticos,

generalizou-se entao nao sé a humanos mas também aos animais de produgao.

2.1. Uso de antibiéticos em animais de producao de alimentos

Com o aumento permanente da populagao mundial e consequente intensificagao da agricultura
e pecuaria, a utilizagao de antibioticos de uso veterinario na produgao animal (aquatica e
terrestre) deixou de ser exclusivamente terapéutica e passou a incluir a prevencao de doengas,

profilaxia e metafilaxia, e a promogao do crescimento em animais saudaveis.



O uso de antibioticos como terapéutica tem como objetivo tratar infe¢oes previamente
diagnosticadas, envolvendo geralmente o tratamento de um Unico animal ou pequeno grupo de
animais, por um periodo relativamente curto, com doses altas que excedem a concentragao minima
inibitoria (CMI) do agente patogénico conhecido ou suspeito (Ferreira, 2014). Ja o uso profilatico
visa a prevencao da disseminagao e desenvolvimento de doengas bacterianas em animais
clinicamente saudaveis, principalmente em periodos de stress e vulnerabilidade, aplicando doses
moderadas de antibioticos a grandes grupos de animais, por longos periodos de tempo. O uso como
promotor de crescimento envolve administragao de alguns antibioticos ou compostos com alguma
atividade antibacteriana em doses sub-terapéuticas por periodos muito longos, talvez até por toda a
vida dos animais, com o intuito de melhorar o seu indice de conversao alimentar (Lekagul,

Tangcharoensathien e Yeung, 2019).

Foi na década de 40 do século XX que se descobriu que os antibidticos promoviam o
crescimento animal, quando frangos que tinham sido alimentados com uma ragao contendo
subprodutos de fermentagao da tetraciclina, exibiram taxas de crescimento superiores aos
dos animais alimentados com ragao sem estes subprodutos (Gonzalez Ronquillo e Angeles
Hernandez, 2017). Em suinos, a primeira evidéncia de efeitos dos antibioticos no desempenho
dos animais foi também observada no final dos anos 40, quando se descobriu que a adigao de
micélios de culturas aerdbicas de Streptomyces aureofaciens, que continham residuos de
clortetraciclina, a alimentagao dos animais, melhorava o seu crescimento (Gonzalez Ronquillo
e Angeles Hernandez, 2017). Desde entao, o uso de promotores de crescimento expandiu

passando a incluir uma ampla gama de antibioticos aplicados a varias espécies.

Apesar das regulamenta¢oes que proibem o uso de antibidticos como promotores de crescimento
em muitos paises, nomeadamente na UE, desde 2006 (Barton, 2014), alimentos suplementados com
estes medicamentos ainda podem ser comprados sem prescri¢ao veterinaria em varios dos
principais paises produtores de animais, como os Estados Unidos, Canada, China e Australia. Estas
praticas expoem as bactérias a doses nao letais de antibioticos favorecendo o aparecimento de

estirpes bacterianas resistentes (Lagha et al,, 2017).

Na industria suina, como em qualquer outro campo da pecuaria, os tratamentos sao aplicados
numa perspetiva de medicina de grupo, nao apenas por razoes de profilaxia e gerenciamento
produtivo, mas também por razdes econémicas. Geralmente, os tratamentos individuais
exigem mais trabalho e sio uma fonte de stress para os animais; portanto, a grande maioria
dos tratamentos sao coletivos e administrados através de comida ou agua (Ferreira, 2014). A

administragao de antimicrobianos a porcos visa principalmente o controlo e a prevengao de
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doencas respiratorias, digestivas e sistémicas. A fase pés-desmame é a fase mais critica do
crescimento dos leitoes, onde o aparecimento de certas infegoes, como enterite, meningite e
sepse, € um fator decisivo para o crescimento e a sobrevivéncia dos animais, e portanto a fase
onde mais medicamentos sao administrados (Ferreira, 2014). Tetraciclinas, macrélidos,
quinolonas, sulfonamidas, cefalosporinas e penicilinas estao entre as classes de agentes

antimicrobianos mais utilizados em suinos (Lekagul, Tangcharoensathien e Yeung, 2019).

Muito embora a prescrigao de antibioticos seja controlada e restrita a médicos veterinarios,
que realizam as administragoes de modo profissional, legal, consciente e para o beneficio dos
animais, nas produgoes intensivas, em que existe grande nimero de animais em espagos
pequenos, ha grande prevaléncia e disseminagao de doencas infeciosas, levando ao inevitavel

uso inadequado de antibidticos.

2.2. Familias de Antibiéticos

2.2.1. Tetraciclinas

As tetraciclinas, com a féormula quimica de base C,,H,sN,O, (figura 1), sio moléculas que
possuem um nucleo tetraciclico, ou seja composto por 4 anéis aromaticos, indispensaveis para
a sua acao farmacoldgica, em que estao ligados uma variedade de grupos funcionais. Esta familia
de antibidticos tem um amplo espectro de agao antibiotica, para o tratamento de infegoes
causadas por diversos microrganismos, como bactérias Gram- e Gram+, aerobias e

anaerobias, parasitas, protozoarios e até alguns fungos (Pereira-Maia et al., 2010).

As tetraciclinas sao um dos principais grupos de antibioticos usados na terapia humana e
veterinaria, mas também no sector agricola como aditivos alimentares. Possuem bastantes
propriedades favoraveis como amplo espetro de acao, grande atividade antimicrobiana, baixa
toxicidade, baixo custo e podem ser administrados por via oral na maioria dos casos. Este
facto leva a que sejam usados indiscriminadamente, o que levou ao aparecimento de
resisténcias em grupos de bactérias, principalmente resisténcias as tetraciclinas da |* geragao
(descobertas entre os anos 50 a 70). A clortetraciclina, oxitetraciclina e tetraciclina, sao as

mais utilizadas pelo mundo, nomeadamente na industria suina (Daghrir e Drogui, 2013).

O mecanismo de agao destas moléculas implica a sua ligagao a subunidade 30S do ribossoma

bacteriano presente no RNA mensageiro, impossibilitando a ligagdo do aminoacil-tRNA.



Consequentemente impede a adicado de novos aminoacidos, impedindo assim a sintese

proteica (Pereira-Maia et al., 2010).
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Figura | - Estrutura basica das tetraciclinas

Os compostos pertencentes a esta classe sao relativamente estaveis em meio acido, mas nao
em meio alcalino, podendo transformar-se reversivelmente nos seus epimeros (Daghrir e
Drogui, 2013). As tetraciclinas sao também fortes agentes quelantes, ou seja, responsaveis pela
formagao de um complexo através da sua conjugagao com catides metalicos, por ligagoes
covalentes. Esta caracteristica dificulta a sua extragao de tecidos biologicos, levando a baixas
recuperagoes. Este problema é ultrapassado adicionando uma solugao de EDTA (acido
etilenodiamino tetracético), também um agente quelante de metais, na primeira etapa de
extragao aquosa, diminuindo a interagao das tetraciclinas com os ides metalicos (Freitas,
2015). Existem varios métodos analiticos para determinar tetraciclinas em produtos de origem
animal, como imunoensaios e eletroforese capilar, sendo a cromatografia liquida, o método
de eleicao. A LC (cromatografia liquida) associada a detegao UV (ultravioleta) e fluorescéncia
veio a ser substituida por detetores de massa, MS (espetroscopia de massa), melhorando a

sensibilidade e a precisao e a exatidao na detegao e quantificacao (Gaspar et al., 2019).

2.2.2. Macrdlidos

Os macrolidos, de formula quimica basica C;;H,;NO,;, sao moléculas que possuem um anel
macrociclico de lactona, que varia normalmente entre |2 a 16 membros, onde se ligam um ou
mais agucares por ligagoes glicosidicas (dois exemplos na figura 2). Os macrolidos sao
maioritariamente usados para tratar infecoes causadas por bactérias aerobicas e anaerébicas,
Gram+ e algumas Gram-, principalmente infegoes do trato respiratorio como pneumonia,
bronquite cronica, sinusite aguda, otites e faringites (Guimaraes, Momesso e Pupo, 2010). Tém
uma acao bacteriostatica, inibindo a sintese proteica, tal como as tetraciclinas. O seu
mecanismo de agao consiste na ligagio a recetores localizados na subunidade 50S do
ribossoma bacteriano, interferindo na elongagao da cadeia peptidica durante a translagao e

bloqueando a biossintese de proteinas (Mazzei et al,, 1993).



Figura 2 - Estrutura da tilmicosina (A) e da espiramicina (B)

Estas moléculas sao bases fracas, lipofilicas e soltveis em metanol (Freitas, 2015). Métodos de
preparagao de amostra como extragao em fase solida (SPE), extragao liquido-liquido (LLE),
dispersao de matriz em fase solida (MSPE), extragao por liquido pressurizado (PLE) e extragao
em fase solida magnética (MSPE) tém sido utilizados para extrair antibioticos da classe dos

macrolidos de matrizes alimentares (Lan et al., 2019).

Dentro das varias técnicas analiticas, a LC-MS/MS é a mais utilizada e referenciada para
identificacao e quantificagao de macrdlidos. No entanto, Wang et al, afirmam que apesar de
certas limitagoes atribuidas ao ToF-MS como menor repetibilidade e maiores limites de
detecao, este demostra grande aplicabilidade na andlise de macrélidos em amostras
alimentares e ambientais, apresentando-se como uma ferramenta analitica poderosa, podendo
complementar na determinagao de macrolidos e compostos relacionados, incluindo produtos

de degradagao, metabolitos e impurezas (Wang, 2009).

2.2.3. Quinolonas

As quinolonas sao antibioticos obtidos por sintese quimica, que derivam do composto 4-
quinolona. A primeira molécula ativa sintetizada foi o acido nalidixico (figura 3), no inicio dos
anos 60, marcando um inicio de décadas de desenvolvimento de um grande nimeros de novos
compostos sintéticos da familia das quinolonas (Emmerson e Jones, 2003). As fluoroquinolonas
surgiram mais tarde, na década de 70 (Emmerson e Jones, 2003), pela introdugao de um atomo
de flior, e foram classificadas como a segunda geracao de quinolonas, tipicamente
representadas pela ciprofloxacina e enrofloxacina (figura 3)(Guimaraes, Momesso e Pupo,
2010). A introdugao das quinolonas fluoradas veio trazer vantagens terapéuticas porque lhes
conferiu uma acao antibiotica mais potente e um espetro de atividade mais amplo contra

bactérias Gram- e Gram+ (Santos e Ramos, 2016).



As quinolonas e fluoroquinolonas sao farmacos bactericidas muito utilizados no tratamento
de infe¢oes do trato urinario, respiratorio e digestivo, assim como outras infe¢oes localizadas
e infegoes gerais graves (como septicémia), e também no tratamento de infe¢oes causadas por
micro-organismos resistentes aos agentes antibacterianos mais usuais. Estes bactericidas vao
inibir a sintese das enzimas DNA-girase e topoisomerase Il, essenciais para a viabilidade
bacteriana. Estas enzimas estao envolvidas na manutengao da integridade do DNA bacteriano

durante a replicagao e transcrigao, e a sua falha vai ter consequéncias na divisao celular

Ly
DA

culminando na morte celular (Redgrave et al., 2014).
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Figura 3 - Estrutura do acido nalidixico (A), enrofloxacina (B) e ciprofloxacina (C)

Os métodos descritos na literatura para a extragao de fluoroquinolonas sao maioritariamente
SPE e DSPE. No que toca a identificagao e quantificagao, o HPLC acoplado a detegao
ultravioleta ou detecao por fluorescéncia sao técnicas utilizadas. No entanto, sendo que estes
métodos sao limitantes no que toca ao nimero de quinolonas a ser detetadas, a LC-MS passou

a ser a ferramenta analitica preferencial para uma analise confirmatoria.

2.2.4. Sulfonamidas

As sulfonamidas sao compostos antimicrobianos sintéticos, derivados do grupo p-
aminobenzenosulfonamida (figura 4), testados pela primeira vez nos anos 30 como
antibacterianos. Sao farmacos bacteriostaticos usados maioritariamente para o tratamento de
infecoes do trato urindrio, mas também outras infe¢oes agudas ou cronicas causadas por

bactérias Gram- e Gram+.

As sulfonamidas atuam no metabolismo de sintese do acido félico, essencial para a replicagao
das bactérias. Sao inibidores competitivos da enzima di-hidropteroato sintetase, responsavel
pela conversao do acido p-aminobenzoico (PABA) em di-hidropteroato, percursor do acido
folico. As sulfonamidas sao andlogos estruturais do PABA, dai o seu efeito competitivo nesta

sintese. Alguns compostos desta familia, como por exemplo o sulfametoxazol e a sulfadiazina,



sdo associados com o trimetoprim (figura 4), tendo uma agao sinérgica e potencializando o
seu efeito, visto que este também atua no metabolismo do acido fdlico, inibindo a di-
hidrofolato reductase, impedindo a conversio do acido di-hidrofélico em acido tetra-

hidrofolico (Guimaraes, Momesso e Pupo, 2010).
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Figura 4 - Estrutura do grupo funcional p-aminobenzenosulfonamida (A), sulfametoxazol (B),
sulfadiazina (C) e trimetoprim (D)
Varios métodos foram propostos para a detegao de sulfonamidas, mas posteriormente
considerados inapropriados. Como por exemplo a eletroforese capilar, que mostrou boa
capacidade de separagao, mas com baixa precisao; a tecnologia de biossensor, que tem boa
sensibilidade, mas propensa a falsos negativos; e a cromatografia gasosa, com recurso a
derivatizacao dos compostos, devido a sua elevada polaridade e baixa volatilidade (Freitas,
2015). Posto isto, a técnica de LC-MS/MS é a mais utilizada devido a alta especificidade e

sensibilidade (Hui et al., 2018).

2.2.5. B-Lactamicos

Os B-lactamicos sao uma grande familia de antibioticos bactericidas, provavelmente dos mais
amplamente utilizados em medicina veterinaria, cujos 2 grupos principais sao as penicilinas e
as cefalosporinas (figura 5). A sua estrutura molecular contém um anel B-lactamico, constituido
por uma amina ciclica de 4 membros, que Ihe confere a atividade bactericida. A estrutura
basica da penicilina é o acido 6-aminopenicilanico, enquanto das cefalosporinas é o acido 7-
aminocefalosporanico. Nos dois casos, a presenca do anel B-lactimico de quatro membros,
que € instavel e termicamente labil, torna estes compostos facilmente degradaveis pelo calor,

na presenga de alcoois e em condigoes acidas.



Tém como mecanismo de agio a inibicao da biossintese do peptidoglicano, componente
essencial da parede celular bacteriana, que se encontra do lado exterior da membrana
citoplasmatica. O peptidoglicano tem como principal fungao preservar a integridade da
bactéria, e qualquer tipo de inibicdo da sua sintese ou degradagao durante o crescimento

bacteriano, vai resultar na lise da célula (Cho, Uehara e Bernhardt, 2014).
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Figura 5 - Estrutura basica das penicilinas (A) e das cefalosporinas (B)

Os B-lactamicos sao normalmente reconhecidos como uma classe “critica” devido a sua
instabilidade, e por isso sao muitas vezes realizados estudos de estabilidade de solugoes stock
especificos para esta familia. No que toca a técnica de SPE, o uso de colunas CI8 para a
purificacao dos extratos € o mais descrito por varios autores (Brito e Gongalves, 2006). Em
métodos multi-classe, torna-se ainda mais dificil lidar com estes compostos, visto terem
caracteristicas diferentes de outras familias, o que dificulta a escolha de um método de

extragao que consiga englobar estas moléculas e as das restantes familias.

3. Riscos e Resisténcia Antimicrobiana

Uma grande percentagem de medicamentos € excretada via urina e fezes, mas também se
apresentam nos alimentos provenientes dos animais tratados, tais como leite e ovos, na forma
primaria nao metabolizada em alguns animais; ou tendem a acumular-se nos tecidos e 6rgaos
(Gonzalez Ronquillo e Angeles Hernandez, 2017). O consumo de produtos que contenham
estes residuos pode representar uma ameaga aos consumidores podendo ser responsaveis
por efeitos tdxicos, reagoes alérgicas em individuos com hipersensibilidade e resultar numa
alteragao do microbiota, causando algumas doengas gastrointestinais. A saude dos
consumidores pode também ser comprometida devido a proliferagao e transferéncia de
estirpes bacterianas resistentes aos antimicrobianos, o que podera levar a falhas terapéuticas

em situagoes clinicas em individuos infetados (Nisha, 2008).



A taxa atual de disseminagdo da resisténcia antimicrobiana esta a aumentar devido a varios
fatores como falta de regulamentagao e supervisao, uso nao terapéutico, vendas sem receitas,
mas condicdes de higiene, fluxo continuo de viajantes, aumento de pacientes
imunodeprimidos, demoras nos diagnosticos de infe¢oes bacterianas, entre outros; sendo um
dos mais importantes, o uso inadequado e excessivo de antimicrobianos, tanto em humanos

quanto em animais’ (Guimaraes, Momesso e Pupo, 2010; FAO, 2016).

Esta resisténcia esta a tornar-se cada vez mais grave porque o ritmo com que novos
antibioticos sao descobertos e aprovados diminuiu drasticamente, enquanto que o uso de
antibioticos tem vindo a aumentar. Este € um dos mais sérios problemas de saude do século
XXl pois ja estamos a ser confrontados com infegoes para as quais nenhum antibiotico € eficaz,

visto que as bactérias adquiriram resisténcia a todos os disponiveis (FAO, 2016).

