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RESUMO

A enrofloxacina € um antimicrobiano da classe das fluoroquinolonas, de uso
exclusivo na medicina veterinaria e muito utilizada na avicultura industrial. A
ciprofloxacina € um importante metabdlito ativo da enrofloxacina e é amplamente
utilizado na medicina humana. O uso imprudente da enrofloxacina na avicultura
exerce pressdo seletiva sobre as bactérias, incluindo bactérias zoondticas
importantes para a saude publica, favorece a contaminacdo ambiental e a presenca
de residuos nos produtos avicolas. Este estudo teve como objetivos pesquisar
residuos de enrofloxacina por meio da Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometria de Massas Sequencial (LC-MS/MS) e de um kit comercial de ELISA
(Bioo Scientific®) em ovos de galinhas previamente tratadas com este antibacteriano
e pesquisar residuos de enrofloxacina em ovos do varejo, por LC-MS/MS, coletados
em supermercados nas regides administrativas mais populosas do Municipio de
Niter6i, RJ. Para fundamentar e orientar as estratégias de acéo, foi feita uma revisao
de literatura sobre o uso de fluoroquinolonas na avicultura, a sua relagdo com a
resisténcia bacteriana e a presenca de residuos em produtos avicolas. Os niveis de
residuos nos ovos alcangaram niveis maximos no quinto dia de tratamento
(1065,317 pg/kg no ELISA e 2947,06 pg/kg na LC-MS/MS), declinando
gradativamente até ndo ser detectado a partir do nono dia da suspensdo do
tratamento. Dentro das condicfes desse estudo, um periodo de caréncia de seis
dias seria 0 mais adequado para utilizacdo dos ovos para consumo humano,
considerando o LMR de 100 pg/kg, fixado pela Unido Europeia para musculo,
gordura e pele como um padrdao comparativo. Dentre as 55 amostras de ovos do
varejo analisadas, em uma amostra foram detectados niveis de residuos elevados
(195 pg/kg de enrofloxacina e 40,5 pg/kg de ciprofloxacina) quando comparados aos
LMR estabelecidos para tecidos comestiveis de aves no Brasil. Isto abre a discussao
sobre a qualidade dos ovos que sdo ofertados a populacdo de Niterdi e ressalta a
necessidade de mais estudos quanto a incidéncia de residuos de enrofloxacina em
ovos e a ampliacdo dos programas governamentais de monitoramento de residuos
de enrofloxacina para a matriz ovo.

Palavras-chave: antimicrobianos, fluoroquinolonas, deteccéo de residuos



ABSTRACT

Enrofloxacin is a fluoroquinolone antibacterial class for exclusive use in veterinary
medicine and widely used in the poultry industry. Ciprofloxacin is a major active
metabolite of enrofloxacin and is widely used in human medicine. The reckless use of
enrofloxacin in poultry exerts selective pressure on bacteria, including important
zoonotic bacteria to human health, promotes environmental contamination and the
presence of residues in poultry products. This study aimed to find residues of
enrofloxacin by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)
and a commercial ELISA test kit (Bioo Scientific®) in eggs of chickens previously
treated with this antibacterial and search residues of enrofloxacin in retail eggs by
LC-MS/MS collected in supermarkets at the most populous regions of Niter6i, RJ. To
support and guide the strategies of action, a review of literature on the use of
fluoroquinolones in poultry and its relation to bacterial resistance and residues in
poultry products was taken. The residue levels in eggs reached maximum levels on
the fifth day of treatment (1065.317 pg/kg in ELISA and 2947.06 pg/kg in LC-
MS/MS), declining gradually to not be detected from the ninth day of discontinuation
of treatment. Within the conditions of this study, a withdrawal period of six days
would be more appropriate to use the eggs for human consumption, considering the
MRL of 100 pg/kg set by the European Union for muscle, fat and skin as a
comparative standard. Among the 55 samples of retail eggs analyzed in a sample,
high residue levels of residues were detected (195 ug/kg of enrofloxacin and 40.5
pg/kg ciprofloxacin) when compared to MRLs set for edible tissues of poultry in
Brazil. This raises issues about the quality of the eggs that are offered to the
population of Niter6i and highlights the need for further studies regarding the
incidence of residues of enrofloxacin in eggs and the expansion of government
monitoring programs of residues of enrofloxacin for egg matrix.

Keywords: antibiotics, fluoroquinolones, residues detection
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o sétimo maior produtor de ovos do mundo (FAO, 2013). A
produtividade da avicultura de postura atribuiu-se em grande parte a reducdo no
custo de producédo e a favoravel qualidade sanitaria dos plantéis. Os antimicrobianos
impulsionaram a avicultura industrial e contribuiram enormemente para a melhoria
da qualidade sanitaria das aves, utilizados tanto na prevencdo de doengcas como
melhoradores de desempenho, quanto no tratamento das aves (VAZ, 2012).

O uso dos antimicrobianos, de fato, fez evoluir tanto a medicina veterinaria
guanto a medicina humana, no entanto, em consequéncia do seu intenso uso em
ambos os setores, houve o surgimento de resisténcia bacteriana. IniUmeros acordos
e encontros internacionais foram tracados desde entdo no intuito de desenvolver
programas, normas e restricbes ao uso de determinados antimicrobianos em
medicina veterinaria, visando evitar essa resisténcia bacteriana, tanto em relacdo ao
uso de antimicrobianos como melhoradores de desempenho, como para fins
terapéuticos (EMEA, 1999).

A enrofloxacina €& um antimicrobiano sintético da classe das
fluoroquinolonas, exclusivamente utilizado na medicina veterinaria e muito
empregado na avicultura de postura (GARCIA-OVANDO et al., 1999). A baixa
toxicidade e o amplo espectro de acdo da enrofloxacina foram caracteristicas
importantes que a tornaram droga de primeira escolha na antibioticoterapia de
muitas doencas nas aves. Este antimicrobiano € rapidamente absorvido,
amplamente distribuido e o principal produto da sua biotransformacdo € a
ciprofloxacina, muito utilizada na antibioticoterapia humana (ITO et al., 2005). Uma
guestao importante relacionada a isto € que as bactérias resistentes a enrofloxacina,
geralmente tém resisténcia cruzada a outras fluoroquinolonas e, portanto, a
ciprofloxacina.

Evidéncias cientificas apontaram a associacdo temporal da introducao das
fluoroquinolonas na producédo avicola com a emergéncia de bactérias resistentes,
especialmente Salmonella spp. e Campylobacter jejuni nas aves, com propagacao
para os produtos de abate e para os seres humanos, principalmente através da

cadeia alimentar (WHO, 1998). E desde entdo, o controle sobre o uso das
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fluoroquinolonas na avicultura e na medicina humana foram intensificados e
priorizados mundialmente (WHO, 2011).

Uma outra questdo igualmente importante é a presenca de residuos de
enrofloxacina nos produtos avicolas, que podem ocorrer principalmente devido ao
ndo atendimento as Boas Praticas Veterinarias no uso deste antibacteriano na
avicultura. A administracdo inadvertida, o desrespeito as doses terapeuticas, a
duracdo do tratamento e ao periodo de caréncia para liberacdo dos ovos, em
especial, sdo fatores que além de prejudicar o tratamento dos animais em
determinados casos e favorecem o aparecimento de residuos em ovos de consumo
(GONZALES et al., 2005).

Até determinada concentracdo, os residuos presentes nos alimentos néo
promovem nenhum dano a saude humana, porém se a concentracao ultrapassar o
Limite Maximo de Residuo (LMR) estabelecido para o analito em questéo,
aumentam os riscos de haver comprometimento a saude humana em virtude do
consumo desses alimentos com residuos. O Brasil segue preferencialmente as
determinacdes do Codex Alimentarius quanto aos LMR estabelecidos. A Comisséo
do Codex Alimentarius, no ambito dos residuos de antibacterianos em produtos
avicolas, estabelece os LMR a partir de avaliagdes de riscos criteriosas que incluem
estudos toxicolégicos e microbiolégicos sobre o impacto da presenca de residuos de
antibacterianos sobre o trato gastrointestinal humano (CODEX ALIMENTARIUS,
2011).

Na determinacédo de residuos em produtos de origem animal, os métodos
analiticos de triagem, como o ELISA, séo (teis na selecdo de amostras positivas e
sdo geralmente de baixo custo, préaticos e de facil aplicacdo. Para a confirmacéo e
guantificacdo de residuos, é necessaria a realizacdo de métodos analiticos
obrigatoriamente validados, tais como os métodos cromatograficos (PACHECO-
SILVA, 2013).

O objetivo deste estudo foi pesquisar residuos de enrofloxacina por meio da
Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (LC-
MS/MS) e/ou de um kit comercial de ELISA (Bioo Scientific®) em ovos de galinhas
previamente tratadas com este antibacteriano e em ovos do varejo nas regidoes
administrativas mais populosas do Municipio de Niteréi, RJ. Para fundamentar e

orientar as estratégias de acdo, foi feita uma revisdo de literatura sobre o uso de
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fluoroquinolonas na avicultura e a sua relagcdo com a resisténcia bacteriana e a

presenca de residuos em produtos avicolas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 AVICULTURA DE POSTURA INDUSTRIAL E O USO DE ANTIMICROBIANOS

O Brasil est4 colocado entre os dez maiores produtores mundiais de ovos,
ocupando a sétima posicao (FAO, 2013). Os baixos custos de producdo e o nivel
elevado de sanidade das aves fortaleceram a produtividade, porém, o consumo
interno de ovos ainda é reduzido quando comparado ao de outros paises, como o
México. O baixo consumo foi atribuido ao desconhecimento da maioria da populacéo
sobre as propriedades nutricionais do ovo como fonte proteina de alto valor
nutricional, de ferro, vitaminas e fosforo (FAO, 2003); também por ser visto como
alimento destinado as classes menos favorecidas da populacdo e pelo julgamento
equivocado de ser prejudicial a saude quanto aos niveis de colesterol
(STEFANELLO, 2011). Contudo, estudos da EMBRAPA Suinos e Aves
demonstraram que fatores como a melhoria da renda, a participacdo da mulher no
mercado de trabalho e o envelhecimento da populacdo afetam positivamente o
consumo de ovos e futuramente esta atividade tende a ser beneficiada pela atual
conjuntura econdmica e social do pais (KRABBE et al., 2014).

A sanidade das aves, em especial, foi de grande importancia no avanco da
avicultura industrial como um todo, mas a prevencéao e o controle de patégenos séo
desafios permanentes (VAZ, 2012). O uso de antimicrobianos foi um fator muito
importante nesta evolucdo, sendo utilizados tanto no tratamento como na prevencao
de doencas, utilizados como melhoradores de desempenho.

A avicultura industrial se fundamenta nos principios da biosseguranca e na
prevencdo de doencas, pois o0 uso de medicacdo terapéutica € sempre anti-
econdmico, porém em situacdes de doenca no plantel, a terapia medicamentosa é
necessaria e na maioria das vezes deve ser aplicada rapidamente, de forma
eficiente e que seja a mais econdmica possivel (GONZALES et al., 2005).

A utilizacdo terapéutica dos antimicrobianos em seres humanos se iniciou na
década de 1930 com as sulfonamidas. Houve grandes mudancas nos anos
seguintes em razdo do surgimento de microrganismos resistentes, o que produziu
uma incessante busca por alternativas terapéuticas cada vez mais efetivas quanto

ao espectro de acdo e a toxicidade dos antimicrobianos (JACKSON et al., 1998). A
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medicina veterinaria comegou a empregar 0s antimicrobianos na década de 50 e isto
ocorreu paralelamente aos avanc¢os na medicina humana (EMEA, 1999).

De modo geral, no Brasil, ndo ha muitos dados estatisticos a respeito do uso
de antimicrobianos na avicultura. Um estudo foi realizado pela Secretaria de Estado
da Saude do Parana, em 2004, por meio do Programa Estadual de Controle de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMvet),
para identificar os medicamentos veterinarios mais utilizados na avicultura de corte e
de postura. Em 66 granjas de postura, 0s grupos de antimicrobianos mais citados
foram as quinolonas, seguidas das tetraciclinas e das quinoxalinas e os farmacos
mais utilizados foram a enrofloxacina (25,8%), oxitetraciclina (21,5%), olaquindox
(15,1%), norfloxacina (9,7%), doxiciclina (6,5%), sulfaguinoxalina (6,5%) e
bacitracina (6,5%) (MACHINSKI JUNIOR et al., 2005).

Os promotores de crescimento ou também denominados de melhoradores
de desempenho sdo antimicrobianos que sao administrados continuamente na racéo
das aves em doses subterapéuticas (ANDREATTI FILHO; SILVA, 2005). Os seus
efeitos foram descobertos na década de 1940, em meio a estudos de isolamento e
identificacdo da vitamina B12 em culturas de fungos, que era considerado um
promotor de crescimento, no entanto, descobriu-se que micélio seco de certos
fungos como Streptomyces aureofaciens continham antimicrobianos que atuavam
como potentes melhoradores de desempenho (JONES; RICKE, 2003; CASTANON,
2007).

Em 1951, o uso de antimicrobianos como melhoradores de desempenho
sem prescricdo veterinaria foi aprovado pela agéncia regulatéria do setor nos
Estados Unidos, “Food and Drug Administration” (FDA) (JONES; RICKE, 2003).
Entre as décadas de 1950 e 1960, cada Estado europeu aprovou 0S seus proprios
regulamentos nacionais sobre o0 uso de antimicrobianos na alimentacdo animal.

Segundo Albuquergue (2005), o uso de melhoradores de desempenho na
alimentacdo animal promove melhora da eficiéncia alimentar, reducédo na ingestao
de alimento até o abate, prevencdo de patologias infecciosas e parasitarias e
reducdo na mortalidade, aumentando assim a produtividade. No entanto, o0s
mecanismos de acdo dos melhoradores de desempenho ndo estdo totalmente
esclarecidos, mas parece haver consenso entre 0s autores que nao seja Unico, mas

multiplos e complexos. Nas décadas de 1950 e 1960, antimicrobianos como
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penicilinas e tetraciclinas foram utilizados como melhoradores de desempenho e na
década de 1960 surgiram preocupacdes quanto ao surgimento de cepas bacterianas
resistentes.

Em relatério para o governo do Reino Unido em 1969, o “Comittee for
Veterinary Medicinal Products” (CVMP), Comité Conjunto sobre a Utilizacdo de
Antimicrobianos na Criacdo Animal e na Medicina Veterinaria, relatou que a
administracdo de antimicrobianos em doses subterapéuticas colocaria em risco a
saude humana e a animal. Para evitar tais riscos, os antimicrobianos utilizados como
melhoradores de desempenho deveriam ter pouca ou nenhuma aplicacao
terapéutica no homem ou em animais e ndo deveriam prejudicar a eficacia das
drogas em uso terapéutico por meio do desenvolvimento de cepas resistentes. Na
década de 1990, debates sobre a resisténcia aos antimicrobianos se intensificaram
na Unido Europeia (EMEA, 1999).

