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1. INTRODUÇÃO
1.1. Uso de antimicrobianos como aditivos e seus reflexos na saúde pública


O uso de medicamentos veterinários em animais de produção, muito especialmente de antimicrobianos, vem preocupando a população brasileira e mundial. Duas principais vertentes caracterizam tal preocupação: 1 - Resíduos de medicamentos veterinários presentes em alimentos de origem animal seriam prejudiciais à saúde do consumidor ? 2 - O uso de antimicrobianos em Medicina Veterinária poderia contribuir para o aumento da incidência/prevalência de resistência microbiana na Medicina Humana? (Apley e col., 1998; Barton, 1998; Palermo-Neto e Titze-de-Almeida, 2002).  

Quanto ao primeiro aspecto, o emprego de medicamentos veterinários em animais de produção pode, de fato, acarretar a presença de resíduos dos mesmos ou de seus metabólitos em produtos de origem animal, podendo este fato representar risco à saúde humana. No entanto, a presença de uma substância química em um alimento não permite de per se a compreensão do risco que ela possa ter para a saúde daqueles que a ingerem em quantidades residuais. Para que se faça esta inferência há que saber qual foi o resíduo detectado e, principalmente, quanto do mesmo foi encontrado no alimento. Considerando que a toxicidade de uma substância química pode ser determinada experimentalmente, o risco que acompanha a ingestão de resíduos de medicamentos veterinários em alimentos provenientes de animais tratados não é aleatório, mas cientificamente determinável. Em outras palavras, existe metodologia científica que permite verificar qual o risco associado à ingestão de resíduos de medicamentos veterinários em alimentos. 

No relativo à segunda questão, os antimicrobianos são largamente usados para o tratamento e a prevenção de doenças infecciosas humanas ou de animais, o que pode contribuir para o aumento de resistência microbiana. O emprego de antimicrobianos em agropecuária, nesse sentido, tem recebido grande atenção, tendo sido objeto de muitas discussões em inúmeras reuniões científicas. Entretanto, até o presente momento, não foram definitivamente caracterizadas, do ponto de vista científico, possíveis relações entre o uso de antimicrobianos em animais e o aumento de resistência em bactérias isoladas do ser humano (Erpelding, 1999; Casewell e col., 2003).

Apesar disso, a União Européia vem progressivamente restringindo o uso de antimicrobianos como aditivos melhoradores do desempenho zootécnico em animais de produção, tendo inclusive proibido o uso dessas substâncias a partir de 1 de janeiro de 2006.  Essa atitude nem sempre tem sido pautada por decisões recomendadas pelas organizações internacionais de referência como a Food and Agriculture Organization (FAO), o Codex Alimentarius e a Organização Internacional de Epizootias (OIE). O Brasil, como membro efetivo que é dessas organizações, tem participado ativamente das discussões ligadas ao uso de antimicrobianos, incorporando, em suas ações regulatórias, as recomendações consideradas pertinentes. Nesse sentido, nosso País procura pautar-se em evidências científicas disponíveis relativas aos fatos que analisa, dada ser esta a premissa básica para o processo de avaliação de risco. Podem ser destacados diversos programas e projetos em andamento, no momento, no âmbito do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento e do Ministério da Saúde como, por exemplo, aqueles ligados ao monitoramento de resíduos em alimentos (Programa Nacional de Controle de Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos de Origem Animal – PNCR,  Programa Nacional de Análise de Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos Expostos ao Consumo – PAMVET e Programa de Avaliação de Resistência em Amostras de Carne de Frango – PREBAF), e o Comitê Técnico Assessor para Uso Racional de Antimicrobiano e Resistência Microbiana – CURAREM. Essas ações, somadas às propostas do atual Grupo de Trabalho (GT), demonstram a relevância do assunto em tela e os esforços empreendidos em nosso país para assegurar a saúde do consumidor. 