Segundo a Organizagao Mundial de Saide (OMS), a resisténcia € um problema global, na
medida em que microrganismos e genes de resisténcia nao reconhecem fronteiras geograficas
nem ecoldgicas, resisténcias que surgiram num lugar geografico ou numa espécie especifica
podem espalhar-se facilmente através de agua, comida, animais ou pessoas, de umas espécies
para outras, afetando paises em desenvolvimento e desenvolvidos. Estamos entao perante uma
questao multissetorial que abrange seres humanos, animais e o meio ambiente, e que constitui
nao s6 uma ameaga para a sallde humana e animal, mas também tem implicagoes na seguranga

alimentar (food safety) e na disponibilidade global de alimentos (food security).

No contexto de seguranga alimentar, ha evidéncias de que os produtos agropecuarios se
tornaram reservatorios de estirpes bacterianas resistentes e que a sua transferéncia (ou dos

seus genes de resisténcia) ao Homem é um dos grandes responsaveis pelo nivel de resisténcia

atual (Chowdhury et al., 2009).

3.1. Mecanismo de Resisténcia

Tanto as bactérias como outros agentes patogénicos sempre evoluiram para resistir aos novos
medicamentos utilizados para os combater. A resisténcia a antibioticos refere-se a capacidade

dos microrganismos se continuarem a reproduzir e sobreviver na presenca destes.

De um ponto de vista evolutivo, as bactérias usam duas estratégias genéticas principais: a
primeira é a ocorréncia de mutagao num ou mais genes da prépria bactéria, normalmente

associados ao mecanismo de agio do antibidtico. A segunda é a ocorréncia de uma
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transferéncia horizontal de genes de resisténcia de uma bactéria resistente para outra bactéria,
adquirindo assim DNA que codifica determinantes de resisténcia (Munita e Arias, 2016).
Posteriormente ocorre a expansao por selegao natural, ou seja, uma vez que o gene ou
mutagao de resisténcia esta presente e é expressado, as células que o contém sao capazes de
sobreviver e se reproduzir na presenga do antimicrobiano e consequentemente aumentar em

numero a custa das células vulneraveis favorecendo-se, assim, os organismos resistentes.

Ao longo dos anos de evolugao, as bactérias foram desenvolvendo mecanismos sofisticados
de resisténcia a medicamentos para evitar a sua morte por moléculas antimicrobianas. A
resisténcia a cada classe de antibidticos pode ser alcangada através de multiplas vias
bioquimicas que podem variar entre microrganismos, representadas esquematicamente na
figura 6. A resisténcia pode entio ser causada por mecanismos bioquimicos como (Munita e

Arias, 2016):

I. Alteragao ou desvio do sitio ativo, fazendo com que o antibidtico nao se consiga ligar
ao seu alvo.

2. Impedir que o antibidtico atinga o alvo, pela diminuigdo da permeabilidade da
membrana ou por mudangas nas bombas de efluxo. Isto vai promover a diminuigao da
penetragao e consequente diminuigao da concentragao do antibiotico.

3. Modificagao da molécula antibiotica, impedindo a sua interagao com o alvo. Estas
alteragdes quimicas do antibiotico sao promovidas por enzimas que vao adicionar
grupos quimicos ou mesmo destruir a molécula, inativando-a.

4. Adaptagoes globais da célula bacteriana. Por exemplo, existem antibioticos cujo
mecanismo de agao passa pela inibigao de certas enzimas; posto isto, algumas bactérias
sao capazes de transmitir a inativacao destas enzimas, fazendo com que estes
antibioticos nao tenham alvo onde atuar, tornando estas bactérias insensiveis a estes

antibidticos(Guimaraes et al., 2010; Munita & Arias, 2016) .
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Figura 6 - Mecanismos de resisténcia bacteriana

4. Legislacdo para Residuos de Antibio6ticos

De modo a combater situagoes abusivas e controlar o aparecimento de residuos de
substancias farmacologicamente ativas em alimentos de origem animal (e seus derivados) para
consumo humano, foram criadas uma série de regulamentagoes e restricoes. Todos os
medicamentos veterinarios utilizados em animais produtores de alimentos devem ser
aprovados pelas entidades governamentais em causa, para que nao haja residuos no produto
alimentar ou que estes nao excedam o limite de tolerancia. A Comissao Europeia determinou
a necessidade de controlo obrigatorio de medicamentos veterinarios em alimentos de origem
animal. O termo “residuo” ¢é definido pela legislagago como residuo de substdncias
farmacologicamente ativas, sejam elas principios ativos, excipientes, produtos de degradagdo e
respetivos metabolitos, que permanecem nos géneros alimenticios obtidos a partir de animais e que

possam ser prejudiciais para a saude humana (CE, 1990).

O Regulamento (CE) N° 2377/90 do Conselho prevé um processo comunitario para o
estabelecimento de limites maximos de residuos (LMRs) para todas as substincias
farmacologicamente ativas que fagam parte da composicio dos medicamentos de uso
veterinario, a serem administrados a animais produtores de alimento para consumo humano.
O “Limite Maximo de Residuos” é descrito como a concentragdo maxima de residuos resultante
da utilizagdo de um medicamento veterindrio (expresso em mglkg ou uglkg de peso fresco) que a
Comunidade pode aceitar como legalmente autorizada ou que é reconhecida como aceitdvel a

superficie ou no interior de um alimento. Este limite baseia-se no tipo e quantidade de residuos que
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se considera ndo apresentarem qualquer risco de toxicidade para a saude humana nos termos
expressos pela dose didria aceitdvel (DDA) ou com base numa DDA tempordria com um fator de

seguranca adicional (CE, 1990).

A Diretiva 96/23/CE do Conselho veio determinar as medidas para monitorar a presenga de
residuos de medicamentos veterinarios em animais vivos e em produtos de origem animal. De
acordo com os 6rgaos reguladores, estes compostos estao divididos em 2 grupos: no grupo
A encontram-se substancias com efeitos anabolizantes e substancias nao autorizadas, para as
quais nao existem LMRs estabelecidos; e no grupo B encontram-se medicamentos veterinarios
e contaminantes, onde estio incluidos os antibioticos, que na sua maioria tém LMRs

estabelecidos (tabela I).

Tabela | - Tabela adaptada da diretiva 96/23/CE do Conselho de 29 de Abril de 1990 (CE, 1996)

Grupo A — Substancias com efeito anabolizante e substancias ndo autorizadas:
|. Estilbenos, derivados dos estilbenos, seus sais e ésteres
2. Agentes antitiroidianos

3. Esterdides
4. Resorcylic Acid Lactones (incluindo o Zeranol)
5. B-agonistas
6. Substincias constantes do anexo IV do Regulamento (CEE) n°2377/90 do Conselho de 26 de
Junho1990
Grupo B — Medicamentos veterinarios e contaminantes
I. Substancias antibacterianas, incluindo sulfamidas e quinolonas
2. Outros medicamentos veterinarios
a) Antelminticos
b) Anticoccideos, incluindo os nitroimidazois

c) Carbamatos e piretroides

d) Tranquilizantes

e) Anti-inflamatorios nao esteroidianos (AINE)

f) Outras substancias que exergam actividade farmacologica
3. Outras substancias e contaminantes ambientais

a) Compostos organoclorados, incluindo os PCBs

b) Compostos organofosforados

c) Elementos quimicos

d) Micotoxinas

e) Corantes

f) Outros

Os limites maximos de residuos de substincias farmacologicamente ativas permitidas em
matrizes ediveis e produtos de origem animal sao estabelecidos no Regulamento (UE) N.°

37/2010. Estes LMR estao discriminados para cada espécie animal e tecido alvo, expressos em



ug/kg. Na tabela 2 estdo os antibiéticos incluidos neste trabalho, e seus respectivos LMRs para

cada uma das matrizes estudadas.

Tabela 2 - Substancias farmacologicamente ativas, agrupadas por familias, e respectivos LMRs,
adaptado do Regulamento (UE) N° 37/2010 da Comissao de 22 de Dezembro (CE, 2009).

Familia

Substancia Farmacologicamente

LMR (ug/kg)

LMR (ug/kg)

Ativa Figado de suino  Rim de suino
Clorotetraciclina+Epi Clorotetraciclina 300 600
Tetraciclinas Doxiciclina 300 600
Oxitetraciclina 300 600
Tetraciclina + Epi-Tetraciclina 300 600
Sulfacloropiridazina 100
Sulfadiazina 100
Sulfadimetoxina 100
Sulfadoxina 100
Sulfametazina 100
Sulfametiazol 100
Sulfonamidas  Sulfametoxazol 100
Sulfanilamida 100
Sulfapiridina 100
Sulfaquinoxalina 100
Sulfatiazol 100
Sulfisomidina 100
Sulfisoxazol 100
Espiramicina 2000 1000
Macrolidos Tilmicosina 1000
Tilosina 100
Acido nalidixico Nao estabelecido
Acido oxolinic 150
Cinoxacina Nao estabelecido
Danofloxacina 200
. Enoxacina Nao estabelecido
Quinolonas £ foxacina + Ciprofloxacina 200 300
Flumequina 500 1500
Marbofloxacina 150
Norfloxacina Nao estabelecido
Ofloxacina Nao estabelecido
Amoxicilina 50
Ampicilina 50
- Benzilpenicilina (pen G) 50
Penicilinas Dicloxacilina 300
Nafcilina Nao estabelecido
Oxacilina 300
Cefalexina Nao estabelecido
Cefapirina Nao estabelecido
Cefalonium Nao estabelecido
Cafalosporinas Cefaperazona Nao estabelecido
Cefazolium Nao estabelecido
Cefquinoma 100 200
Ceftiofur 2000 6000
Pleuromotilinas Valnemulina 500 100

Outros

Trimetoprim

50




Na maioria dos casos, as matrizes em que sao permitidas a maior concentragao de residuos
sao o figado e rim. Ainda assim, no caso dos antibioticos estudados, é o tecido renal que
apresenta maior LMR para a maioria dos residuos, pois € o principal 6rgao responsavel pela

excregao de farmacos.

Os produtores de animais devem também respeitar os intervalos de seguranga exigidos antes
do abate. Segundo a Diretiva 2004/28/CE, este intervalo entende-se como o periodo de tempo
necessdrio entre a ultima administracdo do medicamento veterindrio aos animais, (...) e a produgdo
de géneros alimenticios derivados desse animal, a fim de proteger a saude publica, garantindo que os
referidos géneros alimenticios nGo contém residuos em quantidades superiores aos limites mdximos
de residuos de substdncias activas estabelecidos nos termos do Regulamento (CEE) n.o 2377/90.

(Directiva n.” 2004/28/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 3| de Marco de 2004, 2004)

5. Planos de controlo de residuos

Face a séria ameaca a saude publica e a produgao sustentavel de alimentos, a FAO lancou o
Plano Global de Ac¢ao sobre Resisténcia Antimicrobiana 2016-2020 com o intuito de
sensibilizar, educar e ajudar os estados membros a desenvolver planos de agao nacionais
multissectoriais e a implementa-los no combate a resisténcia antimicrobiana. Esse plano
resultou de uma iniciativa tripartida (FAO/OMS/OIE) com a OMS e a Organizagao Mundial da
Satde Animal (OIE) conducente a abordar a tematica da resisténcia antimicrobiana no

contexto de “Uma sé Saude” (do inglés “One Health”) (FAO, 2016).

Em Portugal, a Diregao Geral de Alimentagao e Veterinaria (DGAV) tem nas suas fungoes a
elaboragao, coordenagao e implementagao do Plano Nacional de Pesquisa de Residuos
(PNPR), que consiste na colheita de amostras para a pesquisa de residuos de substancias nao
autorizadas, residuos de medicamentos veterinarios e controlo de contaminantes ambientais.
Este plano consiste num sistema de vigilancia que visa a analisar e evidenciar possiveis riscos
de residuos nos géneros alimenticios de origem animal, esclarecer as razoes da sua presenga,
e responsabilizar os intervenientes da cadeia da produgao de animais e de produtos de origem
animal, pela qualidade e seguranca dos produtos alimentares de origem animal destinados ao
consumo humano. O INIAV ¢é o laboratério nacional de referéncia de substancias
antimicrobianas, particularmente no polo de Vairao, Vila do Conde, onde este trabalho foi

realizado.






CAPITULO Il — Metodologia Analitica

|I. Preparacdo da amostra

A selegao adequada da técnica de preparagao das amostras € fundamental para a obtengao de
resultados de confianga. Esta escolha vai depender da natureza da amostra, da matriz, das
caracteristicas do analito, e da técnica analitica a ser empregue mais tarde na determinagao.
Relativamente a matriz deve considerar-se o seu estado fisico, a temperatura, o tamanho da
amostra, o seu conteudo em matéria organica, pigmentos, proteinas, gordura, etc. Quanto ao
analito tem que se ter em conta as suas propriedades fisicas e quimicas como a massa molar,

carga, polaridade, volatilidade e outras propriedades que permitam a sua detegao (Jardim,
2010).

A escolha e otimizagao do método nao é tarefa facil, principalmente em matrizes complexas
como tecidos e fluidos biologicos, matrizes alimentares, extratos de plantas e outras amostras
provenientes do ambiente. Idealmente, a preparagao deve ser o mais simples possivel, tanto
por uma questao de tempo, como também porque quanto maior o nimero de etapas, maior
a probabilidade de introdugao de erros. A metodologia deve também ser seletiva, envolver
instrumentagao de baixo custo, consumir o minimo de reagentes e solventes e se possivel
incluir uma etapa de concentragao dos analitos de modo a que tenhamos uma concentragao

suficiente para atingir o nivel de detecao dos aparelhos analiticos (Jardim, 2010).

Existem alguns obstaculos ao trabalhar com tecido hepatico e renal, devido a complexidade
destas matrizes, pois possuem alto teor em proteinas e gorduras, o que frequentemente
interfere no desempenho analitico. Apresentam também uma atividade enzimatica responsavel
pela rapida degradagao de compostos labeis, o que pode levar a perdas durante a preparagao
da amostra (Freitas, Barbosa e Ramos, 2015). Outra questio que deve ser tida em
consideragao ao desenvolver uma metodologia de preparagao de amostras € o fato de que o
objetivo € determinar antibidticos de diferentes familias farmacoldgicas que possuam
propriedades fisico-quimicas diferentes. Isso representa um desafio ao escolher o método de
extragao, porque € necessario remover as interferéncias da matriz da melhor maneira possivel,
sem perder todos os componentes de interesse com caracteristicas diferentes (Freitas,

Barbosa e Ramos, 2015).



I.1. Processo de extracao e purificacdao

Matrizes alimentares sao bastante complexas, pelo que a escolha da metodologia de
preparagao da amostra é crucial para a determinagao dos compostos especificos que se

pretendem analisar, neste caso, antimicrobianos.

Para alguns tecidos animais, nomeadamente o musculo, ha uma tendéncia para simplificar a
preparagao da amostra recorrendo apenas a extragao por solventes, especialmente quando
se utilizam sistemas de detegao altamente sensiveis. No entanto, em matrizes mais complexas
como € o caso do rim e do figado, esta opgao nao é aconselhavel. Por um lado, a possibilidade
de se obter um extrato purificado € dificil, mas por outro, caso tal nao se consiga, pode ter
efeitos indesejaveis no equipamento, tanto no cromatdgrafo, quanto no espectrometro de
massas. A técnica de eleigao, para concentrar e purificar extratos obtendo bons resultados de

recuperagao, ainda € a extragao em fase solida.

O método de extragao em fase solida (SPE — do inglés Solid Phase Extraction) é amplamente
utilizado para a analise de diferentes compostos em inumeras matrizes alimentares. A SPE tem
como principais objetivos promover o isolamento, a concentragao, a purificagao e a extragao
dos compostos de interesse, e a remogio dos interferentes da matriz (Otles e Kartal, 2016).
Esta abordagem baseia-se na passagem do extrato liquido da amostra pela fase solida contida
numa coluna, em que os analitos de interesse fiquem retidos na fase solida e o resto dos
interferentes passem pela coluna e/ou sejam retirados na lavagem. Caso os interferentes da
matriz nao sejam removidos o melhor possivel, ocorrendo a co-eluigao destes com os analitos
de interesse, podemos vir a obter resultados enganadores. Para além disto, a remogao correta
dos interferentes vai promover a longevidade das colunas cromatograficas e evitar limpezas

constantes nos sistemas de injecao e de detegao (Jardim, 2010).

Este processo tem como etapas: acondicionamento da coluna ou ativagao da fase extrativa,
introdugao da amostra, lavagem da coluna com solvente para a eliminagao dos interferentes e

finalmente a eluicao e recolha dos analitos, como se exemplifica na figura seguinte (figura 7).
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Figura 7 - Etapas da extragiao em fase sélida (imagem adaptada de (Jardim, 2010))

A técnica de SPE utiliza fases solidas, também denominados de enchimento, em pequenas
colunas descartaveis em forma de seringa, de modo a permitir uma separagao mais eficaz dos
componentes da amostra. Existe uma grande variedade de colunas, com diferentes
enchimentos, a ser utilizadas para diversos tipos de matrizes e para diversos tipos de sistemas

analiticos.

Neste trabalho foi utilizada uma metodologia de SPE de fase inversa, o que significa que é
composta por uma fase estacionaria apolar e um solvente para eluicao polar. Foram utilizadas
colunas Oasis HLB (do inglés Hidrophilic Lipophilic Balance), cujo enchimento é um co-polimero
macroporoso constituido a partir de um equilibrio entre dois monémeros, um composto
lipofilico e um composto hidrofilicos (figura 8). O uso de colunas com uma composigao
hidrofilica-lipofilica tém a capacidade de extrair analitos de misturas complexas com diferentes

polaridades sem a necessidade de ajuste de pH (A. Freitas, 2015).

