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RESUMO

Determinacao de Multirresiduos (Coccidiostaticos, Quinolonas e Sulfonamidas)
em Ovos de Galinha Poedeira por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Acoplada a Espectrometria de massas em Tandem (CLAE-EM/EM)
Palavras-chave: coccidiostaticos, quinolonas, sulfonamidas, ovos, CLAE-EM/EM.

Devido as condi¢des de producao intensivas, os medicamentos veterinarios tém
sido uma importante ferramenta no controle de enfermidades, aumento de
produtividade e redu¢do de mortalidade em animais de producdo. Assim, na producdo
de ovos também ocorre o uso intensivo destes medicamentos. Para assegurar o
atendimento de requisitos de sanidade e inocuidade, a avaliagdo dos niveis de residuos
de medicamentos veterinarios utilizados € imprescindivel, bem como, o atendimento
dos niveis maximos de residuos (LMRs) estabelecidos. O controle dos niveis de
residuos, em especial dos antimicrobianos, representa importante acdo de sadde
publica, sendo de grande relevancia nos tltimos anos para o controle dos altos niveis
de resisténcia bacteriana reportada e atribuidos ao uso indiscriminado desta classe.

O objetivo do trabalho foi o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia
multirresiduos para o monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios
pertencentes as classes dos coccidiostaticos, quinolonas e sulfonamidas, que fosse
precisa, rapida, aplicavel ao processamento de um grande nimero de amostras de ovos
e que fornecesse dados quantitativos e confirmatérios da presenca destes
antimicrobianos em ovos.

O trabalho foi realizado em trés etapas distintas. Inicialmente foi realizado o
desenvolvimento do método de andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em fandem (CLAE-EM/EM) para andlise
quantitativa confirmatoria das classes em estudo. Na etapa II, otimizado o protocolo de
extracdo, purificacdo e concentracio dos residuos de medicamentos veterinirios
pertencentes as classes de interesse, na matriz (ovos de galinhas poedeiras). Por
ultimo, o método foi validado de acordo com a Diretiva da Comissdao Européia

2002/657/CE, que estabelece os critérios minimos de desempenho para métodos de



analise de residuos de medicamentos de uso veterinario em alimentos de origem
animal destinados ao consumo humano.

O método desenvolvido se mostrou adequado, apresentando Limite de
Quantificacdo (LQ) de 2,5ug.kg para todos os compostos pertencentes s trés classes
de medicamentos veterinérios (coccidiostaticos, quinolonas e sulfonamidas). Amostras
coletadas em estabelecimentos de producdo comercial de ovos sob supervisio do
Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuiria e
Abastecimento (MAPA) e destinadas ao Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) puderam ser analisadas, quantificadas e a presenca de

residuos confirmada através da aplicacdo da metodologia desenvolvida.



ABSTRACT

Determination of Multiresidues (Coccidiostats, Quinolones and Sulfonamides) in
laying hen eggs by High Performance Liquid Chromatography Coupled to Mass
Spectrometry in Tandem (HPLC-MS/MS)

Keywords: coccidiostats, quinolones, sulfonamides, eggs, HPLC-MS / MS.

Due to intensive production conditions, the veterinary drugs have been an
important management tool in disease control, productivity increase and mortality
reduction in farm animals. Therefore, intensive use of these compounds also occurs in
the egg production. To ensure compliance of health requirements and safety, the
assessment of residue levels of veterinary drugs used in food-producing animals is
essential, as well as the compliance with the maximum residue levels (MRLs)
established. The control of residue levels, particularly of antimicrobials, is a major
public health action, being of great importance in recent years for the control of
bacterial resistance emergence which could be attributed to the indiscriminate use of
veterinary drugs as one of the causes.

The objective of this work was the development and validation of a fast and
accurate high-throughput multiresidues method for monitoring residues of veterinary
drugs belonging to coccidiostats, quinolones and sulfonamides classes, applicable to
provide quantitative and confirmatory data of those antibiotics incidence in eggs.

The study was conducted in three distinct stages. Initially was performed the
development of the method using high performance liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) for quantitative and confirmatory analysis
of the classes under consideration. In Step II, extraction, purification and concentration
protocol of veterinary drugs residues belonging to the compounds of interest in eggs
samples were optimized. Finally, the method was validated according to the European
Commission Directive 2002/657/EC, which preconize minimum performance criteria
of analytical methods for veterinary drugs residues determination in food.

The method developed was adequate, with a limit of quantification (LQ) of 2.5
ngkg! for all compounds belonging to the three classes of veterinary drugs

(coccidiostats, quinolones and sulfonamides). Samples were collected in commercial



production establishments under supervision of the Federal Inspection Service (SIF) of
the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA) and destined to the
National Residues Control Plan (PNCRC). Positive samples could be analyzed,

quantified and residues presence confirmed through the application of the developed

method.
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1. INTRODUCAO






Desde a década de 1950, um grande numero de medicamentos veterinarios (MVs)
tem sido utilizado a fim de melhorar a satide dos animais, e também como promotores
de crescimento na producdo intensiva (AGARWAL, 1992; BOSCHER et al., 2010;
AGUILERA-LUIZ et al., 2012; CAPRIOTTI et al., 2012). A utiliza¢do generalizada,
principalmente dos antimicrobianos, € claramente inevitivel dentro do modelo
produtivo convencional (sistema intensivo) (ZHANG et al., 2016). Embora o uso de
MVs tenha contribuido para o aumento da produtividade, consequéncias negativas tais
como a presenca de residuos de medicamentos em alimentos destinados para consumo
humano - incluindo carne, peixe, leite e ovos - ndo pode ser ignorada (AGARWAL,
1992; BOSCHER et al., 2010).

Visando a seguranca dos consumidores, avaliacdes baseadas em analise de risco
sdo realizadas para defini¢do de parametros e niveis regulatérios para a gestdao de risco.
Diferentes organismos no ambito internacional e nacional sdo responsaveis pela
implementacdo de limites maximos de residuos (LMRs) dos medicamentos, quando
estes sdo apliciaveis. O LMR ¢ definido como sendo a concentragdo maxima de residuo
resultante da utilizacdo de um medicamento veterinario que € aceitdveil em um
alimento (MACLACHLAN; MUELLER, 2012). A tendéncia de proibicdo do uso de
determinados compostos e a reducdo dos niveis de acao regulatoria estdo diretamente
ligadas a capacidade técnica disponivel para determinacdo de concentracdes na faixa
de partes por bilhdo. Neste contexto, técnicas sensiveis como a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sdo fundamentais para atingir os niveis
necessarios (AGARWAL, 1992; BOSCHER et al., 2010; ZHANG et al., 2016).

Os possiveis perigos a saide humana traz o uso indevido de medicamentos
veterinarios em animais produtores de alimentos, tais como o aumento do risco de
desenvolver alergias em individuos sensibilizados ou com hipersensibilidade,
carcinogenicidade e o desenvolvimento de cepas resistentes de bactérias a agentes
antimicrobianos. Os riscos relacionados aos residuos de MVs em niveis acima dos
limites maximos recomendados podem ocorrer quando o emprego do produto nao
observa as Boas Praticas Agropecuérias, como por exemplo, o ndo cumprimento dos
periodos de caréncia, o uso de substancias ndo autorizadas, ou contaminacio cruzada

ndo intencional de linhas de producdo de racOes destinadas aos animais. Para
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medicamentos autorizados, ha a definicdo de periodos de caréncia (ou retirada), que
significa o tempo a ser observado entre a ultima administracdo e a destinacdo dos
animais ao abate ou coleta dos produtos (mel, leite, ovos) ao consumo
humano(AGARWAL, 1992; BOSCHER et al., 2010; CAPRIOTTI et al., 2012).

O monitoramento da ocorréncia de residuos de MVs em produtos de origem
animal ¢ imprescindivel para mitigar a introducdo na cadeia de substancias ndo
autorizadas ou em concentracdes acima dos limites regulatorios definidos que possam
acarretar em efeitos deletérios a saide dos consumidores (BOSCHER et al., 2010). O
conhecimento da dimensdo da exposicdo da populacdo a esses compostos é de
fundamental importancia para nortear as acdes de controle e gestao de risco visando a
protecdo do consumidor (ANVISA, 2003).

Alinhado com as politicas internacionais voltadas a seguranga dos alimentos, no
Brasil sdo executadas acdes de monitoramento da ocorréncia de residuos e
contaminantes em produtos de origem animal. E por meio de programas de
monitoramento mantidos pelos diferentes agentes, como € o caso do Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) mantido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) que é possivel identificar o perfil de
incidéncia e dar o suporte para a tomada de decisdes assegurando que o produto que
chega ao consumidor tanto interno quanto externo estd isento de residuos de MVs ou
contaminantes em niveis ndo aceitaveis.

As andlises oficiais dos diferentes programas de monitoramento e fiscalizagdao
mantidos pelo MAPA nas diferentes areas, incluindo o controle de residuos e
contaminates, sdo executadas pela Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios, que
¢ composta pelos Lanagros e laboratorios credenciados. Os Lanagros — Laboratorios
Nacionais Agropecuarios — sd@o os laboratdrios oficiais do MAPA. Os seis Lanagros
estdo localizados nas cinco regides do Brasil, sendo dois na regido Sudeste (Pedro
Leopoldo/MG e Campinas/SP), um na regido Sul (Porto Alegre/RS), um no Centro-
Oeste (Goiania/GO), um no Nordeste (Recife/PE) e um no Norte (Belém/PA). O
presente projeto foi realizado na unidade Lanagro no Rio Grande do Sul, localizada em

Porto Alegre/RS.
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Uma das caracteristicas dos programas de monitiramento € o seu dinamismo.
Anualmente as estratégias sdo revistas € novos compostos, sdo geralmente incluidos
aos programas. H4 uma pressdo constante visando a obten¢do de equivaléncia junto a
importantes mercados consumidores. Assim, nos ultimos anos observou-se uma
demanda regular para a introdu¢do de novos compostos e classes no monitoramento
para a matriz ovos. Os custos operacionais relacionados aos programas de
monitoramento sdo bastante elevados tanto em termos de estrutura laboratorial para a
sua execucdo quanto em logistica para encaminhamento das amostras devido a
extensdo territorial do Pais. A abordagem ideal para determinar residuos de MVs em
alimentos € a aplicacdo de métodos para multiplas classes que permite a detec¢do de
varios de compostos no processo analitico podendo ser agrupados em apenas uma
amostra encaminhada ao laboratério. Quando avaliado o programa de monitoramento
para o ano de 2014, a execu¢do do mesmo era realizada de forma fragmentada: eram
encaminhadas trés (3) diferentes amostras para serem analisadas em trés métodologias
distintas e especifica para cada classe (coccidiostaticos, quinolonas e sulfonamidas)
(IN 11 MAPA, 2014).

As andlises multiclasses é uma tarefa dificil tendo em conta as diferentes
propriedades fisico-quimicas das diferentes classes de compostos. A dificuldade no
desenvolvimento de tais métodos multiclasse para determinacido de antimicrobianos é
agravada pelas baixas concentracoes dos limites regulatorios definidos e a
complexidade inerente da matriz por causa do alto teor de proteina e gordura (ZHANG
et al., 2016). Assim, para atender as exigéncias regulatorias € necessario o0
desenvolvimento de métodos especificos e sensiveis para a determinagdo de MVs em
alimentos de origem animal destinados a alimentacao humana (LOPES et al., 2012).

O presente projeto buscou o desenvolvimento e a validacdo de uma metodologia
que fosse eficiente e eficaz na andlise quantitativa e confirmatdria para todos os
analitos antimicrobianos ja contemplados no PNCRC, bem como para um escopo mais
amplo, com a inclusdo de outros compostos visando a ampliacdo significativa do

numero de substincias monitoradas na matriz de interesse.
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2. OBJETIVOS






2.1. Objetivo Geral

Desenvolvimento de metodologia multirresiduos para a determinagdo de
residuos de medicamentos veterindrios pertencentes as classes dos coccidiostéticos,

quinolonas e sulfonamidas.

2.2.  Objetivos Especificos
* Desenvolvimento e valida¢do de metodologia analitica por CLAE-EM/EM para
a identificacdo e quantificagdo de residuos de coccidiostéticos, quinolonas e

sulfonamidas em ovos.

* Realizacdo de analises em amostras oriundas da producdo comercial de ovos,
visando obter panorama sobre a incidéncia de residuos das classes incluidas

neste estudo em amostras reais.
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3.1. Mecanismo de Ac¢ao dos Farmacos Veterinarios
A. Coccidiostaticos

Os ion6foros atuam como transportadores por aprisionamento de cations (de
preferéncia sodio ou potéssio), gerando assim zwitterions neutros (HANSEN et al.,
2009), ou seja, os iondforos sdo substancias capazes de interagir estequiometricamente
com ions metalicos, servindo assim como transportadores, por meio dos quais estes
ions podem ser transportados através da camada lipidica bimolecular da membrana

(OVCHINNIKOV, 1979; MCDOUGALD:; SEIBERT, 1998).

Estes complexos sdo transportados através das membranas celulares de
organismos procariontes € eucariontes que habitam o trato gastrintestinal, em troca de
prétons, e, por conseguinte, alteram os gradientes i0nicos e, em ultima instincia,
provocam a reducdo de energia e a morte celular (HANSEN et al., 2009). Desse
modo, os iond6foros fornecem uma vantagem competitiva para certos
microorganismos, em detrimento dos outros. Em geral, o metabolismo dos
microrganismos selecionados favorece o animal hospedeiro (MCDOUGALD;
SEIBERT, 1998). Qualquer consideracdio da acdo dos ionoforos, portanto, deve
concentrar-se no mecanismo de interacdo ionOforos com membranas biolégicas

(BERGEN; BATES, 1984).

A troca de cations por prétons € mediada pelo acido carboxilico dos 1on6foros.
O ciclo inicia o transporte da forma anidnica do iondéforo confinado na interface da
membrana onde € estabilizada do meio ambiente polar para a superficie da membrana.
Como um anion, o ionéforo € capaz de emparelhar os ions com o cition de metal a
por¢do acido carboxilico terminal ou em outros locais internos (BERGEN; BATES,

1984).

A formacdo do complexo ciclico cation-ion6foro inicia-se com a ligacdo do
cation a camada lipofilica, podendo difundir-se para o interior através da estrutura da
membrana biomolecular. Por dltimo, o complexo atinge a face oposta da membrana
onde ¢ de novo submetido a um ambiente polar. As forgas eletrostiticas que

estabilizam o complexo ndo sdao maiores do que a AG° desfavoravel (mudanca de
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energia livre de Gibbs) de ciclizacdo e o iondforo libera seu cétion e reverte para
conformacdo aciclica de menor energia. L4 aguarda a proxima fase do ciclo de
transporte  (PRESSMAN, 1976). Uma caracteristica marcante deste modelo é que o
ioné6foro deve estar na forma anidnica antes de se ligar ao cation de metal (M"). Além
disso, a difusdo através da membrana nao pode ocorrer a menos que exista o ionéforo
na forma protonada (ionéforo H') ou como um zwitterion (M" e ionéforo na forma

anidnica) (PAINTER; POLLACK; PRESSMAN, 1982; BERGEN; BATES, 1984).

Os ion6foros ndo exibem a mesma afinidade para todos os cations. A
monensina media principalmente troca Na'/H", porque a afinidade de monensina por
Na® é dez vezes maior do que para K', cation concorrente mais proximo
(PRESSMAN, 1976). A lasalocida exibe maior afinidade para K' e, igual afinidade
para Ca?’ e Na'(BERGEN; BATES, 1984).

A monensina ¢ um bom exemplo para representar o mecanismo de ac¢ido dos
ion6foros, pois sua estrutura molecular (Fig.3, pagina 46) € constituida de dois anéis
tetraidropirano, trés anéis tetraidrofurano, um cetal, e um hemiacetal. Estes grupos sdao
construidos em conjunto com um acido carboxilico e varios grupos hidroxila para um
proposito especifico, que € o de complexacdo com ions de metal alcalino e em seguida
o transporte através das membranas bioldgicas. E esta propriedade que lhes d4 a sua
poderosa acdo bioldgica. Para penetrar uma membrana biolégica com o auxilio de um
antimicrobiano ionoforo, o ion metalico primeiro deve perder a sua dgua de hidratacao,
uma vez que reage com iondforo. Em seguida, ele tem de se difundir através da
membrana e ser submetido aos processos inversos na outra interface (RIDDELL,

2002).