1.2. Considerações de uso zootécnico

Ainda durante a primeira metade do século passado a indústria animal, em especial na área de aves e suínos, desenvolveu-se de forma efetiva, melhorando os resultados zootécnicos e disponibilizando a cada ano uma maior quantidade e diversificação de alimentos de origem animal que tem possibilitado, como conseqüência, uma maior oportunidade de consumo de alimento pelos cidadãos. Este progresso ocorreu não de forma aleatória. Foi a área da saúde animal que seguramente possibilitou a intensificação da produção animal. Através do conhecimento das diferentes patologias e dos procedimentos técnicos para preveni-las e curá-las é que esta intensificação se viabilizou. Os conhecimentos nesta área têm sido efetivos e estão demonstrados por meio da redução significativa da mortalidade dos animais criados de maneira intensiva. Entretanto, outras áreas de conhecimento foram fundamentais para o progresso neste setor. Foi no melhoramento genético que se possibilitaram ganhos efetivos de desempenho zootécnico. Através de cruzamentos e seleção foram sempre escolhidos na população indivíduos mais qualificados e que, a cada geração, foram transferindo suas qualificações genéticas. Esse procedimento técnico, por um período que, em alguns casos, como na avicultura, tem mais de cinqüenta anos de acompanhamento, é que permitiu a disponibilidade de animais eficientes e com alta habilidade de produção. Também a evolução do conhecimento das necessidades nutricionais destes animais colaborou com estes ganhos de eficiência zootécnica. Nesse mesmo período, os procedimentos de manejo destes animais, das suas necessidades por ambientes especiais e do conhecimento de suas relações indivíduo-indivíduo, também foram vitais para que a produção animal atingisse os níveis técnicos hoje encontrados em diferentes países. 

O uso de antimicrobianos, desde o início da segunda metade do século passado, surgiu com a observação de que algumas moléculas, quando usadas como aditivos nas rações, permitiam e permitem uma melhora de desempenho dos animais, em especial aves e suínos. Com o passar dos anos, vários trabalhos científicos foram desenvolvidos confirmando este benefício no desempenho dos animais, que tornou a produção animal mais eficiente.  

No presente momento, todas as possibilidades disponíveis (probióticos, prebióticos, enzimas, ácidos orgânicos, óleos essenciais e outros), e que vem sendo discutidas como alternativas aos antimicrobianos melhoradores do desempenho, são de conhecimento ainda restrito, promovem aumentos significativos nos custos de produção e apresentam resultados zootécnicos que, em várias situações, são contraditórios. Contudo, avanços tecnológicos vêm ocorrendo nesta área de uso de melhoradores de desempenho não antibióticos.
2. AVALIAÇÃO DE RISCO
2.1. Aspectos gerais

No contexto de segurança alimentar, a avaliação de risco é um dos três componentes da estrutura de análise de risco (avaliação de risco, gerenciamento de risco e comunicação de risco). Estes aspectos estão sendo tratados como princípios de trabalho no âmbito do Codex Alimentarius como base para a adoção de normas, padrões e texto sobre segurança de alimentos e questões de saúde. 

Há uma separação funcional dos componentes da análise de risco. Entretanto, para a sua aplicação prática, este mecanismo deve ser entendido como um processo interativo, consubstanciado em primeiro lugar na etapa da avaliação de risco. O escopo e o propósito da avaliação de risco em particular, é definir possíveis alternativas para subsidiar o processo de gerenciamento de risco amparado em base de dados científicos (avaliação de informações qualitativas e quantitativas).

A avaliação de risco incorpora quatro etapas: identificação do perigo, caracterização do perigo, avaliação da exposição e caracterização do risco. 

· Identificação do perigo: é a determinação dos agentes biológicos, químicos e físicos que podem causar efeitos nocivos para a saúde humana e que podem estar presentes em um determinado alimento ou grupo de alimentos.

Exemplo: identificação da presença de resíduos de um determinado medicamento veterinário em um alimento de origem animal, em quantidade capaz de causar efeitos nocivos à saúde do consumidor. 

· Caracterização do perigo: é a avaliação quantitativa e/ou qualitativa da natureza dos efeitos nocivos para a saúde humana, relacionados com agentes biológicos, químicos e físicos que podem estar presentes nos alimentos. No caso de agentes químicos, deve ser feita uma avaliação da relação dose-resposta. Em relação a agentes biológicos ou físicos, a relação dose-resposta deve ser feita apenas no caso de se disporem dos dados necessários.