Oasis HLB

Hydrophilic-Lipophilic Balanced reversed-phase
sorbent for acids, bases, and neutrals
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Figura 8 - Polimero caracteristico da coluna HLB
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As colunas HLB sao genericamente usados para purificagao de amostras na detegao de
medicamentos veterinarios (Freitas, 2015), sendo o acetonitrilo, metanol e acetato de etilo,
os solventes organicos eleitos nestes métodos. No entanto, o uso de metanol como solvente
organico na extragao nao foi considerado uma vez que o acetonitrilo é o solvente que melhor
garante um compromisso entre boas recuperagoes e menor co-extragao de interferentes da
matriz. Além disso, o metanol produz a degradagao de algumas penicilinas e seu uso também
tem sido evitado na preparagao de solugoes de trabalho desta classe de antibioticos (Moretti

et al, 2016).

2. Metodologias analiticas para detecao

A monotorizagao de alimentos tem como objetivo verificar e garantir que quaisquer residuos
de medicamentos que possam ser encontrados em matrizes alimentares como ovos, leite,

musculo, gordura, figado e rim cumprem os limites maximos permitidos decretados pela UE.

Técnicas microbiolégicas e imunoquimicas sao bastante utilizadas para a detegao da presenga
destes residuos. Estas nao quantificam nem distinguem entre os compostos de uma classe de
farmacos, mas fornecem uma estimativa semi-quantitativa dos residuos totais detetados. Posto
isto, sao apenas utilizados como métodos de triagem devido a sua simplicidade, rapidez e baixo
custo (Stolker et al., 2008). No entanto estao a cair em desuso devido a possibilidade de falsos

negativos e ao elevado numero de falsos positivos, tornando-se assim pouco fiaveis.

A relagao entre o custo e eficacia de procedimentos analiticos € uma questao importante em
laboratorios envolvidos na andlise de residuos, e a forma de a melhorar é maximizar o nimero
de analitos a ser determinados em cada amostra numa Unica andlise assim como o numero de
amostras analisadas de uma vez. Esta pratica torna-se entio mais eficiente através do
desenvolvimento de métodos capazes de detetar varios residuos de varias familias de
medicamentos, simultaneamente. Surgiram entao técnicas cromatograficas liquidas e gasosas,
acopladas a detetores convencionais, que possibilitam a identificagio e determinagao

quantitativa de varios analitos de acordo com os seus tempos de retengao.

Apesar do alto poder de resolugao da cromatografia gasosa (GC), devido as suas colunas
capilares, esta nio é a técnica de eleicio para residuos de medicamentos pois estes sao
normalmente bastante polares, sensiveis a altas temperaturas e nao volateis devido ao seu

elevado peso molecular (Gentili, Perret e Marchese, 2005). Deste modo, a cromatografia
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liquida (LC) ou cromatografia liquida de alta resolugao (HPLC) tém sido as técnicas analiticas
mais desenvolvidas, e empregues em laboratérios de andlise de indUstrias quimicas e
farmacéuticas, em areas médicas e em muitos outros campos da ciéncia (Maldaner e Jardim,

2009).

A LC é uma metodologia de quantificagao confiavel e validada, no entanto quando acoplada a
detetores convencionais como o ultravioleta/visivel e fluorescéncia, nao é capaz de identificar
certas classes de farmacos. Este problema tem sido ultrapassado, mais recentemente, com o
acoplamento da LC a espectroscopia de massa (MS), tornando-se um dos métodos analiticos
de maior desempenho e mais frequentemente usados. Este vai combinar as vantagens da
cromatografia, como a alta seletividade e eficiéncia de separagao, com a espetroscopia de
massa, que vem trazer informagao estrutural, determinagao de massas molares e um aumento
adicional de seletividade (Vékey, 2001). O poder da MS como detetor cromatografico permite
nao sé uma identificagao mais definitiva, como também a determinagao quantitativa de
compostos que, por pertencerem a mesma classe, possam nao ter sido totalmente separados
cromatograficamente (Gentili, Perret e Marchese, 2005). Uma das principais vantagens é a

sensibilidade, permitindo niveis de detegao na ordem dos ng/ml, pg/kg ou até mais baixos.

Existe uma ampla gama de espetrometros de massa cujas diferengas sao os tipos de
analisadores, que podem ser quadrupolo, ion trap, ToF (time of flight), sector magnético e
instrumentos do tipo transformada de Fourier (Vékey, 2001). A cromatografia liquida acoplada
com espectrometria de massa em tandem (LC - MS/MS) e a cromatografia liquida em
combinagao com analisadores de massa com triplo quadruplo (LC — QqQ-MS) tém sido os
métodos de escolha mais frequentes para a determinagao de concentragoes vestigiais de

produtos farmacéuticos em matrizes alimentares (Tylova, Flieger e Olsovska, 201 3).

Porém, existem algumas limitagdes no que toca ao numero de analitos que podem ser
detetados em simultaneo (Gaspar et al., 2019). Estas abordagens sao extremamente eficazes
como métodos de multi-detecao, no entanto, tém como alvo compostos relacionados,
geralmente pertencentes a uma Unica classe ou familia (Stolker et al., 2008). Esforgos tém sido
feitos para desenvolver métodos multi-detecao e multi-classe para antibioticos pertencentes
a diferentes classes, em varias matrizes. Nos Ultimos anos tem havido um foco na HPLC
juntamente com analisador tempo de voo (ToF) - MS. Apesar de ainda serem poucos, alguns
estudos de ToF-MS envolvendo andlises multi-classe, para a dete¢ao de um grande niumero de
antibioticos em matrizes alimentares ja sao encontrados na literatura. Kaufmann, et al.

validaram um método multi-residuo para 100 medicamentos veterinarios, pertencentes a
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varias familias, em varias matrizes como musculo, figado e rim (Kaufmann et al., 2008), assim
como Ortelli, et al., que identificaram |50 medicamentos veterindrios pertencentes a cerca de

|0 familias diferentes em leite cru (Ortelli et al., 2009).

Devido as inovagoes desta tecnologia, analisadores ToF fornecem alta especificidade e alta
resolugao de massa o que permite a construgao de cromatogramas de massa exacta e
altamente seletivos dos residuos alvos, em matrizes complexas (Tylova, Flieger e Olsovska,
2013). Espectrometros ToF-MS tém a vantagem de fornecer uma identificagao confiavel de
compostos conhecidos e esperados, assim como de compostos desconhecidos, usando

bibliotecas e bancos de dados espectrais de massa.

Beneficios do uso de UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) em relagao a LC
convencional tém também sido demonstrados. O UHPLC baseia-se nos mesmos principios de
separacgao que a LC, apresentando algumas diferengas no tipo de coluna cromatografica e no
tamanho das particulas que compoem a fase estacionaria. Esta tecnologia apresenta vantagens
como gerar picos mais estreitos, o que mostra uma melhoria da sensibilidade; facilitar a
diferenciagao dos analitos e interferentes da matriz, crucial para matrizes complexas; e a
reducao dos tempos de andlise (Tylova, Flieger e OlSovska, 2013). A resolucao acrescida
fornecida pelo UHPLC é um fator importante que compensa o fato da seletividade da
instrumentagao ToF-MS ser geralmente menor do que a seletividade da espetrometria de

massa em tandem (MS/MS).

UHPLC-ToF-MS apresenta-se como uma metodologia com crescente procura e grande
potencial na andlise de alimentos. No entanto tem sido apenas utilizada para realizar métodos
de triagem e nao como método de confirmagao devido a falta de regulamentagao sobre os

critérios de identificagao e validagao (Freitas, Barbosa e Ramos, 2014).
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CAPITULO Il — Validacio de metodologias

I. Legislacdo para validacao de métodos analiticos

O objetivo de qualquer método analitico é fornecer dados consistentes, confiaveis e precisos,
e para tal, o desempenho e as limitagdoes do método devem ser determinados antes do seu

uso.

A validagao é o ato de provar que qualquer abordagem, estratégia, procedimento
experimental, instrumentagao, reagentes e condicoes de ambiente escolhidas para um
determinado método, funcionarao de maneira adequada sob um conjunto fixo de condigoes.
A validagao avalia as condigoes de aplicabilidade de uma metodologia e quantifica a incerteza
associada a um resultado (Peris-Vicente, Esteve-Romero e Carda-Broch, 2015). Esta validagao
verifica se um método é adequado para ser usado como uma ferramenta de controlo de
qualidade e é uma etapa essencial no desenvolvimento de um método. Deve ser implementada
pelos laboratérios de modo a provar que uma metodologia analitica é adequada e que é capaz
de fornecer dados analiticos legitimos e confidveis. Uma vez validada, a metodologia
permanece “validada” enquanto aplicada no mesmo laboratério e usando as mesmas condigoes

experimentais(Peris-Vicente, Esteve-Romero e Carda-Broch, 2015).

Segundo a legislagao vigente, estabelecida pela Comissao Europeia, relativa ao controlo de
residuos de medicamentos veterinarios em produtos alimenticios de origem animal, os
resultados analiticos desenvolvidos por diferentes laboratorios na Europa devem ser
comparaveis e o controlo de qualidade deve ser igualmente garantido. Por esse motivo, todos
os métodos utilizados devem ser validados usando procedimentos comuns e cumprindo as
caracteristicas de desempenho requeridas (Freitas, 2015). A Decisao 2002/657/CE da
Comissao estabelece regras para a execucgao e validagao dos métodos analiticos, e especifica

critérios comuns para a interpretagao dos resultados (Comissao Europeia, 2002) .

A validagao visa entao confirmar, mediante exame, que as caracteristicas do método satisfazem
as especificagoes exigidas para os resultados obtidos, sendo que estas caracteristicas de
desempenho a ser determinadas variam dependendo dos métodos, que podem ser

classificados como triagem ou confirmagao, podendo estes serem qualitativos ou quantitativos.
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Um método de triagem ¢é utilizado para detetar a presenga de uma substincia ou classe de
substancias no nivel de interesse. Estes métodos tém capacidade para processar um nimero
elevado de amostras e sao utilizadas para selecionar resultados potencialmente nao
conformes, dentro de um grande nimero de amostras. Ja uma metodologia de confirmagao
fornece as informagoes necessarias para obter uma identificagao inequivoca da substancia e,
quando necessario, quantifica-la no nivel de interesse (Comissao Europeia, 2002). De uma
forma exemplificativa, um método qualitativo € um método analitico que identifica uma
substancia com base nas suas propriedades quimicas, biologicas ou fisicas em que o resultado
obtido é a presenga ou auséncia do composto alvo. Um método quantitativo determina a
quantidade ou fragdo massica de uma substincia e expressa o resultado através de um valor

numérico com as unidades apropriadas(Comissao Europeia, 2002).

Tabela 3 - Parametros a ser determinados na validagao de diferentes métodos (tabela adaptada da
Decisao 2002/657/CE (Comissao Europeia, 2002))

Capaada:ie lelFe~de Veracidade/ | seletividade/ Aplicabilidade/
de detecao | decisao R raci Precisao E ificidad Robustez/
(CCB) | (CCa) | cCUPEracao specilicidade) Ectabilidade
Qualitativo v v v
Triagem
Quantitativos v v v v
Qualitativo v v v
Confirmagao
Quantitativos v v v v v

Este conceito de validagao estende conceitos gerais a uma grande panoplia de técnicas de
detecao e propoe metodologias comuns a ser aplicadas para a validagao de métodos analiticos.
Propoe também conceitos que substituem o limite de detegao tradicional (LOD) e o limite de
quantificagao (LOQ) por duas concentragoes criticas, o limite de decisao (CCa) e capacidade

de detecao (CCB).

A capacidade de detegao (CCB) é definida como “o menor conteldo da substincia que pode
ser detetado, identificado e/ou quantificado numa amostra, com uma probabilidade de erro
(5%)”. Em termos praticos, em métodos de triagem, o CCP corresponde ao valor a partir do
qual a amostra deve ser sujeita ao procedimento de confirmacao, pelo que devera ser inferior
ao LMR, caso esteja estabelecido, ou préximo da detecio do método no caso de substancias
sem LMR. Nos métodos de confirmagao este parametro é meramente estatistico. No caso de
substancias para as quais nido existe um LMR definido, a capacidade de detegao é a
concentragao mais baixa na qual um método é capaz de detetar amostras contaminadas, com

uma incerteza estatistica de |- (95%). Para substancias com LMR definido, é a concentracao
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na qual o método é capaz de detetar concentragoes no limite permitido, também com uma
incerteza de |-B (95%). O erro 3 ocorre quando um resultado de uma amostra é considerado

conforme quando na realidade é nao conforme - “falsa decisao conforme”.

O limite de decisao (CCa) é descrito como o “limite a partir do qual pode ser concluido que
uma amostra é nao-conforme, com uma probabilidade de erro de a (1% para substancias
proibidas e 5% para substiancias com LMR) e apenas se aplica a métodos de confirmagao. O
erro o esta relacionado a probabilidade de ter uma amostra conforme, apesar do resultado
obtido ser nao conforme - " falsa decisio nio conforme". Estatisticamente, o CCa introduz a

incerteza do método nos resultados.

2. Expressao de resultados de métodos analiticos

Na pratica, o CCB é mais importante em métodos de triagem pois indica a capacidade de
detecao de um método detetar um determinado composto com uma certeza de 95%. Por
outro lado, o CCa €é mais importante em métodos de confirmagao pois determina a
concentragao a partir do qual se considera uma amostra nao conforme, ja incluindo um valor

de incerteza.

Segundo o manual de procedimentos técnicos do INIAV, que diz respeito a expressao dos
resultados de métodos analiticos, a caracterizacao da conformidade ou nao-conformidade de
amostras reais depende de estamos perante metodologias de triagem ou de confirmacgao, e

dos parametros CCB e CCa que foram previamente obtidos na validagao do método.

2.1. Métodos de triagem

Embora esteja estabelecido na Decisao 2002/657/CE que o CCB é o menor conteudo da
substancia que pode ser detetado, considera-se que é a concentragao acima da qual uma
amostra deve ser analisada novamente por um método confirmatoério. De acordo com a
mesma Decisao, o CCf deve ser menor ou igual ao limite regulatério (LMR) em métodos de
triagem. Para o caso especifico deste trabalho, para antibidticos com LMR legislado, ¢
normalmente adotado o valor de 2 LMR como valor de CCp. Para as substancias nao

autorizadas e sem LMR, sao realizados os calculos de acordo com a Decisao 2002/657/CE, de
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modo a encontrar a concentragao mais baixa que seja possivel de ser detetada pelo método

desenvolvido.

Em métodos de triagem, o resultado da andlise de uma amostra é entao considerado conforme
se a capacidade de detegao - CCB (neste caso 2LMR) do método nao for atingida, e
considerado suspeito se o valor for igual ou maior ao CCp tal como esquematicamente

representado nas figuras 9 e 10, para substancias sem e com LMR respectivamente.

" Resultado conforme . < Resultado suspelto .

0.0 g Valor obtido

Figura 9 - Triagem para substincias sem LMR

’ Resultado conformae ., Resultado suspeito .

0.0 ccp LMR alor obtido

Figura 10 -Triagem para substincias com LMR

Quando apdés um método inicial de triagem uma amostra apresenta uma concentragao
superior ao CCpB, é considerada suspeita, procedendo-se a sua respetiva andlise de

confirmacgao.

2.2. Métodos de confirmacao

Em métodos de confirmacao, o resultado da analise de uma amostra é considerado conforme
se a concentragao do analito for inferior ao limite de decisao do método (CCa) e nao

conforme se o valor obtido for igual ou maior que o CCa (figuras 11 e 12).
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< PResultadoconforme . - Resultadonde =

conforme
e
0.0 Clm Valor obtido
Figura 11 - Confirmagao para substancias sem LMR
Resultado conforme = Resultado ndo
i conforme
=>
0.0 LMR CCa Valor obtido

Figura 12 - Confirmagdo para substancias com LMR
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CAPITULO | — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

l. Materiais e Reagentes

I.1. Material Laboratorial

Durante o procedimento experimental foi utilizado material de vidro variado, trituradoras,
tubos de centrifuga de |15 mL, micropipetas de volumes variaveis 20 - 200uL e | - 5 mL das
marcas Eppendorf e Gilson, entre outro material corrente de laboratério. Para a preparagao
das amostras foi também utilizado equipamento como balangas Mettler Toledo PC200 e
AEIO0 (Greifensee, Suica), uma centrifuga refrigerada Heraeus Megafuge 1.0 (Hanauy,
Alemanha), um agitador vortex ZX3 Velp Scientifica (Italia), um agitador rotativo reax
Heidolph (Schwabach, Alemanha), um ultrassom Bandelin Sonorex Super RK510 e um
evaporador Turbovap Zymark (Hopkinton, MA, EUA) acoplado a um gerador de azoto

(pureza 99,9995%) Peak Scientific (Frankfurt, Alemanha).

Para o sistema de extragao em fase solida, foram utilizadas colunas Oasis HLB (6 mL, 200 mg)
da Waters (Milford, MA, EUA) e filtros Whatman Mini-Uniprep PVDF de 0,45 pm (Clifton,
NJ, EUA) para a filtragao final, antes da injegao no UHPLC-ToF-MS.

O sistema UHPLC-ToF-MS, era constituido por um UHPLC Shimadzu Nexera X2 acoplado a
um espectrémetro de massa com analisador tempo de voo Triple TOF-MS 5600" da marca
AB Sciex. O sistema UHPLC é composto por uma bomba binaria, um injetor automatico, com
sistema de refrigeragdo mantido a uma temperatura controlada de 10°C; e um forno a 40°C
para a coluna cromatogrifica de fase inversa Acquity HSS T3, 1,8 pm, 2,1 x 100 mm da marca

Waters.