B. Quinolonas

O mecanismo de agao principal das quinolonas € através da inibi¢cdo de enzima
DNA girase bacteriana; esta enzima possui fun¢do na replicacdo, recombinagdo e
reparacdo do DNA principalmente na promoc¢do e reversdo da superespiralacdo
negativa do DNA. Também atua na inibi¢do da topoisomerase IV, de fun¢do similar a
DNA-girase (DRLICA, 1999; SARRO; SARRO, 2001; CROSS JR, 2001;
KOHANSKI; DWYER; COLLINS, 2010), atuando nas fases finais da replicacdao do
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DNA, que permitem a separagdo dos cromossomas interligados de modo que a
segregacdo em células filhas pode ocorrer (CROSS JR, 2001). As quinolonas inibem
as enzimas, estabilizando o complexo DNA-girase e topoisomerase IV-DNA, fazendo
com que os complexos anteriormente reversiveis se tornem irreversiveis (CROSS JR,

2001).

A Figura 1 (KOHANSKI; DWYER; COLLINS, 2010) esboca o esquema do
mecanismo de acdo geral que as quinolonas utilizam para matar as células bacterianas.
As quinolonas se ligam de uma forma ndo covalente, na interface clivagem e ligacdo
das enzimas ao sitio ativo do DNA (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014), via
ligacdes de hidrogénio entre os grupos carbonila e carboxila dos anéis quinol6nicos e
as bases do DNA. Os grupamentos adjacentes sao unidos a mesma fita, orientados em
sentidos opostos para evitar repulsdo de cargas (DRLICA; ZHAO, 1997), sendo
necessarias duas moléculas de quinolona para aumentar os niveis de quebra do DNA

de fita dupla (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014).

Como resultado da intercalacdo, as quinolonas aumentam a concentracdo das
enzimas no estado estacionirio dos complexos de clivagem (fairmaco-enzima-DNA) o
que as torna potencialmente letais para as células. Assim, esses farmacos sio
denominados "venenos de topoisomerase" porque eles convertem as enzimas DNA
girase e topoisomerase IV em toxinas celulares (DRLICA, 1999; ALDRED; KERNS;
OSHEROFF, 2014). Os complexos sdo convertidos em quebras cromossdmicas
permanentes. Por sua vez, a geracdo destas quebras de DNA desencadeia a reposta das
vias de reparacao do DNA. Se as quebras da cadeia sobrecarregarem estes processos,
eles podem conduzir a morte celular (KOHANSKI; DWYER; COLLINS, 2010;
ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014).
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Figura 1: Mecanismo de a¢do geral de quinolonas.

Fonte: Adaptado de (KOHANSKI; DWYER; COLLINS, 2010).

C. Sulfonamidas

Como mostrado na Figura 2 (BARAN et al, 2011), antimicrobianos
sulfonamidicos agem como inibidores competitivos da enzima diidropteroato sintase
(DHPS) que catalisa a conversdo de 4cido p-aminobenzdico (PABA) para acido
diidropterodico, precursor da sintese de acido folico (WON et al., 2011; YU et al.,
2011; BARAN et al., 2011). O acido foélico participa na sintese dos dcidos nucleicos
que sdo indispensiveis na construcdo dos blocos de DNA e RNA (BARAN et al,
2011). Isto leva a uma diminuicdo da disponibilidade dos folatos que sdo essenciais
para o sistema de acidos nucleicos (WON et al., 2011) e resulta na inibi¢do da sintese
de acidos nucleicos e proteinas (VALDERAS et al., 2008; GARCIA-GALAN et al.,
2009). Sulfonamidas também inibem a permeabilidade do dcido glutdmico na parede
celular bacteriana, que também ¢ um componente essencial na sintese de acido folico.
Dessa maneira inibem a multiplicagcdo das bactérias. No entanto, sulfonamidas nado
inibem o crescimento de microrganismos que: obt€ém o 4cido félico no ambiente, que
possuem uma elevada concentracdo de PABA ou tem vias metabdlicas modificadas

(resisténcia a farmacos) (BARAN et al., 2011).
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Figura 2: Representacao esquematica do mecanismo de acdo das sulfonamidas.
Fonte: Adaptado de (BARAN et al., 2011).
3.2. Medicamentos Veterinarios (MVs) Utilizados na Medicina Aviaria

Como ja mencionado, MVs sdo amplamente utilizados em niveis terapéuticos
nos sistemas de criagdo de animais para o tratamento de diferentes doengas, bem como
aditivos alimentares visando a melhora de desempenho. Na producdo de ovos
comerciais, se sabe da dificuldade em nao usar os medicamentos veterinarios, sendo
que as galinhas poedeiras sdo criadas em grande nimero e em uma area limitada e, em
aves

se espalhar rapidamente entre as
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(PIATKOWSKA; JEDZINIAK; ZMUDZKI, 2016). Agentes antimicrobianos como 0s
coccidiostaticos sdo comumente empregados no setor da pecudria, para galinhas
poedeiras, para prevenir infecgdes bacterianas e coccidiose; outros MVs como as
quinolonas e sulfonamidas, sdo utilizados para tratamento e prevencdao de doengas
sendo proibidos como aditivos no Brasil desde 2009, seguindo encaminhamento
internacional como a decisdo da CE em 2006 (IN 26 MAPA, 2009). Esta ampla
utilizagdo de agentes antimicrobianos pode conduzir a presenga de residuos em ovos
além de outros impactos deletérios (GENTILI; PERRET; MARCHESE, 2005;
CAPRIOTTTI et al., 2012).

A. Coccidiostaticos

As galinhas poedeiras sdo as espécies mais provaveis de serem expostas a
coccidiostaticos em condig¢des praticas, através de quantidades residuais existentes nas
racOes para frangos de criagcdo, para as quais os coccidiostaticos sdo licenciados até a
idade de 14 ou 15 semanas. Este tipo de contaminacdo € até certo ponto inevitavel,
sendo que algumas regulamentacdes ja definem inclusive LMR para normalizar estes
casos onde compostos ndo autorizados para aves em postura, podem estar presentes
em decorréncia de contaminacao cruzada na produgdo de ra¢des. O controle dos niveis
de contaminagcdo € importante, tanto que de forma complementar, sdo realizadas
analises de monitoramento em insumos e produtos destinados a alimentacao animal
para verificar a ocorréncia de residuos. Em principio, a aplicacdo de coccidiostiticos
para galinhas poedeiras, do ponto de vista clinico, ndo € essencial, considerando que

nesta fase os animais ja adquiriram imunidade (DORNE et al., 2013).

A producdo intensiva de aves comerciais ao longo dos ultimos 60 anos tem
ocorrido em grande parte devido a introducao de coccidiostaticos (GUARDABASSI et
al., 2010). Coccidiostaticos sdo utilizados no controle de infec¢des causadas por
protozoarios em diferentes espécies animais. Eles sdo mais amplamente utilizados
como aditivos alimentares em espécies criadas intensivamente, tais como suinos e aves
para manter a saide dos animais e, em alguns casos, melhorar a conversdao alimentar
(CLARKE et al., 2014a). Em um primeiro momento - meados de 1950 - sulfonamidas

foram utilizadas, sobretudo como coccidiostéticos, e elas ainda sdo registradas por
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prescricdo veterinaria para terapia de coccidiose. Na década de 1980, um novo grupo
de coccidiostaticos foi acrescentado: os iondforos poliéteres (GUARDABASSI et al.,
2010). Os iondforos poliéteres sdao antibidticos produzidos naturalmente por espécies
do género Streptomyces e a principal finalidade dos ion6foros € o controle da
coccidiose. Sendo assim, os ion6foros foram e sdo usados quase que exclusivamente
como coccidiostaticos na avicultura de corte, mas nao sao autorizados na avicultura de
postura (GUARDABASSI et al., 2010). A monensina, salinomicina e narasina sao
exemplos de antibidticos pertencentes ao grupo dos ionoforos. A monensina €
recomendada para uso em frangos e perus de corte, desde que seja respeitado o
periodo de caréncia de trés dias antes do abate. A narasina e salinomicina sdo
recomendadas para o uso exclusivo em frangos de corte com periodo de caréncia de
cinco dias (BLANCHFLOWER; KENNEDY, 1996). A coccidiose ¢ uma infec¢ao do
trato intestinal por protozoarios parasitas do filo Apicomplexa. Parasitas pertencentes
ao género Eimeria podem ser predominantes em condi¢cdes umidas quentes que afetam
as espécies de criacdo intensiva, tais como suinos, aves, bovinos, ovelhas e coelhos.
Superlotagdo, mas e insuficientes praticas de higiene para isolar animais infectados
proporcionardo a proliferacdo da doenca. Os parasitas sdo transmitidos através de
oocistos, eliminados nas fezes dos hospedeiros infectados e ingeridos por animais ndao
infectados (SHARMAN et al., 2010). Uma vez ingeridos, esporozoitos sdo libertados a
partir dos oocistos nas células epiteliais que revestem o intestino. Uma série de ciclos
assexuados resulta no crescimento de merozoitos que se diferenciam em estagios
sexuais. Macrogametas femininos sao fertilizados pelos microgametas masculinos para
produzir oocistos que sdo eliminados para, potencialmente, infectar outros animais,
quando consumidos por estes. A doenca pode levar a lesdes intestinais, diarreia, baixo
ganho de peso, baixa conversdo alimentar e, em alguns casos, pode levar a morte

(CHAPMAN, 2009; MOLONEY et al., 2012).

Mesmo pequenas lesdes na parede intestinal devido a coccidiose podem afetar o
crescimento do animal e diminuir a conversdo alimentar, reduzindo a viabilidade
economica (MOLONEY et al., 2012). E considerado mais vidvel financeiramente
administrar coccidiostaticos como aditivos alimentares para frangos de corte durante

quase toda a sua vida (28-48 dias) em vez de tratar a coccidiose terapeuticamente
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(CLARKE et al., 2014a). Em ambito mundial, ion6foros ainda sio sustenticulos da
maioria dos programas para o controle de coccidiose. Além disso, esses agentes ndo
sdo considerados antimicrobianos pela maioria das autoridades da sadde publica, uma

vez que ndo sao utilizados na medicina humana (GUARDABASSI et al., 2010).

As vacinas para prevenir a coccidiose (BARROW et al., 1990; ZHANG-
BARBER; TURNER; BARROW, 1999; LI et al., 2004; DE ZOETE; VAN PUTTEN;
WAGENAAR, 2007; HELDENS et al., 2008; SHARMAN et al., 2010), sdo um
valioso instrumento de combate a perda de eficicia dos coccidiostaticos, e podem, em
algumas situagdes, substituir os coccidiostaticos se os iondforos forem proibidos como
aditivos alimentares (GUARDABASSI et al., 2010). Atualmente, apesar da
introducdo de vacinas efetivas contras as principais cepas do agente causador da
coccidiose, € possivel identificar através dos dados de monitoramento do PNCRC do
Brasil o uso ainda bastante amplo de compostos desta classe (BARRETO, 2014). O
fato é que ha provas circunstanciais de que enterites inespecificas ocorrem com mais
frequéncia em bandos imunizados com vacinas, em compara¢do aos bandos tratados
com ion6foros coccidiostéticos, o que tem sido associado ao ciclo da vacina coccidial
no intestino das aves. Por essa razdo, o tratamento antimicrobiano especifico pode ser

necessario se a enterite tornar-se grave (GUARDABASSI et al., 2010).

A utilizagdo de coccidiostiaticos ¢ uma questdo ainda passivel de debate
(BARRETO, 2014). Novas medidas para mudar a legislacdo sobre a utilizacdo de
coccidiostaticos devem ser consideradas de forma cuidadosa, assim como sua
remocdo, que poderia ter implicagOes significativas para as industrias avicolas do
mundo (GUARDABASSI et al., 2010). Durante a proibi¢do da utilizacdo de aditivos e
promotores de crescimento por parte da Unido Europeia, houve o correto entendimento
de que alterar a regulamentacao referente aos coccidiostaticos seria uma etapa crucial e
requeria planejamento adequado (BARRETO, 2014). Alteragdes equivocadas de
regulamentacdo poderiam inviabilizar a industria avicola acarretando severos impactos

econdmicos.

B. Quinolonas

46



As quinolonas constituem um dos principais grupos de antibacterianos
utilizados na medicina humana e veterinaria para fins terapéuticos. Os medicamentos
desse grupo pertencem a familia dos inibidores da girase. Apresenta elevada eficicia
contra bacilos entéricos gram-negativos, menor atividade contra bacilos ndo entéricos
gram-negativos e estafilococos, e geralmente atividade relativa contra estreptococos e
anaerobios (ANDREU; BLASCO; PIC(), 2007). Na medicina veterinaria sao
amplamente utilizados no tratamento de varias infec¢des intestinais e respiratorias em
animais domésticos e aves. As diversas aplicacoes e o tratamento intensivo de animais
produtores de alimentos com quinolonas representam risco para a saide humana; eles
produzem residuos nos produtos alimentares, causando reacdes alérgicas e aumento
significativo na resisténcia antibacteriana em seres humanos (GAJDA et al., 2012;
LOMBARDO-AGUI et al., 2012). O amplo uso tem se mostrado alvo de grande
preocupacao quando cruzados com dados de resisténcia. Os Estados Unidos através do
FDA e o Canada através da agéncia Health Canada suspenderam a aprovacdo e a
utilizacdo de enrofloxacino em aves de corte apds a identificacdo de aumento de

isolados de Campylobacter resistentes a fluorquinolonas (FDA, 2005).

A maioria das quinolonas € excretada pela urina onde sdo encontradas
inalteradas. No entanto, outras sido biotransformadas (por exemplo, enrofloxacino que
€ biotransformado em outra quinolona, ciprofloxacino, por perda de um grupo etila). A
andlise dos residuos do grupo das quinolonas em alimentos tem como residuo

marcador o composto inalterado (ANDREU; BLASCO; PIC(), 2007).

As quinolonas foram descobertas em 1962 e, desde entdo tém sido objeto de
inimeras modificacdes no seu nucleo quinolina para melhorar o desempenho

farmacocinético e espectro antimicrobiano (GALARINI et al., 2009).

As diferentes atividades in vitro das fluorquinolonas foram a base inicial da sua
classificacdo, como se mostra na Tabela 1. A atividade antimicrobiana das quinolonas
de primeira geracdo (4cido nalidixico, acido oxolinico, cinoxacino, 4cido piromidico,
acido pipemidico, flumequina) foi excelente contra bactérias aerobicas gram-negativas
(ANDRIOLE, 2005), sendo que o acido nalidixico e o 4cido oxolinico foram as

quinolonas de primeira geragao que mais foram usadas na clinica (GUARDABASSI et
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al., 2010). As quinolonas de segunda geracdo incluem ciprofloxacino, norfloxacino,
difloxacino, ofloxacino, levofloxacino, enoxacino, fleroxacino, lomefloxacino,
pefloxacino e rufloxacino. E as fluorquinolonas mais recentes (isto €, as
fluorquinolonas de terceira geragdo, incluindo grepafloxacino, gatifloxacino,
esparfloxacino, temafloxacino, tosufloxacino e pazufloxacino) foram posteriormente
desenvolvidas e possui maior eficicia contra bactérias gram-positivas, especialmente
pneumococo; elas também apresentam boa atividade contra bactérias anaerdbias
(ANDRIOLE, 2005). Estes farmacos mais recentes apresentam melhor atividade em
relacdo a girase, maior penetracio em microrganismos gram-positivos e

farmacocinética e farmacodindmica aprimoradas (GUARDABASSI et al., 2010).