A partir de entdo, a Unido Europeia suspendeu o uso de avoparcina,
virginiamicina, espiramicina, tilosina e bacitracina de zinco como melhoradores de
desempenho na tentativa de minimizar a selecdo de bactérias resistentes
(EUROPEAN COMMUNITY, 1998). Em 2006, a Unido Europeia suspendeu o uso de
gualquer antimicrobiano como promotor de crescimento (EUROPEAN COMMUNITY,
2003).

No Brasil, alguns principios ativos foram proibidos na fabricacdo de produtos
com finalidade de atuarem sobre a eficiéncia alimentar como melhoradores de
desempenho. Dentre outras proibicdes, em 2002, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) proibiu 0 uso de arsenicais e antimoniais por
meio da Portaria n°31 (BRASIL, 2002). Cloranfenicol e nitrofuranos foram proibidos
pela Instrucdo Normativa (IN) n°09, de 2003 (BRASIL, 2003a). As substancias
olanquindox e carbadox foram proibidas pelas IN n°11, de 2004 e IN n°35, de 2005,
respectivamente (BRASIL, 2004b; 2005). Anfenicéis, tetraciclinas, beta-lactamicos
(benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas foram
proibidos como melhoradores de desempenho na Instru¢cdo Normativa n°26, de 2009
(BRASIL, 2009). Em 2012, espiramicina e eritromicina também foram proibidas por
meio da IN n°14 (BRASIL, 2012). Atualmente, os antimicrobianos permitidos pelo
MAPA como melhoradores de desempenho na avicultura s&o avilamicina,

bacitracina metileno disalicilato, bacitracina de zinco, colistina, clorexidina,
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enramicina, flavomicina, halquinol, lincomicina, tilosina, virginiamicina (BRASIL
2013a).

Diante da expectativa da proibicdo e restricdo ao uso dos antimicrobianos
como melhoradores de desempenho ser cada vez maior, varias pesquisas passaram
a ser desenvolvidas com o objetivo de obter alternativas eficientes para reduzir os
microrganismos patdgenos das aves (PESSOA et al., 2012). Dentre tais alternativas
desenvolvidas, incluem-se os probiéticos, prebidticos, enzimas exdgenas, extratos

vegetais e 6leos essenciais.

2.2 DESENVOLVIMENTO DAS FLUOROQUINOLONAS

O desenvolvimento das quinolonas fortaleceu a terapéutica antimicrobiana,
em virtude da sua baixa toxicidade e amplo espectro de agdo. A primeira quinolona a
ser produzida foi o 4cido nalidixico, que € uma naftaridina. Foi descoberta em 1962
por Leshea e colaboradores, ao acaso, quando sintetizavam clorquina, um agente
antimalarico com atividade antibacteriana. O acido nalidixico apresentou atividade
contra alguns aerdébios Gram-negativos e por isso foi utilizado no tratamento de
infeccbes urinarias (JACKSON et al., 1998; SILVA; HOLLENBACH, 2010). No
entanto, este antimicrobiano teve seu uso reduzido diante da sua tendéncia a
inducao de resisténcia bacteriana e diante do desenvolvimento e producéo de novos
compostos com maior espectro de acdo e menor toxicidade (ITO et al., 2005).

A descoberta de mudancgas na estrutura quimica das quinolonas modificou
de forma importante a sua atividade antimicrobiana, permitindo sintetizar outros
compostos desta familia. As fluoroquinolonas sdo denominadas quinolonas de
segunda geracao, foram introduzidas na década de 1980 e séo derivados fluorados
das quinolonas, ou seja, possuem flGor na posicdo n°6 do anel quinoldnico, além
disso, apresentam cetona na posi¢cdo n°4 e carboxil na posicdo n°3, que conferem
maior atividade antibacteriana. A adicéo de ciclopropil, etil ou fluorofenil na posicéo
n°1 e de piperazina na posi¢do n°7, aumentaram o espectro de acdo antimicrobiana
(ANDRIOLE, 2005; SHARMA et al., 2009). Compreendem as fluoroquinolonas:
ciprofloxacina, danofloxacina, difloxacina, enrofloxacina, flumequina, marbofloxacina,
norfloxacina, ofloxacina e sarafloxacina (BOTSOGLOU; FLETOURIS, 2001)
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A presenca de flior na posicdo n°6 confere maior atividade contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, pois aumenta a penetrabilidade do antimicrobiano
na membrana celular da bactéria. A primeira fluoroquinolona de amplo espectro a
ser sintetizada foi a norfloxacina, que foi introduzida em 1980 e possui um anel
piperazinil substituindo o grupo metil na posicdo n° 7. Dessa forma, obteve-se um
aumento da atividade contra bactérias Gram-negativas, embora ndo atuasse sobre
anaerobios (ANDRIOLE, 2005).

A obtencdo da ciprofloxacina veio com a substituicdo do grupo etil da
norfloxacina pelo grupo ciclopropil, aumentando o espectro para bactérias Gram-
positivas, sem comprometer a acdo sobre as Gram-negativas (SHARMA et al.,
2009). A enrofloxacina tem estrutura semelhante a ciprofloxacina e também
apresenta modificagdes no grupo etil (ITO et al., 2005).

Todas essas modificacOes estruturais na molécula das quinolonas levaram a
um maior espectro de acao e difuséo para os tecidos, uma meia vida maior, reducéo
na toxicidade, aumento da capacidade de penetracdo na parede bacteriana.
Consequentemente possibilitou melhor atividade contra bactérias Gram-negativas,
passando a atuar também sobre algumas espécies Gram-positivas. As suas
indicacdes terapéuticas evoluiram desde a aplicacdo em infec¢cdes urinarias a
aplicacbes nas mais variadas infecgbes. As Ultimas geracdes de quinolonas ja
possuem atividade contra bactérias anaerébias (SILVA; HOLLEMBACH, 2010).

Em seres humanos, as fluoroquinolonas sdo geralmente bem toleradas e
seguras. Os efeitos adversos mais comuns ocorrem no trato gastrintestinal e no
sistema nervoso central. ReacOes de nefrotoxicidade e tendinite sdo raras. As
fluoroquinolonas sdo seguras em pacientes idosos, com neutropenia e portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), mas em funcéo dos possiveis efeitos sobre
a cartilagem articular, ndo sdo recomendadas para criancas ou mulheres gravidas
(LIPSKY, BAKER, 1998).

No final da década de 1980 e inicio da década de 1990, deu-se inicio a
utilizacdo das fluoroquinolonas na medicina veterinaria. Desde entdo, novas
moléculas de fluoroquinolonas tém sido autorizadas e um vasto numero de
diferentes medicamentos veterinarios ja estdo disponiveis no mercado (EMEA,
2006).
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2.3 ENROFLOXACINA

A enrofloxacina (acido ciclopropil-7-(4-etil-1-piperazinil)-6-fluoro-1,4-diidro-4-
oxo-3-quinoleina carboxilico) € um antimicrobiano bactericida sintético de emprego
exclusivo na medicina veterinaria (GARCIA-OVANDO et al., 1999) e bastante
utilizado na avicultura industrial.

O mecanismo de acao da enrofloxacina, assim como de todas as
fluoroquinolonas, é a inibicdo da atividade catalitica das enzimas bacterianas DNA
girase (ou Topoisomerase Il) e Topoisomerase 1V, que funcionam em conjunto e sao
essenciais a replicacao e transcricdo do DNA bacteriano (SHARMA et al., 2009).

A DNA girase catalisa reacfes na cadeia de fita dupla do DNA bacteriano
gue permite o seu superenrolamento, relaxamento, separacdo e a sua reintegracao
durante os processos de transcricdo e traducao. As quinolonas bloqueiam a reacao
e DNA girase ou Topoisomerase IV num complexo droga-enzima-DNA, com
posterior liberagcdo das quebras “letais” de DNA de fita dupla. A DNA girase é
composta pelas subunidades, GyrA (97 kDa) e GyrB (90 kDa) e a Topoisomerase 1V
€ composta pelas subunidades: ParC (75 kDa) e ParE (70 kDa) (JACOBY, 2005).

Apoés administracdo, a enrofloxacina é rapidamente absorvida, com pico de
concentracdo no soro apos uma a duas horas da administracdo (MITCHELL, 2006),
tém ampla distribuicdo e baixa ligacdo as proteinas plasmaticas, tém excrecao via
urina e bile e seus residuos podem ser encontrados no figado e rins (GOETTING et
al., 2011; SILVA; HOLLEMBACH, 2010). A biotransformacéo de enrofloxacina inclui
reacdes de N-dealquilacédo, conjugacéo gluconidica ao nitrogénio na posicao para do
anel piperazinil, oxidacdo na posi¢ao orto em relacdo ao substituto amina e abertura
do anel piperazinil (VANCUTSEM et al., 1990).

Os residuos produzidos a partir da biotransformacdo da enrofloxacina,
presentes na urina Sd0 compostos principalmente por: enrofloxacina,
enrofloxacinamida e ciprofloxacina, e, em menor escala, por oxociprofloxacina,
dioxociprofloxacina, desetileno-ciprofloxacina, desetileno-enrofloxacina, N-formil-
ciprofloxacina, oxoenrofloxacina e hidroxi-oxoenrofloxacina (BOTSOUGLO;
FLETOURIS, 2001). A ciprofloxacina € o principal metabdlito da enrofloxacina, pois &
muito utilizado na antibioticoterapia humana, é farmacocineticamente ativo, com

metade ou menos da metade da biodisponibilidade no organismo da ave (ITO et al.,
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2005). A ciprofloxacina também é empregada na medicina veterinéria no Brasil e em
varios paises (GARCIA-OVANDO et al., 1999). A quantidade de ciprofloxacina
produzida como residuo aumenta de acordo com a dose e tempo de uso da
enrofloxacina nas aves (ITO et al., 2005).

A enrofloxacina tem excelente atividade contra patégenos Gram-positivos e
Gram-negativos e também é utilizada no controle de certos patégenos intracelulares
(MITCHELL, 2006), tem efeito intermediario e variavel para Pseudomonas spp.,
Enterococcus spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. e
bom efeito sobre Enterobactérias, incluindo Campylobacter spp., Enterobacter spp. e
Serratia spp. Atua também sobre Chlamydia spp. e Mycobacterium spp. A
enrofloxacina e a ciprofloxacina sdo indicadas para o tratamento de doencas
aviarias, tais como colibacilose, salmonelose, micoplasmose associada ou nédo a
colibacilose, colera aviaria e coriza infecciosa (BAYER, 2014). De modo geral, a
dose recomendada para enrofloxacina e ciprofloxacina € de 10 mg/kg (ITO et al.,
2005).

A ciprofloxacina, na medicina humana, € indicada no tratamento de
infeccbes do trato urinario causadas por Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, entre outros agentes; cistite aguda nao
complicada causada por E. coli ou Staphylococcus saprophyticus; prostatite crénica
bacteriana causada por E. coli ou P. mirabilis; infec¢cdes no trato respiratorio inferior
causadas por E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, entre outros; sinusite aguda
causada por Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ou Moraxella
catarrhalis; infeccdes de pele e estruturas causadas por E. coli, K. pneumoniae, E.
cloacae, entre outros; infeccbes Osseas e articulares causadas por E. cloacae,
Serratia marcescens ou Pseudomonas aeruginosa; infec¢cdes abdominais
complicadas causadas por E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, K. pneumoniae ou
Bacteroides fragilis; diarreia infecciosa causada por E. coli enterotoxigénica,
Campylobacter jejuni, Shigella dysenteriae, entre outros, quando ha indicacdo de

antibioticoterapia; febre tifoide causada por Salmonella typhi (FDA, 2008)
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2.4 RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM PRODUTOS AVICOLAS

O uso de antimicrobianos em aves de producdo e a possibilidade da
presenca dos seus residuos nos produtos avicolas correspondem a uma questdo
importante de saude publica quanto aos riscos inerentes ao consumo desses
residuos pela populacdo, quando em niveis elevados. Isto pode advir do desrespeito
as Boas Préticas Veterinarias e o significado para a saude publica € determinado
principalmente pelo nivel de residuos no alimento e pela droga que 0s originou
(BOTSOUGLO; FLETOURIS, 2001). Além disso, os residuos eliminados via urina e
fezes representam importantes fontes de contaminacdo ambiental (REGITANO;
LEAL, 2010).

As Boas Praticas Veterinarias quanto ao uso de antimicrobianos devem
considerar, entre outros critérios, a necessidade do uso de antimicrobianos para
deteminado agravo; custos de tratamento; escolha do antimicrobiano especifico por
meio de avaliacGes sanitarias periodicas por antibiogramas e que seja direcionado a
espécie e a categoria da ave a se medicar; a via de administracdo mais adequada;
seguir as prescricbes definidas pelo fabricante quanto a dose, periodo de uso e
periodo de retirada ou caréncia; cuidar para nao haver contaminacdo do
manipulador e do meio ambiente; cuidar para que o veiculo de administracdo do
medicamento esteja em boas condicdes e seja de boa qualidade (GONZALES et al.,
2005).

Residuos de Medicamentos Veterinarios sdo, por definicdo, a fracdo da
droga, seus metabdlitos e/ou impurezas associadas a droga em qualquer parte
comestivel do alimento de origem animal (CODEX ALIMENTARIUS, 2011). Existe
uma determinada tolerancia em relagdo a concentracdo de residuos de
antimicrobianos presentes em um produto de origem animal que ndo causaria danos
a saude do consumidor, o LMR. Por definicdo, LMR € a concentracdo maxima de
residuos expressa em mg/kg ou pg/kg e fixada pelo Comité do Codex Alimentarius a
ser legalmente permitida em um alimento (CODEX ALIMENTARIUS, 2011).
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2.5 AVALIACAO DE RISCO DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM
ALIMENTOS

No contexto de seguranca dos alimentos, a avaliagdo de risco é um dos trés
componentes da estrutura de analise de risco. A avaliagdo de risco € constituida
pelas etapas de identificagcdo do perigo, caracterizagcdo do perigo, avaliacdo da
exposicdo e caracterizacdo do risco. Estes aspectos s&do considerados como
principios de trabalho no ambito do Codex Alimentarius e servem como base para a
adocédo de normas e padrdes sobre a seguranca dos alimentos e questdes de saude
(BRASIL, 2004a).

A Comissdo do Codex Alimentarius € um oOrgédo da “Food and Agriculture
Organization” (FAO) e Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e é responsavel pela
criacdo do Codex Alimentarius, um conjunto de normas alimentares designadas a
todas as nagbes do mundo, reconhecido pela Organizacdo Mundial do Comércio
(OMC) como padrao de referéncia internacional para a seguranca dos alimentos
(BOTSOUGLO; FLETOURIS, 2001).

O Codex Alimentarius tornou-se referéncia no comércio internacional a partir
de 1995, a partir da criagdo da OMC e do Acordo sobre Medidas Sanitarias e
Fitossanitarias (Acordo SPS), tornando-se um poderoso instrumento na
harmonizacdo de normas para o comércio mundial de alimentos. A adesédo ao
Programa nao significa obrigatoriamente a aceitacdo as normas e para cada norma
aprovada, os paises-membros sdo consultados sobre a sua aceitacdo ou néao
(ORTEGA; BORGES, 2012).