1.2. Reagentes

Todos os reagentes e solventes utilizados no procedimento experimental foram de grau de
pureza adequado a utilizagdo em métodos analiticos e agua ultrapura tipo |. Acetonitrilo, acido
formico, metanol e n-hexano foram adquiridos pela Carlo Erba (Val de Reuil, Franga) e acido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) pela Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha).
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1.3. Padroes

Os padroes de antibioticos utilizados neste trabalho, assim como os respectivos 5 padroes
internos, foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha) apresentando pureza minima
de 98%. Os 48 padroes de antibidticos sao pertencentes a diversas familias, nomeadamente
tetraciclinas (clortetraciclina, doxiciclina, epi-clortetraciclina, epi-tetraciclina, oxitetraciclina,
tetraciclina), sulfonamidas (sulfacloropiridazina, sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfadoxina,
sulfametazina, sulfametiazol, sulfametoxazol, sulfanilamida, sulfapiridina, sulfaquinoxalina,
sulfatiazol, sulfisomidina, sulfisoxazol), macrolidos (espiramicina, tilmicosina, tilosina),
quinolonas (acido nalidixico, acido oxolinico, cinoxacina, ciprofloxacina, danofloxacina,
enoxacina, enrofloxacina, flumequina, marbofloxacina, norfloxacina, ofloxacina), penicilinas
(amoxicilina, ampicilina, benzilpenicilina, dicloxacilina, nafcilina, oxacilina), cefalosporinas
(cefalexina, cefapirina, cefalonium, cefaperazona, cefazolium, cefquinona, ceftiofur),

pleuromotilinas (valnemulina) e trimetoprim.

Os compostos utilizados como padroes internos foram a demeclociclina para as tetraciclinas,
a lomefloxacina para as quinolonas, penicilina V para as penicilinas, roxitromicina para os

macrolidos e sulfameter para as sulfonamidas.

2. Preparacao de solugdes

Para o procedimento de extragao foi utilizada uma solugao de EDTA com concentragao de 0,1 M,
preparada através da dissolugao de 7,44g de EDTA em agua até perfazer um volume total de
200mL. A fase movel A utilizada foi uma solugao de acido férmico 0,1% (v/v), elaborada através da

diluicdo de | mL de acido formico em agua, perfazendo o volume de |L.

As solugoes padrao mae foram preparadas através da dissolugao de cada substincia padrao
em |10 mL de metanol, ou 10 mL de dgua como no caso das penicilinas e cefalosporinas,

resultando em solu¢oes com concentragoes de 500pg/mL e 1000 pg/mL.

A solugao mista de padroes internos foi preparada a partir das solugoes mae dos 5 compostos
demeclociclina, lomefloxacina, penicilina V, roxitromicina e sulfameter. Foi retirado o volume
necessario de cada uma, de modo a obter 10 mL da solugao final de padroes internos em
metanol, com uma concentragao de |10 pg/mL de cada composto. Esta solugao de Pl foi

preparada através da dissolugdo de 100 pg/mL das solugdes mae de lomefloxacina, penicilina
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V, roxitromicina e sulfameter, e 200 pg/mL de demeclociclina perfazendo o volume de 10 mL

com metanol, como mostra a tabela 4.

Tabela 4 - Preparagao da solugao mista de padroes internos

Concentracio | Volume Concentrac¢io Voll.Jme

Familias Composto | das Solucdes | total |Solvente | Solucdo Mista retlrar

Mie (ugimL) | (kL) (ugimuy | SO Mae
(L)
Tetraciclinas | Demeclociclina 500 200,0
Quinolonas | Lomefloxacina 1000 100,0
Penicilinas Penicilina V 1000 10000 | Metanol 10 100,0
Macrolidos | Roxitromicina 1000 100,0
Sulfonamidas| Sulfameter 1000 100,0
Vtotal (ML) 600,0

V adic. metanol (FL) 9400,0

Foram preparadas solugoes de trabalho de 10 mL, a partir das solugoes mae, de cada um dos
48 compostos. Estas solugoes de trabalho contém uma mistura dos 48 antibidticos a ser
estudados, numa proporgao calculada, em que ao retirar um certo volume destas solugdes de

trabalho, possamos fazer fortificagoes ao nivel dos seus LMR, em 2 gramas de amostra.

Sendo que os LMRs de certos compostos nao sao os mesmos para o figado e para o rim,
prepararam-se solugoes de trabalho diferentes, a ser usadas em cada uma das matrizes. Para
cada uma das matrizes, foram realizadas duas solugoes de trabalho, pois nem todos os
antibioticos sao estaveis no mesmo solvente. As solugoes de trabalho | (tabela 5 para figado,
tabela 6 para rim), cujo solvente é metanol, contém a mistura das tetraciclinas, sulfonamidas,
macrélidos, quinolonas, valnemulina e trimetoprim; e as solu¢oes de trabalho 2 (tabela 7 para
figado, tabela 8 para rim), cujo solvente é agua, que incluem as penicilinas e cefalosporinas, ou

seja, os B-lactamicos.
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Tabela 5 - Concentragoes de cada substancia na Solugao de Trabalho I, para a figado

36

Concentracio Concentracdo na| Volume a
LMR’(pg/Kg) Familia Substancia Solucdo Mae Solugdo de retlrar~da
Figado (ng/mL) trabalho | solugdo
HE (ug/mL) | Mée (uL)
300 clorotetraciclina 1000 120
300 doxiciclina 1000 120
néo estabelecido epi-clortetraciclina 1000 120
(300) .
- . Tetraciclinas 12
nao estabelecido . -
(300) epi-tetraciclina 1000 120
300 oxitetraciclina 1000 120
300 tetraciclina 500 240
100 sulfacloropiridazina 1000 40
100 sulfadiazina 1000 40
100 sulfadimetoxina 1000 40
100 sulfadoxina 1000 40
100 sulfamethazina 1000 40
100 sulfametiazol 1000 40
100 Sulfonamidas sulfametoxazol 1000 4 40
100 sulfanilamida 1000 40
100 sulfapiridina 1000 40
100 sulfaquinoxalina 1000 40
100 sulfatiazol 1000 40
100 sulfisomidina 1000 40
100 sulfisoxazol 1000 40
2000 espiramicina 1000 80 800
1000 Macrélidos tilmicosina 1000 40 400
100 tilosina 1000 4 40
acido nalidixico
nao e?tlz:)boe)leado ‘cid lid 1000 4 40
150 acido oxolinico 500 6 120
nao e?tlz:)boe)leado ciprofloxacina 500 4 80
i cinoxacina
nao e?tlz:)boe)leado 500 4 80
200 danofloxacina 1000 8 80
nao ezﬁaz)b(;leado Quinolonas enoxacina 1000 4 40
200 enrofloxacina 1000 8 80
500 flumequina 1000 20 200
150 marbofloxacina 1000 6 60
nao estabelecido .
(100) norfloxacina 1000 4 40
nao estabelecido .
(100) ofloxacina 1000 4 40
500 Pleuromotilinas valnemulina 1000 20 200
50 Outros trimetoprim 1000 2 20
Vol. Total (pL) 3680
vo'-adic.metanol (I“L) 6320




Tabela 6 - Concentragoes de cada substincia na Solugao de Trabalho |, para o rim
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vo'-adic.metanol (I“I L)

~_ |Concentracdo na| Volume a
Concentracdo Solucdo de retirar da
LMR (pg/Kg) Familia Substancia Solucdao Mie ~
(ng/mL) trabalho | sc:luqao
(ug/ml) | Mae (ul)
600 clorotetraciclina 1000 240
600 doxiciclina 1000 240
nao eszaz)b(;eleudo epi-chlortetraciclina 1000 240
- (600) - Tetraciclinas 24
nao e?:,az)b(;e)leudo epi-tetraciclina 1000 240
600 oxitetraciclina 1000 240
600 tetraciclina 500 480
100 sulfacloropiridazina 1000 40
100 sulfadiazina 1000 40
100 sulfadimetoxina 1000 40
100 sulfadoxina 1000 40
100 sulfamethazina 1000 40
100 sulfametiazol 1000 40
100 Sulfonamidas sulfametoxazol 1000 4 40
100 sulfanilamida 1000 40
100 sulfapiridina 1000 40
100 sulfaquinoxalina 1000 40
100 sulfatiazol 1000 40
100 sulfisomidina 1000 40
100 sulfisoxazol 1000 40
1000 espiramicina 1000 40 400
1000 Macrdlidos tilmicosina 1000 40 400
100 tilosina 1000 4 40
nao es(ﬁ%b(;'ec'“ 4cido nalidixico 1000 4 40
150 acido oxolinico 500 6 120
nao ezﬁz:)b(;leado ciprofloxacina 500 4 80
nao e?tlz})boe)leado cinoxacina 500 4 80
200 danofloxacina 1000 8 80
nao estabelecido | Quinolonas .
(100) enoxacina 1000 4 40
300 enrofloxacina 1000 12 120
1500 flumequina 1000 60 600
150 marbofloxacina 1000 6 60
nao e?ﬁ%b(;'ec'“ norfloxacina 1000 4 40
Nao e(sltg%‘;'ec'“ ofloxacina 1000 4 40
100 Pleuromotilinas valnemulina 1000 4 40
50 Outros trimetoprim 1000 2 20
Vol. Total (pL) 4400

5600




Tabela 7 - Concentragoes de cada substancia na Solugao de Trabalho 2 (B-lactdmicos), para a figado

Concentragio Concenttaq:io VoI.ume a
LMR, (ng/Ke) Familia Substancia Solucdo Mae na Solugdo de retlrar~da
Figado /mL) trabalho 2 solugdo
(ve (ug/ml) | Me (uL)
50 amoxicilina 1000 2 20
50 ampicilina 1000 2 20
50 Penicilinas benzilpenicilina (pen G) 1000 2 20
300 dicloxacilina 1000 12 120
Nio estabelecido (300) nafcilina 1000 12 120
300 oxacilina 1000 12 120
Nao estabelecido (200) cefalexina 1000 8 80
Nio estabelecido (50) cefapirina 1000 2 20
Nio estabelecido (20) Cefalosporinas cefalonium 500 0,8 16
Nio estabelecido (50) P cefaperazona 500 2 40
Nio estabelecido (50) cefazolin 500 2 40
100 cefquinoma 1000 4 40
Vol. Total (pL) 616
Vol gicsgua (ML) 9384

Tabela 8 - Concentragoes de cada substancia na Solugao de Trabalho 2 (B-lactimicos), para o rim

C ~_| Concentrac¢ido | Volume a
oncentracdo na Solucdo de |retirar da
LMR (pg/Kg) Familia Substancia Solucdo Mae ﬁ‘ 2 luci
(ng/mL) trabalho solucao
(png/mL) Mie (uL)
50 amoxicilina 1000 2 20
50 ampicilina 1000 2 20
50 Penicilinas benzilpenicilina (pen G) 1000 2 20
300 dicloxacilina 1000 12 120
Nio estabelecido (300) nafcilina 1000 12 120
300 oxacilina 1000 12 120
Nao estabelecido (200) cefalexina 1000 8 80
Nao estabelecido (50) cefapirina 1000 2 20
Nao estabelecido (20) Cefalosporinas cefalonium 500 0,8 16
Nio estabelecido (50) osport cefaperazona 500 2 40
Nao estabelecido (50) cefazolin 500 2 40
200 cefquinoma 1000 8 80
Vol. Total (uL) 696
Vol gicsgua (ML) 9304

O composto ceftiofur, que faz parte da familia das cefalosporinas, nao esta incluido na mistura

pois o seu LMR ¢ bastante elevado (tabela 9), por esse motivo, para fortificar a amostra com

este composto, € retirada uma aliquota diretamente da solugao mae, nao sendo necessario

estar a fazer uma diluicao para as solugoes de trabalho.
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Tabela 9 - Concentragao da solugio mae de ceftiofur

LMR (ug/Kg) LMR (ug/Kg) - A . Concentracio da
Figado Rim Familia Substancia Solugio Mie (ug/mL)
2000 6000 Cefalosporinas ceftiofur 100

Para as substancias que nao possuem LMR, como a epi-clortetraciclina, epi-tetraciclina, acido
nalidixico, cinoxacina, ciprofloxacina, enoxaxina, norfloxacina, ofloxacin, nafcilina, cefalexina,
cefapirina, cefalonium, cefaperazona e cefazolin, estabeleceu-se o menor valor relativo a

respetiva familia.

As solugoes de padrao interno, assim como as solugoes de trabalho foram armazenadas a

temperatura de congelagao de -30°C.

3. Amostragem

As amostras de figado e de rim de 40 leitoes foram colhidas em matadouros da regiao da
Bairrada, Portugal, entre Abril e Maio de 2019, e numeradas de | a 40. Os animais foram
provenientes de varias regioes do pais como Mealhada, Aveiro, Leiria, Pombal, Faro, entre
outros, de forma a permitir avaliar a administragao de antibioticos em varias zonas do pais.
No entanto, os animais foram escolhidos aleatoriamente, nao sabendo qual a proveniéncia
inicial de cada amostra e sem qualquer informagao sobre a alimentagao e/ou medicagao

administrada.

O abate foi fiscalizado diariamente por um veterinario, de acordo com as normas da DGAY,
e as amostras foram transportadas para o laboratorio em bolsas térmicas devidamente
acondicionadas e posteriormente armazenadas a -80°C, até serem analisadas, a partir de

Janeiro de 2020.
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4. Procedimento de extracao

A metodologia de extragao utilizada neste trabalho foi baseada na previamente publicada por

Andreia Freitas e colaboradores (Freitas, Barbosa e Ramos, 2015).

4.1. Extracao

Para o procedimento de extragao, foram pesadas 2,0 + 0,5 gramas de amostra, ja triturada e
homogeneizada, para tubos de centrifuga de 15mL. A todas as amostras foi adicionado 50uL
da solugao mista de padroes internos (PI's). De seguida foram homogeneizadas no vortex
durante cerca de 30 segundos, e deixadas em repouso durante 10 minutos ao abrigo da luz.
Foram adicionados 10mL de acetonitrilo e ImL da solugao de EDTA a cada amostra, que
seguidamente foram homogeneizadas no reax durante 10 minutos e no ultrassons durante 20
minutos. Posteriormente foram centrifugadas a 4000g durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos de centrifuga, e procedeu-se a
evaporagao no TurboVap até aproximadamente, cerca de ImL. Foram adicionados 5mL de
agua ultrapura e homogeneizadas no vortex cerca de |5 segundos. Este extrato foi

posteriormente purificado.

4.2. Purificacao

As colunas OASIS HLB (200mg, éml) foram previamente condicionadas com [0mL de
acetonitrilo e 10mL de agua ultrapura. Apos a passagem dos extratos nas colunas, estas foram
lavadas com 5mL de agua ultrapura e secas em vacuo durante 5 minutos. Procedeu-se a eluigao
dos compostos com |0mL de acetonitrilo para novos tubos de centrifuga. Foram adicionados
2mL de n-hexano, para desengorduramento, seguidos de mais |0 minutos na centrifuga a 4000
g a uma temperatura de 4°C. O n-hexano foi posteriormente removido e o extrato foi
novamente evaporado até cerca de 0,5mL. Adicionou-se 200uL de fase movel A (0,1% de
acido formico em agua) e 500uL da amostra foram filtrados com filtros Mini Uniprep 0,45 pm,

e transferidos para vials de HPLC.
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5. Preparacao das amostras

Com base no manual de procedimentos técnicos do INIAYV, simultaneamente as amostras a
analisar, foram preparadas também para controlo de qualidade, um branco de reagentes (BR),
uma amostra branca (ABR) e 5 amostras brancas fortificadas ao nivel de 0,5 LMR, LMR, 1,5

LMR, 2 LMR e 2,5 LMR (ABF), que sofreram o mesmo processo extrativo.

Foi também preparado uma mistura de padroes direta (MPD), que nao contem matriz, nao
passa pelo processo de extragao, e que esta fortificada ao nivel do LMR, quer para o figado,
quer para o rim. O MPD tem como objetivo identificar a presenga dos analitos através da
identificacao da sua massa exata e verificar se o erro associado nao ultrapassa os |10ppm, e
também avaliar a performance do equipamento, pois se se verificar uma falta de sensibilidade,

a corrida é interrompida.

A solugao de padroes internos, adicionada a todas as amostras, reflete o processo extrativo.
Os padroes internos sao substancias que nao se encontram nas amostras a analisar nem nas
fortificagoes, mas que possuem propriedades fisico-quimicas as mais semelhantes possiveis as
substancias que se pretendem estudar. Estes padroes devem também ser altamente puros, nao
reagir com nenhum dos componentes a analisar e os seus picos cromatograficos devem ser
bem resolvidos comparativamente com os demais. Para além disto, sao as razoes entre as
areas e intensidades relativas entre os analitos e os padroes internos, que funcionam como

parametro de quantificagao.

O branco de reagentes contém apenas o Pl e os reagentes utilizados durante o processo
extrativo. Serve para ver se ha alguma interferéncia ou contaminagao nos reagentes utilizados

na preparagao da amostra.

A amostra branca, € uma amostra isenta dos compostos a analisar, e serve para verificar a
presenca dos padroes internos adicionados e a inexisténcia de interferentes, devido aos

reagentes utilizados e/ou da matriz, nos tempos de retencao esperados para os analitos.

As amostras fortificadas sao amostras que correspondem a amostras em branco, as quais sao
adicionados teores conhecidos das substancias que se pretendem analisar. Servem para
verificar a presenca dos compostos adicionados e verificar se o erro da massa exata dos
analitos nao ultrapassa os 10 ppm e se o desvio de TRR (tempo de retencao relativo) nao é

superior a 2,5%.
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Nas tabelas seguintes estao representadas as quantidades da solugao de Pl, das solugoes de
trabalho e de ceftiofur para preparar todas as amostras e as fortificagoes, quer para o figado

(tabela 10), quer para o rim (tabelal I).