Duas informacdes pertinentes sdo que a flumequina € registrada apenas em
poucos paises e, dentro da segunda geragdo de quinolonas, o enrofloxacino tem maior
importancia na medicina aviaria. Por ser um produto intimamente relacionado ao
ciprofloxacino que ainda € considerado como a alternativa de firmaco para muitas
doencas bacterianas em humanos, esse agente antimicrobiano deve ser considerado
como produto de ultima opcdo (produto de terceira escolha) em medicina avidria

(GUARDABASSI et al., 2010).

Como ja mencionado, as quinolonas sdo uma importante classe de
antimicrobianos de grande relevancia na producdo. No Brasil, atualmente pelo menos
sete compostos desta classe possuem registro para diferentes espécies.
Especificamente na producdo de aves, enrofloxacino é o composto com maior

importancia (BARRETO, 2014).
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Tabela 1: Classifica¢do dos antimicrobianos do grupo das quinolonas. Seguem alguns

exemplos.

. . ~ ~ . ~ b
Primeira Geracao Segunda Geragao Terceira Geracao

Acido oxolinico Enrofloxacino Esparfloxacino
Acido nalidixico Norfloxacino Gatifloxacino
Cinoxacino Difloxacino Grepafloxacino
Flumequina Ciprofloxacino®
Acido piromidico Lomefloxacino
Acido pepemidico Ofloxacino
Levofloxacino

* Agente potente contra Pseudomonas aeruginosa.

D N : L o
Mais potentes contra Streptococcus pneumoniae e bactérias anaerdbicas, comparados

com as geragdes anteriores.

Fonte: (ANDRIOLE, 2005)

C. Sulfonamidas

As sulfonamidas (SAs) representam um grupo de antimicrobianos sintéticos
(FANG; HE; WANG, 2006) mais comumente usadas na medicina veterindria para o
tratamento de uma variedade de infec¢des bacterianas (AGARWAL, 1992; GARCIA-
GALAN; DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2010). Apesar de terem sido frequentemente
aplicadas como medicamentos humanos para tratar varios tipos de infec¢des, nos dias
de hoje, quantidades muito mais elevadas sdo administrados para tratar e prevenir
doencas infecciosas em animais e na agricultura (GARCIA-GALAN; DIAZ-CRUZ;
BARCEL(), 2010). Em animais produtores de alimentos, sulfonamidas foram
utilizadas ndo s6 para fins terap€uticos, mas também para fins profilaticos

(AGARWAL, 1992), principalmente para o controle da coccidiose, pulorose, tifo
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aviario, cOlera aviaria e coriza infecciosa das galinhas (HAFEZ, 2003; KUENZEL et
al.,, 2004) e como promotores de crescimento para prevenir e tratar uma série de
doencas nos animais, tais como doengas infecciosas do trato respiratorio e digestivo
(FANG; HE; WANG, 2006). Pela legislacdao brasileira as SAs ndo sdo permitidas
como aditivos. Quanto ao uso terapéutico em frangos de corte, deve-se respeitar o
tempo de retirada de 5 dias antes do abate e em galinhas poedeiras o descarte de ovos
nos 10 primeiros dias apds o término do tratamento devido a presenca de residuos

(BOOTH; MCDONALD, 1992; ZHENG et al., 2008; BARAN et al., 2011).

Em 1992, Booth e Mcdonald, descreveram a dificuldade de obterem dados
oficiais disponiveis que fosse possivel inferir que a sulfaquinoxalina (SQX) fosse a
sulfa mais utilizada em avicultura industrial, por sua aplicacio no controle da
coccidiose, patologia de maior incidéncia nesta cultura. SQX também foi prescrita
para auxiliar na redu¢do de perdas por mortalidade decorrentes de infec¢des por
Pasteurella multocida, Salmonella gallinarum e parafito na dose de 30mgkg” ou a
0,1% na racdo por dois a trés dias e metade desta dose nos dois dias seguintes
(BOOTH; MCDONALD, 1992). A ocorréncia de antimicrobianos de diferentes
classes (sulfonamidas, tetraciclinas (TCs), fluorquinolonas e trimetoprima) em
amostras de alimentacdo animal avaliada no periodo de 2012-2013, pelo LANAGRO-
RS, apresentou incidéncia de residuos antimicrobianos de, 7,8% SAs, 84% TCs e
3,79% TMP, respectivamente. A sulfaquinoxalina apresentou percentual de 2,6%

(SOUSA et al., 2013).

Sulfonamidas s@o ativas contra amplo espectro de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, incluindo muitas espécies do género Streptococcus, Staphylococcus,
Escherichia, Neisseria, Shigella, Salmonella, Nocardia, Chlamydia e Clostridium.
Além disso, sulfonamidas foram usadas contra protozoarios (por exemplo,
Toxoplasma gondii e Plasmodium malariae) e fungos (por exemplo, Pneumocystis

carinii pneumonia) (BARAN et al., 2011).

As sulfonamidas possuem um limite muito estreito entre o seu efeito terapéutico
e o toxico e mesmos niveis terapéuticos podem causar efeitos deletérios sobre o

sistema 1mune, hematopoiético e reprodutivo das aves. Em determinadas
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circunstancias podem causar diminuicdo da taxa de crescimento de frangos de corte e
perus; por esta razdo devem ser utilizadas com muito critério. A associacdo das
sulfonamidas com as diaminopiridinas (trimetoprima e ormetoprima) reduz riscos de
toxicidade porque se pode diminuir a dose da sulfa. As diaminopiridinas s@3o pouco
toxicas, mas podem causar deficiéncia de &4cido félico e hipercalcemia quando

utilizadas em doses muito elevadas (FURUSAWA; HANABUSA, 2002).

Sulfonamidas potencializadas (combinadas com trimetoprima) sdo muito mais
adequadas para as mesmas indicacdes. Elas possuem atividade anticoccidea e ndo
devem ser utilizadas nas primeiras trés semanas apds a vacinagdo contra coccidiose
(GUARDABASSI et al.,, 2010). A associagdo diaminopirimidinas-sulfonamidas
(trimetroprima e congéneres) tem sido aplicada para controle de infec¢des por E.coli,
Haemoplhilus paragallinarum, cOlera aviaria (Pasteurella multocida) e salmoneloses

(HAFEZ, 2003; KUENZEL et al., 2004).

Quanto ao uso terapéutico em frangos de corte, deve-se respeitar o tempo de
retirada da sulfa cinco dias antes do abate e, em poedeiras, o descarte de ovos nos dez

primeiros dias apds o término do tratamento (BOOTH; MCDONALD, 1992).
3.3. Propriedades Fisico-Quimicas
A. Coccidiostaticos

Os coccidiostaticos podem ser classificados como de ocorréncia natural -
ion6foros poliéteres tais como monensina, narasina, lasalocida, salinomicina e
maduramicina - ou como coccidiostaticos sintéticos como halofuginona, robenidina,
diclazuril e nicarbazina (DUBREIL—CHENEAU et al., 2009a). Os iondforos sao
produzidos por 53 bactérias diferentes da familia dos Streptomycetaceae. Eles sao
caracterizados por multiplos anéis tetraidrofurano ligados entre si sob a forma de
porcdes de espirocetal (RIDDELL, 2002) tal como mostrado na Figura 3. Os
coccidiostaticos sintéticos (Fig. 4) podem ser subdivididos em derivados de
quinolonas, piridona, alcal6ides, guanidinas, analogicos, tiaminas e derivados triazinas

(CLARKE et al., 2014a).
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Derivados da guanidina tais como robenidina possuem uma ligacdo imina
central contendo uma ligacao dupla carbono-nitrogénio (ligacao azo), com o atomo de
nitrogénio ligado a um atomo de hidrogénio ou um grupo organico. Derivados de
triazina podem ser divididos em dois subgrupos: triazinas assimétricas (1,2,4) e
triazinas simétricas (1,3,5). Ambos os subgrupos cont€ém um anel heterociclico, que é
anidlogo ao anel de seis carbonos, benzeno, mas com trés atomos de carbono
substituidos por atomos de nitrogénio. O amproélio € um analogo de tiamina (vitamina
B1) em termos de estrutura. No entanto, ele ndo tem a funcionalidade hidroxi-etil que

a tiamina possui e, portanto, ndo é fosforilado para ser um analogo de pirofosfato

(CLARKE et al., 2014a).
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B. Quinolonas

As quinolonas sdo substincias sintéticas desenvolvidas a partir de algumas
modificacOes estruturais da estrutura molecular principal 4-oxo-1,4-quinolina ou
simplesmente 4-quinolona que consiste em um anel biciclico como estrutura central
(Fig.5) (SARRO; SARRO, 2001; CROSS JR, 2001). Os atuais antimicrobianos dessa
classe t€ém um grupo carboxila (-CO,H) na posicao 3, um grupo carbonila (-C=0) na
posi¢do 4, um atomo de fldor (F) na posi¢cdo 6, e um grupo piperazinil (exemplo,
norfloxacino — Fig.6) ou um grupo metil piperazinil (exemplo, difloxacino - Fig.6) na
posicao 7. A presenca de diferentes grupos ligantes ao atomo de nitrogénio (N) ou na
posicdo 7 influencia acentuadamente as propriedades microbioldgicas e
farmacocinéticas desses antimicrobianos (SARRO; SARRO, 2001). As estruturas
moleculares de alguns desses compostos de maior uso na medicina aviaria e alvo de
métodos de monitoriamento de residuos, estdo representados na Figura 6 (ANDREU;

BLASCO:; PICO, 2007; GAJDA et al., 2012; ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014).

R (8]

CO-H
Y'Y
R- X/’ ""IJ H

R

Figura 5: Estrutura molecular principal das quinolonas.

Fonte: (SARRO; SARRO, 2001; CROSS JR, 2001)

As alteragcbes mais marcantes na estrutura principal das quinolonas sido a
introducao do atomo de flior (F) na posi¢ao 6 e um anel substituinte de piperazina ou
metil-piperazina na posicao 7. Devido a inclusdo do atomo F, as quinolonas sdo
frequentemente denominadas "fluorquinolonas"(CROSS JR, 2001; ALDRED;
KERNS; OSHEROFF, 2014). E a adicdo de piperazina ou metil-piperazina na posi¢cao
7 marca o aumento da atividade bacteriana de uma nova geracio de antibacterianos da

classe das fluorquinolonas (NAEEM et al., 2016).

As fluorquinolonas como uma classe geral sdo relativamente insoliveis em
agua. Os compostos de quinolona apresentam carater de ion dipolar (zwitterionico)
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devido a presen¢a de um 4cido carboxilico € uma amina basica; os valores de pKa para
os grupos funcionais tém sido relatados como 5,5-6,3 para o acido carboxilico e 7,6-
9,3 para o grupo amino distal. As quinolonas sdo mais soliveis em agua a pH 4cido e
basico, com menor solubilidade para valores de pH fisiologico. O empacotamento
cristalino de quinolonas em que os nucleos aromaticos sdo empilhados, também
contribui para diminuir a solubilidade aquosa e resulta em pontos muito elevados de

fusdao maior do que 200°C (CROSS JR, 2001).
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C. Sulfonamidas

As sulfonamidas compreendem um grande numero de compostos
antimicrobianos sintéticos. Todos eles contém a estrutura comum de uma amina n
substituida em um anel benzénico e um grupo sulfonamida em posicdo para em
relacdo a amina (AGARWAL, 1992; SHAO et al., 2005; WON et al., 2011). As
estruturas moleculares estdo apresentadas na Figura 7 e correspondem aos agentes
antimicrobianos sintéticos que contém o grupo sulfonamida, caracterizado por um
grupo amino livre (-NH;) em uma das extremidades (SHAO et al., 2005; SUKUL;
SPITELLER, 2006; BARAN et al.,, 2011). Os compostos desse grupo apresentam
diferentes propriedades fisico-quimicas, devido aos diferentes grupos ligantes laterais

(SUKUL; SPITELLER, 2006).

As sulfonamidas ndo sdo soliveis em dgua (com a excecao da sulfaguanidina e
da sulfacetamida) (SUKUL; SPITELLER, 2006; SARMAH; MEYER; BOXALL,
2006; BARAN et al., 2011), sendo compostos polares que ionizam dependendo do pH
do meio (SUKUL; SPITELLER, 2006). Em geral, as sulfonamidas cont€ém grupos
funcionais polares em um nucleo nido polar e, portanto, apresentam propriedades
anfoteras. Sulfonamidas geralmente possuem dois pKa, os valores sdo resultantes (a)
da protonacao do grupo amino a em pH de 2-3 e (b) da desprotonag¢do em pH 5-11 do
nitrogénio da amida (INGERSLEV; HALLING-S@ORENSEN, 2000; QIAN et al.,
2016). A atividade antibacteriana de sulfonamidas é muito reduzida quando o
nitrogénio de amino esta substituido (THIELE-BRUHN, 2003). Elas competem com
acido p-aminobenzdico na sintese enzimatica de 4cido diidrofélico e assim inibem o
crescimento e a reproducdo de bactérias (YANG; CHA; CARLSON, 2004). Os
valores do coeficiente de parti¢do, Log K, para véarios compostos de sulfonamidas siao
entre -0,1 e 1,7, sugerindo que ndo siao intensivamente hidrofébicos (SUKUL;

SPITELLER, 2006).

Elas sdo classificadas como substancias foto e termicamente estaveis com meia-
vida superior a um ano (BARAN et al., 2011). As sulfonamidas podem sofrer reacdes
de hidrolise alcalina e acoplamento com fendis e aminas e facilmente reagir com o

radical hidroxila HOe (BOREEN; ARNOLD; MCNEILL, 2004; SUKUL;
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3.4. Metodologias Analiticas Aplicadas no Controle de Residuos de Medicamentos

Veterinarios

Este item ira se concentrar nas metodologias que foram publicadas na anélise de
medicamentos veterindrios, principalmente, em ovos de galinha poedeira no periodo

de 1992 a 2016. Esse levantamento encontra-se na Tabela 4 (Apéndice).

As classes individuais de agentes antimicrobianos em ovos sdo determinadas
com técnicas de imunoensaio (HAGREN et al., 2006; HUET et al., 2006; WANG et
al., 2007) ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detectores de
fluorescéncia (DF) ou ultravioleta (UV) (AGARWAL, 1992; DRAISCI et al., 1995;
HELLER; NOCHETTO, 2004; DOWLING; O’KEEFFE; SMYTH, 2005; FANG; HE,;
WANG, 2006; NIKOLAIDOU; SAMANIDOU; PAPADOYANNIS, 2008; KIM et al.,
2010; GAJDA et al., 2012; HUERTAS-PEREZ et al., 2016; HE et al., 2016). Varios
métodos de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM)
foram também relatados (BLANCHFLOWER; KENNEDY, 1996; TARBIN;
CLARKE; SHEARER, 1999; GENTILI; PERRET; MARCHESE, 2005; STOLKER et
al., 2007; BOGIALLI; DI CORCIA, 2009; BOGIALLI et al., 2009b, 2009a; FORTI;
SCORTICHINI, 2009; KINSELLA et al., 2009).

Ensaios microbioldgicos estdo entre as técnicas mais comumente utilizadas para
a detec¢do da maioria das classes de antibidticos. No entanto, devido as taxas de falsos
positivos serem altas e também a incapacidade de deteccdo dos antibidticos de
determinadas classes em concentracoes cada vez mais baixas, somados a
obrigatoriedade de um ensaio para confirmacdo, que permita a detec¢do seletiva,
sensivel, rapida e precisa quantificacdo dos antibidticos, tiveram seu uso limitado

(BOSCHER et al., 2010).