A Comissdo do Codex Alimentarius que trata especificamente de residuos
de medicamentos veterinarios em alimentos, “Codex Committee on Residues of
Veterinary Drugs in Foods” (CCRVDF), tem seus trabalhos acessorados pelo “Joint
FAO/WHO Expert Comittee on Food Additives” (JECFA) (PALERMO NETO, 2005).
O JECFA é um comité cientifico internacional de especialistas que se reunem desde
1956 e atua na avaliacdo de risco de residuos de medicamentos veterinarios,
contaminantes, toxinas naturais e aditivos alimentares nos alimentos. O JECFA, a
partir da avaliacao de risco, recomenda valores de LMR ao CCRVDF (WHO, 2013).

Para a determinacdo do LMR, sdo considerados a andlise toxicologica, a

farmacocinética da substancia e o risco que ela possa representar para a saude
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humana. O risco é calculado por meio da Ingestao Diaria Aceitavel (IDA), em mg/kg
ou pg/kg do medicamento presente no alimento, ao qual € incorporado um fator de
seguranca (FS) da ordem de até 100 vezes relacionado as varia¢gfes individuais de
sensibilidade. A IDA, por sua vez, é calculada a partir do valor de NOEL (“no effect
level” — sem efeito observavel) de uma substancia, que consiste na maior dose de
uma substancia quimica que, se usada, ndo produz efeitos adversos na espécie
testada mais sensivel. Ao valor de NOEL também se incorpora um fator de
seguranca de até 100 vezes (FAO; WHO, 2000). A IDA é um valor estimado da
quantidade méaxima de um medicamento veterinario em relacdo ao peso corporal
humano que pode ser ingerida diariamente ao longo da vida do individuo sem lhe
causar risco apreciavel a saude (PALERMO NETO, 2005).

O valor de IDA toxicologico € baseado em uma série de avaliacbes de
seguranca toxicologicas relacionandas a exposicdo aguda e a longo prazo ao
medicamento e seu impacto sobre a saude, tais como como carcinogenicidade,
genotoxicidade, toxicidade reprodutiva, teratologia, neurotoxicidade, imunotoxicidade
e alergenicidade, toxicidade ocular e toxicidade cardiaca (WHO, 2003). A JECFA
também considera um valor de IDA microbioldgico, derivado de ensaios relativos a
possiveis efeitos adversos que o antimicrobiano possa desempenhar sobre a
microbiota do trato gastrointestinal humano e sobre o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana. O menor dos dois valores € usado para a fixacao da IDA e,
consequentemente para o célculo do LMR para esse antimicrobiano (FAO; WHO,
2000).

O JECFA considera também a deplecdo do medicamento marcado
radioativamente para o calculo da quantidade total de residuos presentes nos
tecidos e também considera dados de consumo de alimentos e habitos alimentares
de uma forma geral para compor a cesta basica, cuja composicado para aves € de
300 g de carne, 100 g de figado, 50 g de gordura, 50 g de rins, 100 g de ovos (FAO;
WHO, 2000). Dessa forma, o JECFA estima a quantidade real de residuos de
medicamentos veterinarios que pode ser ingerida pelo ser humano para fixar os
LMRs (PALERMO NETO, 2005).

Os LMR séo dados importantes na determinacéo do periodo de caréncia de
um medicamento, que consiste no intervalo de tempo em horas ou dias necessario

para que as quantidades teciduais de residuos ou de metabdlitos da droga,
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presentes nos alimentos sejam inferiores aos LMR fixados pelo Codex Alimentarius
para esse medicamento. No entanto, nem todos os antimicrobianos utilizados tém
um LMR definido. Alguns ndo séo considerados perigosos, nédo tendo LMR, outros
tém LMR provisérios e outros ainda sao proibidos para o uso em animais (PEREIRA,
2009).

Além do JECFA, a avaliagcdo de risco sobre medicamentos e aditivos
utilizados na alimentacdo animal na Unido Europeia € realizada pelo Comité para
Produtos Veterinarios (“Comitee for Veterinary Medicinal Products” — CVMP) e pela
Autoridade Europeia de Seguranga dos Alimentos ("European Food Safety Authority”
- EFSA), respectivamente. O CVMP é 6rgado da Agéncia Europeia de Medicamentos
(“European Medicines Agency” - EMEA), que é o 0rgado responsavel pelo
estabelecimento de LMR de medicamentos veterinarios na Unido Europeia
(SPISSO, 2010).

A Unido Europeia possui LMR fixados para Enrofloxacina, que sé&o
calculados com base na soma dos residuos de Enrofloxacina e Ciprofloxacina. No
caso dos tecidos comestiveis de frangos, o LMR fixado é de 100 pg/kg para
musculo, gordura e pele, 200 pg/kg para o figado e 300 pg/kg para os rins. No
entanto, a Unido Europeia ndo estabelece LMR para ovos e ndo permite a utilizacédo
de enrofloxacina em animais que produzem ovos para consumo humano.
(EUROPEAN COMMUNITY, 2010).

2.6 LEGISLACAO NACIONAL QUANTO AO CONTROLE DE RESIDUOS

O Brasil segue preferencialmente os principios e limites fixados pelo Codex
Alimentarius (PALERMO NETO, 2005) e harmonizados no MERCOSUL, os
adotados na Unido Europeia e no FDA, nessa ordem de priorizacédo (BRASIL, 1999).
Os métodos analiticos utilizados no Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) sédo adotados em funcdo da disponibilidade de métodos
validados, principalmente, aqueles recomendados pelo CCRVDF. O Brasil tem se
esforcado, através de Planos e Programas do MAPA e da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no intuito de melhorar a produtividade, qualidade e

seguranca dos alimentos fornecidos a populacao brasileira e também em se adequar
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guanto ao aspecto sanitario e as regras do comércio internacional de alimentos,
preconizadas pela OMC, FAO, OIE e OMS (BRASIL, 1999).

O PNCRC foi instituido pelo MAPA, na Portaria Ministerial n°51 (BRASIL,
1986) e adequado pela Portaria Ministerial n°527 (BRASIL, 1995). O PNCRC
desenvolve suas atividades visando conhecer o potencial de exposicdo da
populacdo aos residuos nocivos a saude e impedir o abate para consumo de
animais oriundos de criatérios onde se tenha constatado violacdo dos LMR e impedir
0 uso de drogas veterinarias proibidas no territério nacional. As metas principais do
PNCRC sao a verificacdo do uso correto e seguro dos medicamentos veterinarios,
de acordo com as préticas veterinarias recomendadas e das tecnologias utilizadas
nos processos de incrementacdo da producdo e produtividade pecuéria. (BRASIL,
1999).

O PNCRC é composto pelos subprogramas setoriais, para 0 monitoramento
em carnes (PNCRC/Bovinos, PNCRC/Aves, PNCRC/Suinos, PNCRC/Equinos e
PNCRC/Avestruz) e demais produtos de origem animal (PNCRC/Leite, PNCRC/Mel,
PNCRC/Ovos e PNCRC/Pescado) (BRASIL, 1999). As amostras monitoradas pelo
PNCRC séo coletadas de acordo com o plano de amostragem recomendado pelo
comité do Codex Alimentarius. O MAPA publica anualmente os resultados dos
programas de monitoramento no Diario Oficial da Unido (PACHECO-SILVA, 2013).

Os resultados do acompanhamento dos Programas de Controle de Residuos

e Contaminantes dos subprogramas de monitoramento e exploratério em Carnes
(Bovina, Suina, de Aves, de Avestruz e Equina), em Leite, Ovos, Mel e Pescado do
MAPA do exercicio de 20012 foram publicados na Instru¢cdo Normativa n°07, de 27
de marco de 2013. Em 116 analises em muasculo de aves, todas as amostras
estavam em conformidade. Os antimicrobianos analisados foram acido nalidixico,
acido oxolinico, ciprofloxacina, difloxacina, enrofloxacina, flumequina e
sarafloxacina. Em ovos, foram realizadas 33 andlises para enrofloxacina e
ciprofloxacina e também houve conformidade em todas as analises (BRASIL,
2013b). Portanto, mesmo com a utilizacdo de muitos medicamentos nas aves de
producdo, ndo foram encontrados residuos, no periodo de andlise, nos plantéis

brasileiros, indicando respeito aos periodos de caréncia dos medicamentos.
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No Brasil, o LMR fixado para tecidos comestiveis de aves é de 100 ug/kg
para enrofloxacina. Quanto a matriz ovo, nao foi estabelecido um LMR, mas sim um
Limite de Referéncia (LR) para adocdo de medidas regulatérias. Como a
enrofloxacina se trata de substancia registrada para uso em aves de postura, mas
seu respectivo LMR nao esta estabelecido pela legislacdo vigente, o Subprograma
de Monitoramento de Controle de Residuos de Contaminantes em Ovos utiliza um
limite de referéncia para tomada de acdo regulatéria, que € igual a 10 ug/kg ou 10
pug/L para enrofloxacina e ciprofloxacina. Este valor corresponde a menor
concentracdo detectavel pelos métodos analiticos recomendados pela legislacdo
(BRASIL, 2013b).

Complementando as acfes desenvolvidas pelo MAPA por meio da avaliagao
do produto pronto para ser apresentado ao consumidor, o PAMvet foi criado na
Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 253, de 16 de setembro de 2003, pela ANVISA,
em funcdo da necessidade de, dentre outros motivos, avaliar os niveis de residuos
de medicamentos veterinarios nos alimentos; desenvolver metodologias analiticas
validadas por laboratorios oficiais; verificar se o0s niveis de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos estdo excedendo os Limites Maximos de
Residuos autorizados pela legislacdo em vigor (BRASIL, 2003b). A primeira matriz
de andlise do PAMvet foi o leite bovino (BRASIL, 2006).

2.7 IMPACTO NA SAUDE PUBLICA QUANTO A PRESENCA DE RESIDUOS DE
ENROFLOXACINA EM OVOS

A presenca de residuos em ovos é motivo de preocupacao, pois 0S 0V0S
podem conter residuos de uma grande variedade de drogas, que podem ser
detectaveis dias a semanas ap0s o término do tratamento das aves (GOETTING et
al., 2011). Em relacao as fluoroquinolonas, seus residuos podem aparecer nos ovos
de aves tratadas 24 horas apdés a primeira dose e persistirem principalmente na
gema durante varios dias apos o término do tratamento (ETCHES, 1998).

No entanto, até entdo, ha poucas evidéncias cientificas quanto aos danos
sobre a microbiota do trato gastrointestinal humano causados por residuos de
antimicrobianos presentes em alimentos derivados de animais tratados com o0s

mesmos (BRASIL, 2004a). Um fato alarmante € que no Brasil, entre as formulagfes



29

de enrofloxacina para uso em aves de postura registradas no MAPA, ndo ha um
consenso entre os fabricantes, de um modo geral, quanto aos periodos de caréncia
descritos nas bulas (SINDAN, 2014). Isto possibilita que haja uma variedade de
interpretacbes e a consequente utilizacdo indevida desses produtos tanto pelo
médico veterinario como pelo produtor. Como consequéncia, o risco de haver niveis
elevados de residuos nos ovos pode ser maior, assim como pode ser maior 0 risco

do consumidor ficar exposto a essas substancias.

2.8 METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE RESIDUOS DE
ANTIMICROBIANOS EM PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

Os métodos utilizados na investigacdo de residuos de antimicrobianos em
produtos de origem animal séo classificados em dois grandes grupos: métodos
biologicos de triagem e métodos cromatograficos. Como métodos de triagem
geralmente sdo utilizados métodos microbiolégicos e métodos imunoquimicos para
determinacdo da presenca desses residuos nos alimentos. Os resultados positivos
nos metodos de triagem devem ser confirmados por métodos cromatograficos
(PACHECO-SILVA, 2013).

2.8.1 Métodos de triagem

Os métodos de triagem séo utilizados para detectar a presenca de um
analito ou classe de analitos no nivel de interesse. Estes métodos tém a capacidade
de andlise de um numero elevado de amostras e sdo utilizados para detectar
amostras ndo conformes ou positivas e sdo especialmente utilizados para evitar
resultados falso negativos. (DE BRABANDER et al., 2009). Os métodos de triagem
mais frequentemente utilizados sdo o método microbiolégicoe os imunoquimicos
(CHAFER-PERICAS et al., 2010)

Os métodos microbiolégicos de inibicdo do crescimento sdo utilizados em
todo o mundo e foram os primeiros métodos utilizados na deteccao de residuos de
antibacterianos em alimentos, tendo surgido entre 1945 a 1948. Sdo métodos
qualitativos ou semiquantitativos, baseados numa reacdo especifica entre um

microrganismo suscetivel e o antimicrobiano presente na amostra (BOTSOGLOU;
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FLETOURIS, 2001). Entre as vantagens destes métodos incluem a simplicidade, a
relacdo custo-beneficio e a possibilidade de detectar qualquer antimicrobiano ou
metabdlito com atividade antimicrobiana. Entre as desvantagens estdo a baixa
especificidade e os longos periodos de incubacdo em alguns casos (CHAFER-
PERICAS et al., 2010).

2.8.1.1 Ensaio Imunoenzimatico do tipo ELISA por kits comerciais

O primeiro método imunoquimico surgiu no final da década de 1950, na
detecc¢ao de insulina humana por Yalow e Berson, o que Ihes rendeu o prémio Nobel
em 1977. A partir de entdo, os metodos foram sendo aperfeicoados e desenvolvidos
para analise de macromoléculas como enzimas e hormdnios e posteriormente para
farmacos (NUNES, 2005).

Imunoensaios sdo métodos semiquantitativos caracterizados pela
sensibilidade, praticidade e bom custo-beneficio (CHAFER-PERICAS et al., 2010).
Existem diversos tipos de métodos imunoquimicos e o mais frequentemente utilizado
na deteccdo de antimicrobianos em alimentos sdo 0s imunoenzimaticos
(BOTSOGLOU; FLETOURIS, 2001).

Varios kits de ELISA sdo comercialmente disponiveis para a deteccédo de
antimicrobianos em alimentos de origem animal. Tal como acontece com 0s outros
formatos de imunoensaio, 0 sucesso de um kit de ELISA especifico depende em
grande parte da qualidade do anticorpo em relacédo a sua capacidade de reconhecer
especificamente o analito alvo. Os kits de ELISA comercialmente disponiveis séo
aplicaveis para a andalise de uma grande variedade de matrizes e a maioria dos
fabricantes fornecem protocolos basicos e de facil aplicabilidade para os ensaios.
Além disso, geralmente apresentam baixos limites de deteccéo, simplicidade, tempo
de andlise reduzido e facilidade de automacéo (STEAD; STARK, 2012).

Scortichini et al. (2009) comparou um kit comercial de ELISA (Euro-
Diagnostica®) com um método de extracdo de fase solida mais complexo na
deteccédo de enrofloxacina e obteve melhor performance com o método de extracéo
de fase solida em comparacdo com a extracéo rapida recomendada pelo fabricante
do kit comercial. Clanjak et al. (2011) pesquisaram residuos de Enrofloxacina em

tecido muscular e figado de frangos de corte apds o tratamento experimental com o
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antimicrobiano, que foi fornecido as aves em doses profilaticas e terapéuticas. Como
métodos analiticos para deteccdo de residuos, utilizaram o método microbiol6gico
de inibicdo de crescimento e o kit comercial de ELISA (Bioo Scientific®) e
encontraram correlacdo positiva entre os métodos.