Exemplos: testes farmacológicos e toxicológicos publicados e validados, análises de resíduos, estabelecimento de “no observed effect level” - NOEL, Ingestão Diária Aceitável - IDA, Limite Máximo de Resíduo - LMR e de seleção de resistência microbiana na microbiota humana. 

· Avaliação da exposição: é a avaliação qualitativa e/ou quantitativa da provável ingestão de agentes biológicos, químicos ou físicos através dos alimentos assim como das exposições que derivam de outras fontes, quando pertinente.

Exemplos: estimativas de consumo diário de alimentos e estimativa do nível de resíduo em um alimento ingerido pelo consumidor. 

· Caracterização do risco: é a estimativa qualitativa e/ou quantitativa, incluídas as incertezas concomitantes, da probabilidade de que se produza um efeito nocivo, conhecido ou potencial, e de sua gravidade para a saúde humana, baseada na determinação do perigo, de sua caracterização e da avaliação da exposição. Exemplos: necessidade do uso de critérios científicos (para estabelecimento de LMR e resíduos marcadores).

2.1.1. Procedimentos para a avaliação de risco de resíduos de medicamentos veterinários em alimentos

Os LMRs para medicamentos de uso veterinário são estabelecidos com base na análise toxicológica e farmacocinética da substância química, ou seja, do risco ou perigo que ela possa representar para a saúde humana e de seu perfil plasmático. Por sua vez, entende-se por risco, a probabilidade do aparecimento de um efeito adverso e a magnitude deste efeito. Este risco é calculado comparando-se a exposição estimada a este produto (dieta) com a IDA (mg/kg ou (g/kg) do medicamento presente no produto de origem animal, ao qual se incorpora um fator de segurança de até 100 vezes. Este fator é incorporado visando atender às demandas geradas pela variação individual de sensibilidade do consumidor às substâncias químicas (idade, sexo, raça, estado de higidez, etc).  A fórmula de cálculo é a seguinte:



A IDA, por sua vez, é calculada a partir do valor NOEL de uma substância química, ao qual se incorpora, também, um fator de segurança da ordem de no mínimo 100. Entende-se por NOEL à maior dose de uma substância química que, se usada, não produz efeitos, como calculada na mais sensível de três espécies animais, das quais uma deverá ser, necessariamente, um não roedor. O Fator de Segurança - FS aqui introduzido, não é aleatório; foi introduzido por ser o valor de NOEL obtido experimentalmente e, posteriormente, extrapolado para o ser humano; isto é, visando aumentar a proteção do ser humano, supõe-se ser o mesmo até 100 vezes mais sensível que a mais sensível das três espécies animais testadas. Uma vez que os valores de NOEL são fornecidos em mg/kg ou (g/kg, pode-se multiplicar seu valor por 60 kg (o peso fixado pelo Codex para propósito de cálculos de valores de resíduos), obtendo-se desta forma a quantidade total de resíduos passível de ingestão por dia pelo ser humano. A fórmula de cálculo da IDA é, portanto, a seguinte:


Ou, calculando-se de acordo com o peso de um ser humano:



Neste particular, os valores de NOEL advêm da avaliação crítica e sistemática da literatura científica mundial existente a respeito da toxicidade das substâncias químicas. São, assim, analisados: oncogenicidade, genotoxicidade, teratogenicidade, toxicidade reprodutiva, fetotoxicidade, toxicidade sistêmica aguda, prolongada e crônica (hepática, renal, cardíaca, muscular, etc.) e capacidade alergizante. Como se verá adiante, no caso específico dos antimicrobianos, são exigidos ainda alguns ensaios ditos especiais e ligados a possíveis efeitos dos mesmos sobre a microbiota do trato gastrintestinal humano. 

Fica assim claro que, ao fixar-se o LMR, levam-se em conta riscos importantes das substâncias químicas para a saúde pública, como, por exemplo, aqueles ligados à oncogenicidade ou genotoxicidade. De fato, o LMR de substâncias genotóxicas deve ser zero, isto é, resíduos destas substâncias não devem ser encontrados em alimentos. 