Os detectores de arranjo de diodos (DAD) permitem que a absorbancia de uma
amostra em todos os comprimentos de onda seja determinada se modo simultineo. A
resolucdo espectral depende do tipo e do nimero de diodos que compde o arranjo. A
limitacdo consiste na detec¢cdo somente de compostos que absorvem na regidao UV-
Visivel. Detectores de fluorescéncia (DF) baseiam-se na medida da luz emitida pelas

substancias previamente irradiadas com luz UV. Uma das caracteristicas mais
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relevantes da fluorescéncia molecular estd na sua sensibilidade intrinseca, a qual
freqiientemente ¢ de uma a trés vezes maiores que a da espectroscopia de absorcdo. De
fato, para determinadas espécies sob condi¢des controladas, a presenca de uma tnica
molécula pode ser determinada pela espectroscopia de fluorescéncia. Outra vantagem
estd na faixa linear de concentracdo dos métodos de fluorescéncia, a qual ¢é
significativamente maior que aquela encontrada na espectroscopia de absorcao.
Contudo, os métodos de fluorescéncia sdo muito menos aplicados que os métodos de
absor¢do em razdo do numero limitado de sistemas quimicos que fluorescem com
intensidade aprecidvel. A fluorescéncia estd também sujeita a muitos outros efeitos de

interferéncia ambiental que os métodos de absor¢do (SKOOG et al., 2006).

O Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA (MAPA, 2015) traz os
critérios a serem atendindos para a quantificacdo e confirmagdo residuos de MVs
sendo baseado na decisdo da Comissao Européia 2002/657/EC. Para que seja possivel
atender os pontos de identificagdo necessarios tanto para compostos permitidos quanto
banidos, o uso de ferramentas de cromatografia hifenadas a espectrometria de massas
tem se tornado universal. Para detectores menos especificos, além de ndo ser possivel
a confrmacdo de compostos banidos (Grupo A, 96/23/EC), € necessario realizar etapas
adicionais para confirma¢ao, como o uso de uma segunda condi¢do cromatografica. A
CL-EM/EM quando operada no modo de monitorizacdo de reacdo multipla (MRM),
utiliza um fon precursor e dois ions dos produtos (fragmentos), satisfazendo o requisito
de identificacio (BOSCHER et al., 2010). Nos udltimos anos, existe uma tendéncia
crescente para desenvolver métodos CL-EM/EM para uma classe ou mais classes de
antimicrobianos (antibidticos, antiparasitarios e outros) (MATABUDUL et al., 2001;
HELLER et al, 2002; YAKKUNDI et al., 2002; MORTIER; DAESELEIRE;
DELAHAUT, 2003; HELLER; NOCHETTO, 2004; MORTIER; DAESELEIRE;
PETEGHEM, 2005; MULDER et al., 2005; ROKKA; PELTONEN, 2006; HELLER et
al., 2006; CUI et al., 2006; HAMSCHER et al., 2006; HERRANZ; MORENO-
BONDI; MARAZUELA, 2007; PIKKEMAAT et al., 2007; WANG; LEUNG, 2007;
NIKOLAIDOU; SAMANIDOU; PAPADOYANNIS, 2008; BOGIALLI; DI CORCIA,
2009; SHAO et al., 2009; BOGIALLI et al., 2009b; FORTI; SCORTICHINI, 2009;
DUBREIL-CHENEAU et al., 2009a; PETERS et al., 2009; ROCHA SIQUEIRA et al.,

59



2009; GARRIDO FRENICH et al., 2010; KIM et al., 2010; SPISSO et al., 2010;
JIMENEZ et al., 2011; GALARINI et al., 2011; DENG et al., 2011; BLADEK et al.,
2012; GAJDA et al., 2012; CAPRIOTTI et al., 2012; DUBREIL-CHENEAU et al.,
2014; DASENAKI; THOMAIDIS, 2015; PREMARATHNE et al., 2015; CHEN et al.,
2016; PIATKOWSKA; JEDZINIAK; ZMUDZKI, 2016; RIBEIRO et al., 2016;
HUERTAS-PEREZ et al., 2016; HE et al., 2016; ZHANG et al., 2016). Diversos
trabalhos recentemente publicados relatam a determinacdo simultdnea de distintas
classes de antimicrobianos, como por exemplo: ion6foros e macrolideos (MCs)
(HELLER; NOCHETTO, 2004); sulfonamidas (SAs), tetraciclinas (TCs), FQs, B-
lactamicos (penicilinas e cefalosporinas) (HELLER et al., 2006); coccidiostaticos e
ion6foros (SHAO et al., 2009; DUBREIL-CHENEAU et al., 2009b; GALARINI et al.,
2011); benzimidazbéis, MCs, penicilinas, FQs, SAs, TCs, nitroimidazois,
coccidiostaticos, iondforos e anfenicéis (PETERS et al., 2009); tetraciclinas,
flurquinolonas (FQs), macrolideos , sulfonamidas, avermectinas e benzimidazdis
(GARRIDO FRENICH et al., 2010); ionoforos poliéter, MCs e lincosamidas (SPISSO
et al., 2010); 105 residuos de farmacos, incluindo benzimidazdis, nitroimidazoéis, FQs,
SAs, TCs (DENG et al., 2011); SAs, FQs, MCs, penicilinas, lincosamidas e derivados
diaminopiridinas (trimetroprima) (JIMENEZ et al., 2011); B-lactamicos, MCs, TCs,
FQs, SAs e lincosamidas (BLADEK et al., 2012); TCs, ion6foros, coccidiostaticos,
penicilinas, cefalosporinas, FQs, SAs e micotoxinas (CAPRIOTTI et al., 2012); 115
substancias quimicas de uso veterinirio das classes de FQs, TCs, cefalosporinas,
penicilinas, ¥ MCs, SAs, benzimidazo6is, nitroimidazéis, coccidiostaticos,
antiinflamatorios nio esteroidais (AINEs), anfenicdis, anti-helminticos, B-agonistas e
B-bloqueadores, esteroides, analgésicos, diuréticos e outros (DASENAKI;
THOMAIDIS, 2015); FQs, MCs, B-lactamicos, nitroimidaz6is, SAs, lincomicinas,
cloranfenicdis, quinoxalinas, TCs, polipeptideos e antimicrobianos sinérgicos (CHEN
et al., 2016); e, TCs, FQs, SAs, nitroimidazoéis, anfenicois, cefalosporinas,
coccidiostaticos, macrolideos, penicilinas, benzimidazoéis, inseticidas, corantes,
lincosamida, pleuromutilina, quimioterapicos e aminoglicosideos (PIATKOWSKA;

JEDZINIAK; ZMUDZKI, 2016).
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Conforme a Tabela 4 (Apéndice) € possivel notar que durante os anos 2000, a
CL-EM/EM tornou-se essencial na rotina de andlises laboratoriais para produtos de
origem animal (HELLER et al., 2002). A CL-EM/EM ¢ uma técnica que apresenta alta
seletividade, especificidade e sensibilidade com diversas aplicagdes (SHAO et al.,
2005). A ionizagdo por electrospray produz ions a pressdo atmosférica e a temperatura
relativamente baixa, o que minimiza a decomposi¢do térmica de compostos labeis
(FUH; CHAN, 2001). A maioria dos MVs pode ser facilmente detectada por CL-EM
com ionizacdo electrospray (ESI), enquanto a espectrometria de massas em tandem
(EM-EM) fornece a alta especificidade necessaria para analitos alvo em matrizes
complexas (HELLER et al., 2002). Nos dltimos anos, portanto, um grande esfor¢o tem
sido observado para desenvolver metodologias de CL-EM/EM, incluindo multiclasse
de farmacos veterinarios para realizar triagens confirmatorias ou métodos quantitativos

confimatoérios (MORETTI et al., 2016).

Neste contexto os protocolos de preparacdo de amostras, se apresentam
genéricos objetivando a extragdo de um numero grande de analito. Inevitavelmente,
ocorre co-extragdo, grande nimero de substincias interferentes (proteinas e compostos
indesejaveis) da matriz também sdo extraidas (BOSCHER et al., 2010; BERENDSEN
et al., 2013). Como consequéncia, significativos efeitos de matriz (principalmente de
supressao de ions) sdo observados devido a falta de especificidade na etapa de
extracdo das amostras (BOSCHER et al., 2010; FREITAS; BARBOSA; RAMOS,
2015). O tratamento da amostra é um passo importante para alcangar simultaneamente
uma extracdo eficiente e um extrato limpo (com o minimo de interferentes) para
diferentes classes de compostos a partir de matrizes complexas (ZHANG et al., 2016).
Os diferentes grupos de substancias quimicas, as propriedades anfotéricas de muitos
compostos, € a grande variedade de polaridades apresentam dificuldades para a

extracdo, limpeza e separacdo analitica (BOSCHER et al., 2010).

Diferentes técnicas de extracdo sdo disponiveis para a andlise de residuos de
MVs. Entre as mais difundidas estdo a extracdo em fase sdlida. Atualmente, as

abordagens mais frequentes aplicam a técnica QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
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Effective, Rugged and Safe) a qual tem demonstrado bom resultados para métodos

multirresiduos (YU et al., 2011).
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4. DISCUSSAO GERAL






Para a realizagcdo do desenvolvimento da metodologia analitica consolidada

nesse trabalho foram executadas em trés grandes etapas:
L Método de analise por CLAE-EM/EM;

IL. Otimizagdo do protocolo de extragdo, purificacdo e concentracdo dos

residuos de medicamentos veterinarios;

IlI. Método de validacao de acordo com a Diretiva da Comissdao Européia

2002/657/CE.

Os resultados finais estdo presentes no artigo (item 6. Artigo) atendendo os
critérios minimos de desempenho para métodos de andlise de residuos, de
medicamentos de uso veterinario, em alimentos de origem animal destinados ao

consumo humano estabelecidos na Diretiva da Comissdao Européia 2002/657/CE.

O método de validacao desenvolvido trata-se de um método de validacdo de
extensao de escopo com inclusdo de analitos em ovo. Esta abordagem usualmente ndo
¢ discutida nos manuais de validag¢do, por exemplo, na Diretiva da Comissao Européia
2002/657/CE. A validacao de extensdao de escopo € uma necessidade na rotina de
laboratérios que desenvolvem atividades analiticas e aplicada pela rede de Laboratdrio
Nacional Agropecuario do MAPA como discutido por Hoff, R.B. et al. (HOFF et al.,
2015).

Anteriormente a metodologia desenvolvida, as andlises de antimicrobianos
(sulfonamidas e quinolonas) e coccidiostaticos em ovos, eram realizadas por trés
metodologias distintas, pelo LANAGRO-RS. As trés metodologias utilizadas para o
controle de residuos de MVs em ovos acabavam por utilizar de forma exacerbada a
capacidade operacional do laboratorio reduzindo significativamente a possibilidade de

ampliacdo de escopo e atendimento de novas demandas.

Ressalta-se, que no LANAGRO/RS, era usual a recep¢do de uma amostra para
cada uma das metodologias (sulfonamidas, quinolonas e coccidiostaticos) distintas
para analise de ovos. A Tabela 2 apresenta a comparacdo entre a lista dos
medicamentos veterindrios monitorados por metodologias distintas, conforme a
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Instrucao Normativa do MAPA N°11 (IN 11 MAPA, 2014), e a junc¢do das trés classes
com a inclusdo dos novos compostos (negrito) na metodologia analitica desenvolvida e
consolidada neste trabalho. Desta forma, ¢ imprescindivel pontuar a inovacdo
apresentada pela consolidacdo de diferentes classes em um procedimento inico com a
possibilidade de monitoramento de um nimero superior de compostos relevantes na

producdo comercial de ovos.

Complememtarmente agrega significado ao trabalho, o fato de a metodologia
desenvolvida ser aplicada a anélises oficiais, permitindo a ampliacdo das garantias a
seguranca dos consumidores. Além do aspecto relacionado ao controle de alimentos no
ambito do mercado interno, a ampliacdo do escopo de analitos propiciado por este
trabalho permitiu o pleito de equivaléncia com sistemas de controle de outros paises
para a matriz ovo vislumbrando a possibilidade de exportagdo destes produtos

agregando valor aos produtos de origem animal brasileiros.
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Tabela 2: Comparagao da lista de compostos monitorados conforme IN N°11 MAPA e

os compostos incluidos na metodologia analitica desenvolvida nesse trabalho.

Classes Compostos conforme a Compostos
IN N° 11 MAPA de monitorados com a
2014 metodologia nova
Sulfonamidas Sulfatiazol Sulfatiazol
Sulfametazina Sulfametazina
Sulfadiazina Sulfadiazina
Sulfaquinoxalina Sulfaquinoxalina
Sulfametoxazol Sulfametoxazol
Sulfadimetoxina Sulfadimetoxina
Sulfadoxina
Sulfaclorpiridazina
Sulfamerazina
Quinolonas Enrofloxacino Enrofloxacino
Ciprofloxacino Ciprofloxacino
Flumequina
Danofloxacino
Acido Oxolinico
Acido Nalidixico
Sarafloxacino
Difloxacino
Norfloxacino
Coccidiostaticos Lasalocida Lasalocida
Monensina Monensina
Clopidol Clopidol
Semduramicina Semduramicina
Trimetroprim Trimetroprim
Salinomicina Salinomicina
Diaveridina Diaveridina
Toltrazuril Toltrazuril
Robenidina Robenidina
Amprolio Amprolio
Narasina Narasina
Diclazuril Diclazuril
Maduramicina Maduramicina
Etopobato
Decoquinato
Nicarbazina

Inclusao desses compostos na metodologia nova.
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5. APLICACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA EM AMOSTRAS
DO PNCRC 2015/2016






A metodologia multirresiduo multiclasse desenvolvida e validada foi aplicada
na analise de 391 amostras do PNCRC de Julho/2015 a Dezembro/2016. Das 391
amostras monitoradas 103 foram quantificadas para pelo menos um dos
antimicrobianos em estudo neste trabalho. A Figura 8 apresenta a ocorréncia de
contaminag¢do em ovos com medicamentos veterinarios, sendo que nesse periodo os
antimicrobianos que apresentaram maior incidéncia em ovos foram o enrofloxacino
(41%), DNC (22%), ciprofloxacino (6%), trimetroprima (6%) e sulfametazina (6%).

Ocorréncia de Contamin¢ao em Ovos com Antimicrobianos
Julho/2015 a Dezembro/2016

Legenda:
CIPRO - Ciprofloxacino
LOP 5% CLOP - Clopidol
SALI 4% —
DECQ - Decoquinato
DNC - 4-4-

Dinitrocarbanilida

ENRO - Enrofloxacino
MADU - Maduramicina
MONE - Monensina
NALID - Acido Nalidixico
ROBE - Robenidina

SALI - Salinomicina

SEMD - Semduramicina

SMA - Sulfametoxazol
SMZ - Sulfametazina
TMP - Trimetoprima
TOL - Toltrazuril

Figura 8: Ocorréncia de contamina¢do em ovos com antimicrobianos no periodo de
Julho/2015 a Dezembro/2016.

E treze (13) amostras foram quantificadas com valores acima de 20ugkg™,
sendo que, ENRO(5): 721,33 pgkg™', 115,2 pgkg™', 100,5 pgkg™', 136,0ugkg™ e
144,33ugkg™; DNC (3): 73,33pugkg™, 53,7ugkg’ e 52,27ugkg™’; TMPQ3):
137,33ugkg™", 127,07ugkeg™ e 151,33pugkg™'; CIPRO(1): 268,5ugkg™ e SMZ(1):
84,03ugkg ™.

Para quinze amostras foram encontradas contamina¢cdes com mais de um
antimicrobiano e de classes distintas como ilustrado na Figura 9. Sendo que destas,

quatro amostras reais (A10, All, A12 e Al4) foram quantificadas sulfametazina e

trimetropima. Em quatro amostras (Al, A2, A3 e A15) foi encontrada contaminagao
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quantificavel de enrofloxacino e ciprofloxacino. A amostra 15, ndo consta na Figura 9,
apresentou valor extremamente alto para o enrofloxacino igual a 721,3ug/kg e
16,4ug/kg para ciprofloxacino. Em sete amostras (A4, A5, A6, A7,A8, A9 e Al3)
encontrou-se nicarbazina e enrofloxacino. Foram quantificados, nas amostras Al13 e
Al4, trés antimicrobianos. Para a amostra Al3, apresentou enrofloxacino,

semduramicina e DNC. E, a amostra A14: DNC, sulfametazina e trimetroprima.