Tabela 10 - Preparagao das amostras para o processo extrativo, no figado

Solug¢dao mista | Solu¢dao mista | Solucdao de | Solucio de
de trabalho | | de trabalho 2 | Ceftiofur Pi’s
Amostra branca de reagentes
(BR) - - - 50 ul
Amostra branca i ) ) 50
(ABR)
Mistura d(e;;cg;)es direta 50 50 40 pl 50
Amostra branca fortificada ao
nivel do CCf 25 pl 25 pl 20 ul 50 ul
(ABF CCpB)
Amostra branca fortificada ao
nivel do LMR 50 ul 50 ul 40 pl 50 ul
(ABF LMR)
Amostras a analisar - - - 50 pl
Tabela || - Preparacao das amostras para o processo extrativo, no rim
Solucdo mista | Solucao mista | Solucdo de | Solucao de
de trabalho | | de trabalho 2 | Ceftiofur Pi’s
Amostra branca de reagentes
(BR) & - - - 50 pl
Amostra branca i i i 50
(ABR)
Mistura d(e;;clljr)oes direta 50 50 120 pl 50
Amostra branca fortificada ao
nivel do CCf 25 ul 25 ul 60 pl 50 ul
(ABF CCpB)
Amostra branca fortificada ao
nivel do LMR 50 ul 50 ul 120 pl 50 ul
(ABF LMR)
Amostras a analisar - - - 50 pl

Amostras fortificadas ao nivel do CCB e LMR sao sempre feitas simultaneamente com as
amostras reais em métodos de triagem. Sempre que se identifica a presenca de algum
antibiotico, repete-se o procedimento extrativo desta vez com fins de confirmagao e
quantificagao. Neste caso, é necessaria a preparagao de cinco niveis de fortificagao, para
posteriormente construir uma curva de calibragao utilizada para calcular as concentragoes de
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residuos das amostras reais. Num método de confirmacgao, os critérios de aceitagao incluem
também uma amostra fortificada ao nivel do CCa. A preparagao das amostras fortificadas aos

niveis 0,5 LMR, | LMR, I,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR estao representadas nas tabelas 12 e 13,

para o figado e rim respetivamente.

Tabela 12 - Fortificagoes para a curva de calibragao, no figado

Soluciao mista de | Solucdo mista | Solucio de | Solucdo de
trabalho | de trabalho 2 Ceftiofur PI’s
ABF CCB 25 ul 25 ul 20 pl 50 pl
ABF LMR 50 ul 50 ul 40 ul 50 ul
ABF 1.5 LMR 75 ul 75 ul 60 ul 50 ul
ABF 2 LMR 100 pl 100 pl 80 ul 50 ul
ABF 2.5 LMR 125 pl 125 pl 100 pl 50 ul

Tabela 13 - Fortificagoes para a curva de calibragao, no rim

Solucdao mista Solucdao mista Solucio de Solucido
de trabalho | de trabalho 2 Ceftiofur de PI’s
ABF CCp 25 pl 25 ul 60 ul 50 ul
ABF LMR 50 ul 50 ul 120 pl 50 ul
ABF 1.5 LMR 75 ul 75 ul 180 pl 50 ul
ABF 2 LMR 100 pl 100 pl 240 ul 50 ul
ABF 2.5 LMR 125 pl 125 pl 300 pl 50 ul

6. Condicoes do UHPLC-ToF-MS

A temperatura da coluna cromatografica foi mantida a 40°C, enquanto a do amostrador
automatico e a das amostras foram mantidas a 10°C. Como os compostos possuem
polaridades diferentes, uns com maior afinidade pela fase organica e outras pela fase aquosa,
foram utilizadas duas fases moveis aplicando um gradiente de fases previamente otimizado
(Magalhaes et al., 2020). As fases moveis utilizadas foram a fase A - acido formico a 0,1% (v/v)
em agua e a fase B - acetonitrilo, a um fluxo de 0,5 mL.min™', seguindo o programa de gradientes
descrito na tabela 5. O volume do volume de injecao de cada amostra foi de 10 pL, o tempo
de corrida de cada injegao foi de || minutos, com calibragdes automaticas do equipamento

de 7 em 7 amostras, condicoes estas sumarizadas na tabela 4.
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Tabela 14 - Condigbes da cromatografia liquida

Fluxo 0.5 mL/minuto
Volume de injecdo louL
Tempo de corrida I'l minutos
Temperatura da coluna 40°C
Temperatura do amostrador 10°C
Fase movel A - 0.1% de acido formico em agua
Fases moveis ]
Fase mével B - Acetonitrilo

Tabela I5 - Condigoes do gradiente de fases do sistema de cromatografia liquida

Tempo Fase moével A | Fase mével B
(minutos) (%) (%)
0 97 3
2 97 3
5 40 60
9 0 100
10 97 3
I 97 3

No sistema ToF-MS, a ionizagao foi realizada por electrospray, operando no modo positivo
(ESI+), adquirindo dados de massas exatas dos compostos, entre 100 e 925 Da, utilizando o

software Analyst®, cujas condigoes de funcionamento estao descritas na tabela |6.

Tabela 16 - Condicoes de funcionamento do sistema ToF-MS

Modo de ionizacdo Electrospray, modo positivo
Gama de massas (Da) 100 — 920

Gas cortina (CUR) 25 psig

Gas | (psig) 45 psig

Gas 2 (psig) 45 psig

Temperatura (°C) 575°C

Voltagem (V) 5500V

A aquisicao dos dados foi feita pelo software Analyst®. A identificagao e quantificagao dos

compostos foram realizadas com os softwares PeakView'™", LibraryView™ e MultiQuant™.
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1. Critérios de identificacdao

Certos critérios devem ser levados em consideragao para confirmar a identificagio dos
compostos, como a precisao da massa, tempo de retengiao relativo, razao isotépica e

fragmentagao da massa.

Durante o procedimento determinam-se os tempos de retengao (TR) de cada composto que
pretendemos analisar e os tempos de retengao dos padroes internos, de forma a calcular o
tempo de retengao relativo (TRR) utilizando a equagao |. A variagao do tempo de retengao
relativo (ARRT) é calculada através do TRR e da média dos TTR calculados nas amostras
fortificadas, utilizadas para a construgao da reta semi-quantitativa. A variagao maxima aceitavel
no tempo de retenc¢io relativo (ARRT) é de 2,5%, de acordo com a equagio 2 (Comissio

Europeia, 2002).

TRR = TR analito (Equagio |)

TR padriao interno

) __ TRR—Média dos TRR
- Média dos TRR

ATRR (% (Equagio 2)

O desvio da massa exata é calculado para cada composto em cada injegao, usando a equagao

3 e o erro maximo nao deve ultrapassar os S5ppm.

Massa Detetada—Massa Exata

Appm = x 10 (Equagio 3)

Massa Exata

A diferenca da razao de is6topos deve ser inferior a 10% e a sobreposigao entre o espectro
de fragmentagao de massa com a biblioteca deve ser superior a 75%. Esses parametros sao

obtidos automaticamente por meio do software PeakView .

8. Quantificacao

Como descrito anteriormente, nos casos de quantificagao, simultaneamente a preparagao da
amostra, | amostra em branco e 5 amostras fortificadas com as concentragoes de CCpB, LMR,
[,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR, foram preparadas e submetidas ao procedimento de extragao
descrito acima. Foi construida uma curva de calibragao, através da elaboragao de um grafico

que estabelece uma relagao entre a resposta do detetor (areas relativas) vs concentragao dos
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analitos. As areas referidas foram calculadas através da razao entre as areas dos analitos e dos
padroes internos correspondentes. Os padroes internos foram escolhidos devido as suas
propriedades fisico-quimicos semelhantes aos dos antibiéticos a ser monitorados, a fim de
corrigir potenciais flutuagoes na eficiéncia de extragao e de detegao e possiveis efeitos de
matriz. Obtemos assim uma reta semi-quantitativa que permite calcular posteriormente a

concentragao de analitos nas amostras reais.

Relativamente a triagem quantitativa, uma vez que as amostras sao analisadas a par com as
amostras brancas fortificada, a sua validagao foi focada na avaliagao do CCf de triagem para
cada composto (tabela 17). Internamente o laboratério definiu que esse valor deveria
corresponder a metade do LMR estabelecido, ou metade da concentragao definida para

validagao no caso de antibioticos sem LMR estabelecido.
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Tabela 17 - CCP de triagem para cada composto

Rim Figado
Composto LMR ccs LMR Cccs
(ug.kg-1) De Triagem | (ug.kg-1) De Triagem
Amoxicilina 50 25 50 25
Ampicilina 50 25 50 25
Benzilpenicilina 50 25 50 25
Cefalexina n. d. 100 n. d. 100
Cefalonium n. d. 10 n. d. 10
Cefapirina n. d. 25 n. d. 25
Cefazolin n. d. 25 n. d. 25
Cefaperazona n. d. 25 n. d. 25
Cefquinome 200 100 100 50
Ceftiofur 6000 3000 2000 1000
Clorotetraciclina 600 300 300 150
Cinoxacina n. d. 50 n. d. 50
Ciprofloxacina n. d. 150 n. d. 100
Danofloxacina 200 100 200 100
Dicloxacilina 300 150 300 150
Doxiciclina 600 300 300 150
Enoxacina n. d. 50 n. d. 50
Enrofloxacina 300 150 200 100
epi-Clorotetraciclina 600 300 300 150
epi-Tetraciclina 600 300 300 150
Flumequina 1500 750 500 250
Marbofloxacina 150 75 150 75
Nafcilina n. d. 150 n. d. 150
Acido Nalidicico n. d. 50 n. d. 50
Norfloxacina n. d. 50 n. d. 50
Ofloxacina n. d. 50 n. d. 50
Oxacilina 300 150 300 150
Acido Oxolinico 150 75 150 75
Oxitetraciclina 600 300 300 150
Espiramicina 1000 500 2000 1000
Sulfacloropiridazina 100 50 100 50
Sulfadiazina 100 50 100 50
Sulfadimetoxina 100 50 100 50
Sulfadimidina 100 50 100 50
Sulfadoxina 100 50 100 50
Sulfametizol 100 50 100 50
Sulfametoxazole 100 50 100 50
Sulfanilamida 100 50 100 50
Sulfapiridina 100 50 100 50
Sulfaquinoxaline 100 50 100 50
Sulfatiazole 100 50 100 50
Sulfisomidine 100 50 100 50
Sulfisoxazole 100 50 100 50
Tetracicline 600 300 300 150
Tilmicosin 1000 500 1000 500
Trimetoprim 50 25 50 25
Tilosina A 100 50 100 50
Valnemulina 100 50 500 250
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9. Resultados prévios de validacao

A metodologia utilizada neste estudo foi previamente validada por Freitas e colaboradores em
rim (artigo submetido recentemente para publicagao), e por Magalhaes e colaboradores
(Magalhaes et al, 2020) em figado, de acordo com a Decisao da Comissao 2002/657/CE
(Comissao Europeia, 2002), considerando os LMR estabelecidos, onde foram avaliados os
seguintes parametros exigidos: limite de decisao (CCo), capacidade de detecao (CCPB),

seletividade, especificidade, linearidade, recuperagao, robustez e precisao.

No caso de substancias que nao possuam LMR estabelecido, o cilculo de CCa pode ser
realizado, analisando pelo menos 20 amostras brancas de modo a determinar a média da razao
sinal-ruido (S/R) no intervalo de tempo em que se espera obter a substincia a analisar,

seguindo a equagao 4.
Cca = 3 S/RZO amostras brancas (EquaC5° 4)

Ao lidar com substancias com LMR estabelecido, esta concentracao deve ser levada em
consideragao no calculo destes limites analiticos que decidirao a conformidade das amostras.
Posto isto, procedeu-se a andlise de 20 amostras brancas fortificadas ao nivel do LMR, e o
limite de decisao é igual a concentragao ao limite permitido mais 1,64 vezes a média do

correspondente desvio padrao, como indica a equagao 5.
Cca = CLMR + |964 DPZO amostras fortificadas no LMR (Equagio 5)

O CCp foi obtido posteriormente através da analise de 20 amostras brancas fortificadas ao

nivel do CCa, através da equagao 6.
CCB = Cca + 1164 DPZO amostras fortificadas no CCQ (ECIU3C5° 6)

Estas concentracoes devem ser sempre superiores ao LMR, como se pode verificar pelas
equagoes, mas € importante referir que quanto menor for o seu valor, mais sensivel é o

método e mais baixa a variagao.

A tabela 18 apresenta uma compilagao das substancias incluidas neste trabalho, assim como o
seu LMR, nivel de validagao e as concentragoes criticas CCa e CCR, quer em figado (Magalhaes
et al., 2020) quer em rim (artigo submetido recentemente para publicagao) de suino. Estes

dados foram obtidos pela equipa, em trabalhos anteriores, e estao aqui apresentados visto que
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sdo parametros essenciais de controlo, num laboratério de andlise de residuos, que servem

para avaliar a conformidade de amostras reais.

O nivel de validagao apresentado é igual ao LMR, mas em compostos que nao o possuam, é
uma concentragao definida internamente com base nas suas caracteristicas e também de

acordo com a capacidade de detegao do equipamento.
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Tabela 18 - Compilagao dos pardmetros de validagago CCa e CCB obtidos nos trabalhos anteriores(Magalhaes et al., 2020)

Rim I_=igado
Nivel de Nivel de
Composto Formula [M+H]" (Da) (uzcl:(:") (“:is_,) (u;r;l(:") Validacdo (uC(I:(a_I) ( Ciﬁ_’) ( LT(R_,) Validacdo
. . . (ng-kg™") g-kg Hg-kg ng.kg (ngkg")
Amoxicilina C6HsN;O;5S 366.11182 * * 50 * * * 50 *
Ampicilina CHsNs;O,S 350.1169 57.1 89.9 50 50 65 91 50 50
Benzilpenicilina C,sHsN,O,S 335.10601 534 85.0 50 50 67 85 50 50
Cefalexina Ci¢H7N;0.S 348.10125 * * n. d. * * * n. d. *
Cefalonium CyoH,sN,OsS, 459.07914 0.42 0.71 n. d. 10 9 18 n. d. 20
Cefapirina C;H7;N,O.S, 424,06316 * * n. d. * 0.5 0.7 n. d. 50
Cefazolin CsH:NgO,S; 455.03729 0.47 0.80 n. d. 10 8 10 n. d. 50
Cefaperazona CysH,7N6O4S, 646,14968 * * n. d. * | 2 n. d. 50
Cefquinome Cx;HuNOsS, 529.13224 223 284 200 200 I 147 100 100
Ceftiofur CsH,7;N;50;S; 524.03629 6108 7519 6000 6000 2286 3093 2000 2000
Clorotetraciclina C,H,;CIN,Og 479.12157 706 766 600 600 307 422 300 300
Cinoxacina C,HioN,O; 263.06625 0.27 0.45 n. d. 10 0.1 0.2 n. d. 100
Ciprofloxacina C,7H,sFN;O; 332.1405 313 340 300 300 216 255 200 200
Danofloxacina C9H,0FN;O; 358.15615 234 279 200 200 251 288 200 200
Dicloxacilina C9H,7,CI,N;05S 470.03387 323 380 300 300 316 383 300 300
Doxiciclina C,HuN,Op 445.16054 617 681 600 300 319 391 300 300
Enoxacina CsH,;FN,O; 321.13575 0.35 0.60 n. d. 10 3 4 n. d. 100
Enrofloxacina CsH,FN;O; 360.1718 342 385 300 300 252 287 200 200
epi-Clorotetraciclina | Cy;H,;CIN,Oq 479.12157 686 806 600 600 323 446 300 300
epi-Tetraciclina C,H.uN,Op 445.16054 669 842 600 600 326 363 300 300
Flumequina CsH\,FNO; 262.0874 1906 2125 1500 1500 595 634 500 500
Marbofloxacina C,;H,sFN,O, 363.14631 166 191 150 150 161 195 150 150
Nafcilina C,H»uN,O5S 415.13222 0.44 0.75 n. d. 10 324 385 n. d. 300
Acido Nalidicico C,H\;:N,O5 233.09207 0.35 0.60 n. d. 10 | 2 n. d. 100
Norfloxacina C ¢H,sFN;O; 320.1405 0.34 0.57 n. d. 10 8 /13 n. d. 100
Ofloxacina CgH,0FN;O, 362.15106 0.44 0.74 n. d. 10 2 3 n. d. 100
Oxacilina C9H,sN;05S 402.11182 315 352 300 300 315 371 300 300
Acido Oxolinico C3H, NO; 262.071 174 196 150 150 213 288 150 150
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Oxitetraciclina C»HN,Oy 461.15546 632 765 600 600 327 441 300 300
Espiramicina C;H4N,O 84352128 1339 1546 1000 1000 2104 2678 2000 2000
Sulfacloropiridazina | C,,H,CIN,O,S 285.02075 110 131 100 100 112 136 100 100
Sulfadiazina CioH0N4O,S 251.05972 113 141 100 100 121 153 100 100
Sulfadimetoxina C,Hi:N,O,S 311.08085 112 137 100 100 112 131 100 100
Sulfadimidina C,H:N,O,S 279.09102 0.19 0.32 100 100 128 155 100 100
Sulfadoxina C,Hi:N,O,S 311.08085 108 121 100 100 122 146 100 100
Sulfametizol CoH oN,O,S, 271.0318 116 140 100 100 129 161 100 100
Sulfametoxazole CoHIN;O;5S 254.05939 116 142 100 100 121 147 100 100
Sulfanilamida C¢HgN,O,S 173.03793 112 143 100 100 107 116 100 100
Sulfapiridina CH;N;O,S 2100.06447 114 129 100 100 125 166 100 100
Sulfaquinoxaline CsH;:N,O,S 301.07537 17 143 100 100 122 140 100 100
Sulfatiazole CyHsN;0,S, 256.0209 110 137 100 100 134 178 100 100
Sulfisomidine C,H:N,O,S 279.09102 124 141 100 100 106 138 100 100
Sulfisoxazole C1H;3N;05S 268.071004 122 146 100 100 120 157 100 100
Tetracicline C»HN,Of 445.16054 660 769 600 600 313 386 300 300
Tilmicosin C4HgoN,O 3 869.57332 1120 1330 1000 1000 1364 1707 1000 1000
Trimetoprim CsHsN,Os 291.14517 557 80.9 50 50 62 75 50 50
Tilosina A C4H»NO,; 916.52643 116 152 100 100 105 144 100 100
Valnemulina C;Hs5:N,O5S 565.36697 * * 100 * * * 500 *
Demeclociclina C, H,,CIN,Og 465.10592
Lomefloxacina C,7H,sF;N;04 352.14672
Fenoximetilpenicilina C,HsN,O:S 351.10092 Padrées Internos
Roxitromicina C4H7N,O 5 837.53185
Sulfameter C,H;:N,O5S 281.07029

n. d. — ndo definido; * - compostos que nao foram validados

51






CAPITULO Il — RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos de triagem e confirmagao dos residuos de antimicrobianos, eventualmente
presentes nos leitoes, foram realizados no INIAV, em Vairao. As classes de antimicrobianos
foram escolhidos de acordo com os métodos de rotina ja utilizados no laboratério, e que sao

mais frequentemente detetados em analises realizadas, em musculo e figado.