Como salientado, no caso específico de antimicrobianos destinados à produção animal, exigem-se ainda para análise de risco a realização de alguns testes ditos especiais. Assim, além do cálculo da IDA, embasada em análises de toxicidade (como especificado acima), é também mandatário que se busquem por possíveis efeitos destes agentes sobre a microbiota do trato gastrintestinal humano; mais que isto, exige-se a determinação da dose a partir da qual este antimicrobiano exerceria pressão de seleção, isto é, a dose a partir da qual ele teria condições de selecionar linhagens resistentes de bactérias. 

Neste sentido, mostrou-se a partir de estudos conduzidos in vitro e  in vivo com bactérias da biota intestinal humana, que é possível prever a pressão de seleção exercida por antimicrobianos, ou seja, sua capacidade de contribuir para o aparecimento de resistência microbiana. Ficou, assim caracterizado, que esta pressão de seleção é dependente da dose do antimicrobiano, sendo pois factível o cálculo da quantidade do mesmo a partir da qual ele propiciaria o desenvolvimento de  resistência. Esta constatação tornou possível o cálculo de uma IDA (em mg/kg ou (g/kg), embasada em análises microbiológicas propostas pela VICH (International Cooperation on Harmonization of Technical Requirements for registration of Veterinary Medical products) e que se vale de uma fórmula especificamente desenvolvida para este cálculo. É ela: 



Onde:

MIC50 = Média geométrica do MIC50.  onde MIC50= dose do antimicrobiano que inibe 50% do crescimento das espécies bacterianas mais sensíveis do TGI humano.

MCC = Produção fecal humana por dia (250 g).

FA = Fração do antimicrobiano disponível ao nível da porção superior do trato gastrintestinal humano.

FS = Fator de segurança, da ordem de 10 ou 100.

PC = Peso corporal humano (60 kg).

Assim, de tudo que foi exposto, depreende-se que para a análise dos LMRs de um antimicrobiano destinado à produção animal, os membros do Joint Expert Committee on Food Additives - JECFA consideram dois valores de IDA: um dito toxicológico e derivado de cálculos de toxicidade (1a fórmula) e outro, dito microbiológico e derivado de ensaios ligados a possíveis efeitos adversos que o mesmo possa ter sobre a microbiota do trato digestório ou gastrintestinal  – TGI e sobre o desenvolvimento de resistência microbiana (2a formula); o menor dos dois valores encontrados é usado para a fixação da IDA e, conseqüentemente, é usado como base para o cálculo do LMR para este antimicrobiano. 

Antes, porém, de fixar os valores de LMR para um determinado medicamento a ser usado em produção animal, a Comissão do Codex Alimentarius analisa detalhadamente dados analíticos experimentais relativos a níveis residuais do mesmo na carcaça dos animais tratados com este medicamento segundo as Boas Práticas de uso de medicamentos veterinários e, também, conforme a posologia recomendada para a medicação. Para esta finalidade usam-se, geralmente, medicamentos marcados radiativamente, medindo-se as concentrações tissulares dos mesmos (músculo, gordura, fígado, rins e ovo ou leite) 0, 12, 24, 48, 72, 96, etc. horas após a interrupção do tratamento. Como se pode depreender, os níveis residuais de uma substância química caem exponencialmente após a remoção ou interrupção do tratamento. Estes níveis, efetivamente encontrados (medidos, por exemplo, por cromatografia líquida de alta resolução) são comparados, em cada momento pós-tratamento, aos valores de LMR. Com estes dados em mão, calcula-se a quantidade total de resíduos presentes não apenas em um tecido alvo (por exemplo, no músculo) como também aquela contida nos principais alimentos que compõem a cesta básica (por exemplo, em aves: 300 g de carne + 100 g de fígado + 50 g de gordura + 50 g de rins + 100 g de ovos) sejam eles elaborados ou crus. Isto é, o JECFA estima a quantidade real de resíduos de medicamentos veterinários que pode ser ingerida pelo ser humano antes de fixar os LMRs. Esta quantidade de resíduos é comparada, em cada momento pós-tratamento, com a IDA. 
Assim, somente quando a quantidade total de resíduos efetivamente encontrada nos tecidos de animais tratados for menor que aquela passível de ingestão por um ser humano, isto é a IDA multiplicada por 60 kg (o peso médio de um ser humano para base de cálculo) será possível ingerir com segurança este alimento. Neste sentido, usa-se também este tipo de procedimento para fixar períodos de carência para produtos destinados aos animais de produção. Assim, conhecendo-se a quantidade real de resíduos torna-se possível deliberar sobre os períodos de carência para o medicamento em análise. 