Um dos desafios mais comuns nos ensaios imunoenzimaticos é a
interferéncia da matriz. O método ELISA muitas vezes tem um elevado potencial
para ligacéo inespecifica a substancias ndo-alvo. Substancias presentes na amostra,
tais como solventes, gorduras, sais ou outros compostos podem interferir na ligacéo
entre o anticorpo e o analito, reduzindo a sensibilidade do teste (ZHANG et al.,
2011). Outro inconveniente € a reatividade cruzada que ocorre quando alguns
compostos semelhantes ao composto principal ddo uma resposta positiva frente ao
ensaio, tendendo a resultados falsamente positivos (NUNES, 2005).

Dependendo do tipo de andlise e do analito, os imunoensaios podem ser
utilizados como métodos de triagem e também podem fornecer dados quantitativos.
Na analise de um elevado numero de amostras, entre as quais se esperam
encontrar bem poucas amostras contaminadas, recomenda-se realizar ELISA,
confirmando-se, posteriormente, as amostras positivas com métodos analiticos mais
sofisticados, como espectrofotométricos ou cromatograficos (NUNES, 2005), pois do
ponto de vista regulamentar, os métodos imunoquimicos ndo devem ser
considerados como definitivos (BOTSOGLOU; FLETOURIS, 2001).

2.8.2 Métodos confirmatorios

Os métodos confirmatérios permitem que o analito seja identificado
inequivocamente e quantificados no nivel de interesse. Esses métodos devem
cumprir os critérios constantes da Diretiva 2002/657/CE da Unido Europeia
(EUROPEAN COMISSION, 2002) e devem ser baseados em espectrometria
molecular fornecendo informacdes sobre a estrutura molecular da substancia
analisada (DE BRABANDER et al., 2009)

A Cromatografia € um método fisico-quimico de separacéo, identificacdo e
guantificacdo dos componentes de uma mistura. Esta separacdo ocorre pela
migragéo diferencial dos componentes da mistura devido a interagdes entre estes
com as fases movel e estacionaria (WANG; TURNISPEED, 2012).
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A sua primeira aplicacdo data de 1903 e foi atribuida ao estudo de Michael
S. Tswett, que pesquisou a separacdo dos componentes de extratos de folhas,
utilizando uma coluna de vidro com carbonato de célcio como fase estacionéaria e
éter dietilico como fase moével. Como a separacdo dos extratos resultou em
componentes coloridos, foi dado o nome ao método, em 1906, de cromatografia (do
grego, “chrom” cor e “grafie’= escrita), apesar de a separagédo dos extratos nao ter
sido dependente de cor (COLLINS, 2006).

A Cromatografia liquida é a técnica de separacao mais utilizada para a
analise de residuos de medicamentos em produtos de origem animal e pode ser
realizada por cromatografia liquida com deteccédo ultravioleta (GORLA et al., 1997,
SAMANIDOU et al., 2005), com deteccao por fluorescéncia (CORNEJO et al., 2005;
HASSOUAN et al., 2007) ou por espectrometria de massas (LOLO ET AL., 2005;
GAJDA et al., 2012).

No Brasil, a Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas
Sequencial (LC-MS/MS) € o método oficial de analise de residuos de

fluoroquinolonas em alimentos de origem animal (BRASIL, 2011).

2.8.2.1 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas sequencial
(LC-MS/MS)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial
(LC-MS/MS) é a técnica analitica mais utilizada para deteccdo e quantificacdo de
residuos, devido a sua alta sensibilidade e seletividade (PACHECO-SILVA, 2013).

Segundo Botsoglou e Fletouris (2000), a Cromatografia Liquida é capaz de
detectar varias classes de antibacterianos, incluindo compostos de alto peso
molecular. A separacdo dos componentes ocorre na medida em que a amostra e a
fase movel sdo bombeados através de uma coluna preenchida com uma fase
estacionaria. A fase estacionaria consiste em uma superficie de particulas porosas
de alguns micrémetros, resistente a mobilidade da fase movel com a amostra. As
forcas fisicas e quimicas que atuam sobre os analitos e as fases movel e
estacionaria determinam a retencéo dos analitos sobre a coluna cromatografica. Um
componente muito solivel em uma fase estacionaria demora mais tempo a passar

através dela do que um componente que nao é muito solluvel nesta fase, mas muito



33

solivel na fase movel. Os analitos que passam mais rapido irdo eluir a partir da
coluna em primeiro lugar do que aqueles que passam por ela mais lentamente

A composicao da fase movel é critica para a eficiéncia da andlise. A sele¢éo
de solventes adequados depende dos compostos a serem analisados e das técnicas
de ionizagao e colunas que seréo utilizadas. Os solventes mais apropriados para as
fases moéveis de LC-MS/MS sédo o metanol e acetonitrila (WANG; TURNIPSEED,
2012)

A instrumentacdo para cromatografia liquida inclui o injetor, um sistema de
bombeamento, a coluna, o detector e um sistema de analise de dados.

Detectores por meio de espectrometria de massa sdo provavelmente os
mais poderosos para a prestacdo de informacdes estruturais sobre moléculas. Em
geral, todos os espectrometros de massa partiham pelo menos trés estruturas
distintas: a fonte de ions, um filtro de massas (m/z — massa/carga) e o detector
(MORAES; LAGO, 2003). A fonte é talvez o elemento mais importante do
espectrometro de massa e diferencia os varios tipos de espectrometria de massa.
Um composto é carregado ou ionizado na fonte para ser introduzido no sistema de
vacuo da espectrometria de massa.

A escolha do método de ionizacdo depende tanto da natureza da amostra
guanto do tipo de informacdo desejada a partir da andlise. Existe uma grande
variedade de métodos de ionizacdo que podem ser classificados em seis categorias
principais: ionizacdo em fase gasosa, ionizacdo e dessor¢cdo de campo,
bombardeamento de particulas, ionizacao a pressao atmosférica e dessorcéo a laser
(BOTSOGLOU; FLETOURIS, 2000).

Resumidamente, a ionizacdo por electrospray € um tipo de ionizacdo a
pressdo atmosférica, na qual a solucédo, por diferenca de potencial, € bombeada
através de um capilar, produzindo um “spray” eletrostatico, que gera goticulas
carregadas, das quais sao liberados os ions. Apds a ionizacdo, 0s ions sédo
analisados em um analisador de massas. Dentre os analisadores de massa mais
utilizados, destacam-se o lon-trap, quadrupolo e “Time of Flight’ (MORAES; LAGO,
2003). A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com tanto
triplo-quadrupolo como multi-estagios ion-trap € o método preferido para a pesquisa

grande maioria dos medicamentos veterinarios (DE BRABANDER et al., 2009).
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ABSTRACT

Fluoroquinolones are antibiotics commonly used in the poultry industry and also in the human
medicine. The use of these antibiotics must follow certain safety criteria such as the
withdrawal period, dosage and duration of treatment because their injudicious and
inadvertently use may result in bacterial resistance and accumulation of residues in edible

tissues. Accordingly, the consumption of these products by humans may cause the
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transmission of resistant bacteria and health problems through ingestion of active metabolites
of fluoroquinolones, if the levels of residues in food are beyond tolerable limits. The objective
of this paper is to present a review on the use of fluoroguinolone antibiotic class in the poultry
farms, directed towards the development of bacterial resistance to these drugs and the

presence of residues in poultry products.

Keywords: Fluoroquinolones, bacterial resistance, residues, poultry products

INTRODUCTION

The Brazilian poultry industry reached a high stage of development in recent years and has
been growing at impressive levels each year (UBABEF, 2011). Brazil is a major producer and
the world’s largest exporter of chicken meat and the seventh largest producer of eggs. The
quality and competitiveness of Brazilian poultry products are confirmed by the increase in

domestic consumption and the export volume (Turra, 2012).

The development of productivity was built by management, poultry health, nutrition,
breeding, upgrade facilities and integrated production. It was stimulated largely by the
partnership between industry and producers, resulting in high quality and low trading costs
(Brasil, 2012). The development highlighted concerns about hygiene and sanitary aspects of
products, as demonstrated by the standards adopted for the production of poultry meat, eggs
and products. Both government and private sector invested in the implementation of programs
to ensure the quality of these products (Brasil, 1986; 1995; 1998). The attention to the poultry

health, in particular, was of great importance in Brazilian poultry industry evolution.
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The prevention and control of pathogens are permanent challenges. The administration of
antibiotics in husbandry animals is usual throughout the world in the treatment and prevention
of diseases, or even as growth promoters or performance enhancers. There is a growing
concern that the use of these drugs in veterinary medicine and especially in animal production
could endanger human health through the selection of resistant bacteria in animals and
subsequent transmission to humans through food chain or by their dispersion in the

environment (Castanon, 2007).

Bacterial resistance to antibiotics has become a matter of scientific and public interest over
the last decade. There is no agreement on the degree of influence on the use of antimicrobials
in animals on the emergence of antibiotic-resistant bacteria and their spread to humans.
However, experimental evidence and molecular epidemiological studies point to a
relationship between antimicrobial use and the emergence of resistant bacterial strains in

animals, spreading to humans primarily through the food chain.

Besides the risks of antimicrobial therapy on the selection pressure that favors the emergence
of resistant bacteria, there is also the possibility of residue accumulation of these drugs in
animal products. Consumption of these products with residues can cause harm to human
health, including the occurrence of bone marrow aplasia, hypersensitivity, induction of tumors

and changes in normal bacterial flora (WHO, 1995; Kowalski et al., 2005; WHO, 2009).

This paper is a review on the use of the fluoroguinolone class of antibiotics in poultry
production, directed towards to the development of bacterial resistance to these drugs and the

presence of residues of these drugs in poultry products.

The Use of Antibiotics in the Poultry Industry
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Antibiotic therapy was one of the most important factors in the development of human and
veterinary medicine in general (Finch, 2007). The poultry industry had undeniable gains in
productivity with its use, either in prophylaxis, therapy or used as a performance enhancer

(Gonzales et al. 2005).

The therapeutic use of antibiotics in humans began in the 1930s with the sulfonamides. There
have been major changes in the following years due to the emergence of resistant organisms,
which led to a continual search for therapeutic alternatives increasingly effective on the
spectrum of action and antibiotics toxicity (Jackson et al., 1998). Veterinary medicine began
to use antibiotics in the 50s and this occurred in parallel with advances in human medicine

(EMEA, 1999).

Besides the use of antimicrobial agents in veterinary medicine in the treatment and prevention
of diseases, they are also used as growth promoters and performance enhancers in animal
production. These substances are continuously used in the poultry feed at subtherapeutic
doses (Andreatti Filho & Silva, 2005). Their effect was discovered in the 1940s, during
isolation and identification of vitamin B12 in fungi cultures, which was considered a growth
promoter, however, it was found that dry mycelium of certain fungi such as Streptomyces
aureofaciens contained antimicrobial acting as potent growth promoters (Jones & Ricke,

2003; Castanon, 2007).

The use of antibiotics as growth promoters without veterinary prescription has been approved
by the regulatory agency in the United States, Food and Drug Administration (FDA), in 1951
(Jones & Ricke, 2003). Also in the 1950s and 1960s, every European state has adopted its

own regulations on the use of antibiotics in animal feed.
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The use of growth promoters in animal nutrition improves feed efficiency, reduces food
intake, reduces infectious and parasitic diseases, prevents and reduces mortality, thus
increasing productivity. The growth promotion mechanism of action is not entirely clear, but
there seems to be an agreement among the researchers that it is not a single but a multiple and
complex mechanism (Albuquerque, 2005). In the 1950s and 1960s, penicillins and
tetracyclines were used as growth promoters and in the 1960s, concerns have arisen regarding

the emergence of resistant bacterial strains.

In a report for the UK government in 1969, the Joint Committee on the Use of Antibiotics in
Animal Husbandry and Veterinary Medicine said that the administration of antibiotics at sub
therapeutic doses endanger human and animal health. To avoid these risks, the antibiotics
used as growth promoters should have little or no therapeutic application in human or
animals, therefore not influencing the effectiveness of drugs in therapeutic use through the
selection of resistant strains. In the 1990s, debates on antimicrobial resistance intensified in
the European Union (EU) (EMEA, 1999). Since then, the EU suspended the use of avoparcin,
virginiamycin, spiramycin, tylosin and zinc bacitracin as growth promoters (European
Community, 1998). In 2006, the EU suspended the use of any antibiotic as a growth promoter

(European Community, 2003).

In Brazil, some drugs have been banned in the manufacture of products with the purpose of
growth promoters. Among other prohibitions, in 2002, the Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) (Ministry for Agriculture, Livestock Farming and Supplies) banned
the use of arsenic and antimony (Brasil, 2002). Chloramphenicol and nitrofurans were banned
in 2003 (Brasil, 2003a). Olanquindox and carbadox were prohibited in 2004 and 2005,
respectively (Brasil, 2004; 2005a). Anfenicols, tetracyclines, beta-lactam (benzilpenicylamics

and cephalosporins), systemic quinolones and sulfonamides were banned as growth promoters
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in 2009 (Brasil, 2009). In 2012, spiramycin and erythromycin were also prohibited (Brasil,

2012).

As the expectations of prohibition and restriction on the use of antibiotics as growth
promoters is increasing, many researches are being developed with the aim of obtaining
efficient alternatives, in particular the use of probiotics, prebiotics and other ways to reduce

pathogenic microorganisms of birds (Person et al., 2012).

Probiotics are dietary supplements composed of pure or mixed culture of live microorganisms
which benefit the health of the host through the intestinal microbiota balance (Andreatti Filho
& Silva, 2005). The mechanisms of action of probiotics is not yet fully understood but it is
known that competitive exclusion may act by binding to sites on the intestinal mucosa,
thereby preventing the binding of pathogenic bacteria; by the production of antibacterial
substances as bacteriocins, organic acids and hydrogen peroxide; by competing for nutrients
and for stimulating the immune system of the host (Andreatti Filho & Silva, 2005). The
efficacy of probiotics may be affected by factors such as age of the animal, type of probiotic,
viability of microorganisms, storage conditions, handling conditions and health challenge

(Souza et al., 2010).

Prebiotics are substances introduced to the poultry feed alone or associated with probiotics.
These substances do not undergo the action of digestive enzymes and benefit the health of the
host by selectively stimulating the growth and metabolism of a group of intestinal bacteria

(Andreatti Filho & Silva, 2005).

Other important additives used in poultry feed are exogenous enzymes that act on food
improving digestion, releasing more nutrients to give more appropriate way for the absorption

while destroying harmful substances to the body (Lima, 2005). There are also substances like
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plant extracts and essential oils, which are substances that influence the performance of
poultry. It is known that herbal extracts can improve digestibility and have antifungal and
antimicrobial activity and essential oils increase the palatability, stimulate secretion of
endogenous enzymes, modify the intestinal micro flora and helps in reducing subclinical

infections (Bonato et al., 2008).