Ocorréncia de Mais de Um Antimicrobianos em Ovos
Julho/2015 a Dezembro/2016

160,0 BB
140,0
= - .
i 120,0
2 100,0
o
S 80,0
St
g 60,0
= - — Trimetoprima
= 400 -_— e ey e e e o -. -
< ’ = =~ Semduramicina
Q
20,0 g -.'.".".' - W . Dinitrocarbazina
00 K= - — e e e e Ciprofloxacino
Al [ A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | A8 | A9 |Al10
H Ciprofloxacino 2,715,2/19,2/00/00/|00/|0,0|0,0|0,0]0,0
B Decoquinato o0/00|00/00|00|00|00f0O0|00|00|0,0|0,0[0,0]3)
m Dinitrocarbazina| 0,0 | 0,0 | 0,0 | 9,5 |11,0/ 9,3 |6,6 | 2,1 (13,7 0,0 | 0,0 | 0,0 |73,3| 0,0
W Enrofloxacino 11,2(144,3115,2 5,9 |10,3/10,1/ 8,2 | 7,5/4,0/0,0|/0,0|0,0| 2,6|0,0
® Semduramicina | 0,0 0,0/00/00|00/|00(00(00|00/|00/|00]0,0 11,8/ 0,0
W Sulfamerazina 00/00/00|00f0O0|0O0|0,0|0,0/|0,0/84,0/29,7/17,4/0,0 | 3,2
Trimetoprima 00/00/00|00f0O0|00|0,0|0,0/|0,051,3127,2137,3 0,0 | 7,3

Figura 9: Ocorréncia de mais de um antimicrobiano quantificado em ovos.

A avaliagdo desses dados nos permite obter o panorama do uso concomitante de

mais de um antimicrobiano e de diferentes classes na producdo de ovos de galinhas

poedeiras,

comprovando a necessidade do desenvolvimento de metodologias

multirresiduos multiclasses para o monitoramento de residuos contaminantes em ovos

e outros produtos de origem animal.

Nossos dados permite realizar uma analise paralela com o relatério emitido pelo

Programa Estadual de Controle de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal (PAMvet-PR) (MACHINSKI JUNIOR et al., 2005), no

qual, observaram o uso de medicamentos veterinarios ndo recomendados para aves,
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inclusive para poedeiras.Com aplicacdo de questionarios em granjas do estado do

Parana.

Realizado a comparagdo entre os medicamentos de uso veterinario de maior
ocorréncia no periodo de Julho/2015 a Dezembro/2016 com os produtos comerciais
disponibilizados pelo Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude

(SIDAN) do Compéndio de Produtos Veterinarios (http://www.cpvs.com.br),

apresentados na Tabela 2. O enrofloxacino foi o antimicrobiano de maior ocorréncia
(41%) e possui maior quantidade de produtos comerciais disponiveis (14) para o uso.
A sulfametazina e trimetroprima, apresentaram o mesmo percentual de ocorréncia
(6%, Fig 8.) nas amostras reais analisadas (A10, Al11, A12 e Al4, Fig. 9) e € possivel
fazer uma relacdo interessante com as formulacdes disponiveis nos produtos
comerciais levantados (Tabela 2), onde esses dois principios ativos encontram
presentes de forma associada em quatro produtos comerciais. No caso do
ciprofloxacino, apesar de existir dois produtos comerciais de formulacdo de um unico
principio ativo (ciprofloxacino) ndo € possivel fazer a correlagdo da formulacdo com
ocorréncia em ovos. A presenca de ciprofloxacino em ovos pode esti correlacionada
com a metabolizacdo do enrofloxacino em ciprofloxacino, notavel presenca nas
amostras Al, A2 e A3 (Fig. 9). J4, a auséncia do ciprofloxacino nas amostras
quantificadas para enrofloxacino (A4 a A9 e A13, Fig.9) pode esta relacionada com o
periodo de caréncia e o periodo da colheita do ovo, ou seja, com o periodo de caréncia
maior para a colheita do ovo possivelmente foi o tempo necessario para que o a
concentracdo plasmatica de ciprofloxacino estivesse em niveis reduzidos, com
consequente menor acumulacdo no ovo, acarretando na ndo quantificacio do mesmo
para essas amostras. Diferentemente para as amostras Al, A2 e A3 (Fig.9),
provavelmente o periodo de administragdo do antimicrobiano e o periodo da colheita
foi menor, sendo possivel correlacionar com metabolizacdo do enrofloxacino em

ciprofloxacino.
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Tabela 3: Lista de produtos comerciais disponibilizados no SIDAN de uso em aves.

Principios Associado (A) ou Nao ) .. - Quantidade de
Ativos Associado (NA) Via de Administracao Produtos
Enrofloxacino NA Via oral: diluir ou
dissolver em agua de 14
bebida.
Sulfametazina Clortetraciclina e Via oral: diluir em 4gua
Trimetoprima*; de bebida ou misturado a
Sulfaquinoxal; racgao.
Trimetoprima e
Corante (azul de
metileno)*; 6
Doxiciclina e
Trimetoprima*;
Trimetoprima*;
Sulfaquinoxal e
Bacitracina.
Trimetroprima Clortetraciclina e Via oral: diluir em agua
Sulfametazina*; de bebida ou misturado a
Sulfametazina e racao.
Corante (azul de
) 4
metileno)*;
Doxiciclina e
Sulfametazina™®;
Sulfametazina*.
Nicarbazina Narasina Via oral: misturado a 1(A)e3
racao. (NA)
Salinomicina NA Via oral: misturado a 2
racao
Ciprofloxacino NA Via oral: dissolvido em
agua de bebida ou 2

misturado a racao.

*Sa0 os mesmos produtos comerciais.
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6. ARTIGO






Determination of multiresidues of veterinary drugs (coccidiostats, quinolones and
sulfonamides) in laying hen eggs by high performance liquid chromatography

coupled to mass spectrometry in Tandem (LC-MS/MS)
Diana Alves de Sousa®, Fabiano Barreto®, Ana Maria Bergold®

“Programa de Pos Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil; PMinistério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, Laboratério Nacional Agropecudrio — LANAGRO/RS, Porto Alegre,
RS, Brazil.

Abstract

A multiclass, multiresidue method for the simultaneous quantitative determination of
35 veterinary drugs in eggs using liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) was developed. The method covers the analytes belonging
to coccidiostats (17), quinolones (9) and sulfonamides (9) classes. Samples were
extracted using 0.1% formic acid in acetonitrile with low temperature purification step
(LTP). The chromatographic separation was achieved on C18 column using a mobile
phase consisting of (A) 0.1% formic acid in Immol/LL ammonium formate aqueous and
(B) 0.1% formic acid in Immol/L ammonium formate in acetonitrile, using a gradient
mode. Validated results according to the requirements of European Commission
Decision 2002/657/EC are as follows: linearity (12> 0.95), overall recovery between
30.63% and 63.44%, coefficient of variation for repeatability ranging from 3.21% to
18.69%. Method precision led to satisfactory values of decision limits (CCa) and
veracity for all the analytes. The presented method was applied for the analysis of 391
real egg samples obtained from the official monitoring control program in the period

from July 2015 to December 2016.

Keywords: coccidiostats; quinolones; sulfonamides; eggs;, LC-MS/MS; Low

Temperature Purification.
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1. Introduction

Eggs are one of the most important foods in many countries. They are not
expensive, are commonly available and are used as an ingredient to produce many
other foods. (KOVACS-NOLAN; PHILLIPS; MINE, 2005).

Several veterinary drugs such as coccidiostats, quinolones, and sulfonamides
are usually administered to poultry through feed or drinking water, for the prevention
and treatment of infectious diseases in laying hens (FURUSAWA, 2001; RIBEIRO et
al.,, 2016). In intensive poultry farming with limited area, infectious diseases can
spread very quickly. These veterinary drugs can be absorbed by the digestive tract of
laying hens and transferred to the egg. After administration, if withdrawal time is not
applied, there is a risk of residues persistence above of the maximum residue levels
established (TEWARI; MAHARANA, 2011). (FURUSAWA, 2001; RIBEIRO et al.,
2016). Physicochemical characteristics of these compounds determine their
pharmacokinetic behavior, distribution and accumulation on eggs (KAN; PETZ,
2000). To ensure the compliance of food safety requirements, the assessment of
residue levels of veterinary drugs used in production is essential, as well as the
compliance with the maximum residue levels (MRLs) established. In order to ensure
consumers protection, different regulations are applied by different regulatory
authorities for risk management of veterinary drugs residues in food. In order to
adequately control and mitigate the risks to consumers, the Ministry of Agriculture,
Livestock and Food Supply (MAPA) through the National Residue Control Plan
(NRPC) maintains a monitoring program covering a wide list of compounds, aiming to
obtain information that will supports decision making. The regulatory action levels
established by Brazilian Authorithies are in line with the main international
regulations. The maximum residue limits, maximum levels (ML) and minimum
required performance level (MRPL) for veterinary medicinal products are listed in
regulatory documents and guidelines such as Commission Regulation 37/2010
(EUROPEAN COMMISSION, 2010). Antimicrobials could be also used for weight
gain purposes, because of their anabolic effect. As any other pharmaceutical, the

misuse of antimicrobial products may lead to negative effects on animal and human
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health. They might be carcinogenic, genotoxic, immunotoxic, (SORUM; L’ ABEE-
LUND, 2002; TEWARI; MAHARANA, 2011; LIU et al.,, 2011; ROBERT et al.,
2013) and the indiscriminate use of these classes of products may lead to favorable
conditions to the development of high bacterial resistance levels (FRY; WILLIAMS,
1984; JACOBS-REITSMA; KAN; BOLDER, 1994; MARK WEBBER; LAURA J.V.
PIDDOCK, 2001; BARAN et al., 2011).

The occurrence of unavoidable carry-over of feed additives in the production of
additive-free feed may result in the presence of residues of coccidiostats and
antibiotics in animal products such as meat and eggs. Recently, the European
Commission has set maximum levels (MLs) for eleven coccidiostats in various foods
originated from non-target animals (EUROPEAN COMMISSION, 2009). The
substances under this regulation scope are six ionophore antibiotics (lasalocid (LASA),
maduramycin (MADU), monensin (MONE), narasin (NARA), salinomycin (SALI)
semduramicin (SEMD)) and five chemical coccidiostats (decoquinate (DECQ),
diclazuril (DICLA), halofuginone (HALO), nicarbazin (DNC) and robenidine
(ROBE)). Only for lasalocid and monensin a MRL were established in poultry and
bovine, respectively (EUROPEAN COMMISSION, 2010). The permitted limits (PLs)
for listed anticoccidials substances in eggs are: 2pg.kg” for DICLA, NARA, MADU,
MONE and SEMD; 3ugkg' SALIL 6pgkeg’ HALO; 20ug.kg’ DECQ; 25ugkg”
ROBE; 300pg.kg ' DNC and 150pug.kg”’ LASA (GALARINI et al., 2011).

To avoid deleterious effects on consumers, MRLs have been established for
some quinolones in foodstuffs of animal origin in European Union (Commission
Regulation 2010). According to Commission Regulation (EU) No. 37/2010, these
antibiotics are not permitted in laying hens which eggs are produced for human
consumption. Nevertheless, quinolones are still used in animal production systems,
particularly in the poultry farming, for the prophylaxis of Salmonella spp. infections in
laying hens but, at the same time, they are the antimicrobials of choice for treatment of
severe or systemic human salmonellosis. Therefore, the use of antimicrobial agents in
animals intended to human consumption is probably the main cause for the occurrence

and spread of resistant Salmonella strains (ANNUNZIATA et al., 2016).
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For sulfonamides, the European Commission established the maximum residue
limits (MRL) of 100ug.kg™ in muscle, fat, liver, kidney and milk (EUROPEAN
COMMISSION, 2010), while no MRLs have been set in eggs and therefore in these
matrices the control levels should be As Low As Reasonably Achievable (ALARA)
(SANCO, 2008). The Italian authorities have included in the National Regulatory
Monitoring Plan of drug residues and contaminants in products of animal origin (Piano
Nazionale Residui 2015 — P.N.R. 2015) the control of sulfonamides in eggs,
suggesting as ‘‘limit of action’ for screening methods detection capability (CCP), a
level between 10 and 50pg.kg” (SUMMA et al., 2015). Although the administration of
sulfonamides is not authorized for laying hens, extra-label use of these compounds can
be a possible way for sulfonamide residues to occur in eggs for human consumption.
Thus, it is strongly recommended that sulfonamides residues monitoring in eggs must
be included in the scope of the National Residues Control Plan. Currently, no MRL
has been adopted for sulfonamide residues in eggs in Brazil. In this case, the Ministry
of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) adopts a value of 10ug.kg™" (as action
level (AL)) (IN 11 MAPA, 2014) for substances whose MRLs have not yet been
established (MAURICIO; LINS; ALVARENGA, 2009).

Despite the fact that are multiclass, multiresidue screening methods available
for even over hundreds of analytes in a variety of matrices (KAUFMANN et al., 2008;
PETERS et al, 2009; DASENAKI; THOMAIDIS, 2015; PIATKOWSKA;
JEDZINIAK; ZMUDZKI, 2016), there are still not many methods suitable for analysis
of egg samples. Quantitative multi-multi methods which fulfil the criteria of the
European Commission Decision 2002/657/EC for eggs were already reported
(GARRIDO FRENICH et al, 2010; GAJDA et al., 2012; PIATKOWSKA;
JEDZINIAK; ZMUDZKI, 2016) and they cover several dozen of analytes.

The aim of this work was the development and validation of a multiclass,
multiresidue method based on LC-MS/MS to monitoring residues of veterinary drugs
belonging to coccidiostats, quinolones and sulfonamides classes (in a total of 35

compounds) in whole eggs to further inclusion on the NRCP.

2. Materials and methods
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2.1. Chemicals and reagents

Acetonitrile (ACN) was supplied by Merck (Darmstadt, Germany). Formic acid
88% and ammonium formate 99% were purchased from J.T.Baker (Phillipsburg,
USA). Ultrapure water was supplied by a Milli-Q purification system (Darmstadt,
Germany). Analytical standards of dichloroisoverninic acid, nalidixic acid, oxolinic
acid, amprolium hydrochloride, ciprofloxacin, monensin sodium salt hydrate,
salinomycin monosodium salt hydrate, sulfachlorpyridazine, sulfadimethoxin and
sulfadoxin were purchased from Sigma-Aldrich (Munich, Germany). Clopidol,
danofloxacin mesylate, decoquinate, diaveridine, diclazuril, difloxacin hydrochloride,
enrofloxacin, ethopabate, flumequine, lasalocid A sodium salt, maduramicin
ammonium  salt, dinitrocarbanilide, norfloxacin, robenidine, robenidine-d8
hydrochloride, sarafloxacin hydrochloride, sulfadiazine, sulfamerazine,
sulfamethazine, sulfamethoxazole, sulfaquinoxaline, sulfathiazole, toltrazuril,
trimethoprim, enrofloxacin-d5 HCI, sulfapyridine and decoquinate-d5S were obtained
from Dr.Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). Dinitrocarbazine-d8 was purchased
from Witega Laboratorien (Berlin, Germany). Narasin was obtained from USP (U.S.
Pharmacopeia) and semduramicin sodium was from Phibro Animal Health Brazil (Sao

Paulo, Brazil).

2.2. Standard solutions

Individual stock standard solutions (1000pg.mL™") were prepared in methanol
(for amprolium, ethopabate, narasin, monensin, robenidine, robenidine-ds,
sulfonamides and fluoroquinolones) and in chloroform/ACN 50/50 (v/v) for
decoquinate and decoquinate-d5. Dicloroisoverninic acid, diaveridine, lasalocid A,
maduramicin, salinomycin, semduramicin and trimethoprim were dissolved in
acetonitrile. Dinitrocarbanilide was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). The
stock solutions were prepared individually for each analyte, stored in a freezer (-30°C
to -10°C) and were valid for 6 months. Due to the properties of the compounds present
in this method, different solvents were used. Three intermediate solutions (10pg.mL™")
were prepared using ACN to dilute coccidiostats and methanol to sulfonamides and
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quinolones. Intermediate solutions were valid for 3 months and stored in a freezer (-
30°C to -10°C).The working solution was prepared by the dilution of 1mL of each
intermediate solution to obtain a final concentration of Ipg.mL™' in ACN. Working
solution has a validity of one month stored in a freezer (-30°C to -10°C). A mixed

solution of internal standards (IS) was prepared separately for each class.