Com base nos resultados de validagao previamente obtidos, este trabalho aplicou UHPLC-
ToF-MS enquanto metodologia de triagem e quantificagao. As amostras foram analisadas
simultaneamente com os diversos niveis de fortificagao descritos anteriormente, de modo a
ser possivel construir uma reta quantitativa que possibilitasse uma quantificagao dos analitos,
caso estivessem presentes. Realizou-se assim uma triagem quantitativa, que permitiu averiguar
quais os residuos de antibioticos que estavam presentes em amostras de suinos, mesmo abaixo
dos limites legais, e se existiram diferengas entre os residuos presentes no figado e no rim,

visto serem amostras recolhidas dos mesmos animais.

I. Controlo da qualidade

Ao realizar analises de amostras biologicas reais, nao sao conhecidos os antibiodticos que
podem estar presentes. Por isso é importante garantir a identificagao correta, caso algum seja

detetado. Os seguintes critérios foram seguidos para a identificagdo dos compostos.

Todas as substancias detetadas na triagem, e posteriormente quantificadas, apresentadas neste
trabalho, respeitam os critérios de desvio maximo de TRR (ATRR<2,5% ) e de erro maximo

de massa exata (Am<5ppm).

De forma a garantir a inequivoca identificagao dos compostos, é executado um controlo de
qualidade, ja referido anteriormente, como a mistura de padroes direta, as amostras brancas
fortificadas e a amostra branca. A titulo de exemplo, nas figuras seguintes encontram-se
cromatogramas de um MPD ao nivel do LMR de figado, onde se podem identificar os 48
compostos (figura 13) e os 5 padroes internos (figura 14). Estes cromatogramas sao obtidos

com o software PeakView, primeiro programa a ser utilizado, que identifica a presenga ou nao
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dos compostos pesquisados de acordo com os critérios da massa exata e tempos de retengao.

Através do cromatograma seguinte verifica-se a presenga de todos os antibiéticos em estudo,

cumprindo os critérios de aceitagao de resultados para a identificagio dos compostos.

Intensity

s
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0000000000
A D DD

Time, min

Figura 13 - Cromatograma obtido por UHPLC-ToF-MS de uma mistura de padroes direta

20es{ @ Sulfameter, subrange from Sample002 438

15| @ Demeclocycline, subrange

O Lomefloxacin, subrange

1261 @ Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V),
176 ] © Roxithromycin, subrange
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549
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Figura 14 - Cromatograma obtido por UHPLC-ToF-MS de padroes internos

O método da padronizagao interna é utilizado para minimizar erros causados por flutuagoes

no sinal analitico e para corrigir efeitos da matriz. Os padroes internos foram selecionados

para cada grupo de compostos, e a sua escolha foi baseada nas suas semelhangas com os

compostos de interesse, com o seu comportamento quimico e com a sua resposta analitica,

mas fornecendo um sinal cromatografico distinto. Idealmente, qualquer fator que possa afetar
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o sinal dos analitos, afetara também o sinal do padrao interno ao mesmo nivel. Portanto
qualquer flutuagao durante o procedimento de extracao, eficiéncia de ionizagao, resposta de
detegdo e comportamento cromatografico, deveria tanto quanto possivel afetar os analitos e
os padroes internos ao mesmo nivel (Freitas, 2015). Assim, a quantificagdo por curva de
calibragao usando a razao entre os dois sinais exibe menor variabilidade do que o sinal do
analito em si, e permite monitorizar a eficiéncia do procedimento de extragao e corrigir

possiveis efeitos da matriz.

2. ldentificacdao de residuos

E também através do software PeakView que € possivel observar quais as amostras suspeitas

e que se enquadram nos critérios de ATRR e Am.

A titulo de exemplo, as figuras seguintes apresentam cromatogramas obtidos na triagem que
mostram picos cromatograficos de analitos presentes em algumas amostras, como € o caso
da espiramicina (figura |5), oxitetraciclina (figura 16), enrofloxacina e ciprofloxacina (figura

|7), sulfadiazina e trimetoprim (figura 18).

@ Spiramycin, subrange
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Figura 15 - Cromatograma da amostra de figado 14, contendo espiramicina
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Figura 16 - Cromatograma da amostra de rim 24, contendo oxitetraciclina
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Figura 17 - Cromatograma da amostra de rim 12, contendo ciprofloxacina e enrofloxacina
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Figura 18 - Cromatograma da amostra de rim 33, contendo sulfadiazina e trimetoprim

3. Calculos da triagem quantitativa

Para a elaboracao das retas de calibracao, foram utilizadas as amostras fortificadas nas

concentragcoes CCB, LMR, |,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR.

Dado serem varios os analitos detetados nas amostras reais e de forma a simplificar a
apresentacao dos resultados, apresenta-se a titulo de exemplo um dos compostos detetados,

a ciprofloxacina, pertencente a familia das quinolonas.

No caso da ciprofloxacina, que nao possui um limite individual definido, pois o LMR legislado
¢ referente a soma enrofloxacina + ciprofloxacina, foi escolhido como CCp de triagem
50pg/kg, portanto as amostras fortificadas continham 50, 100, 150, 200 e 250 pg/kg, sendo o

padrao interno correspondente a lomefloxacina.

Para a determinagao recorreu-se a area do pico da ciprofloxacina e da lomefloxacina nos
tempos de retencao especificos e calculou-se a intensidade relativa a partir da razao entre as
duas areas, conforme se pode observar nas tabelas seguintes. Os dados da tabela 18 sao
obtidos através do software MultiQuant permitindo calcular a intensidade relativa (tabela 19)

e a obtencao da reta de calibragao.
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Tabela 19 - Dados utilizados para o célculo da intensidade relativa da ciprofloxacina

Fortificacio Concentracio . TR . . Area . TR . Area .
(ug/kg) Ciprofloxacina|Ciprofloxacina|Lomefloxacina|Lomefloxacina

Branco 0,00 431 144,415 4,38 I1519177,8
CCpB 50,00 4,31 105194,086 4,37 1223429,925
LMR 100,00 4,30 157772,145 4,37 950925,088
1,5 LMR 150,00 4,30 254636,979 4,37 1077170,277

2 LMR 200,00 4,31 251830,357 4,37 855196,794
2,5LMR 250,00 4,31 502046,002 4,37 1177073,629

Tabela 20 - Resultados obtidos da intensidade relativa e desvio de TTR da ciprofloxacina

TR relativo (TRR) Intensidade Desvio (ATRR)
relativa
0,9840 0,0001 0,1%
0,9863 0,0860 0,1%
0,9840 0,1659 0,1%
0,9840 0,2364 0,1%
0,9863 0,2945 0,1%
0,9863 0,4265 0,1%
Média - 0,9854

A aceitagao da reta de calibragao tem que cumprir o critério de linearidade estabelecido no

laboratério, que o coeficiente de determinagio (R?) da reta seja superior a 0,95 (R*> 0,95).
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Figura 19 - Reta e equacio da reta para a ciprofloxacina
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ApOs a elaboragio da reta, esta foi aplicada a amostras reais, como foi o caso das amostras de

figado numeros 7, 8 e 9, onde foram obtidas as concentragdes residuais apresentadas na tabela

21.

Tabela 21 - Aplicagio dos dados obtidos anteriormente, para 3 amostras reais contendo

ciprofloxacina

Identificagao| TR TR~ TR. Desvio Area do Area ~d N Area Concgntragao

da amostra |Analito Padrao |relativo] TRR analito padrao relativa estimada  [Resultado

Interno | (TRR) | (%) interno (ug/kg)

42 432 4,37 1,0 0,0 (10317,553[ 1010616,35 |0,01021 6,591 conforme
43 4,33 4,37 1,0 0,0 |7305702| 743683,027 |0,00982 6,352 conforme
44 4,31 4,37 1,0 0,0 |9272,839| 802108449 [0,01156 7,427 conforme

A preparacao e analise das 80 amostras foi realizada em grupos mais pequenos de amostras
ao longo de varias semanas, portanto para cada grupo de amostras, foi injetada uma curva e
calibragao, de modo a que os calculos para definir a concentragao nas amostras reais, fossem

efetuados a partir de retas obtidas na mesma corrida, no mesmo dia.

4. Resultados das amostras

Quarenta amostras de rim e quarenta amostras de figado de leitao, pertencentes aos mesmos
quarenta animais, foram analisadas para determinar e quantificar residuos de antibioticos. Das
40 amostras de rim, |8 apresentaram algum tipo de residuo de antibioticos, ou seja 45% das
amostras. Coincidentemente o mesmo aconteceu nas amostras de figado, em que também |8
amostras continham algum tipo de residuo. No entanto estas |8 nao sao pertencentes aos
mesmos animais, apenas | | dos 40 animais apresentaram residuos em ambos os 6rgaos, o que
corresponde a cerca de 28% dos leitoes, como se pode observar na representacao

esquematica da figura 20.
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Figura 20 - Representagao esquematica do nimero de amostras totais, e contendo residuos

40 18

4.1. Rins

Nas |8 amostras de rins foram detetados 6 residuos de antibioticos, pertencentes a 3 classes
diferentes (tetraciclinas, sulfonamidas e quinolonas), apresentando concentragdes que
variavam entre 0,3pg/kg e 85,2ug/kg, como é possivel observar na tabela 21. Das |8 amostras,
|3 apresentaram apenas | residuo, e 5 apresentaram 2 em simultaneo. Em nenhuma amostra
foi ultrapassado o limite legislado, nem o respetivo CCB (0.5LMR), como tal, todos os

resultados das amostras foram considerados conformes.
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Tabela 22 - Residuos de antibioticos presentes nas amostras de rim e respectivos LMRs

Amostras Composto ngzlca ill:r(.:gg;?g) LMR (ug/kg)
Amostra |
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4
Amostra 5
Amostra 6
Amostra 7
Amostra 8
Amostra 9 Enrofloxacina 19,6 300
Amostra 10
Amostra I |
Ciprofloxacina 12,5
Amostra 12 Enrofloxacina 85,2 300
Amostra 13
Amostra 14
Amostra 15 Enrofloxacina 4,2 300
Amostra 16 Enrofloxacina 20,5 300
Amostra 17 Enrofloxacina 64,6 300
Amostra 18 Enrofloxacina 40,9 300
Amostra 19 Enrofloxacina 30,6 300
Amostra 20
Amostra 21
Amostra 22 Oxitetraciclina 47,7 600
Amostra 23
Amostra 24 Oxitetraciclina 59,4 600
Amostra 25 Enrofloxacina 29,2 300
Amostra 26 Enrofloxacina 15,0 300
Amostra 27 Enrofloxacina 14,6 300
Danofloxacina 0,3 200
Amostra 28 Enrofloxacina 11,0 300
Amostra 29 Danofloxacina 1,2 200
Amostra 30
Amostra 31
Amostra 32
Sulfadiazina 10,1 100
Amostra 33 Trimetoprim 4.8 50
Sulfadiazina 8,0 100
Amostra 34 Trimetoprim 3,4 50
Sulfadiazina 8,2 100
Amostra 35 Trimetoprim 6,5 50
Amostra 36 Sulfadiazina 6,1 100
Amostra 37
Amostra 38
Amostra 39
Amostra 40
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Apenas | tetraciclina foi detetada neste estudo, a oxitetraciclina, presente em 2 amostras
renais, com concentragoes de 47,7ug/kg 59,4ug/kg. Da familia das sulfonamidas, também
apenas | foi detetado, a sulfadiazina, em 4 amostras, apresentando concentragoes entre os
6,1ug/kg e os 10,1 ug/kg. Muito compostos da classe das sulfonamidas sdo frequentemente
associados com o trimetoprim, o que vai resultar em agoes sinérgicas, potenciando os seus
efeitos. Em 3 das 4 amostras em que se detetou sulfadiazina, também se encontraram residuos

de trimetoprim, com concentragdes entre 3,4ug/kg e 6,5ug/kg.

E na familia das quinolonas que foram encontradas a maior variedade de residuos,
nomeadamente a ciprofloxacina, em | amostra com a concentragio de 12,5ug/kg; a
danofloxacina, em 2 amostras com as concentracdes 0,3ug/kg e |,2ug/kg e a enrofloxacina,

em || amostras com concentracdes variando entre 4,2ug/kg e 85,33ug/kg.

Na figura 2| apresentam-se o nimero de amostras em que foram detetados os residuos dos
varios antibioticos presentes.

11

Nuimero de amostras
w

Figura 21- Antibioticos presentes nas amostras de rins

4.2. Figados

Nas 18 amostras de figados foram detetados apenas 4 residuos de antibioticos, pertencentes
a 2 classes diferentes (macrélidos e quinolonas), apresentando concentragoes que variavam
entre 3,9ug/kg e 115,2ug/kg no caso das quinolonas e 189,4ug/kg e 215,4ug/kg para o caso

dos macrélidos.

Das |8 amostras, 8 apresentaram apenas |residuo, 7 amostras apresentaram 2 residuos, |

amostra apresentou 3 residuos e 2 amostras apresentaram 4 residuos.
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Tabela 23 - Residuos de antibioticos presentes nas amostras de figado e respectivos LMRs

Amostras Composto ngzlca ill:r(.:gg;?g) LMR (ug/kg)

Amostra |

Amostra 2

Amostra 3

Amostra 4

Amostra 5

Amostra 6 Enrofloxacina 19,5 200
Ciprofloxacina 6,6

Amostra 7 Enrofloxacina 22,3 200
Ciprofloxacina 6,4

Amostra 8 Enrofloxacina 21,2 200
Ciprofloxacina 74

Amostra 9 Enrofloxacina 38,7 200

Amostra 10
Clprofloxacflna 11,9 200

Amostra |1 Enrofloxacina 6,7
Danofloxacina 3,9 200

Espiramicina 189,4 2000

Ciprofloxacina 17,4

Amostra 12 Enrofloxacina 115,2 200

Amostra 13 Enrofloxacina 6,8 200
Clprofloxacflna 10,4 200

Amostra 14 Enrofloxacina 6,7
Danofloxacina 8,4 200

Espiramicina 2154 2000

Amostra 15 Enrofloxacina 7,4 200
Ciprofloxacina 10,5

Amostra 16 Enrofloxacina 27,0 200
Ciprofloxacina 9,3

Amostra 17 Enrofloxacina 50,7 200

Amostra 18 Enrofloxacina 30,9 200

Amostra 19 Ciprofloxacfina 6,5 200
Enrofloxacina 15,5

Amostra 20

Amostra 21

Amostra 22

Amostra 23

Amostra 24

Amostra 25 Enrofloxacina 25,0 200

Amostra 26 Enrofloxacina 20,8 200
Ciprofloxacina 9,0 200

Amostra 27 Enrofloxacina 20,7
Danofloxacina 4,0 200

Amostra 28 Enrofloxacina 14,7 200

Amostra 29

Amostra 30

Amostra 31

Amostra 32 Danofloxacina 6,7 200

Amostra 33

Amostra 34
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Amostra 35
Amostra 36
Amostra 37
Amostra 38
Amostra 39
Amostra 40

Nas amostras de figado, sio também os antibioticos pertencentes a familia das quinolonas os
mais encontrados, e em maior numero de amostras. Foi detetada ciprofloxacina em 10
amostras, com concentragoes variando entre os 6,4ug/kg e os |17,4ug/kg; danofloxacina em 4
amostras, com concentracoes entre 3,9ug/kg e 8,4ug/kg e a enrofloxacina em |7 amostras,

com concentragoes entre 6,7ug/kg e 1 15,2pg/kg.

Para além das quinolonas, foi detetada espiramicina, pertencente a classe dos macrolidos, em

2 amostras, apresentando concentragdes de 189,4pug/kg e 215,4pg/kg.