In Brazil, there is little statistical data regarding the use of antibiotics in animal production. A
study was conducted by the Secretaria de Satde of Parana in 2004, through the State Program
for Control of Residues of Veterinary Drugs in Foods of Animal Origin (Programa Estadual
de Controle de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal -
PAMvet), to identify the most commonly used veterinary drugs in broilers and laying hens
and in poultry laying. In 28 broiler establishments, groups of drugs cited as preventive used in
finishing broilers were enrofloxacin, avilamycin, lasalocid, ciprofloxacin, fosfomycin,
chlortetracycline, sulfatiazina+trimethoprim, acid3-nitro, virginiamycin, lincomycin,
norfloxacin and tylosin. Norfloxacin, enrofloxacin, monensin, sulfadiazine+trimethoprim,
avilamycin, amoxicillin, chlortetracycline, sulfaclorperidazine+trimethoprim, maduramycin,
nicarbazin, neomycin, tiamulin and tilmicosin (Brasil, 2005b) were cited as therapeutic. In 66
laying hens establishments, quinolones were the most cited group of antimicrobials, followed
by tetracyclines and quinoxalines. The most used drugs were enrofloxacin (25.8 %),
oxytetracycline (21.5 %), olaquindox (15.1%), norfloxacin (9.7%), doxycycline (6.5%),

sulphaquinoxaline (6.5%) and bacitracin (6.5%) (Machinski Junior et al. 2005).
Development of Fluoroquinolones

The development of quinolones strengthened antimicrobial therapy, due to their low toxicity

and broad spectrum of action. The first quinolone to be produced was nalidixic acid, which is
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a naftaridine. It was discovered in 1962 by Leshea and colleagues by accident while
synthesizing clorquine, an antimalarial agent with antibacterial activity. Nalidixic acid
showed some activity against aerobic Gram-negative and so was used in the treatment of
urinary tract infections (Jackson et al., 1998; Silva & Hollenbach, 2010). However, this
antimicrobial agent had its use reduced due to its tendency to induce bacterial resistance. As a
result, there were synthesis of new compounds with larger spectrum of action and lower

toxicity (Ito et al., 2005).

The discovery of modifications in the chemical structure of quinolones changed significantly
its antimicrobial activity, allowing the synthesis of other compounds of this group. The
fluoroquinolones are fluorinated derivatives of quinolones and were introduced in the 1980's.
They have fluorine in position #6 of quinolone ring and also presents ketone in position #4
and carboxyl in #3 position (Figure 1), which give greater antibacterial activity. The addition
of cyclopropyl, ethyl or fluorophenyl in position #1 and piperazine in position #7 increased
the spectrum of antimicrobial activity of fluoroquinolones (Andriole, 2005; Sharma et al.,

2009).

The presence of fluorine in position #6 confers a higher activity against Gram-positive and
Gram-negative bacteria, because it increases the penetration of the antimicrobial agent in the
cell membrane of the bacteria. The first broad spectrum fluoroquinolone to be synthesized
was norfloxacin, which was introduced in 1980 and has a piperazinyl ring by replacing the
methyl group in position #7. Thus, there were obtained an increased activity against Gram-

negative, but did not acted on anaerobes (Andriole, 2005).

The development of ciprofloxacin came with the substitution of the ethyl group by the group

cyclopropyl, increasing the Gram-positive spectrum without compromising the effect on
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Gram-negative bacteria (Sharma et al. 2009). Enrofloxacin has a similar structure to

ciprofloxacin and also has changes in the ethyl group (Ito et al. 2005).

All these structural changes in the molecule of quinolones led to a broader spectrum of action
and distribution in the tissues, greater half-life, reduction in toxicity and increased ability to
penetrate the bacterial cell wall. Consequently, allowed more activity against Gram-negative
bacteria, also starting to act on some Gram-positive species. Its indications have evolved from
application in the urinary tract infections to various applications. The latest generation of

quinolones already have activity against anaerobic bacteria (Silva & Hollembach, 2010).

In the late 1980s and early 1990s, the use of fluoroquinolones in veterinary medicine has
begun. Since then, new fluoroquinolones molecules have been authorized and a vast number

of different veterinary drugs are already available on the market (EMEA, 2006).
Pharmacodynamics and pharmacokinetics

Fluoroquinolones, as all quinolones, are bactericidal and act by inhibiting the catalytic activity
of the bacterial enzymes DNA gyrase (or topoisomerase 1) and topoisomerase IV, which
work together and are essential for replication and transcription of bacterial DNA (Sharma et

al. 2009).

The DNA gyrase catalyzes chain reactions in the bacterial double-stranded chain DNA that
allows their supercoiling, relaxation, separation and reintegration during the processes of
transcription and translation. Quinolones block this reaction and DNA gyrase and
topoisomerase 1V are locked in a complex drug-enzyme-DNA, with subsequent release of

breaks "lethal" to the double-stranded DNA (Jacoby, 2005).
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After administration, fluoroquinolones are rapidly absorbed, widely distributed and have low
plasma protein binding. They are excreted through urine and bile and their residues can be
found in liver and kidneys (Goetting et al., 2011; Hollembach & Silva, 2010). One of the
most used fluoroquinolones, enrofloxacin, has its biotransformation by reactions that include
N-dealkylation, gluconidic combination with nitrogen in para position of the piperazinyl ring,
oxidation in position ortho in relation to the amine substitute and piperazinyl ring opening
(Vancutsem et al., 1990). Ciprofloxacin is a metabolite of enrofloxacin and is
pharmacokinetically different with half or less than half of bioavailability in the body of the

bird (Ito et al., 2005)

Enrofloxacin has an intermediate and variable effect for Pseudomonas spp., Enterococcus
spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. and good effect on
Enterobacteriaceae, including Campylobacter spp., Enterobacter spp., and Serratia spp. It
also acts on Chlamydia spp. and Mycobacterium spp. In general, the dose recommended for
ciprofloxacin and enrofloxacin is 10 mg/kg, since ciprofloxacin is a metabolite of
enrofloxacin. It is important to note that the amount of ciprofloxacin increases with dose and
time of use of enrofloxacin. Enrofloxacin are given to treat E. coli infections on chickens and

Pasteurella multocida on turkeys (lIto et al. 2005).

Bacterial Resistance to Fluoroquinolones

International organizations such as the World Health Organization (WHO), Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) and the World Organization for
Animal Health (OIE), and others are concerned about the development of resistance by

pathogenic microorganisms to humans and animals, including zoonotic microorganisms,
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particularly Campylobacter spp. and Salmonella spp. to certain classes of antibiotics such as

fluoroquinolones (EMEA, 2006).

Bacterial resistance is a possibility inherent in any therapy with antimicrobial agents (Bayer,
1999). In most bacterial species, the quinolone resistance occurs due to mutations in the target
of quinolones, DNA gyrase and topoisomerase 1V and mutations that alter the permeability of
the outer membrane, leading to the ejection of the drug by active transport (Jacoby, 2005).
The Plasmid-mediated resistance occurs, though less frequently (Bayer, 1999; Vetting et al.,

2011).

The resistance to quinolones of Campylobacter spp., a microorganism commonly found in the
intestinal tract of birds, occurs mainly due to individual mutations in DNA gyrase (gyrA
gene) and occasionally in topoisomerase 1V (parC gene). There is also evidence, though rare,
of resistance because of changes in outer membrane permeability, leading to the ejection of
the drug by active transport, with subsequent cross-resistance to a variety of antimicrobial

agents (EFSA, 2009).

Mc Dermott et al. (2002) and Van Boven et al. (2003) conducted a study on the impact of
fluoroquinolone use in development of Campylobacter jejuni resistance in chickens, which is
the main bacterial agent of gastroenteritis in the United States. As a result, the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) for enrofloxacin rose during treatment and maintained steady
after treatment. In addition to the bacterial resistance, some studies suggest the probable
resemblance between clones of fluoroquinolone-resistant Campylobacter jejuni isolated in

samples of poultry and in samples from humans (Endtz et al., 1991; Notario et al., 2011).

Salmonella spp. can develop chromosome mediated resistance and plasmid-mediated

resistance (RQMP) to fluoroquinolones. The resistance mediated by chromosomes occurs
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under antimicrobial pressure by point mutations that leads to amino acid substitutions in the
DNA gyrase and topoisomerase 1V in genes gyrA, gyrB, parC or parE, by decreasing the
expression of outer membrane porins or changes on lipopolysaccharide (LPS) and by
overexpression of the multidrug efflux pumps. The mutations in gyrA, gyrB, parC, or parE in
regions that form the binding site to fluoroquinolones called "quinolone-resistance
determinant region” (QRDR) alter the structure of topoisomerase so that the fluoroquinolones
become unable to bind to these sites. At first, mutations affecting only the older quinolones
such as nalidixic acid occur. Additional mutations are necessary to reduce susceptibility to
other fluoroquinolones, such as ciprofloxacin, danofloxacin, difloxacin, enrofloxacin,
marbofloxacin and levofloxacin. These additional mutations result in development of “clinical
resistance” with MIC over than 2 mg/L. The quinolone resistance mediated by plasmids
(QRMP) occurs when genes (gnr) encode protective proteins of DNA gyrase. The level of
quinolone resistance offered by gnr genes is low. Its clinical importance lies in increasing the
MIC of quinolone-resistant Salmonella spp. strains to levels that are clinically relevant

(EFSA, 2009).

In many countries, fluoroquinolones are considered as drugs of first choice in the treatment of
human acute gastrointestinal infections caused by Salmonella spp. (EMEA, 1999) and
resistance to this group of antibiotics has been commonly reported, especially to nalidixic
acid. In a study conducted from 1996 to 2003, among 12.252 isolates of Salmonella spp.
analyzed for antimicrobial susceptibility, 203 (1.6%) were resistant to nalidixic acid and 14
(0.1%) to ciprofloxacin. Resistance to nalidixic acid increased significantly from 0.4% in
1996 to 2.3% in 2003. All ciprofloxacin-resistant isolates had at least one mutation in the
QRDR of gyrA, not hosting gnr or had point mutations in the QRDR of gyrB, parC, or parE

(Stevenson et al., 2007).
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Antimicrobial residues in Poultry Products

Another important concern about the use of antibiotics in animal production is the possibility
of antimicrobial residues in animal products and the risks associated with such to the

population.

Residues of Veterinary Drugs are, by definition, the fraction of the drug, its metabolites
and/or drug-related impurities in any edible portion of food of animal origin (Codex
Alimentarius, 2011). In human medicine, allergic reactions to drugs are the side effects of
therapeutic use of antibiotics, especially to p-lactams. Residues of these substances in food
may also be responsible for risks to humans associated with the carcinogenic action of
chloramphenicol, nitrofurans and sulfamethazine and selection of bacteria resistant to

common antibiotics (Machinski Junior et al., 2005; Goetting et al., 2011).

Maximum Residue Limit (MRL) is the maximum concentration of residue in mg/kg or pg/kg
recommended by the Codex Alimentarius Commission to be legally permitted in food (Codex
Alimentarius, 2011). To determine the MRL, the toxicological analysis, the pharmacokinetics
of the substance and the risk it may pose to human health must be considered. The risk is
calculated by the acceptable daily intake (ADI) in mg/kg or pg/kg of the drug present in the
food. ADI, in turn, is calculated from the NOEL ("No Effect Level) value of a substance

which is at the highest dose of a chemical substance that does not produce adverse effects.

To calculate MRLs for an antimicrobial for poultry, "Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives" (JECFA), considers the value of toxicological ADI derived from toxicity
calculations and other microbiological, that comes from tests on possible adverse effects of

the antimicrobial on the human gastrointestinal tract and the development of bacterial
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resistance. The lesser of the two values is used for fixing the ADI, and consequently to

calculate the MRL for this antimicrobial (Palermo Neto, 2005).

JECFA is an international scientific committee of experts who meet since 1956, to discuss
specifically food additives and is administered by FAO and WHO. Their work includes the
evaluation of contaminants, toxins and residues of veterinary drugs in food, serves as a
scientific advisory body to FAO, WHO, governments and the Codex Alimentarius
Commission and is a reliable source of advice for some countries that use their information in

formulating their own regulations (WHO, 2013).

MRLs are important data in determining the withdrawal period of a drug, which is the time
interval, in hours or days, required for quantities of drug or its metabolites in food being
below the MRLs set by the Codex Alimentarius for that product (Palermo Neto, 2005).
However, not all antimicrobial agents have an MRL set. Some are not considered dangerous,
having no MRL, others have provisional MRLs and others are banned for use in animals

(Pereira, 2009).

The European Union has MRLs for Enrofloxacin, for example, and those are calculated based
on the sum of Enrofloxacin and Ciprofloxacin residues. In the case of chickens, the MRL set
is 100 pg/kg for muscle, fat and skin, 200 pg/kg for liver and 300 pg/kg for kidney, not
allowed their use in animals which eggs are produced for human consumption. Higher MRLs
in liver and kidney agree with the pharmacokinetics of the fluoroquinolones, concentrates in

these organs (European Community, 2002).

In Brazil, the MRL set for poultry is 100 pg/kg for enrofloxacin (Brasil, 2013a). The limit
established for enrofloxacin and ciprofloxacin in eggs is 10 pg/kg. As this substance is

registered for use in laying hens, but their respective MRL or Maximum Contaminant Content
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is not established by law, the limit for taking regulatory action adopted is 10 pg/kg or 10
Ma/L, because it is the lowest concentration detectable by the tests accepted by the legislation

(Brasil, 2013a).

In Brazil, the MRLs are established by the Ministry of Health, and in the cases that are not
established, MRLs used are the ones set by international organizations such as MERCOSUR,
Codex Alimentarius, European directives and FDA are used. The analytical methods used in
the National Residue and Contaminants Control (Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes - PNCRC) are adopted, depending on the availability of validated methods,
especially those recommended by the Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in
Foods. Brazil has been engaged, through plans and programs of MAPA and the National
Agency for Sanitary Surveillance (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA), in
order to improve productivity, quality and safety of food supplied to the Brazilian population,
as well as to suit the health aspects and rules of food international trade, recommended by the

World Trade Organization, FAO, OIE and WHO (Brasil, 1999).

In broilers, antibiotics and antiparasitics are used extensively in the prevention and treatment
of diseases and, because of that, residues of these drugs may be found in edible tissues such as
muscle and liver. In laying hens, the presence of residues in eggs are of concern because eggs
may contain residues of a variety of drugs that can be detected days or weeks after the
treatment (Goetting et al., 2011). Fluoroquinolones residues appear in eggs about 24 hours
after the first administration and persist in the yolk and albumen for several days after

cessation of treatment (Etches, 1998).

In Brazil, there are laws that regulate and inspect the presence of residues in food (Brasil,
1986; 1995; 1999; 2003b; 2006). The Instrucdo Normativa n° 07 of MAPA, published in

2013, made public the results of monitoring programs of PCRC (beef, pork, poultry, ostrich
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and equine) in milk, eggs, honey and fish on the year 2012. In 116 analyzes in poultry muscle,
none had detectable residues. Antibiotics analyzed were nalidixic acid, oxolinic acid,
ciprofloxacin, difloxacin, enrofloxacin, flumequine and sarafloxacin. In 33 eggs analyzed to
enrofloxacin and ciprofloxacin, none had residues as well (Brasil, 2013b). Therefore, even
with the use of many drugs in poultry production, no residues were found in the period of

analysis in Brazilian flocks, indicating respect to withdrawal periods of medicines.