2.3. LC-MS/MS

The LC-MS/MS system consisted of an Agilent 1260 series liquid
chromatograph (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) equipped with a binary
pump, a degasser, an auto sampler, a column heater, a diverter valve (Valco
Instruments Co., Inc., USA) and a triple quadrupole mass analyzer QTRAP 5500 (AB
Sciex, Canada). The experiments were carried out in the positive and negative
ionization electrospray mode, simultaneously. The LC-MS/MS data acquisition and
processing was performed by Analyst 1.5.2.

Turbo Ion Spray source was operated at 400°C with the capillary voltage set at
4500V and -45000V. Nitrogen was used as a nebulizer gas, curtain gas and collision
gas. The ions were monitored using the multiple reaction monitoring mode (MRM) for
two transitions with a dwell time of 100msec. The compound-dependent parameters
are reported in the Table 1.

The chromatographic separation was carried out using a Kinetex C18 column
(2.6pm, 5S0mmx2.1 mm; Phenomenex, USA) with guard column (Phenomenex, USA).
The mobile phase was composed by 0.1% formic acid in 1mmol/LL ammonium formate
aqueous (A) and 0.1% formic acid in Immol/LL. ammonium formate acetonitrile (B).
The flow rate was 500uL min" and a 2 min equilibration time was applied. The
gradient started with 2% of B increasing to 95% in 6 min kept for 4 min and
decreasing to 2% in 11 min and kept for 1 min. The column temperature was

maintained at 40°C and injection volume was 10uL.

2.4. Sample preparation
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Blank samples were used for calibration, quality control (QC), and validation
purposes. Matrix-matched calibration curves were prepared adding 5.0, 10.0, 20.0,
30.0 and 40.0pL of mixed working standard solution containing all analytes and 20uL.
of IS mixture to 2g of blank sample. QC samples were prepared at one level, at MRL
or validation level adopted (VLA). This concentration was the central point of the
linear range of the calibration curve.

An aliquot of 2g of homogenized sample was weighed into a 50mL
polypropylene tube. Samples were fortified with mixed working standard solution and
20puL of IS mixture. An amount of 10mL of 0.1% formic acid in ACN solution was
added to the samples. These mixtures were extracted using a tissue disruptor (Ultra
Turrax©) and kept under agitation, at 180rpm, for 20min. After that, samples were
centrifuged for 10min at 3,500g at -5°C. The top layer was transferred to a 15ml
polypropylene centrifuge tube and stored in the freezer at -20°C for about 45minutes.
Following, samples were submitted to another centrifugation for 10min at 3,500g at -
5°C. Supernatant was transferred to a S0mL centrifuge tube, evaporated to dryness at
45°C under a gently nitrogen flow, then reconstituted with 2mL of hexane and 2mL
0.1% formic acid in ACN/water (20:80). Following, 1mL of the extract was
transferred to a vial to be analyzed by LC-MS/MS.

2.5. Method validation

Method validation was carried out as described elsewhere (HOFF et al., 2014)
and validated according to the European Decision 2002/657/EC (EUROPEAN
COMMISSION, 2002) for quantitative and confirmatory purposes. Validation
parameters such as linearity, limit of quantification (LOQ), recovery, veracity,
reproducibility, decision limit (CCa) and detection capability (CCB) were determined.
Six-point matrix-matched calibration curves spiked at the levels of 0, 0.25, 0.5, 1.0,
1.5 and 3.0 times the validation level adopted (VLA) were obtained by plotting the
response of the respective analyte/internal standard peak area ratio versus the

analyte/internal standard concentration.
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3. Results and discussion
3.1. LC-MS/MS

Considering the wide range of compounds, optimization of ions and MS/MS
parameters were conducted using both positive (ESI+) and negative (ESI-) ionization.
It means, the experiments were carried out in the positive and negative ion
electrospray mode simultaneously, using the polarity switching mode. Sulfonamides,
fluoroquinolones and trimetoprim were detected in positive ionization mode.
Coccidiostats were detected in both ESI+ and ESI-. Compound-dependent parameters
and source-dependent parameters were optimized for each class. The parameters:
parent ion (Q1), daughter ions (Q3), dwell time, declustering potential (DP), entrance
potencial (EP), collision energy (CE), cell exit potential (CXP) and retention times
(RT) were optimized and the results obtained are presented in Table 2. The MRM
transitions were also showed in Table 2. At least two transitions were selected for
identification, being the most intense used for quantification.

As the first step on method development, the selection and tuning of the
precursor and product ions were carried out. Direct infusion of individual veterinary
drugs standards was performed, in positive or negative ionization mode, depending on
analyte. The mass spectra for all analytes were obtained along with analyte-dependent
parameters, such as collision energy and tube lens, which were optimized and
calculated automatically. For each compound, the MRM transition with the highest
intensity was used for quantification (quantifier ion), while the other transition was
used for confirmation (qualifier ion).

The protonated ([M+H]", positive mode) and deprotonated ([M-H], negative
mode) molecular ions were selected as the precursor ions for the majority of the
compounds. Electrospray parameters, such as sheath gas, auxiliary gas, spray voltage
and capillary temperature, were also optimized. The optimization was performed using
flow injection analysis (FIA) where the flow solution was the mobile phase in different
proportions of aqueous/organic solvent. MS parameters were optimized in both
positive and negative ionization modes varying one parameter each time. The spray
voltage was set in the maximum optimum value obtained in positive ionization mode
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(4500V), while in negative ionization mode was set in lower value (-4500V) due to
electric discharges observed in the ion source at highest negative voltages. The
capillary temperature was set at high temperature in positive ionization mode (400°C)
because was observed a slightly enhance of the peak area of some analytes (those who
eluted in the final minutes of chromatographic run) under this condition.
(DASENAKI; THOMAIDIS, 2015). Finally, the optimization of sheath and auxiliary

gases revealed rather insignificant differences between the values tested.

3.2. Sample preparation

Sample preparation protocols were developed aiming simplicity and satisfactory
recovery rates. Considering that, the best compromise between analyte recovery and
wide scope of substances was chosen.

Because target analytes have different polarities, and consequently a different
distribution between yolk and albumen, the method was carried out on the whole egg,
after a carefull homogenization. The extraction solvent must be able to extract the
analytes of interest, minimizing the co-extraction of other matrix components.
Moreover, it is also important to take into account the compatibility of the solvent with
the following analytical steps (e.g. extract clean-up, pre-concentration, or the
analytical technique itself). Taken this in account, ACN with 0.1% formic acid was
used as extraction solvent. ACN was the solvent of choice for the extraction method
due to its high efficiency for extracting many compounds residues from different
matrices, even in samples with high fat content (DANAHER et al., 2007). Moreover,
ACN has a high capacity to promote protein precipitation. The use of methanol as
organic extraction solvent was not considered after initial tests since ACN showed
better recoveries rates and reduced the co-extraction of matrix interferences. The
addition of 0.1% formic acid to the reconstitution solution increased the peak areas of
many analytes in the ESI+ but showed a decrease in the extraction efficiency for FQs.
For FQs, aqueous formic acid/ACN was shown to be the most effective solvent
mixture for extraction, as also reported by other authors (PECORELLI et al., 2003;
HERRANZ; MORENO-BONDI; MARAZUELA, 2007). Since FQs have in their

85



structure a piperazinyl moiety with two pKa values (pKal = 5.5-6.0, pKa2 = 7.5-8.5),
they behave as zwitterions at neutral pH and consequently, they are difficult to extract
in a polar solvent (such as ACN). However, when acidic conditions are used (ACN
and formic acid pH<7), the aqueous solubility of FQs increases if they are in cationic
form (HERRANZ; MORENO-BONDI; MARAZUELA, 2007). Better and more
reproducible extraction yields were observed by acidifying water with formic acid,
especially for those quinolones with an amino group. Maybe, protonation of these
molecules had the double effect of liberating that fraction of quinolones bound to
lipoproteins, which are abundantly present in the egg, and making them more water
soluble.

The clean-up efficiency of LTP procedure was observed with a freezing time of
about 45min, at -20°C, which gives removal of co-extractives from matrix. Methods
based on this clean-up technique have been used predominantly for pesticides residues
analysis in different matrices (GOULART et al., 2008; PINHO et al., 2010). In these
procedures, generally the extract is obtained adding organic solvent to the sample, and
the clean-up is performed by freezing this extract at -20°C. Under this condition, the
interfering compounds precipitate, whereas analytes remain in the liquid phase and are
subsequently separated.

An additional step applying hexane to fat removal was applied. After the
concentration step, the dry extract is reconstituted with hexane. Following, the mobile
phase mixture is added and a liquid-liquid extraction is performed. The addition order
of the solvents is a critical point: if aqueous solution is add before hexane, high levels

of emulsification were observed.

3.3. Method validation

Validation is a required process for analytical methods. However, scope
extension, i.e. inclusion of more analytes, other matrices and/or minor changes in
extraction procedures, can be achieved without a full validation protocol, which
requires time and is laborious to the laboratory. Scope extension usually is performed

through the execution of a new full validation process, in order to demonstrate the
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fitness of the method for the proposed inclusions. However, in some cases where the
scope extension consists in the addition of a very similar matrix and/or a closely
related analyte, shot validation protocols has been applied with similar results. Herein,
we use simpler and faster validation protocols specifically designed for validation of
the scope extension, combining the Decision 2002/657/EC approach with the use of
quality control data obtained in routine analysis. In our laboratory protocol, the
validation process starts with the linearity evaluation and the determination of the
working range, followed by LOQ, recovery, veracity, reproducibility, decision limit
(CCa), detection capability (CCPB), and matrix effect determination. By using
calibration curves prepared in the matrix, several of these parameters can be
determined in a single experiment. Generally, a calibration curve with six points (0 +
5) is used, having at its center at the MRL or another adopted target concentration
level. For the present study, validation level adopted (VLA) for all compounds is

10ug.kg™” and a experimental LOQ of 2.5ug kg™

3.3.1. Selectivity

Although method selectivity is not a property of an instrumental technique, but
of an analytical procedure, undoubtedly mass spectrometry assures high selectivity
standards when MS/MS in tandem experiments are carried out. Selectivity
requirements were observed evaluating the ion ratio of two selected fragments (Table
1) in both unknown sample and the matrix-matched standard. These criteria fully agree
with those proposed by Nielenet et al. updating Commission Decision 2002/657/EC
(EUROPEAN COMMISSION, 2002). Method selectivity can be confirmed by the
analysis of extracted ion chromatograms of all analytes and internal standards at

validation level (Figure 2. Appendix A. Supplementary material).

3.3.2. Linearity

The linearity of calibration curves was assessed using a six-point calibration
curve of standards in blank egg fortified at different concentrations (2.5-20pg.kg™").
This number of levels was chosen in order to achieve the optimal concentration range
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for each target analyte, considering the large differences in sensitivity between the
analytes. Each calibration standard was injected in triplicate. Peak area ratio of
analyte/IS was used as the analytical response versus concentration. Calibration curves
were obtained by least-squares linear regression analysis and acceptable linear
regression 12 values were obtained for all compounds. Determination coefficient values
for standard solution curves were >0.99 and to egg matrix-matched calibration curves,
except for amprolium and decoquinate, which presented r? equal to 0.95 and 0.96,
respectively. Notwithstanding, all results are within the criterion of acceptability
presented in the Manual of Quality Assurance of MAPA (MAPA, 2015). Based on

these results, an adequate linearity was achieved for all analytes.

3.3.3. Recovery and Veracity

The method veracity was estimated throughout recovery experiments. Average
recoveries for each analyte at the validation level adopted (10ug.kg™) were calculated
through the analysis of 21 replicates. Veracity was determined by the comparison
between the calculated concentration of each analyte in standard addition samples (R,
from “recovery samples”) and theoretical concentration. Veracity results are given in

Table 2. Calculations were performed according to the following equation:

Veracity = Concentration R/Theoretical concentration x 100

Relative recoveries (RER) were determined using the approach proposed by
Matuszewski to quantitative estimation of matrix effects, as described elsewhere
(MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003). In this method, losses
caused by matrix effects are not taken into account to calculate recovery: just the
losses caused by the sample preparation method are considered. RER is calculated
using the raw signal of each analyte peak, by the comparison between matrix-matched
samples (TS from “tissue standard”), considered as 100% and standard addition
samples (R from “recovery samples”) (HOFF et al., 2015a). Calculations were

performed according to the following equation:
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RER(%) = Peak area R/Peak area TS x 100

This parameter is of great value since it indicates the recovery of each analyte
within the whole working range of concentrations in egg. For the majority of the
analytes, recoveries values were in the range 30.6- 63.4%. Egg is a complex matrix,
with a high content of protein and lipid. The analytes may bind to the lipoproteins and
not be sufficiently extracted from the matrix. The presence of phospholipids in egg add
an extra element of complexity, due to the emulsification properties of these
compounds. In conclusion, although for several compounds the recovery values are far
from 100%, they are considered acceptable based on thrre evidences: 1) recovery
values were reproducible; ii) calibration curves were prepared in matrix, with the same
losses caused by the sample preparation process, and iii) the use of internal standards
promote a compensation for additional extraction differences from sample to sample.
Moreover, the veracity for the concentration used to determine recovery (10pg.kg™)
are within the range of acceptance (70 to 100%) (MAPA, 2011), with the exception of
monensin (112.8%, Table 2).

3.3.4. Precision

The precision was demonstrated in terms of repeatability (intra-day precision),
which was expressed as the CV% coefficient of variation values from a set of 21
replicates at the VLA in egg samples. Repeatability results in egg spiked samples (n =
21) are presented in Table 2. Only four veterinary drugs (sulfachlorpyridazine,
ciprofloxacin, difloxacin and flumequine) showed CV% values around 18% (Table 2)
but also under the highest acceptable value (20%) (MAPA, 2011). These results

indicate satisfactory precision and an adequate reliability of the developed method.

3.3.5. CCa and CCP

The decision limit (CCa) and the detection capability (CCP) were calculated
plotting all data obtained from the precision experiments and applying the calibration
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curves approach as described in Commission Directive 2002/657/EC and also in
conformity with the ISO11843. Briefly, the signal was plotted against the added
concentration and the corresponding concentration at the y-intercept plus 1.64 times
the standard deviation of the within-laboratory reproducibility gives the CCa values.
CCp was calculated by summing of the concentration at the CCa and 1.64 times the
standard deviation of the within-reproducibility of the mean measured content at the
VLA. Table 2 show the CCa and CCP values obtained in this study. The analytical
parameters CCa and CCp are important to estimate the level of confidence in the
routine analytical results and are normally used to prevent the reporting of false
positive and false negative findings, respectively. Although these parameters do not
present criteria for upper limits, all compounds presented coherent values and were

considered as acceptable.

3.3.6. Matrix effects (ME)

When complex samples, such as milk, muscle or egg (products of animal
origin) are analyzed, LC-MS/MS measurements, especially in the ESI mode, might
significantly be influenced by matrix effects. Matrix effects derive from various
physical and chemical processes and may be difficult or impossible to eliminate
completely. ME are related to the concentrations and protonation levels of co-extracted
components and can be variable and unpredictable. ME affect the ionization efficiency
of the analytes, leading to suppression or enhancement of the signal depending on the
analyte/matrix combination. Obviously, this affects the quantification, thus actions for
minimize or compensate ME are necessary (HOFF et al., 2015b; DASENAKI;
THOMAIDIS, 2015). There is no consensus on how this phenomenon should be
assessed during method validation. Several approaches for ME evaluation, based on
procedures published in the scientific literature such as post-column infusion,
calibration curves comparison, quantitative estimation based in standards, spiked
samples and matrix-matched control comparison and control charts evaluation has
been described (HOFF et al., 2015b). To assess the impact of the ME in the present

method, the following actions were taken: 1) use of isotope labeled internal standards
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to compensate ME, 1i) the use of solvent mixture 0.1% formic acid in ACN/water
(20:80) is showed as to be critical to minimize ME, iii) the injection volume was
optimized to 10pL in order to decrease ME, and iv) evaluation of the effect of

surrogate/internal standards in the correction of ME.