17

10

Numero de amostras

Figura 22 - Antibidticos presentes nas amostras de figado

E de notar que a concentracio obtida de enrofloxacina na amostra 12, foi superior ao CCB,
visto o LMR ser de 200pg/kg para o figado. Contudo, apesar do resultado ser superior ao
CCB da triagem, que neste caso é 100 pg/kg, a quantificacao obtida através da reta de
calibragao indica um valor de |15,2ug/kg que é inferior ao LMR e ao CCa da confirmagao
obtido na validagao, que é de 252ug/kg como se pode observar na tabela 17. A quantificagao
da enrofloxacina e ciprofloxacina nesta amostra apresenta uma concentrac¢ao de |132,584ug/kg
para a soma destas quinolonas, demonstrando que a concentragao € inferior ao LMR e aos

CCa. Por este motivo o resultado obtido foi considerado conforme.
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5. Analise comparativa

No total, dos 48 antibioticos incluidos neste estudo, apenas 7, pertencentes a diferentes
familias, foram detetados nas 80 amostras de rim e figado. Nomeadamente a oxitetraciclina
pertencente a familia das tetraciclinas, em 2 amostras; a sulfadiazina pertencente a familia das
sulfonamidas, em 4 amostras; a espiramicina pertencente a familia dos macrélidos, em 2
amostras; a ciprofloxacina, danofloxacina e enrofloxacina, pertencentes a familia das
quinolonas, em | |, 6 e 28 amostras, respetivamente; e o trimetoprim em 3 amostras; como

representado no grafico da figura 23.

28
= Ciprofloxacina = Danofloxacina Enrofloxacina
Sulfadiazina = Oxitetraciclina ® Trimetoprim

® Espiramicina

Figura 23 - Quantidade de amostras totais onde estavam presentes residuos de antibiéticos

As familias de antibioticos mais utilizadas na producao de suinos, para o controlo de infegoes,
sao de facto as tetraciclinas, quinolonas, macrélidos e algumas sulfonamidas em associagao
com o trimetoprim, portanto, nao surpreendeu que estes fossem os antibidticos mais

encontrados.

Os B-lactamicos, nomeadamente a amoxicilina, ampicilina e ceftiofur, sio também amplamente
utilizados na indulstria suina (Barton, 2014), no entanto nenhum antibiotico pertencente a

classe das penicilinas e/ou cefalosporinas foi detetado nestas amostra aleatorias.

Na tabela que se segue evidenciam-se os valores das concentragoes referidas nas tabelas

anteriores, de modo a que seja possivel fazer a comparagao entre os resultados.
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Tabela 24 - Compilagao dos resultados das concentragdes obtidas no rim e no figado

Rim Figado
Concentracio Concentrac¢io
Amostras Composto Calculada (ucg/kg) Composto Calculada (u;glkg)
Amostra |
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4
Amostra 5
Amostra 6 Enrofloxacina 19,5
Ciprofloxacina 6,6
Amostra 7 Enrofloxacina 22,3
Ciprofloxacina 6,4
Amostra 8 Enrofloxacina 21,2
Amostra 9 Enrofloxacina 19,6 Ciprofloxacfina 7.4
Enrofloxacina 38,7
Amostra 10
Ciprofloxacina 1,9
Amostra | | Enrofloxacina 6,7
Danofloxacina 3,9
Espiramicina 189,4
Ciprofloxacina 12,5 Ciprofloxacina 17,4
Amostra 12 | ¢ Sfloxacina 85,2 Enrofloxacina 15,2
Amostra I3 Enrofloxacina 6,8
Ciprofloxacina 10,4
Enrofloxacina 6,7
Amostra 14 Danofloxacina 8,4
Espiramicina 2154
Amostra 15 Enrofloxacina 4,2 Enrofloxacina 7,4
Amostra 16 Enrofloxacina 20,5 Ciprofloxac'ina 10,5
Enrofloxacina 27,0
Enrofloxacina 64,6 Ciprofloxacina 9,3
Amostra 17 ]
Enrofloxacina 50,7
Amostra 18 Enrofloxacina 40,9 Enrofloxacina 30,9
Enrofloxacina 30,6 Ciprofloxacina 6,5
Amostra 19 .
Enrofloxacina 15,5
Amostra 20
Amostra 21
Amostra 22 Oxitetraciclina 47,7
Amostra 23
Amostra 24 Oxitetraciclina 59,4
Amostra 25 Enrofloxacina 29,2 Enrofloxacina 25,0
Amostra 26 Enrofloxacina 15,0 Enrofloxacina 20,8
Enrofloxacina 14,6 Ciprofloxacina 9,0
Amostra 27 Danofloxacina 4,0
Enrofloxacina 20,7
Danofloxacina 0,3 Enrofloxacina 14,7
Amostra 28 .
Enrofloxacina 11,0
Amostra 29 Danofloxacina 1,2
Amostra 30
Amostra 31
Amostra 32 Danofloxacina 6,7
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Sulfadiazina 10,1

Amostra 33 Trimetoprim 4.8

Amostra 34 Sl{lfadiazirTa 8,0

Trimetoprim 3,4

Amostra 35 Sl{lfadiazirya 8,2

Trimetoprim 6,5

Amostra 36 Sulfadiazina 6,1
Amostra 37
Amostra 38
Amostra 39
Amostra 40

Fazendo uma analise comparativa entre os 2 orgaos, podemos observar que os unicos

compostos encontrados em simultineo, sio as quinolonas. Enquanto a oxitetraciclina,

sulfadiazina e trimetoprim sao s6 detetados no rim, a espiramicina é apenas encontrada no

figado. Verificou-se que no rim se encontrava uma maior variedade de familias de antibioticos,

no entanto € no figado que surge um maior nimero de residuos em simultineo na mesma

amostra, e com concentragoes mais elevadas.

17

10

B Numero de amostras de rim Numero de amostras de figado

Figura 24 - Nimero de amostras que apresentaram residuos

Antibidticos pertencentes a familia das quinolonas foram os unicos que

apresentaram

concentragoes residuais em ambos os oOrgios, € em maior numero de amostras,

nomeadamente em |2 amostras de rim e nas |7 amostras de figado, como esta representado

na figura 24.
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Dentro da familia das quinolonas, a relagao entre a ciprofloxacina e enrofloxacina é muito
estudada, pois a ciprofloxacina é um metabolito ativo da enrofloxacina. Alids, os LMRs
estabelecidos de 200ug/kg e 300pg/kg para o figado e rim, respetivamente, dizem respeito a

soma destes dois compostos.

Neste estudo a ciprofloxacina nunca foi detetada isoladamente, o que significa que foi
resultante da metabolizagao da enrofloxacina no figado, pois sempre que se detetou
ciprofloxacina, também esta presente enrofloxacina e em maior quantidade, como se pode

observar no grafico seguinte (figura 25).
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Figura 25 - Compilacao das amostras de rins e figados, contendo ciprofloxacina e enrofloxacina

E de notar que, apesar de estarem presentes no maior niUmero de amostras, a soma destes

compostos nunca ultrapassou o LMR estabelecido nas amostras analisadas.

As quinolonas tém geralmente uma alta biodisponibilidade, boa penetragao nos tecidos,
tempos de semivida prolongados e alta eficacia; dai serem amplamente utilizadas contra uma
ampla gama de doencas (Terrado-Campos et al,, 2017), e consequentemente dos antibidticos

mais encontrados nas amostras analisadas.

Varios estudos de farmacocinética deste composto sugerem que apenas uma pequena
percentagem de enrofloxacina se biotrasforma em ciprofloxacina. Indicam ainda que a

eliminagao da ciprofloxacina ocorre mais rapidamente que a da enrofloxacina (Trouchon e
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Lefebvre, 2016), pelo que faz sentido que estejam presentes maiores quantidades de

enrofloxacina e num maior nimero de amostras.

Além disto, de acordo com alguns estudos, as quantidades residuais destas quinolonas estao
relacionadas com suas propriedades de lipofilicidade (Amjad, Igbal e Naeem, 2005). A
enrofloxacina é altamente lipofilica, bem mais que a ciprofloxacina, o que faz com que penetre
nas membranas e tecidos com muito mais facilidade. Deste modo, estes 6rgaos acabam por
ser um reservatéorio de concentragoes de farmacos, a medida que as concentragoes
plasmaticas diminuem (Amijad, Igbal e Naeem, 2005). As concentragoes residuais destas
quinolonas presentes neste estudo, também estio de acordo com a sua ordem de
lipofilicidade. Assim, tanto no figado como nos rins, a enrofloxacina aparece em maior numero
de amostras, e em maior quantidade, quando comparada a ciprofloxacina, como pode ser

observado na tabela 23 e na figura 25.

Nao existem estudos comparando as concentragoes de residuos de antibioticos entre figado
e rim. No entanto, existem estudos de deplegao destes nos tecidos, que sao normalmente
realizados a fim de calcular os intervalos de seguranga necessarios antes do abate dos animais
destinados ao consumo humano. Quando comparamos as concentragoes residuais de
qualquer uma destas trés quinolonas nas amostras de figado e rim, as concentragoes mais
elevadas foram maioritariamente observadas nos figados. Esses resultados estao também de
acordo com estudos sobre a deplecao de quinolonas nos tecidos, em suinos e aves, onde as
maiores concentragoes apos a administragao oral foram encontradas no figado ( Lynch et al,

1994; Bonassa et al,, 2017; Lei et al,, 2017).

A sulfadiazina foi a Unica da familia das sulfonamidas a ser detetada neste estudo, e apenas em
quatro amostras renais (tabela 23). Isto pode dever-se ao facto de que a maioria das
sulfonamidas sao descritas como rapidamente excretadas pelos rins, sendo a eliminagao renal

a sua principal rota de eliminagao (Tacic et al., 2017).

O trimetoprim, usualmente administrado em associagao com sulfonamidas, também soé
apareceu em amostras renais, em trés dos quatro animais que apresentaram sulfadiazina. O
trimetoprim é administrado simultaneamente com as sulfonamidas resultando numa acao
sinérgica e potencializadora dos seus efeitos (Guimaraes, Momesso e Pupo, 2010). O
trimetoprim € muito mais ativo que as sulfonamidas e consequentemente é administrado numa
proporg¢ao muito inferior a estas (Garwacki et al., 1996). A sulfadiazina € uma das sulfonamidas

mais utilizadas, cuja formulagao habitual apresenta uma relagao de trimetoprim: sulfadiazina de
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[: 5 (50mg: 250mg), a fim de obter a proporgao de farmacos pretendida no plasma (Baere, De

et al., 2000).

O LMR para o trimetoprim é 50 pg/kg em ambos os érgaos, menor que o LMR das
sulfonamidas que é 100 pg/kg. Isto pode ser explicado pelas diferentes propriedades quimicas
dos compostos, uma vez que o trimetoprim é uma base organica lipossoluvel e as sulfonamidas
sao acidos organicos fracos mais hidrofilicos. Consequentemente, as sulfonamidas sao bem
distribuidas pelo espago intersticial aquoso da maioria dos tecidos, enquanto o trimetoprim
passa mais rapidamente do sangue para os tecidos, nos quais se tende a concentrar (Garwacki

et al,, 1996; Tacic et al, 2017).

Também a oxitetraciclina, da familia das tetraciclinas, foi somente detetada no rim, apenas em
duas amostras. Estudos indicam que a oxitetraciclina é rapidamente distribuida pelo corpo,
mas € eliminada mais lentamente que outras tetraciclinas, o que pode levar a uma maior
distribuicao e deposicao nos tecidos, o que pode justificar o facto de ter sido a Unica
tetraciclina encontrada neste trabalho. Para além disso, a oxitetraciclina sofre o minimo ou
nenhum metabolismo, e é maioritariamente excretada por via renal (The European Agency

for the Evaluation of Medicinal Products, 1999; Agwuh e MacGowan, 2006).

O facto de aparecer apenas no rim, esta de acordo com estudos realizados para avaliar a
distribuicao da oxitetraciclina em tecidos de suinos apds administragao oral, onde os niveis

mais elevados foram sempre encontrados no rim (Black e Gentry, 1984).

Da familia dos macrolidos, apenas a espiramicina foi detetada nas amostras, homeadamente
em duas amostras de figado, apresentando concentragoes de 189,4ug/kg e 215,4pg/kg,

bastante inferiores ao limite estabelecido para o figado de 2000pg/kg.

O fato de a espiramicina ter sido detetada apenas no figado pode ser devido ao fato de este
representar um importante local de eliminagdo, j4 que a espiramicina é eliminada
principalmente pela via biliar, apresentando uma excregao renal realmente baixa (Wise, 1993).
Estes resultados estao também de acordo com os estudos que foram realizados para definir
os LMRs da espiramicina em espécie suina, onde se constata que as maiores concentragoes
foram determinadas no figado (The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products

- Veterinary Medicines Evaluation Unit, 1999).
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Observando a tabela 24, é também possivel constatar que, de entre as |8 amostras de rim
que revelaram residuos de antibioticos, 5 apresentam mais do que um, sendo detetados no
maximo dois residuos em simultaneo. Ja nas |18 amostras de figado, 10 continham varios
compostos, chegando a ser observados em duas amostras 4 residuos simultaneamente. Isto é,
cerca de 28% e 56% das amostras de rim e figado, respetivamente, onde foram encontrados
residuos de medicamentos, expunham mais do que um residuo. Todavia, como ja referido
anteriormente, a ciprofloxacina resulta do metabolismo da enrofloxacina e o limite legislado
contempla a soma das duas. Assim sendo, consideram-se como amostras contendo
antibioticos diferentes em simultaneo, as amostras renais 29, 33, 34 e 35; e as amostras
hepaticas | |, 14 e 27, o que corresponde percentualmente a cerca de 22% e |7% das amostras

totais com residuos.
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CAPITULO Il — CONCLUSOES

O presente trabalho confirma que a metodologia UHPLC-ToF-MS publicada anteriormente
pelo grupo de trabalho, e as respetivas validagoes, quer para o rim quer para o figado, é capaz
de uma detegao e quantificagao multi-residuo e multi-classe passivel de utilizar num processo

de controlo de residuos de antibioticos nas matrizes referidas.

Os animais utilizados neste estudo foram recolhidos de forma aleatéria e sem qualquer
informagao sobre alguns parametros tais como: antibidticos administrados, tipo de ragao,
quantidades ingeridas pelos diferentes animais, o periodo de tempo entre a administragao de
qualquer tipo de antibiotico e o abate, entre outras variaveis. No entanto, os dados obtidos
permitiram concluir que sete antibioticos pertencentes a quatro familias diferentes foram

detetados e quantificados com sucesso em amostras de figados e rins de leitoes.

Em 45% das amostras analisadas, mais especificamente em 36 das 80, foram encontrados
residuos de antibidticos, embora em concentragoes minimas, nunca excedendo os niveis de
LMR estabelecidos para cada matriz analisada. Poderia entao considerar-se que, com base
nestes resultados, estas amostras nao representam risco direto ao consumidor, se apenas
fosse tido em conta a concentragao residual de um antibidtico e caso fosse um consumo
pontual. Porém foram encontrados diversos antibioticos em simultaneo, e deve ter-se em

consideragao que o consumo desta carne € quase diario, durante a vida do consumidor.

Das 18 amostras de rim que revelaram residuos de antibioticos, 4 continham mais de um
antibiotico diferente e das 18 amostras de figado, 3 continham varios compostos diferentes.
Nestas, nao estao incluidas as amostras que exibiram apenas ciprofloxacina e enrofloxacina,
pois a legislacao ja engloba a soma das duas. Ou seja, cerca de 22% e |7% das amostras de rim
e figado, respetivamente, onde foram encontrados residuos de medicamentos, apresentavam

mais de um antibiotico diferente.

A utilizagao de multiplos antibioticos pode ser devida a um efeito sinérgico, proporcionando
reducao das concentragoes individuais dos mesmos no produto final, mas ainda assim
aumentando a atividade antibacteriana, e capacitando-a para combater infe¢oes mistas

causadas por diferentes microrganismos (Walton, 1983). Sem efeitos sinérgicos,
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provavelmente teriam que ser administradas concentragoes mais altas de um Unico antibiotico
e, consequentemente poderia ocorrer maior deposicio nos tecidos sendo necessarios
maiores intervalos de seguranca. No entanto, um grande numero de residuos diferentes,
mesmo em concentragoes permitidas abaixo dos limites estabelecidos, também pode resultar
em efeitos cumulativos e causar, por exemplo, reagoes alérgicas ou até um aumento da
resisténcia antimicrobiana cruzada. Essas questoes levantam preocupagoes adicionais de
seguranga, por falta de estudos suficientes que abordem a presenga simultinea de varios
residuos de antibioticos em tecidos ediveis. Assim, considerando a presenga simultinea de
dois ou mais antibidticos na mesma amostra, novos estudos devem abordar este tema
especifico, no que se refere a seguranga para o animal, para o consumidor e para o meio
ambiente, visto se tratar de uma importante preocupagao de seguranga alimentar e de saiude

publica, em geral.

Além disso, considerando todos os resultados obtidos nos 40 animais, nhomeadamente nos
casos em que foram detetados residuos de antibidticos no figado e/ou nos rins, observaram-
se algumas diferencgas, em especial nas familias das sulfonamidas, tetraciclinas e macrélidos. Por
exemplo, antibioticos como a sulfadiazina, trimetoprim e oxitetraciclina foram detetados
apenas em amostras de rins, enquanto que a espiramicina foi detetada apenas em amostras de

figado.

Assim, este estudo das duas matrizes pertencentes aos mesmos animais, permitiu observar a
correlagao entre os residuos de antibioticos encontrados em cada 6rgao. Os dados obtidos
foram pertinentes para entender as diferencas significativas entre as quantidades de residuos
nas duas matrizes, o que pode levar a conclusoes diferentes nos programas de monitorizagao
de residuos. Isto é, hipoteticamente, numa das matrizes pode nao ser detetado qualquer
residuo, ou apresentar uma baixa concentra¢iao, enquanto numa outra matriz pode até

ultrapassar o limite legalmente permitido.