Fluoroquinolones Residues Studies in Poultry Products

Studies that verify the depletion curve of fluoroquinolone residues in the edible tissues and/or
eggs are especially important to determine the withdrawal period. Also assists in the
monitoring of residues in products of animal origin and improve methodologies of residues

analysis.

Given the importance of enrofloxacin and ciprofloxacin in poultry production, studies related

to the detection of residues of these antibiotics have been conducted so far.

Anadon et al. (2001) treated broilers orally with daily doses of 8 mg/kg of ciprofloxacin for
three days. They analyzed liver, kidney, muscle and skin with fat. A withdrawal period of 10
days was determined, in which levels of ciprofloxacin and its metabolites were below the
MRLs set by the EU for enrofloxacin in the matrices analyzed. Jelena et al. (2006)
investigated enrofloxacin in poultry muscle and liver after oral administration at a dose of 10
mg/kg for five days. A withdrawal period of four days was enough to reduce the levels of

enrofloxacin and ciprofloxacin residues to acceptable levels.

Considering the egg matrix, Gorla et al. (1997) investigated hens treated orally on two
separate occasions with ciprofloxacin and enrofloxacin with a dose of 5 mg/kg for five days.

Withdrawal periods of six days to enrofloxacin and five days to ciprofloxacin were
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appropriate to avoid antimicrobial residues in eggs, considering the same MRL of 100 pg/kg
for muscle, fat and skin used as a comparative standard. Lolo et al. (2005) performed a similar
study in which hens were treated with enrofloxacin for five consecutive days orally at a dose
of 12 mg/day. A withdrawal period of eight days to enrofloxacin and seven days to
ciprofloxacin were proposed. In a study of Cornejo et al. (2011), enrofloxacin was
administered orally at a dose of 10 mg/kg for five days, eight days were sufficient so that the

ciprofloxacin and enrofloxacin levels were reduced to below the MRL 100 pg/kg.

The variability between propositions of withdrawal periods can be attributed to variability in
the methods of analysis of residues and the conditions of treatment of hens in each

experiment.

In Brazil, there are 16 registered formulations of enrofloxacin in the MAPA and most of them
recommend a withdrawal period of seven days before slaughtering of chickens. Regarding
eggs, some manufacturers recommend not to use this antimicrobial for hens which eggs are
intended for human consumption, while others do not report any withdrawal period for this
animal. Therefore, there is no consensus among manufacturers, in general, about the
withdrawal periods, allowing that a variety of interpretations and misuse of these products. As
a result, the risk of violative levels of residues in edible tissues and eggs may be larger, as can

be greater the risk of the consumer being exposed to such substances.

CONCLUSIONS

The use of fluoroquinolones in poultry farms is frequent and is indicated for the treatment of
many diseases, however it is essential to be done by prudence, ethics and professionalism.
The risks inherent to the inappropriate use of antibiotics in poultry can range from induction

of bacterial resistance to environmental contamination and the buildup of residue in poultry
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products. The resistance to this class of antibiotics of zoonotic bacteria such as the genera
Salmonella and Campylobacter should be considered and prevented, as there is the possibility
of transfer of these microorganisms to humans through the consumption of poultry products.
Also, the supply of poultry products with residues of fluoroquinolones offers a risk to human
health through adverse effects that may occur, such as hypersensitivity reactions, imbalance in
gut flora, selection of resistant micro-organisms, as well as drug interactions, damaging

treatment of bacterial infections.
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RESUMO

A enrofloxacina € um dos antimicrobianos mais utilizados na avicultura industrial e a
deposicdo de residuos em produtos avicolas como os ovos sdo de grande importancia para
salde publica. Na legislacdo brasileira ndo existe padronizacdo do periodo de caréncia para o
seu uso na producgdo avicola e ndo ha Limite Maximo de Residuo (LMR) fixado para

enrofloxacina em ovos. Nesse estudo, foi utilizado o kit de ELISA comercial (Bioo
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Scientific®) e a LC-MS/MS na pesquisa de enrofloxacina em ovos de 30 galinhas tratadas
previamente via dgua de bebida, com 10 mg/kg de enrofloxacina durante cinco dias. Seis ovos
foram coletados diariamente e analisados durante o tratamento e apds a sua suspensao,
durante 15 dias. A deposicao de residuos obteve niveis maximos no quinto dia de tratamento
das aves, declinando gradativamente até ndo ser detectada a partir do nono dia de suspenséao
do tratamento. Considerando como base o LMR de 100 pg/kg fixado pelo Brasil para tecidos
comestiveis de aves e pela Unido Europeia para muasculo, gordura e pele, apés seis dias de
suspensdo do tratamento, os niveis de residuos foram inferiores a esse limite, tendo como
médias, 37,43 pg/kg na LC-MS/MS e 14,731 ug/kg no ELISA. Dentro das condigcdes desse
estudo, um periodo de caréncia de seis dias seria mais adequado para utilizacdo dos ovos para
consumo humano. Foram detectados valores de residuos nos ovos menores no ELISA em
relacdo a LC-MS/MS para a mesma amostra, mas os dois métodos apresentaram concordancia
estatistica entre si. A LC-MS/MS ¢ o teste recomendado pela legislacdo brasileira para a
analise de residuos em alimentos, entretanto pelos resultados obtidos, o kit de ELISA
utilizado também pode ser aplicado na deteccéo de residuos de enrofloxacina em ovos, com as
vantagens de rapidez e simplicidade.

Palavras-chave: enrofloxacina, residuos, ovos, LC-MS/MS, ELISA

ABSTRACT

Enrofloxacin is one of the most used antibiotics in the poultry industry and the deposition of
residues in poultry products, such as eggs, are of great concern to public health. In Brazilian
law there is no standard withdrawal period for enrofloxacin in eggs and there is no Maximum
Residue Limit (MRL) is established for this antimicrobial in eggs. In this study, (Bioo
Scientific®) commercial ELISA kit and LC-MS/MS were used to investigate enrofloxacin in
eggs of 30 hens pretreated via drinking water at 10 mg/kg of enrofloxacin for five days. Six
eggs were collected daily and analyzed during treatment and after the end of treatment, for 15
days. Residues has obtained maximum levels on the fifth day of treatment, declined gradually
and was no longer detected from the ninth day after the end of treatment. Based on the MRL
of 100 ug/kg established for edible tissues of poultry by Brazillian law and for muscle, fat and
skin, by the European Union, after six days of treatment withdrawal, the residue levels were
below that limit, with the average, 37.43 pg/kg in LC-MS/MS and 14.731 pg/kg in ELISA.
Within the conditions of this study, a withdrawal period of six days would be more

appropriate to use the eggs for human consumption. The values obtained by ELISA for
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residues in eggs were lower than those obtained in LC-MS/MS for the same sample, however
both methods showed agreement between them statistically. LC-MS/MS is the recommended
method by Brazilian legislation for analysis of residues in food, however, by the results, the
ELISA kit used also can be applied to the detection of enrofloxacin residues in eggs, with the
advantages of speed and simplicity.

Keywords: enrofloxacin, residues, eggs, LC-MS/MS, ELISA

INTRODUCAO

A enrofloxacina é um antimicrobiano bactericida de uso exclusivo em Medicina Veterinéria,
bastante utilizada na avicultura industrial e atua através da inibicdo da atividade catalitica das
enzimas bacterianas DNA girase (ou Topoisomerase IlI) e Topoisomerase IV, que sdo
essenciais a replicacdo e transcricdo do DNA bacteriano (Sharma et al., 2009). A
ciprofloxacina é um dos metabolitos da enrofloxacina, farmacocineticamente diferente, com
metade ou menos da metade da biodisponibilidade no organismo da ave e é utilizada na
medicina humana (Ito et al., 2005).

Além do uso de antibacterianos em animais ter suscitado questbes como a resisténcia
bacteriana, outra preocupacdo importante é a possibilidade da presenca de residuos nos
produtos avicolas e 0s riscos inerentes ao consumo destes residuos pela populacdo. A
Comissdo do Codex Alimentarius recomenda um Limite Maximo de Residuos (LMR) a ser
legalmente permitido em um alimento, que € a concentracdo maxima de residuos expressa
em mg/kg ou pg/kg (Codex Alimentarius, 2011) e sdo parametros importantes na
determinacdo do periodo de caréncia de um medicamento (Palermo Neto, 2005). Entre as
formulacdes de enrofloxacina existentes no pais, de um modo geral ndo ha um padrdo de
recomendacdo quanto aos periodos de caréncia descritos nas bulas, o que permite
interpretacdes variadas e a utilizacdo indevida desse medicamento nas aves. Como
consequéncia, o risco de haver niveis elevados de residuos nos ovos pode ser maior, assim
como pode ser maior o risco do consumidor ficar exposto a essas substancias.

A Unido Europeia proibe o uso de enrofloxacina em aves cujos ovos destinam-se a0 consumo
humano e possui como LMR fixados para masculo, gordura e pele de aves, 100 ug/kg, 200
pa/kg para figado e 300 pg/kg para rins (European Community, 2002). No Brasil, o LMR
fixado para tecidos comestiveis de aves é de 100 pg/kg para ciprofloxacina + enrofloxacina
(Brasil, 2013). Quanto a matriz ovo, o limite de referéncia usado pelo Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no Subprograma de Monitoramento de
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Controle de Residuos de Contaminantes em Ovos e de 10 pg/kg para enrofloxacina e
ciprofloxacina. Como se trata de substancia registrada para uso em aves de postura, mas seu
respectivo LMR ndo esta estabelecido pela legislacdo vigente, o limite de referéncia para
tomada de acdo regulatoria gerencialmente adotado é igual a 10 pg/kg ou 10 pg/L, pois é a
menor concentracdo detectavel pelos testes aceitos pela legislacédo (Brasil, 2013).

Em aves de postura, a presenca de residuos em ovos € motivo de preocupacao, pois 0S 0V0S
podem conter residuos de uma grande variedade de drogas, que podem ser detectaveis dias a
semanas apos o término do tratamento das galinhas (Goetting et al., 2011). Residuos de
fluoroguinolonas aparecem nos ovos apos cerca de 24 horas da primeira dose e persistem na
gema e no albumen durante varios dias ap6s o término do tratamento (Etches, 1998).
Oficialmente, a analise de residuos de fluoroquinolonas em alimentos é realizada por meio da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS) (Brasil, 2011), utilizada na quantificagdo em analises de alimentos por sua alta
especificidade, sensibilidade e ampla aplicabilidade, dando-lhe a capacidade de analisar
multiplos residuos em um unico procedimento (Arkin, 2005). No entanto, € uma técnica
sofisticada que demanda pessoal altamente capacitado e equipamento de elevado custo. As
técnicas imunoldgicas, especialmente o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA, do inglés
“Enzyme-linked immunosorbent assay”), estdo cada vez mais sendo utilizadas como métodos
alternativos e/ou complementares na analise de residuos em funcdo de sua rapidez, custo-
beneficio, portabilidade e aplicabilidade principalmente como metodos de triagem (Zhang,
2011).

Este estudo teve como objetivo pesquisar residuos de enrofloxacina em ovos de galinhas

previamente tratadas com este antimicrobiano por meio do ELISA e da LC-MS/MS.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas neste estudo um total de 30 galinhas brancas, da linhagem Lohmann LSL,
com 18 meses de idade e média de peso de 1520g, provenientes de criacdo de postura
comercial localizada na regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro. As aves foram mantidas
separadas em instalacdo prépria por 40 dias e receberam acesso ad libitum a agua e a racédo
durante esse periodo. Os animais foram tratados de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
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(SBCAL) e o projeto foi certificado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Fluminense, sob o nimero de processo 291.

As aves receberam uma dose de 10 mg/kg de peso vivo de enrofloxacina, administrada via
agua de bebida durante cinco dias consecutivos. O periodo de caréncia do medicamento
utilizado no experimento era de trés dias para o consumo de ovos.

Coleta e preparo de amostras

Antes do tratamento foi feita uma analise dos ovos postos para assegurar que ndo havia
residuos de enrofloxacina. Posteriormente, os ovos foram coletados nos seguintes momentos:
do primeiro ao quinto dia de tratamento (seis ovos por dia) e do primeiro ao 15° dia
subsequentes ao tratamento (seis ovos por dia). As amostras foram entdo transportadas em
bandejas préprias para ovos, ao laboratdrio de Sanidade Avicola da Faculdade de Medicina
Veterinaria da UFF, onde foi realizado o ELISA e o preparo e acondicionamento das amostras
para envio a0 LANAGRO-RS, onde se realizou a LC-MS/MS. Cada unidade amostral
consistiu no homogeneizado de um ovo integro, ou seja, gema e clara.

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O ELISA foi realizado no Laboratdrio de Sanidade Avicola, na Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal Fluminense, por meio do kit comercial “Enrofloxacin ELISA Test Kit”
(Max Signal® Enrofloxacin ELISA test kit #1017-03, Bioo Scientific, Estados Unidos da
América) que detecta a soma de residuos de enrofloxacina + ciprofloxacina e o seu metodo
baseia-se no ELISA competitivo. O teste apresenta reacdo cruzada com ciprofloxacina
(100%), danofloxacina (32%), enoxacina (14%), acido pipemidico (11%), ofloxacina (7%),
benofloxacina (3%), acido oxonilico (4%) e acido nalidixico (2%).

O kit apresentou como controles internos as seguintes concentraces de enrofloxacina: 0
pa/kg, 0,35 pg/kg, 1,0 pg/kg, 2,5 pg/kg, 7,5 pg/kg e 22,5 pg/kg. O limite de deteccao do teste
nas matrizes analisadas foi de 3,5 pg/kg, utilizou-se o fator de diluicdo 10 e a metodologia
seguiu as recomendac@es do fabricante.

Resumidamente, 1,0g das amostras homogeneizadas foram submetidas a extracdo com
metanol 70%. Apds homogeneizacdo e centrifugacdo a 4000 g por cinco minutos a
temperatura ambiente, 0,5 mL dos sobrenatantes foram transferidos para microtubos em
polipropileno, nos quais foram adicionados 0,5 mL de solu¢do de extracdo fornecido pelo kit
e homogeneizados. Para o teste foram utilizadas aliquotas de 50 pL de cada amostra.

A leitura espectrofotométrica foi realizada a 450 nm em leitor de microplaca TP-reader®
(Thermo Plate, China).
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Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS)

A LC-MS/MS foi realizada no Laboratério de Andlise de Residuos de Pesticidas e
Medicamentos Veterinarios do Laboratério Nacional Agropecuéario (LANAGRO) no Estado
do Rio Grande do Sul. Foi utilizada metodologia de determina¢do de Fluoroquinolonas em
ovos por LC-MS/MS validada de acordo com a Diretiva 2002/657/EC (European Comission,
2002).

Os limites de detecgédo (LOD) de todos os analitos foi de 10 pg/kg e o de quantificagdo (LOQ)
foi 20 pg/kg. O limite de decisdao (CCa) na matriz ovo para ciprofloxacina foi de 10,93 ng/kg
e 10,86 pg/kg para enrofloxacina. A capacidade de detec¢do (CCP) foi de 11,53 pg/kg para
ciprofloxacina e 11,42 pg/kg para enrofloxacina, na matriz ovo.