4. Application to real samples

The method was applied to the analysis of 391 samples from July/2015 to
December/2016. A total of 103 samples showed quantifiable results for at least one of
the analytes. Figure 1 shows the occurrence of veterinary drugs residues presence in
eggs. The antimicrobials that presented the highest incidence were enrofloxacin (41%),
4,4’ -dinitrocarbanilide (22%), ciprofloxacin (6%), trimethoprim and sulfamethazine
(6%).

A total of 13 samples were quantified with values above 20pugkg™. ENRO was
present in 5 of these 13 samples (721.33, 115.2, 100.5, 136.0 and 144.33 pgkg™).
DNC was present in 3 samples (73.33, 53.7 and 52.27ugkg™"), TMP was also present
in 3 samples (137.33, 127.07 and 151.33pgkg™"). CIPRO and SMZ were present in one
sample each: 268.5 and SMZ, respectively.

For fifteen samples, contaminations with more than one antimicrobial were
found (Table 3). Four of these samples (A10, All, A12 and A13) have been
contaminated with sulfamethazine and trimethoprim. Quantifiable simultaneous
occurrence of enrofloxacin and ciprofloxacin was found in four samples (A1, A2, A3
and A15). In seven samples (A4, A5, A6, A7, A8, A9 and A13) were found nicarbazin
and enrofloxacin. Three antimicrobials were quantified in samples A13 (enrofloxacin,
semduramicin and nicarbazin) and A14 (nicarbazin, sulfamethazine and trimethoprim).
Figure 3 (Appendix A. Supplementary material) presents the extracted ion
chromatograms of samples A5 and A10.

These data show an overview of the use of antimicrobials in the laying hens
production, including systemic antibiotics which use is forbidden in eggs production in
Brazil. This scenario shows the urgent need to develop multistep methodologies for

the monitoring of contaminant residues in eggs.
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These data are in agreement with a survey performed in the Parana state (State
Program for the Control of Residues of Veterinary Medicines in Foods of Animal
Origin - PAMvet-PR) (MACHINSKI JUNIOR et al.,, 2005), in which the use of
veterinary drugs not permitted for laying hens were reported by several producers.

A comparison between the veterinary drugs with the highest occurrence in the
period July/2015 to December/2016 with commercial formulations available in Brazil
(available on the electronic site of Compendium of Veterinary Products,

http://www.cpvs.com.br) is presented in Table 4. Enrofloxacin, the most prevalent

antimicrobial in eggs samples (41%), had a greater quantity of commercial products
available for use (14). Sulfamethazine and trimethoprim, presented the same
percentage of occurrence in eggs (6%, Fig. 1) and are generally associated in
veterinary formulations (Table 4). The presence of ciprofloxacin is probably due to the
metabolism of enrofloxacin, which produces ciprofloxacin in vivo. However, the
absence of ciprofloxacin in some incurred samples with enrofloxacin (A4 to A9 and
A13, Table 3) may be related to the withdrawal period. The products listed in Table 4

are administered orally in drinking water or mixed in poultry feed.

5. Conclusions

The presented method was found to be suitable for the analysis of residues of
veterinary drugs in eggs. Validation results were satisfactory and the method could be
successfully applied for both quantitative and confirmatory purposes. The method was
applied for hundreds of real samples and the data resulting showed that the co-
occurrence of multiclass residues in eggs is a fact. Thus, the development and
validation of multiclass multiresidue methods able to analyze is an urgent need for the
official monitoring programs. Multiresidue multi-class methods are also much more
rational than single residues methods for application in official monitoring programs,
because they reduce the needs for sampling and transport. The present method permits
a cost reduction of at least three times, considering that before the development of this
method, three analyses were necessary to provide the same data (one for each class:

quinolones, sulfonamides and coccidiostats). As a consequence, a increase in the
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number of samples can be achieved, contributing to the Federal Inspection System
and, consequently, to the public health.

The method is currently included in the NRCP scope, providing a fast and
simple protocol for sample preparation associated with a high specific and sensible

analytical method.
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Table 1

Mass spectrometry parameters used for the detection and confirmation of

coccidiostats, quinolones and sulfonamides. IS — Internal standard and number 1 and 2

are first fragment (bold) and second fragment (normal).

Parent Ion

Daughter Ions

Group Analytes RT(min) (m/2) (m/z) DP (V) CE (V)
ESI+
_ 87.0 51 39
Clopidol (CLOP) 2.87 191.9 100.8 51 35
206.0 111 13
Ethopabate (ETB) 4.53 238.07 136.0 111 35
' 150.2 46 15
Amprolium (AMPRO) 0.45 2429 1223 36 31
o 245.0 161 35
Diaveridine (DIAV) 3.39 261.3 122.9 171 29
N 154.9 146 35
Robenidine (ROBE) 5.41 333.9 138.0 141 33
. 372.2 221 31
N Decoquinate (DECQ) 6.88 417.96 204.0 221 55
Coccidiostats 573.2 31 19
Lasalocid A (LASA) 7.73 608.26 555.2 31 23
. 635.2 76 21
Monensin (MONE) 8.00 688.298 461.2 76 33
. . 733.3 61 25
Salinomycin (SALI) 8.00 768.362 715.2 61 33
_ 747.3 106 27
Narasin (NARA) 8.33 782.39 7293 106 31
N 629.3 41 35
Semduramicin (SEMD) 7.54 890.355 6473 41 27
N 629.3 36 35
Maduramicin (MADU) 8.38 934.372 647.3 36 25
314.2 51 25
Ciprofloxacin (CIPRO) 3.74 332.1
288.2 51 23
Enrofloxacin (ENRO) 3.85 360.2 3163 ) .
nrorioxacin . :
245.2 51 37
Norfoacin (NOR) \es 02 276.3 51 25
oriloxacin . :
2332 51 33
. 215.2 100 21
Nalidixic acid (NALID) 4.84 233.2
187.0 100 35
| . _ 356.0 21 31
Quinolones Difloxacin (DIFLO) 4.03 400.1
299.3 21 39
342.1 41 29
Sarafloxacin (SARA) 4.00 386.2
299.0 36 37
244.2 126 21
Flumequine (FLU) 4.94 262.3
202.3 126 43
Oxolinic Acid (OXO) 4.45 262.1 2442 00 >
XO0I11nic AC1 . :
216.0 66 39
Danofloxacin (DANO) - 1554 96.2 100 30
anofioxacin . .
340.3 100 30
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Table 1 (Continue)
Mass spectrometry parameters used for the detection and confirmation of
coccidiostats, quinolones and sulfonamides. IS — Internal standard and number 1 and 2

are first fragment (bold) and second fragment (normal).

. Parent lon Daughter lons
Grou Analytes RT(min DP(V) CE(V
P \ (min) (m/2) (m/z) W) W
— 156.1 16 23
Sulfadiazine (SDZ) 2.55 251.2 108.2 16 31
156.1 41 21
Sulfamethoxazole (SMA) 4.16 254.2 108.0 41 33
. 156.1 1 21
Sulfathiazole (STZ) 3.16 256.1 108.0 1 39
_ 108.0 26 29
Sulfamethazine (SMZ) 3.68 279.2 156.2 26 13
Sulfaquinoxaline (SQX) 4.60 301.2 1(5)2? i i ié
Sulfonamides 156.1 16 31
Sulfadimethoxin (SDMX) 4.57 311.2 108.1 16 39
. 108.2 31 35
Sulfadoxin (SDX) 4.16 311.2 245.1 31 27
o 108.0 31 35
Sulfachlorpyridazine (SCP) 4.01 285.0 156.0 31 35
. 156.0 100 25
Sulfamerazine (SMR) 3.35 265.0 108.0 100 25
. . 230.2 201 31
Trimethoprim (TMP) 3.53 290.8 275.0 201 35
o 182.0 176 29
Robenidine D8 (ROBE-DS) 5.39 342.1 184.0 176 27
. 377.2 236 33
N Decoquinate D5 (DECQ-D5)  6.86 423.4 205.0 236 55
. 321.3 51 27
Enroloxacin D5 (ENRO-D5) 3.85 365.2 245.0 51 37
156.0 26 23
Sulfapyridine (SPY) 3.16 30 108.0 26 33
ESI-
Dichoroisoverninic Acid 205.0 - 20
4.31 248.9

(DIA) 190.0 -20 -26
N . 137.0 -50 -18
Coccidiostats Dinitrocarbazine (DNC) 5.81 301.0 106.8 -55 -50
333.8 -15 28

Diclazuril (DICLA . 404.
iclazuril (DICLA) 6.03 04.9 335.8 -60 -26
Toltrazuril (TOL) 6.20 424.1 424.1 -85 -8
. . 3 141.2 -30 -22

IS Dinitrocarbazine D8 (DNC 5.80 308.9

DS) 111.0 75 50
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Table 2

Summary of the calculated parameters from the validation study.

Group Analytes CCa (ngkg") CCP (ugkg"') Veracity (%) CV (%)
ESI+ Amprolium (AMPRO) 13.5 16.9 100.8 8.2
Clopidol (CLOP) 11.9 13.8 87.7 13.1
Ethopabate (ETB) 11.7 13.4 96.9 10.5
Diaveridine (DIAV) 12.1 14.1 91.0 13.8
Trimetropim (TMP) 10.8 11.6 100.6 4.8
Robenidine (ROBE) 10.5 11.0 91.0 3.2
Coccidiostats Decoquinate (DECQ) 10.6 11.2 98.8 3.7
Lasalocid A (LASA) 10.6 11.2 104.9 6.9
Monensin (MONE) 11.0 12.0 112.8 5.5
Salinomycin (SALI) 11.2 12.5 108.7 7.0
Narasin (NARA) 11.0 12.1 108.9 5.8
Semduramicin (SEMD) 10.6 11.3 99.2 4.0
Maduramicin (MADU) 12.0 14.1 96.5 13.1
Ciprofloxacin (CIPRO) 13.9 17.7 82.2 18.7
Enrofloxacin (ENRO) 13.7 17.4 97.2 13.3
Norfloxacin (NOR) 13.3 16.5 85.5 13.2
Nalidixic acid (NALID) 12.7 15.4 98.3 16.8
Quinolones Difloxacin (DIFLO) 13.0 16.1 98.2 18.8
Sarafloxacin (SARA) 12.5 15.0 87.5 17.5
Flumequine (FLU) 12.9 15.8 98.3 18.1
Oxolinic Acid (OXO0) 12.9 15.8 99.2 17.9
Danofloxacin (DANO) 13.7 17.5 108.6 13.7
Sulfadiazine (SDZ) 114 12.8 88.8 10.9
Sulfamethoxazole
(SMA) 12.2 14.3 88.2 14.9
Sulfathiazole (STZ) 11.8 13.6 90.1 12.2
Sulfamethazine (SMZ) 12.3 14.6 924 15.2
Sulfonamides  Sulfaquinoxaline (SQX) 11.8 13.5 92.4 11.6
Sulfadimetoxin (SDMX) 114 12.9 88.3 10.0
Sulfadoxin (SDX) 11.5 13.0 85.5 10.7
Sulfachlorpyridazine
(SCPIZ) 13.0 16.0 98.6 18.6
Sulfamerazine (SMR) 12.0 13.9 87.7 13.7
ESI-
Dicloroisoverninic Acid
(DIA) 12.90 15.8 109.9 16.1
o Dinitrocarbazine (DNC) 10.80 11.6 93.8 5.2
Coccidiostats  py;010,uril (DICLA) 10.8 115 972 47
Decoquinate (DECQ) 10.6 11.2 98.8 3.7
Toltrazuril (TOL) 11.0 12.0 94.8 6.5
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Table 3

Occurrence of more than one antimicrobial quantified in eggs with their respective
concentration values (pg.kg') in the period July/2015 to December/2016. CIPRO:
ciprofloxacin, DECQ: decoquinate, DNC: dinitrocarbazine, ENRO: enrofloxacin,

SEMD: semduramicin, SMZ: sulfamethazine and TMP: trimethoprim.

Real Sample
Antimicrobials
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al12 Al13 Al4 Al5
CIPRO 27 52 192 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0.0 16.1
DECQ 00 00 00 00 00O 00 00 00 00 00 00 00 00 39 00
DNC 00 00 00 95 110 93 6.6 21 137 00 00 00 733 00 00
ENRO 112 1443 1152 59 103 100 82 75 40 00 00 00 26 00 7213
SEMD 00 00 00 00 00O 00 00 00 00 00 00 00 11.8 00 00
SMZ 00 00 00 00 00 00 00 00 0.0 840 297 174 0.00 32 00
TMP 00 00 00 00 00 00 00 00 0.0 1513 127.0 1373 0.00 73 0.0
Table 4

List of commercial products available in SIDAN for use in poultry.

Active Principles Associated(A) ou Not Associated (NA) Quantity of comercial products
Enrofloxacin NA 14
Sulfamethazin Chlortetracycline and Trimethoprim?*;

Sulfaquinoxal;

Trimethoprim and Dye (Methylene blue)*;

Doxiciclina and Trimethoprim*; °
Trimethoprim?*;
Sulfaquinoxal and Bacitracin.
Trimethoprim Chlortetracyclina and Sulfamethazine*;
Sulfamethazine and Dye (Methylene blue)*; A

Doxycycline and Sulfamethazine*;

Sulfamethazine*.

Nicarbazine Narasin

1 (A) e 3 (NA)
Salinomycin NA 2
Ciprofloxacin NA 2

*They are the same commercial products.
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Occurrence of Contamination in Eggs with Antimicrobials
July/2015 to December/2016

Subtitle
CIPRO - Ciprofloxacin
CLOP - Clopidol
DECQ - Dzcoguinate
DNC - Dinitrocarbazine
ENRO - Enrofloxacin
MADU - Maduramicin
MONE - Monensine
NALID - Nalidixic acid

]
b iy  ROBE - Robenidine
SALI - Salinomicin

MONE 1% SEMD - Semduramicin

SMA - Sulfamethoxazole

SMZ - Sulfamethazine
TMP - Trimethoprim
TOL - Toltrazuril

Figure 1. Occurrence of contamination in eggs with antimicrobials in the period
July/2015 to December/2016.
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Appendix A. Supplementary material
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Figure 2.A. Ion chromatograms obtained from egg sample spiked with coccidiostatics mixture in MRL/LVA level: peak

quantification transition. Positive ionization mode (ESI+).
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Figure 2.A. (Continue) Ion chromatograms obtained from egg sample spiked with coccidiostatics mixture in MRL/LVA level: peak

quantification transition. Positive ionization mode (ESI+).

105



Intensity,
16e5

1.5e5
14e5
13e5
12e5
1.185

1.0e5

s
CIPRO 1
332.100/314.200 Da

05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45 50 55 60 65 7.0 7.5 8.0 85 9.0 95 10.010.51.0115
Time, min

Intensity, cps

1.25e6

1.15e8

1.05e6

9 50e5

8.50e5

7.50e5

6.50e5

550e5

4.50e5

3 50e5

2 50e5

1.50e5

0.00

Figure 2.B. Ion chromatograms obtained from egg sample spiked with quinolones mixture in MRL/LVA level:

transition. Positive ionization mode (ESI+).
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Figure 2.B. (Continue) Ion chromatograms obtained from egg sample spiked with quinolones mixture in MRL/LVA level: peak

quantification transition. Positive ionization mode (ESI+).
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Figure 2.C. Ion chromatograms obtained from egg sample spiked with sulfonamides mixture in MRL/LVA level: peak quantification

transition. Positive ionization mode (ESI+).
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Figure 2.C. (Continue) Ion chromatograms obtained from egg sample spiked with sulfonamides mixture in MRL/LVA level: peak

quantification transition. Positive ionization mode (ESI+).
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Figure 2.D. Ion chromatograms obtained from egg sample spiked with internal standards mixture in MRL/LVA level: peak

quantification transition. Positive ionization mode (ESI+).
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Figure 2.E. Ion chromatograms obtained from egg sample spiked with coccidiostatics and internal standards (DNC-D8) mixture in

MRL/LVA level: peak quantification transition. Negative ionization mode (ESI-).
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS






e Os resultados obtidos deste trabalho foram alcancados com éxito, cumprindo os
objetivos geral e especificos.