Em conclusao, estes resultados demonstram claramente que as matrizes hepatica e renal,
quando pertencentes ao mesmo animal, sao relevantes para o controlo de residuos e a
avaliagao de ambas nos mesmos animais deveria ser obrigatoriamente aplicado nos programas

de controlo de residuos de medicamentos.

Como perspetivas de trabalhos futuros seria relevante quantificar ainda as concentragoes
residuais no musculo, para além das miudezas, uma vez que é a parte mais consumida do leitao.

Os limites estabelecidos para o musculo sao normalmente inferiores, e seria espectavel que
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as concentragoes residuais detetadas, caso existam, sejam menores. No entanto seria
interessante entender quais dos antibioticos que foram detetados no figado ou no rim,
poderiam também estar presentes no musculo. Outra perspetiva poderia ser a avaliagao de
amostras colhidas em diferentes alturas do ano para identificar a possivel variagao dos

antibioticos e os respetivos niveis residuais observa

75






BIBLIOGRAFIA

AGWUH, Kenneth N.; MACGOWAN, Alasdair - Pharmacokinetics and pharmacodynamics
of the tetracyclines including glycylcyclines. Journal of Antimicrobial Chemotherapy.

ISSN 03057453. 58:2 (2006) 256—265. doi: 10.1093/jac/dkl224.

AMJAD, Habib; IQBAL, Javed; NAEEM, Muhammad - Analysis of Some Residual Antibiotics in
Muscle, Kidney and Liver Samples of Broiler Chicken By Various Methods. Proceedings of

the Pakistan Academy of Sciences. 42:4 (2005) 223-231.

BAERE, S. DE et al. - Determination and quantification of sulfadiazine and trimethoprim in
swine tissues using liquid chromatography with ultraviolet and mass spectrometric detection.

The Analyst. ISSN 00032654. 125:3 (2000) 409—415. doi: 10.1039/a908750h.

BARTON, Mary D. - Impact of antibiotic use in the swine industry. Current Opinion in
Microbiology. ISSN 18790364. 19:1 (2014) 9—15. doi: 10.1016/j.mib.2014.05.017.

BLACK, W. D.; GENTRY, R. D. - The distribution of oxytetracycline in the tissues of swine
following a single oral dose. The Canadian veterinary journal. ISSN 0008-5286. 25:4
(1984) 158-161.

BONASSA, Karina P. D. et al. - Tissue depletion study of enrofloxacin and its metabolite
ciprofloxacin in broiler chickens after oral administration of a new veterinary pharmaceutical
formulation containing enrofloxacin. Food and Chemical Toxicology. ISSN 18736351. 105
(2017) 8-13. doi: 10.1016/j.fct.2017.03.033.

BRITO, Roseane Brandao De; GONCALVES, Junqueira Roberto - Determination of Beta-
Lactam residues in milk by high performance liquid chromatography. Brazilian Archives of
Biology and Technology. ISSN [516-8913. 49:special (2006) 41—46. doi: 10.1590/s1516-
89132006000200007.

CE - Regulamento (CEE) N. 2377/90 do Conselho de 26 de Junho de 1990 que prevé um
processo comunitario para o estabelecimento de limites maximos de residuos de
medicamentos veterindrios nos alimentos de origem animal. Jornal Oficial das

Comunidades Europeias. 1990) 1-144.

77



CE - Directiva 96/23/CE do Conselho de 29 de Abril de 1996 relativa as medidas de controlo
a aplicar a certas substancias e aos seus residuos nos animais vivos e respectivos produtos e
que revoga as Directivas 85/358/CEE e 85/358/CEE e 86/469/CEE e as Decisoes. Jornal
Oficial das Comunidades Europeias Europeias. 1996) |1-23.

CE - Regulamento (UE) N. 37/2010 da Comissao de 22 de Dezembro de 2009 relativo a
substancias farmacologicamente activas e respectiva classificagdo no que respeita aos limites

maximos de residuos nos alimentos de origem animal. Jornal Oficial das Comunidades

Europeias. (2009) [-79.

CHO, Hongbaek; UEHARA, Tsuyoshi; BERNHARDT, Thomas G. - Beta-lactam antibiotics
induce a lethal malfunctioning of the bacterial cell wall synthesis machinery. National
Institute of Health. ISSN  15378276. 159:6 (2014) 1300-1311. doi:
10.1016/j.cell.2014.11.017.

CHOWDHURY, R. et al. - A review on antibiotics in an animal feed. Bangladesh Journal of
Animal Science. 38 (2009) 22-32.

COMISSAO EUROPEIA - Decisio da Comissio Europeia (2002/657/CE) de 12 de agosto de
2002 que da execugao ao disposto na Directiva 96/23/CE do Conselho relativamente ao

desempenho de métodos métodos analiticos e a interpretagao de resultados. Jornal Oficial

das Comunidades Europeias. 3 (2002) 1-29.

DAGHRIR, R; DROGUI, P. - Tetracycline antibiotics in the environment: A review.
Environmental Chemistry Letters. ISSN 16103653. 11:3 (2013) 209-227. doi:
10.1007/s10311-013-0404-8.

Directiva n.° 2004/28/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 3| de Margo de 2004 -
Jornal Oficial da Uniao Europeia. (2004) 58-84.

EMMERSON, A. M.; JONES, A. M. - The quinolones: decades of development and use. Journal
of Antimicrobial Chemotherapy. ISSN 0305-7453. 51:90001 (2003) 13-20. doi:
10.1093/jac/dkg208.

FAO - The FAO Action Plan on Antimicrobial Resistance 2016-2020 [Em linha]
Disponivel em WWW:<URL:http://www .fao.org/3/a-i5996e.pdf>.

FERREIRA, I. - Caracterizacio Da Utilizacao De Antimicrobianos Em Producao

78



Animal: Alimentos Medicamentosos Em Suinicultura. [S..] : Universidade de Lisboa

- Faculdade de Medicina Veterinaria, 2014

FREITAS, Andreia - Development and Validation of Analytical Methodologies for the
Determination of Antibiotics in Food of Animal Origin for Human Consumption
[Em linha]. [S.I] :  Universidade de Coimbra, 20l5 Disponivel em
WWW:<URL:http://hdl.handle.net/103 16/28808>.

FREITAS, Andreia; BARBOSA, Jorge; RAMOS, Fernando - Multi-residue and multi-class
method for the determination of antibiotics in bovine muscle by ultra-high-performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry. Meat Science. ISSN 0309-1740. 98:1 (2014)
58—64. doi: 10.1016/j.meatsci.2014.04.003.

FREITAS, Andreia; BARBOSA, Jorge; RAMOS, Fernando - Multidetection of antibiotics in liver
tissue by ultra-high-pressure-liquid-chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of
Chromatography B. ISSN 1873376X. 976-977:2015) 49-54. doi:
10.1016/j.jchromb.2014.11.008.

GARWACKI, S. et al. - A study of the pharmacokinetics and tissue residues of an oral
trimethoprim/sulphadiazine formulation in healthy pigs. Journal of Veterinary
Pharmacology and Therapeutics. ISSN 01407783. 19:6 (1996) 423-430. doi:
10.1111/j.1365-2885.1996.tb00078.x.

GASPAR, Ana Filipa et al. - Development and validation of a multi-residue and multi-class
screening method of 44 antibiotics in salmon (Salmo salar) using ultra-high-performance liquid
chromatography/time-of-flight mass spectrometry: Application to farmed salmon. Journal of
Chromatography B. ISSN  1570-0232. |I118-1119 (2019) 78-84. doi
10.1016/j.jchromb.2019.04.038.

GENTILI, A.; PERRET, D.; MARCHESE, S. - Liquid chromatography-tandem mass
spectrometry for performing confirmatory analysis of veterinary drugs in animal-food
products. Trends in Analytical Chemistry. ISSN 01659936. 24:7 (2005) 704-733. doi:
10.1016/j.trac.2005.02.007.

GONZALEZ RONQUILLO, Manuel; ANGELES HERNANDEZ, Juan Carlos - Antibiotic and
synthetic growth promoters in animal diets: Review of impact and analytical methods. Food

Control. ISSN 09567135. 72:2017) 255-267. doi: 10.1016/j.foodcont.2016.03.001.

79



GUIMARAES, Denise Oliveira;, MOMESSO, Luciano Da Silva; PUPO, Mbénica Tallarico -
Antibidticos: Importancia terapéutica e perspectivas para a descoberta e desenvolvimento de
novos agentes. Quimica Nova. ISSN 16787064. 33:3 (2010) 667—-679. doi: 10.1590/S0100-
40422010000300035.

HUI, Wenli et al. - Rapid screening for |5 sulfonamide residues in foods of animal origin by
high-performance liquid chromatography-UV method. Journal of Chromatographic
Science. ISSN 00219665. 56:7 (2018) 636—643. doi: 10.1093/chromsci/bmy037.

INE - Portal do Instituto Nacional de Estatistica [Em linha], atual. 2020. [Consult. 27
out. 2020]. Disponivel em
WWW:<URL:https://www.ine.pt/xportal/xmain?xpid=INE&xpgid=ine_indicadores&indOcorr
Cod=000021 | &contexto=bd&selTab=tab2&xlang=PT>.

INE (INSTITUTO NACIONAL DE ESTATISTICA) - Balangca Alimentar Portuguesa
2012-2016 [Em linha]. Lisboa : [s.n.] Disponivel em WWW:<URL:www.ine.pt>. ISBN
9789892503899.

JARDIM, Isabel Cristina Sales Fontes - Extracao em Fase Soélida: Fundamentos Teoricos e
Novas Estratégias para Preparacao de Fases Soélidas. Scientia Chromatographica. ISSN

1984-4433. 2:1 (2010) 13-25.

KAUFMANN, Anton et al. - Quantitative multiresidue method for about 100 veterinary drugs
in different meat matrices by sub 2-?m particulate high-performance liquid chromatography
coupled to time of flight mass spectrometry. Journal of Chromatography A. 1194 (2008)
66-79. doi: 10.1016/j.chroma.2008.03.089.

LAGHA, Amel Ben et al. - Antimicrobial potential of bacteriocins in poultry and swine
production. Veterinary Research. ISSN 1297-9716. 48:22 (2017) 1-12. doi:
10.1186/s13567-017-0425-6.

LAN, Chen et al. - Determination of Six Macrolide Antibiotics in Chicken Sample by Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry Based on Solid Phase Extraction. Journal of

Analytical Methods in Chemistry. (2019) 13. doi: 10.1155/2019/6849457.

LASSALETTA, Luis et al. - Future global pig production systems according to the Shared
Socioeconomic Pathways. Science of the Total Environment. ISSN 0048-9697. 665 (2019)

80



739-751. doi: 10.1016/j.scitotenv.2019.02.079.

LEl, Zhixin et al. - Clinical efficacy and residue depletion of 10% enrofloxacin enteric-coated
granules in pigs. Frontiers in Pharmacology. ISSN 16639812. 8 (2017) I-I1. doi:
10.3389/fphar.2017.00294.

LEKAGUL, Angkana; TANGCHAROENSATHIEN, Viroj; YEUNG, Shunmay - Patterns of
antibiotic use in global pig production: A systematic review. Veterinary and Animal

Science. ISSN 2451943X. 7 (2019) 100058. doi: 10.1016/j.vas.2019.100058.

LYNCH, Martin ]. et al. - Residue Depletion Studies on Danofloxacin in the Chicken. Journal
of Agricultural and Food Chemistry. 42:1 (1994) 289-294.

MAGALHAES, Daniela et al. - The use of ultra-high-pressure-liquid-chromatography tandem
time-of-flight mass spectrometry as a confirmatory method in drug residue analysis:
Application to the determination of antibiotics in piglet liver. Journal of Chromatography
B: Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences. ISSN 1873376X. 1153
(2020). doi: 10.1016/j.jchromb.2020.122264.

MALDANER, Liane; JARDIM, Isabel Cristina Sales Fontes - O estado da arte da cromatografia
liquida de ultra eficiéncia. Quimica Nova. ISSN 0100-4042. 32:1 (2009) 214-222. doi:
10.1590/S0100-40422009000100036.

MAZZEI, T. et al. - Chemistry and mode of action of macrolides. Journal of Antimicrobial

Chemotherapy. ISSN 14602091. 31 (1993) 1-9. doi: 10.1093/jac/31.suppl_C.1.

MORETTI, Simone et al. - Screening and confirmatory method for multiclass determination of
62 antibiotics in meat. Journal of Chromatography A. ISSN 18733778. 1429:2016) 175-
188. doi: 10.1016/j.chroma.2015.12.021.

MUNITA, Jose M.; ARIAS, Cesar A. - Mechanisms of Antibiotic Resistance. Microbial
Spectrum. 4:2 (2016) 1-37. doi: 10.1128/microbiolspec.VMBF-0016-2015.Mechanisms.

NISHA, A. R. - Antibiotic residues - A global health hazard. Veterinary World. ISSN 0972-
8988. 1:12 (2008) 375-377. doi: 10.5455/vetworld.2008.375-377.

ORTELLI, Didier et al. - Comprehensive fast multiresidue screening of 150 veterinary drugs in

milk by ultra-performance liquid chromatography coupled to time of flight mass. Journal of

8l



Chromatography B. ISSN 1570-0232. 877:2009) 2363-2374. doi:
10.1016/j.jchromb.2009.03.006.

OTLES, Semih; KARTAL, Canan - Solid-Phase Extraction (SPE): Principles and applications in
food samples. Acta Scientiarum Polonorum, Technologia Alimentaria. ISSN |889-

9594. 15:1 (2016) 5—15. doi: 10.17306/).AFS.2016.1.1.

PEREIRA-MAIA, Elene Cristina et al. - Tetraciclinas e glicilciclinas: Uma visao geral. Quimica

Nova. ISSN 01004042. 33:3 (2010) 700—-706. doi: 10.1590/s0100-40422010000300038.

PERIS-VICENTE, Juan; ESTEVE-ROMERO, Josep; CARDA-BROCH, Samuel - Validation of
Analytical Methods Based on Chromatographic Techniques: An Overview. Analytical
Separation Science. (2015) 1757-1808. doi: 10.1002/9783527678129.assep064.

REDGRAVE, Liam S. et al. - Fluoroquinolone resistance: Mechanisms, impact on bacteria, and
role in evolutionary success. Trends in Microbiology. ISSN 0966-842X. 22:8 (2014) 438—
445. doi: 10.1016/j.tim.2014.04.007.

SANTOS, Lucia; RAMOS, Fernando - Analytical strategies for the detection and quanti fi cation

of antibiotic residues in aquaculture fishes: A review. Trends in Food Science &

Technology. 52:2016) 16—30. doi: 10.1016/j.tifs.2016.03.015.

STOLKER, A. A. M. et al. - Comprehensive screening and quantification of veterinary drugs in
milk using UPLC — ToF-MS. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 391 (2008) 2309-
2322. doi: 10.1007/s00216-008-2168-8.

TACIC, Ana et al. - Antimicrobial sulfonamide drugs. Advanced technologies. ISSN 2406-
2979. 6:1 (2017) 58-71. doi: 10.5937/savteh1701058t.

TERRADO-CAMPQOS, David et al - Determination of oxolinic acid, danofloxacin,
ciprofloxacin, and enrofloxacin in porcine and bovine meat by micellar liquid chromatography
with fluorescence detection. Food Chemistry. ISSN 18737072. 221 (2017) 1277-1284. doi:
10.1016/j.foodchem.2016.11.029.

THE EUROPEAN AGENCY FOR THE EVALUATION OF MEDICINAL PRODUCTS -
Committee for veterinary medicinal products. Oxytetracycline, Tetracycline,
Chlorotetracycline. Summary Report (3) [Em linha]. London : [s.n.] Disponivel em

WWW:<URL:https://www.ema.europa.eu/en/documents/mrl-report/oxytetracycline-

82



tetracycline-chlortetracycline-summary-report-3-committee-veterinary-medicinal_en.pdf>.

THE EUROPEAN AGENCY FOR THE EVALUATION OF MEDICINAL PRODUCTS -
VETERINARY MEDICINES EVALUATION UNIT - Committee for veterinary medical
products. Spiramycin. Summary Report 3 ( Extension to pigs ) [Em linha] Disponivel
em WWW:<URL:https://www.ema.europa.eu/en/documents/mrl-report/spiramycin-

extension-pigs-summary-report-3-committee-veterinary-medicinal-products_en.pdf>.

TROUCHON, Tessa; LEFEBVRE, Sébastien - A Review of Enrofloxacin for Veterinary Use.
Open Journal of Veterinary Medicine. ISSN 2165-3356. 06:02 (2016) 40-58. doi:
10.4236/0jvm.2016.62006.

TYLOVA, Tereza; FLIEGER, Miroslav; OLSOVSKA, Jana - Determination of antibiotics in
influents and effluents of wastewater-treatment-plants in the Czech Republic-development and
application of the SPE and a UHPLC-ToFMS method. Analytical Methods. ISSN 17599660.
5(2013) 2110-2118. doi: 10.1039/c3ay00048f.

VEKEY, Karoly - Mass spectrometry and mass-selective detection in chromatography. Journal
of Chromatography A. ISSN 00219673. 921:2001) 227-236. doi: 10.1016/S0021-
9673(01)00825-1.

WALTON, John R. - Antibiotics, Animals, Meat and Milk. Journal of Veterinary Medicine.
92 (1983) 81-92.

WANG, Jian - Analysis of macrolide antibiotics, using liquid chromatography-mass
spectrometry, in food, biological and environmental matrices. Mass Spectrometry

Reviews. ISSN 02777037. 28:1 (2009) 50-92. doi: 10.1002/mas.20189.

WISE, R. - Clinical Pharmacokinetics of Spiramycin. Drug Investigation. ISSN 01 14-2402.
6:1 (1993) 29-34. doi: 10.1007/BF03258434.

83