Foram utilizados como reagentes a acetonitrila e &cido formico grau HPLC, agua ultra-pura e
os padrdes de ciprofloxacina, norfloxacina, enrofloxacina, enrofloxacina-D5 (deuterado),
sarafloxacino, difloxacino, flumequina, acido nalidixico, &cido oxolinico e danofloxacino com
pureza minima de 95%. Todos os analitos foram pesquisados, mas somente enrofloxacina +
ciprofloxacina foram reportados.

A curva de calibracdo foi preparada por meio da adicdo das solucdes de fortificacdo
diretamente sobre matriz branca (Tab. 1).

Tabela 1. Concentragdes dos niveis de fortificacdo para curva preparada em matriz para

amostras de 2g de ovo.

Niveis de Solugdes de Fortificacdo PI 10 pg.mL™ Concentracdo Concentracédo
fortificacdo le?2(uL) (uL) amostrang.g™ amostrang.g™
Ponto 1 0 20 0 0
Ponto 2 4 20 2 20
Ponto 3 10 20 > 50
Ponto 4 20 20 10 100
Ponto 5 30 20 15 150
Ponto 6 40 20 20 200

Pl — padrao interno

Para o preparo das amostras, 2,0 + 0,1 g de cada amostra de ovo previamente homogeneizado
foi acondicionado em tubo cénico em polipropileno de 50 mL de capacidade. Para a extracédo
das amostras, foram adicionados 10 + 0,5 mL de acetonitrila acidificado com 1% de acido
formico em cada tubo contendo a amostra. As amostras foram homogeneizadas e mantidas
sob agitacdo em mesa agitadora por aproximadamente 20 minutos. Em seguida, foram
submetidas a centrifugacdo sob refrigeracdo a 2.000 g, por aproximadamente 10 minutos. O

sobrenadante foi entdo transferido para tubo cdnico em polipropileno de 50 mL e 1mL do
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extrato foi transferido para microtubo em polipropileno. Para o preparo de amostras tipo TS
(“Tissue Standard”), foram transferidos 996 pL do extrato para microtubo fortificando com 2
ML das solucbes de fortificacdo (Pl e Pool). As amostras foram entdo mantidas sob
congelamento por 60 minutos e entdo centrifugadas a 10.000 g, por aproximadamente 10
minutos. Foram ent&o transferidos 800 pL de fase movel A (Agua 0,1% &cido férmico) para
os vials e adicionados 200 pL de extrato. A analise foi submetida em sistema LC-MS/MS
API15000.

A cromatografia foi realizada em Sistema Agilent 1100 Series, fluxo de fase mével em 0,3
mL/min, coluna C18, Xterra endcapped 3.5 um 125A 100 X 2,1 mm. A fonte de ionizag&o foi
Electrospray em modo positivo (ESI+). Os dados foram obtidos por meio do Software
Analyst® (Applied Biosystems, Canada). O tempo de equilibrio da coluna foi de 4 minutos ao
final de cada corrida e 0 volume de injecédo foi 10 uL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro pico de concentragcdo de enrofloxacina foi observado apds 24 horas do primeiro
dia de administracdo do medicamento as aves (Tab. 2). As médias encontradas de residuos
nos ovos foram 828,902 ug/kg e 1620,828 pg/kg, no ELISA e na LC-MS/MS,
respectivamente e se elevaram gradativamente até obterem pico maximo ao quinto dia de
tratamento, alcancando 1065,317 pg/kg no ELISA e 2947,06 pg/kg na LC-MS/MS. Com o
fim do tratamento, as médias de residuos continuaram elevadas no primeiro dia poés-
tratamento, ou seja, 772,9 pg/kg no ELISA e 1725,33 pg/kg na LC-MS/MS e a deplecéo

ocorreu de forma gradativa até ndo ser mais detectado a partir do nono dia de suspenséo.
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Tabela 2. Médias e desvios-padrdes dos residuos conjuntos de ciprofloxacina e enrofloxacina

em pg/kg em ovos por LC-MS/MS e ELISA, por dia durante e ap6s a medicacdo das galinhas

LC-MS/MS? ELISA?
Momento de coleta dos -
ovos Média® E:g;lz?:g Média® Desvio padréo

1 <LOD* <LOD**
Dias Durante 2 1620,82 820,92 828,90 320,60
0 3 1997,33 747,13 803,69 187,43
Tratamento 4 1692,5 1381,22 778,05 212,50
5 2947,06 358,98 1065,31 210,90
1 1725,33 1012,85 772,95 349,06
2 1297,17 318,41 693,99 220,39
3 644,23 229,25 258,23 134,34
4 530,13 244,13 133,38 41,42
5 249,77 39,83 85,84 47,57
6 169,35 74,76 92,24 53,44
Dias Apos 0 7 37,43 17,89 14,73 4,78
Tratamento 8 18,52 2,94 11,59 3,58
9 9,62 473 4,67 2,04
10 <LOD* 5,42 4,61
11 <LOD* 3,78 3,29

12 <LOD* <LOD**

13 <LOD* <LOD**

14 <LOD* <LOD**

15 <LOD* <LOD**

edia 849,35 362,70

LOD - Limite de deteccdo; LOD* - 10 pg/kg; LOD** - 3,5 pg/kg
'Kruskal-Wallis, p<0,05; Teste de Dunn, p>0,05
?Correlacao de Pearson, r=0,79; p<0,05

A cinética da deplecdo dos residuos de enrofloxacina nos ovos pode ser atribuida a formacéo

e composicdo dos ovos. Proteinas sollveis da clara sdo formadas e secretadas no magnum e

este processo leva de um a dois dias. A gema € principalmente composta por lipoproteinas

produzidas no figado e sua formacdo leva de oito a 10 dias, no minimo (Kan e Petz, 2000).

Desse modo, a deposicdo de residuos na gema continua ocorrendo mesmo apds a

descontinuidade do tratamento e por isso é possivel detectar residuos nos ovos em altas

concentracBes dias ap0s o término do tratamento, como foi verificado neste trabalho. Este

comportamento na curva de deplecdo de residuos de enrofloxacina em ovos também foi
verificado em estudos de Gorla et al. (1997), Lolo et al. (2005) e Cornejo et al. (2011).
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Embora o periodo de caréncia recomendado na bula do antimicrobiano utilizado no
tratamento das aves fosse de trés dias, ao quarto dia pos-tratamento, a média no ELISA foi de
133,38 pg/kg e na LC-MS/MS, 530,13ug/kg (Tab. 2). Estes resultados indicam que 0s ovos
estavam inapropriados para 0 consumo humano ap6s a caréncia de trés dias, considerando o
LMR de 100 pg/kg fixado para tecidos comestiveis de aves, pelo Brasil (Brasil, 2013) e para
musculo, gordura e pele de aves, pela Unido Europeia (European Community, 2002) como
um padrdo comparativo para 0S 0Vos.

Nesse mesmo raciocinio, apds seis dias de caréncia, os niveis de residuos foram inferiores ao
LMR de 100 pg/kg, tendo como médias, 37,43 pg/kg na LC-MS/MS e 14,731 pg/kg no
ELISA (Tab. 2). Dentro das condi¢des deste estudo, um periodo de caréncia de seis dias seria
0 mais adequado para a utilizacdo dos ovos para consumo humano.

Gorla et al. (1997) também compararam seus resultados ao LMR de 100 pg/kg estebelecido
pela UE de para musculo, gordura e pele, e propuseram um periodo de caréncia para ovos de
seis dias para enrofloxacina e cinco para ciprofloxacina apds tratarem aves com a metade da
dose terapéutica de enrofloxacina utilizada no presente estudo. Utilizando dose de
enrofloxacina superior, ou seja, 12 mg/kg durante cinco dias, Lolo et al. (2005) trataram
galinhas poedeiras por via oral e, pelos de seus resultados, com nove dias de caréncia, 0s
niveis de residuos de enrofloxacina e ciprofloxacina estavam inferiores ao LMR. Em estudo
de Cornejo et al. (2011), sete dias de caréncia foram suficientes para que os residuos de
enrofloxacina e ciprofloxacina estivessem aquém ao LMR de 100 pg/kg. Em contrapartida,
em estudo de Elkholy et al. (2009) em apenas quatro dias ja ndo foi mais possivel detectar
residuos de enrofloxacina nos ovos e isto se deveu ao uso de uma metodologia com
sensibilidade inferior para deteccdo dos residuos, que foi a microbioldgica. Esta variabilidade
entre as deplecdes de residuos de enrofloxacina pode ser atribuida a variabilidade entre as
condicdes de tratamento das aves de cada experimento e aos métodos e condicBes analiticas.
Pela andlise dos dados do ELISA e da LC-MS/MS, as variancias obtidas foram desiguais
(ANOVA). Os valores obtidos para os residuos foram diferentes (p<0,05) em cada método de
deteccdo, sendo essas diferencas assinaladas pelo Teste de Kruskal-Wallis, entretanto essas
diferencas foram consideradas ndo significativas ao Teste de Dunn. Ao comparar 0
desempenho dos métodos de deteccdo de residuos pela Correlacdo de Pearson, houve grande
concordancia entre eles (r=0,79, p<0,05).

Pela legislagédo brasileira, a LC-MS/MS é o teste recomendado para a anélise de residuo em

alimentos, entretanto pelos resultados obtidos neste estudo, o kit de ELISA utilizado também
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pode ser aplicado na deteccdo de residuos de enrofloxacina em ovos, com as vantagens de

rapidez e simplicidade.

CONCLUSOES

A deposicdo de residuos de enrofloxacina em ovos obteve niveis maximos ao quinto dia de
tratamento das aves e a deplegcdo ocorreu de forma gradual, ndo sendo detectado a partir do
nono dia de caréncia. Assim se conclui que o periodo de caréncia descrito na bula do
medicamento de trés dias foi insuficiente para a eliminacdo do residuo a um nivel seguro,
considerando o LMR de 100 pg/kg como base. Seria entdo, pelas condic¢des estudadas, mais
adequado utilizar um periodo de caréncia de seis dias para 0 consumo dos ovos, considerando
0 LMR de 100 pg/kg como padrdo comparativo. Ao ELISA foram detectados valores de
residuos nos ovos menores em relacdo a LC-MS/MS para a mesma amostra, mas 0s dois
métodos apresentaram concordancia entre si, pela analise estatistica. O ELISA testado pode

ser utilizado para analise de residuos de enrofloxacina em ovos.
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RESUMO

A enrofloxacina € uma fluoroquinolona de uso exclusivo na medicina veterinaria e
muito empregada na avicultura industrial. O uso de antibacterianos, como a
enrofloxacina em aves de postura de maneira inadverdida e imprudente e sem
respeitar o periodo de caréncia possibilita o acumulo de residuos deste
anribacteriano nos ovos. Sob determinada concentracdo de residuos de
enrofloxacina em ovos, a salde do consumidor nédo ficaria exposta ao risco. No
entanto, no Brasil, ndo hd LMR fixado para enrofloxacina em ovos e ndo ha
padronizacdo quanto aos periodos de caréncia sugeridos pelos fabricantes do
medicamento para aves de postura. O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio da

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
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Sequencial (LC-MS/MS), a presenga de residuos de enrofloxacina e ciprofloxacina
em ovos comercializados no varejo nas regides administrativas mais populosas do
Municipio de Niter6i, RJ. Foram coletadas 55 duazias, em um total de 660 ovos
brancos no periodo de julho de 2012 a dezembro de 2013 e submetidas a detecgéo
de residuos de enrofloxacina e ciprofloxacina pela LC-MS/MS, em pool por dazia.
Dentre as 55 amostras analisadas, em uma amostra foram detectados niveis de
residuos elevados: 195 pg/kg de enrofloxacina e 40,5 pg/kg de ciprofloxacina,
guando comparados aos LR adotado pelo MAPA para tomada de acdes regulatérias
e aos LMR estabecidos para tecidos comestiveis de aves no Brasil. Isto abre a
discussao sobre a realidade da qualidade dos ovos que sdo ofertados a populacao
de Niterdi, pois apesar de ndo haver LMR fixado para enrofloxacina em ovos no
Brasil, foram encontrados niveis elevados deste antibacteriano nos ovos analisados.
Mais estudos quanto a incidéncia de residuos de enrofloxacina em ovos séo
necessarios, assim como a ampliacdo do Programa de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMvet) para a

pesquisa de antimicrobianos na matriz ovo deve ser atendida.

Palavras-chave: enrofloxacina, residuos, ovos, Niteroi

ABSTRACT

Enrofloxacin is a fluoroquinolone for exclusive use in veterinary medicine and
frequently used in the poultry industry. The inadvertent use of antibacterials, such as
enrofloxacin in laying hens and without regard to the withdrawal period allows the
accumulation of enrofloxacin residues in eggs. Under certain concentration of
residues of enrofloxacin in eggs, consumer health would not be at risk. However, in
Brazil, there is no MRL for enrofloxacin in eggs and no standardization regarding
withdrawal periods suggested by the manufacturers of the drug for laying hens. The
objective of this study was to investigate, through the High Performance Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), the presence of of
enrofloxacin and ciprofloxacin residues in eggs marketed at retail in the most
populous regions of Niteréi County, RJ. 55 dozen of white eggs were collected from
July 2012 to December 2013 and submitted to LC-MS/MS, pooled per dozen. High
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levels of residues were detected in a sample: 195 ug/kg of enrofloxacin and 40.5
pHg/kg of ciprofloxacin, compared to LR adopted by MAPA for taking regulatory
actions and MRLs for tissues established in edible tissue of birds in Brazil. This
opens the discussion about the quality of the eggs that are offered to the population
of Niter6i, because although there is no MRL for enrofloxacin in eggs in Brazil, high
levels of this antibacterial were found in the analyzed eggs. Further studies regarding
the incidence of residues of enrofloxacin in eggs are needed, as well as the
expansion of the Residue Analysis Program of Veterinary Drugs in Foods of Animal
Origin (PAMvet) for the detection of antimicrobials in egg matrix.

Keywords: enrofloxacin, residues, eggs, Niteroi

INTRODUCAO

A enrofloxacina € um antibacteriano da classe das fluorquinolonas de uso
exclusivo uso na medicina veterinaria e bastante utilizado na avicultura industrial. A
biotransformacdo da enrofloxacina produz, dentre outros metabdlitos, a
ciprofloxacina, que € um antibacteriano bastante utilizado na medicina humana e
farmacocineticamente diferente da enrofloxacina com metade ou menos da metade
da biodisponibilidade no organismo da ave (ITO et al., 2005).

A enrofloxacina atua por meio da inibicdo da atividade catalitica das enzimas
bacterianas DNA girase (ou Topoisomerase Il) e Topoisomerase IV, que funcionam
em conjunto e sdo essenciais a replicacdo e transcricdo do DNA bacteriano
(SHARMA et al., 2009). Apo6s administracdo, a enrofloxacina é rapidamente
absorvida, tem ampla distribuicdo e baixa ligacdo as proteinas plasmaticas, tém
excrecao via urina e bile e seus residuos podem ser encontrados no figado e rins
(SILVA; HOLLEMBACH, 2010; GOETTING et al., 2011).