* A metodologia multirresiduos para a determinacdo de residuos de
medicamentos veterindrios pertencentes as classes dos coccidiostaticos,
quinolonas e sulfonamidas por CLAE-EM/EM apresentou-se adequada para os
parametros avaliados atendendo aos critérios da Diretiva Européia
(2002/657/EC) com aplicagdo do protocolo de validagdo de extensdo de
€scopo.

* A metodologia multirresiduos desenvolvida e validada ja estd incluida no
escopo de analises do PNCRC animal/MAPA, pelo LANAGRO/RS desde Julho
de 2015 até a presente data.

* Os medicamentos veterinirios que apresentaram maior ocorréncia em OvVOS
foram o enrofloxacino (40,78%), nicarbazina (22,33%), trimetoprima (5,83%) e

sulfametazina (5,83%) no total de 391 amostras analisadas no PNCRC.

Dentre as perspectivas de desenvolvimento relacionadas a este trabalho podemos citar:

* Uso da metodologia desenvolvida para realizacao de estudos farmacocinéticos
em aves de postura, incluindo o impacto de niveis residuais decorrentes de
contaminagdo cruzada em plantas produtoras de alimentacdo para animais.
Entre as primeiras op¢oes estd a avaliagdo do perfil residual dos compostos
nicarbazina, enrofloxacino e ciprofloxacino em ovos.

* Aplicacdo da metodologia para caracterizacdo de amostras contendo residuos
de MVs em ovos visando a producdo de materiais de referéncia certificados de
acordo com a Norma ISO Guia Série 34, para aplicagdo como amostras de
controle de qualidade em laborat6rios dentro do Brasil.

* Ampliacio do escopo de compostos monitorados para outras classes de
interessa, incluindo abordagens de triagem por LC-QTOF.

* Estudos de metabdlitos.

* Avaliacdo da particdo de antimicrobianos em gema e clara de ovo.
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9. APENDICE






Tabela 4: Revisdo bibliogrifica de metodologias aplicadas a matriz ovo.

Referéncia Classes Compostos Quantidades Matrizes Técnicas

Sulfanilamida, sulfadiazina, sulfatiazole,
sulfapiridina, sulfamerazina, sulfametiazole,

Agarwal, 1992 Sulfonamidas . sulfametazma, suilfaclomplrldazma, .. 16 Musculo, leite € ovos CLAE-UV
suladimetoxina, sulfaquinoxalina, sulfaguanidina,
sulfadoxina, sulfaacetamida, sulfametoxazole,
sulfisoxazole e sulfamonometoxina.
Draisci et al.,1995 Coccidiostético Nicarbazina 1 Musculo de frango, CLAE
ovos, ragao e litter
Blanchflower & Tonéforos Monensina, narasina e salinomicina. 3 Figado e ovos CL-EM
Kennedy, 1996
Sulfaclorpiridazina, sulfadimetoxina,sulfadoxina,
sulfadiazina, sulfaguanidina, sulfisomidina,
Tarbin et al., 1999 Sulfonamidas B i 17 Ovos CG-EM e CL-EM
sulfametoxipiridazina, sulfamerazina,
sulfametizole, sulfametazina, sulfapiridina,
sulfaquinoxalina, sulfaquinoxalina e sulfatiazol.
Matabudul et al.,2001 Tonoféros Lasalocida, monensina, narasina e salinomicina 4 Tecido animal e ovos CL-EM/EM
Sulfaguanidina, sulfanilamida, sulfacetamida,
T cL ey
Heller et al.,2002 Sulfonamidas s . 15 Ovos (Confirmatério) e CL-
sulfametoxipiridazina, sulfacloropiridazina, .
. UV (Quantitativo)
sulfametoxazol, sulfamonometoxina,
sulfisoxazole, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina.
Yakkundi et al.,2002 Coccidiostético Halofuginona 1 Ovos CL-EM/EM
Bogialli et al.,2003 Sulfonamidas 12 Leite e ovos CL-EM (Confirmatério)
.. CL- Detector de Arranjo
Hamscher et al.,2003 Pesticida Propoxur 1 Ovos Diodo (DAD)
Mortier et al.,2003 Coccidiostaticos Diclazuril, dimetridazole, halofuginona, 5 Ovos CL-EM/EM
robenidina e nicarbazina.
Schneider & . Ciprofloxacino, enrofloxacino, danofloxacino, Ovos (gema, clara e
Donoghue,2003 Fluoroquinolonas difloxacino, norfloxacino e orbifloxacino. 6 total) CL-DF-EM
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Continuacdo da Tabela 4: Revisdo bibliografica de metodologias aplicadas a matriz ovo.

Referéncia Classes Compostos Quantidades Matrizes Técnicas
Tonoféros Lasalocida, monensi.na, salinomicina e 4
Heller & Nochetto, 2004 narasina. Ovos CL-EM/EM
Macrolideos Eritromicina e tilosina. 2
Dowling et al., 2005 Coccidiostético Robenidina 1 Ovos CL-UV
Sulfadiazina, sulfametazina,
Liu Tiezheng etal., 2005 Sulfonamidas sulfametoxipiridazina, sulfamonometoxina, 7 Ovos CL
sulfametoxazole, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina.
Diclazuril, halofuginona, robenidina,
Mortier et al.,2005 Coccidiostaticos nicarbazina, dimetridazole e 2- 6 Ovos e ragdo CL-EM/EM
hidroxidimetridazol.
Mulder et al.,2005 Coccidiostaticos Toltrazuril e halofuginona 2 Ovos CL-EM/EM
Cui et al., 2006 Corticoide Glucocorticoide 17 Leite e Ovos CL-EM/EM
Sulfadiazina, sulfametazina,
Fang et al., 2006 Sulfonamidas sulfametoxipiridazina, sulfamonometoxina, 10 Ovos e suino CL
(nanotubes) sulfametoxazole, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina.
Hagren et al., 2006 Tonoféro Monensina 1 Ovos Fluroimunoensaio
Hamscher et al.,2006 Macrolideos Tilosina 1 Ovos CL-EM/EM (Cinética)
Tetraciclinas,
Heller et al., 2006 fluoroquinolonas, Ovos CL-EM/EM
sulfonamidas e f-
lactamicos
Huang et al., 2006 Cloramfenicois Mel, leite e ovos CL-EM/EM
Sarafloxacino, norfloxacino, difloxacino,
ciprofloxacino, pefloxacino, ofloxacino, Rim de suino, ovos, .
Huet et al., 2006 Fluoroquinolonas cinoxacino, danofloxacino, enrofloxacino, 15 musulo de frango, };rtlnfzqéf:fg::;j;:gf
marbofloxacino, lomefloxacino, enoxacino, peixe e camardo
flumequina, acido oxolinico e 4cido nalidixico.
Rokka & Peltonen, 2006 Coccidiostaticos Lasalocida, monensina, salinomicina e 4 Ovos e musculo de CL-EM/EM

narasina.
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Continuacdo da Tabela 4: Revisdo bibliografica de metodologias aplicadas a matriz ovo.

Referéncia Classes Compostos Quantidades Matrizes Técnicas
CL-EM/EM e CL-DFL
. Enroflocacino, ciprofloxacino e (Extragao. 11qu~1da por
Herranz et al.,2007 Fluroquinolonas . 3 Ovos pressurizagio ou
sarafloxacino. . ..
Pressurized liquid
extraction(PLE))
. . . . Screening microbioldgio
Pikkemaat et al.,2007 Quinolonas Enroﬂoxacmo,.d1ﬂ0)/<a'cmo, dar}oﬂ R, 5 Ovos e musculo de frango melhorado versus CL-
flumequina e 4cido oxolinico.
EM/EM
Tilosina, tilosina B ou desmycosin,
Wang & Leung, 2007 Macrolideos tilmicosina, er.lt.romlcma A, ro?u.tromlcma, 6 Ovos, leite e mel CLAE/Q-TofMS e CL-
oleandomicina, neospiramicina I e EM/EM
espiramicina I.
Wang et al., 2007 Sulfonamidas Sulfamonqmetoxma, sulfame.tox.ldlazma, 4 e © el 4 e Imunocromatografica de
sulfadimetoxina e sulfadiazina. fluxo lateral
Minociclina, tetraciclina, oxitetraciclina,
Nikolaidou et al., 2008 Tetraciclinas methaciclina, demeclociclina, 7 Ovos e musculo de frango CL
chlortetraciclina e doxiciclina.
Bogialli et al.,2009 Macrolideos Erithromicina A, tilosina e tilmicosina. 3 Ovos CL-EM/EM
Metronidazol, dimetridazol, ronidazol,
ipronidazol e metabdlito hidroxil de
e metronidazol hidroxil,
Cronly et al.,2009 Nitroimidazoles HMMNI(hidroximetil, metil nitroimidazol), 11 Ovos CL-EM/EM
ipronidazol hidroxi, carnidazol, ornidazol,
tinidazol e ternidazol.
Sulfadiazina, sulfatiazol,sulfamerazina,
sulfametazina, sulfametoxipiridazin,
Forti e Scortichini, 2009 Sulfonamidas sulfacloropiridazina, sulfametoxazol, 10 Ovos CL-EM/EM
sulfamonometoxina, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina.
Rocha Siqueira et Ovos, musculo de frango,
ocha siquetra e Anfenicol Cloramfenicol 1 suino e bovino, camario e

al.,2009
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Continuacdo da Tabela 4: Revisdo bibliografica de metodologias aplicadas a matriz ovo.

Referéncia Classes Compostos Quantidades Matrizes Técnicas
Maduramicina, salinomicina, monensina A, lasalocida,
e halofuginona, robenidina, etopabato, diaveridina, Ovos e musculo de
Shao et al., 2009 Coccidiostaticos . X . ) . 14 CL-EM/EM
ronidazol, metronidazol, dimetridazol, amprolio, frango
diclazuril e nicarbazina.
Marbofloxacino, ciprofloxacino, danofloxacino
. . . VLY . J . P CL-DF e CL-EM/EM
Kim et al., 2010 Fluroquinolonas enrofloxacino, sarafloxacino, difloxacino, acido 10 Ovos ~
.. . . (confirmagao)
oxolinico, dcido nalidixico e flumequina.
, . Lasalocida, maduramicina, monensina, narasina,
Tonoféros polieter . .. .. 6
. salinomicina e semduramicina.
Spisso et al., 2010 . . .. o . .. Ovos CL-EM/EM
Macrolideos Eritromicina, tilosina e claritromicina. 3
Lincosamidas Lincomicina 1
. . . 1 . . Gel Permeation
. e Diclazuril, toltrazuril e metabolitos (toltrazuril Ovos e musculo de
Aietal.,2011 Coccidiostéiticos st m sl Siihene) 4 franeo Chromatography
P phone). & (GPC)-EM/EM
Sulfadimetoxina, sulfapiridina, sulfametoxazol,
sulfaquinoxalina, sulfatiazol, sulfamerazina,
Sulfonamidas sulfadiazina, sulfametazina, 14
sulfadoxina,sulfamonometoxizina,
sulfametoxipiridazina e sulfacloropiridazina.
Derivados . .
RS Trimetropima 1
diaminopiridina
. Sarafloxacino, norfloxacino, marbofloxacino,
Jiménez et al., 2011 . . . . . . Ovos CL-EM/EM
Quinolonas danofloxacino, difloxacino, flumequina, acido 9
oxilinico, ciproxacino e enrofloxacino
.. Oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e
Tetraciclinas L 4
doxiciclina.
. Tilosina, espiramicina, eritromicina, josamicina e
Macrolideos P A J 5
tilmicocina.
Penicilinas / Amoxicilina, ampicilina, penicilina G, penicilina V, 71

Lincosamidas

oxacilina, cloxacilina e dicloxacilina./Lincomicina
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Continuagdo da Tabela 4: Revisdo bibliografica de metodologias aplicadas a matriz ovo.

Referéncia Classes Compostos Quantidades Matrizes Técnicas

Tetraciclinas Clortetraciclina, doxiciclina e oxitetraciclina. 3

Tonoféros Maduramicina 1

Coccidiostaticos Robenidina 1

Penicilinas Ampicilina, amoxicilina e oxacilina 3

Capriotti et al.,2012 Cefalosporinas Cefapirina e cefalexina 2 Ovos CL-EM/EM

Fluoroquinolonas Danofloxacino e enrofloxacino 2

Sulfonamidas Sulfaguanidina, sulfametoxazol e sulfameter 3

Micotoxinas Enniatins (A,Al e B1), beauvericin, 6

ochratoxins e aflatoxins

Marbofloxacino, norfloxacino, ciprofloxacino,
danofloxacino, enrofloxacino, sarafloxacino,
difloxacino, acido nalidixico, acido oxolinico e
flumequina.

Gadja et al.,2012 Fluroquinolonas 9 Ovos CL-DF e CL-EM/EM

Quinolonas; Tetraciclinas;
Cefalosporinas; Penicilinas;
Macrolideos; Sulfonamidas;

Benzimidaz6is; Nitroimidazois
Coccidiostaticos; Outros

antihelminticos
Anti-inflamatérios néo Vide referéncia, Tabela 2. 115

esteriodais (AINEs)
Anfenicdéis ; Beta agonistas;
Beta bloqueadores ; Esterdides
Analgézicos; Diuréticos;
Statins; Drogas antiepiléticas
Drogas antiucera; Fibrates

Dasenaki &Thomaidis,
2015

Leite, manteiga,

peixe e ovos CL-EM/EM
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Continuagdo da Tabela 4: Revisdo bibliografica de metodologias aplicadas a matriz ovo.

Referéncia Classes Compostos Quantidades Matrizes Técnicas

Fluroquinolonas
Macrolideos
B-lactamicos
Sulfonamidas

Nitroimidazdis

Chen et al.,2016 Lincomicinas Vide referéncia, Tabela 1. 120

Clorambenicdis
Quinoxalinas
Tetraciclinas
Polipeptideos

Antimibrobianos Sinérgicos

Miisculo de frango, CL-EM/EM (Screennig
leite e ovos qualitativo)

Extragdo em fase sélida
He et al.,2016 Sulfonamida Sulfadiazina 1 Ovos com impressdo molecular
acoplado com CL.

Sulfadiazina, sulfapiridina, Extragdo em fase solida

Huertas-Pérez et al.,2016 Sulfonamidas sulfame'r azma, sulfametazina, 8 Musculo de frango e com impressdao molecular
sulfacloropiridazine, sulfametoxazol, 0ovos.
sulfadoxina e sulfadimetoxina. acoplado com CL.
Tetraciclinas 6
Fluoroquinolonas 11
Sulfonamidas 17
Nitroimidazoéis 9
Amfenicdis 3
Cefalosporinas 7
Piatkowska et al.,2016 Coccidiostaticos Vide referéncia, Tabela 1. 14 Ovos CL-EM/EM
Macrolideos / Penicilinas 8/8
Benzimidazois 20
Inseticidas 3
Corantes 12
Lincosamida / Pleuromutilina 1/1
Quimoterapico; Aminoglicosideos 1510
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Continuagdo da Tabela 4: Revisdo bibliografica de metodologias aplicadas a matriz ovo.

Referéncia Classes Compostos Quantidades Matrizes

Ciprofloxacino, enrofloxacino, danofloxacino

. 4 Ovos
e sarafloxacino

Ribeiro et al., 2016 Fluoroquinolonas

Acetanilida, pentilenetetrazol, fencetina e Musculo de suino, leite

Zhang et al.,2016 T e ovos

Sulfadiazina, sulfapiridina, sulfametazina,
Premarathne et al.,2016 Sulfonamidas sulfametoxipiridazina, sulfatiazol, 7
sulfamerazina e sulfametizol.

Miisculo de frango e
ovos

Técnicas

CLAE-EM/EM (Extracdo em fase
sOlida assistida por campo elétrico)

LC-EM/EM

LC-EM/EM

139