O uso desses antibacterianos em aves de postura de maneira inadverdida,
imprudente e ndo conforme as Boas Praticas Veterinarias proporciona a selecéo de
bactérias resistentes, especialmente bactérias zoonéticas, como Campylobacter spp.
e Salmonella spp., e para a presenca de residuos de enrofloxacina e ciprofloxacina

nos ovos. Por definicdo, residuos de medicamentos veterinarios sdo a fracdo da
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droga, seus metabdlitos e/ou impurezas associadas a droga em qualquer parte
comestivel do alimento de origem animal (CODEX ALIMENTARIUS, 2011).

Existe determinada concentracdo de residuos de antibacterianos em
produtos de origem animal que, por inumeros estudos de toxicidade, séo
comprovadamente isentos de causar danos a saude humana e por iSsO Sao
legalmente permitidos. Esta  concentragéo é denominada Limite
Maximo de Residuos (LMR), que é expresso em mg/kg ou ug/kg e estabelecido
pela Comisséao do Codex Alimentarius (CODEX ALIMENTARIUS, 2011).

No Brasil, a enrofloxacina € uma substancia registrada para uso em aves de
postura, mas seu LMR néo esta estabelecido pela legislacéo vigente. O Ministério da
Agricultura utiliza o limite de referéncia de 10 pg/kg ou 10 pg/L para enrofloxacina e
para ciprofloxacina para tomada de acdo regulatoria, pois € a menor concentragcao
detectavel pelos testes aceitos pela legislacdo (BRASIL, 2013a).

Quanto aos tecidos comestiveis de aves, os LMRs fixados sdo: 100 pg/kg
para ciprofloxacina + enrofloxacina, 100 ug/kg para acido oxonilico, 300 pg/kg para
difloxacina, 20 pg/kg para acido nalidixico, 20 pg/kg para sarafloxacina, e 200 pg/kg
para danofloxacina, Com relacdo as analises sobre acido nalidixico, sarafloxacina e
danofloxacina, os resultados sobre estes analitos ndo sao necessariamente
utilizados para a adocéo de acdes regulatérias, mas sim para orientacdo quanto ao
real risco de determinada substancia ou a melhor forma de gerenciamento do risco.
Estes analitos fazem parte do Subprograma Exploratério do Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o qual €é estabelecido em situacdes de
demandas especiais (BRASIL, 2013a).

O Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal (PAMvet) foi criado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e complementa as acoes do MAPA, tendo como objetivo avaliar
os niveis de residuos de medicamentos veterinarios nos produtos prontos para
serem apresentados ao consumidor. A primeira matriz de analise do PAMvet foi o
leite bovino e o Programa ndo contempla a analise em ovos (BRASIL, 2006).

Existem cerca de 16 formulacfes de produtos a base de enrofloxacina
registradas no MAPA (SINDAN, 2014) para tratamento de aves de postura e entre

elas, ndo ha um consenso entre os fabricantes, de um modo geral, quanto aos
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periodos de caréncia descritos nas bulas. A variabilidade entre as formulagbes
possibilita que haja uma variedade de interpretacdes e a utilizacdo indevida desses
produtos tanto pelo médico veterinario como pelo produtor. Como consequéncia, 0
risco de haver niveis elevados de residuos nos ovos pode ser maior, assim como
pode ser maior o risco do consumidor ficar exposto a essas substancias. Apesar de
haver poucas as evidéncias cientificas quanto ao risco sobre a microflora do trato
gastrointestinal humano causado por residuos de antimicrobianos em alimentos
derivados de animais tratados com os mesmos (BRASIL, 2004a).

A Cromatografia liquida, em suas varias modalidades, € a técnica de
separacdo mais utilizada para a analise de residuos de medicamentos em produtos
de origem animal. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas Sequencial (LC-MS/MS) é caracterizada pela alta
sensibilidade e seletividade (PACHECO-SILVA, 2013) e é o meétodo oficial de
analise de residuos de fluoroquinolonas em alimentos no Brasil (BRASIL, 2011).

Este estudo teve como objetivo pesquisar a presenca de residuos de
enrofloxacina em ovos de galinhas coletados em estabelecimentos comerciais de
varejo nas regides administrativas mais populosas do Municipio de Niter6i, RJ. O
Municipio de Niterdi localiza-se a 13 km do Municipio do Rio de Janeiro, apresenta
cerca de 487 mil habitantes, o que corresponde a 4,11% do total da populacéo da
Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro. Apresenta uma concentracao de
3640,8 habitantes por km? e a populacdo é caracteristicamente urbana (IBGE, 2010).
As regifes administrativas mais populosas do Municipio compreendem a regido do
Litoral da Baia e a Regido Norte, que juntas totalizam aproximadamente 350 mil

habitantes, o que representa 71% da populacdo do Municipio (NITEROI, 2012).

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

No periodo de julho de 2012 a dezembro de 2013, foram coletadas 55
duzias, totalizando 660 ovos brancos in natura do tipo grande, de galinhas, com
diferentes registros junto ao MAPA, caracterizando lotes de aves e granjas

diferentes neste periodo de coleta. As coletas foram realizadas em supermercados
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em Niter6i mais frequentemente utilizados pela populagéo, localizados nas regides
administrativas mais populosas do municipio: Litoral da Baia e regido Norte.

Cada amostra compreendeu em um “pool” de 12 ovos (clara + gema)
homogeneizados em homogeneizador elétrico do tipo “mixer”’. As analises foram
realizadas a partir de aliquotas de 2,0g de cada amostra (“pool”). No total, foram

analisadas 55 amostras.

Anélises Laboratoriais

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
Sequencial (LC-MS/MS)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas Sequencial (LC-MS/MS) foi realizada no Laboratério de Analise de Residuos
de Pesticidas e Medicamentos Veterinarios do Laboratério Nacional Agropecuario
(LANAGRO) no Estado do Rio Grande do Sul. Foi utilizada metodologia de
determinacdo de fluoroquinolonas em ovos por CLAE-EM/EM validada de acordo
com a Diretiva 2002/657/EC (EUROPEAN COMMUNITY, 2002).

Os limites de deteccdo (LOD) de todos os analitos foi de 1,0 ug/kg e o de
guantificacdo (LOQ) foi 2,0 pg/kg. O célculo do LOD e LOQ foi realizado de forma
experimental testando concentracfes que atendessem as razdes sinal ruido
superiores a 3 e 10, respectivamente.

O limite de decisdo (CCa) na matriz ovo para ciprofloxacina foi de 10,93
Mg/kg e 10,86 pg/kg para enrofloxacina. A capacidade de detecgdo (CCp) foi de
11,53 pg/kg para ciprofloxacina e 11,42 pg/kg para enrofloxacina, na matriz ovo.

Foram utilizados como reagentes a acetonitrila e acido formico (AF) grau
HPLC, agua ultra-pura e os padrdes de ciprofloxacina, norfloxacina, enrofloxacina,
enrofloxacina-D5 (deuterado), sarafloxacino, difloxacino, flumequina, &cido
nalidixico, acido oxolinico e danofloxacino com pureza minima de 95%.

A curva de calibracdo foi preparada por meio da adicdo das solucdes de

fortificacao diretamente sobre matriz branca (Tabelal).
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TABELA 1. Concentracbes dos niveis de fortificacdo para curva de calibracédo
preparada em matriz para amostras de 2g de ovo.

Niveis de Solugdes de Pl 10 uyg.mL™*  Concentracdo Concentracéo
fortificacdo  Fortificacdo 1 e 2 (uL) (uL) amostrang.g® amostra ng.g™
Ponto 1 0 20 0 0
Ponto 2 4 20 2 20
Ponto 3 10 20 5 50
Ponto 4 20 20 10 100
Ponto 5 30 20 15 150
Ponto 6 40 20 20 200

Pl — padréo interno

A equacdo de regressdo e o coeficiente de regressdo (r?) da curva de
calibragéo foram, respectivamente, Ciprofloxacina: Y=0,00736x+0,00221, r*=0,9982
e enrofloxacina: Y=0,0182x+0,003, r*=0,9938.

Para o preparo das amostras, 2,0 £ 0,1 g de cada amostra de ovo
previamente homogeneizado foi acondicionado em tubo cénico em polipropileno de
50 mL de capacidade.

Para a extracdo das amostras, foram adicionados 10 + 0,5 mL de acetonitrila
acidificado com 1% de é&cido férmico em cada tubo contendo a amostra. As
amostras foram homogeneizadas por meio do sistema tipo Ultra Turrax® e mantidas
sob agitacdo em mesa agitadora por aproximadamente 20 minutos. Em seguida,
foram submetidas a centrifugacéo refrigerada a 2.000 g, por aproximadamente 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para tubo cénico em polipropileno de 50 mL
e mantido em congelamento por 60 minutos para entdo ser centrifugado a 4.000 g
por aproximadamente 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para tubo conico
em polipropileno de 50 mL e o conteudo evaporado sob fluxo de nitrogénio a 45°C +
2°C. Em seguida foram adicionados 2 mL de hexano, homogeneizado e adicionados
2 mL de fase movel A, agitando brandamente para evitar emulsificacdo. Aguardados
cinco minutos, 1 mL da fase inferior foi transferido para vial.

A analise foi submetida em sistema LC-MS/MS API5000. A cromatografia foi
realizada em Sistema Agilent 1100 Series, fluxo de fase mével em 0,3 mL.min,
coluna C18, Xterra endcapped 3.5 pm 125A 100 X 2,1 mm. A fonte de ionizag&o foi

Electrospray em modo positivo (ESI+). Os dados foram obtidos por meio do Software
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Analyst Applied Biosystems®.
O tempo de equilibrio da coluna foi de quatro minutos ao final de cada

corrida e o volume de injecéo foi 10 pL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 55 amostras analisadas, em uma, foram detectados niveis de residuos
de 195 pg/kg de enrofloxacina e 40,5 pg/kg de ciprofloxacina, totalizando 235,5
pg/kg de enrofloxacina + ciprofloxacina. Os niveis de residuos encontrados foram
muito superiores ao Limite de Referéncia adotado pelo MAPA de 10 pg/kg, desse
modo, esta amostra estaria sujeita as medidas regulatorias no ambito do Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Alimentos. Estes niveis
também foram superiores ao LMR fixado para tecidos comestiveis de aves, que é
100 pg/kg e que se baseia no somatério dos residuos de enrofloxacina e
ciprofloxacina (BRASIL, 2013).

Em trés outras amostras foram encontrados niveis de residuos de
enrofloxacina e de outras fluoroquinolonas mais baixos. Na primeira, enrofloxacina
(3,97 ng/kg) e acido nalidixico (14,2 pg/kg), na segunda, difloxacina (5,5 pg/kg) e na
terceira, enrofloxacina (1,37 pg/kg). Os niveis encontados nessas amostras foram
bastante inferiores aos LMR fixados para tecidos comestiveis de aves pelo MAPA
para cada analito e por isso o0 consumo destes ovos provavelmente néao
representaria alto risco a saude do consumidor.

Em estudo de Cho et al. (2008), em 120 ovos coletados nas seis maiores
cidades da Republica da Coréia, 0 analito mais encontrado dentre as amostras
positivas foi a enrofloxacina. Inicialmente foi realizado teste de triagem por meio do
teste de inibicdo do crescimento com cepa de Escherichia coli (ATCC 11303). na
sequéncia, as amostras positivas foram confirmadas por meio de HPLC. O analito
mais encontrado dentre as amostras positivas foi a enrofloxacina, assim como no
presente estudo e as concentracdes foram de 0,43 a 1,02 ppm.

Pelo subprograma de monitoramento exploratério em ovos, em 33 analises
realizadas no exercicio de 2012 para enrofloxacina e ciprofloxacina, em nenhuma
das andlises foram ancontrados residuos acima dos permitidos pela legislacéo

(BRASIL, 2013b), mas diante dos resultados obtidos nesse estudo, ressalta-se a
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importancia de maior monitoramento e controle de residuos pelo PAMvet também
sobre os ovos in natura fornecidos a populacgéo.

Poucos estudos conduzidos no pais pesquisam a incidéncia de residuos de
enrofloxacina em ovos e a grande preocupacdo estda na possibilidade de haver
niveis bastante elevados de enrofloxacina e outros antimicrobianos nos ovos
expostos ao consumo, como foi verificado em uma das amostras deste trabalho.

Estudos experimentais por meio do tratamento de aves com enrofloxacina
por via oral comprovaram que residuos deste antimicrobiano sdo esperados nos
ovos, muitas vezes por um periodo superior ao periodo de caréncia descrito pelo
fabricante do medicamento (GORLA et al., 1997; CORNEJO et al., 2011). Este é um
dado importante, pois a variabilidade entre as proposicdes de periodos de caréncia
descritos nas bulas deste antimicrobiano no Brasil abre a possibilidade para erros de
interpretacéo e de utilizagdo, aumentando assim 0s riscos quanto ao consumo de

ovos com niveis bastante elevados de enrofloxacina.

CONCLUSAO

Diante dos niveis elevados de enrofloxacina encontrados em uma das
amostras analisadas neste estudo, mais estudos quanto a incidéncia de residuos de
enrofloxacina em ovos sé@o necessarios para tracar um perfil quanto a qualidade dos
ovos que estdo sendo fornecidos a populacdo do Municipio de Niter6i. Da mesma
forma, a ampliacdo do Programa de Analise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMvet) para a pesquisa de

antimicrobianos na matriz ovo no Brasil deve ser implementada.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Na pesquisa de residuos de enrofloxacina em ovos de aves previamente
tratadas, os niveis de residuos declinaram gradativamente com a suspensao do
tratamento e, apos seis dias desta, os niveis foram inferiores ao LMR fixado para
tecidos comestiveis de aves pelo Brasil e para masculo, gordura e pele pela Unido
Europeia. Nesse sentido e dentro das condi¢cdes desse estudo, um periodo de
caréncia de seis dias seria mais adequado para utilizacdo dos ovos para 0 consumo
humano.

Ao ELISA foram detectados valores de residuos nos ovos menores em
relacdo a LC-MS/MS para a mesma amostra, mas os dois métodos apresentaram
concordancia entre si, pela analise estatistica. As legislagbes brasileira e
internacional adotam a LC-MS/MS como método analitico para a determinacéo de
residuos em alimentos, entretanto pelos resultados obtidos, o kit de ELISA utilizado
também pode ser aplicado na deteccao de residuos de enrofloxacina em ovos como
método de triagem.

A deteccao de niveis elevados de residuos de enrofloxacina, comparados ao
Limite de Referéncia para adocdo de medidas regulatorias e ao LMR fixado para
tecidos comestiveis de aves no Brasil, em uma das amostras de ovos coletados do
varejo no Municipio de Niteréi, RJ, indicam falhas no atendimento as Boas Praticas
Veterinarias por parte de alguns produtores. Portanto, mais pesquisas quanto a
incidéncia de residuos de enrofloxacina em ovos precisam ser conduzidas no Brasil,
assim como a ampliacdo dos programas governamentais de monitoramento de

residuos para a pesquisa de antimicrobianos na matriz ovo deve ser implementada.
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