Evidentemente, o estabelecimento de LMRs e de períodos de carência para os antimicrobianos não assegura um “risco zero” para os mesmos. Mesmo porque “risco zero” não é risco, é certeza e certeza em ciência não existe. No entanto, o uso de medidas conservadoras como, por exemplo, o uso de fatores de segurança no estabelecimento das IDAs e dos LMRs diminui, consideravelmente a possibilidade de que efeitos adversos venham a ocorrer em consumidores que ingiram concentrações residuais de antimicrobianos em alimentos de origem animal, isto é, em concentrações abaixo dos LMRs fixados para os mesmos.

2.2. Avaliação dos efeitos de antimicrobianos sobre a microbiota do trato digestório humano (TGI).

A microbiota do TGI humano forma uma comunidade ecológica complexa e estável, representada por mais que 1011 bactérias por grama de conteúdo intestinal e que contempla cerca de 400 espécies bacterianas diferentes (Moore e Holdeman, 1974; Drasar e Duerden, 1991; Carman e col, 1993). Aproximadamente 90% destas bactérias são anaeróbias estritas, pertencentes a 30 espécies diferentes. Os gêneros predominantes são Bacterioides spp., Eubacterium spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Fusobacterium spp., Ruminococcus spp., Enterococcus spp. e  Peptococcus spp. Sabe-se ter a microbiota intestinal relevante papel na fisiologia humana, uma vez que participa da digestão de alimentos e da metabolização de nutrientes, fármacos ou outras substâncias químicas estranhas ao organismo; desempenha, também, importante papel de defesa orgânica contra bactérias patogênicas (Chadwick e col., 1992; Vollard e Clasener, 1994).

A exposição a doses terapêuticas de antimicrobianos pode afetar a microbiota do TGI humano, principalmente quando administrados por via oral. Assim, podem ocorrer alterações na densidade populacional e na composição da microbiota, por mudanças na atividade enzimática e no metabolismo de substâncias químicas exógenas e endógenas, pelo aparecimento de linhagens de bactérias resistentes e pela possibilidade de interferência com a viabilidade da microbiota em deter bactérias resistentes (Brady e Katz, 1988; Nord, 1993; Gorbach, 1995;). Neste sentido, a possibilidade do desenvolvimento ou aquisição de resistência por bactérias da microbiota do TGI humano e animal em decorrência do uso de antimicrobianos é um problema microbiológico relevante que tem sido muito discutido em inúmeras conferências nacionais e internacionais.

Em especial, tem sido questionada a possibilidade de que resíduos de antimicrobianos presentes em alimentos de origem animal venham a exercer pressão seletiva para a resistência microbiana ao nível do TGI humano. De modo geral, as autoridades têm procurado responder às seguintes questões: 1- Que fração de resíduos de antimicrobianos ingeridos estaria disponível em forma não degradada e ativa nas porções anteriores do intestino humano, de forma tal a possibilitar interações com as bactérias da microbiota ali existente? 2- Que efeitos as doses de antimicrobianos em níveis residuais poderiam ter sobre a ecologia da microbiota do TGI humano? 3- Que concentrações de resíduos de antimicrobianos presentes nas porções anteriores do intestino humano poderiam ser consideradas como isentas de “efeitos adversos”? e, 4- Que procedimentos experimentais poderiam ser usados para acessar efeitos de resíduos de antimicrobianos sobre a microbiota do TGI humano?
Embora sejam bem conhecidos os efeitos de doses terapêuticas de antimicrobianos sobre a microbiota do TGI humano e de animais, existem poucas informações relativas ao risco produzido por resíduos de antimicrobianos em alimentos derivados de animais tratados com os mesmos. Do ponto de vista de regulamentação e visando proteger a saúde dos consumidores, as autoridades nacionais e internacionais, em especial aquelas da União Européia, dos Estados Unidos e do Codex Alimentarius da FAO/OMS têm exigido que se façam estudos do impacto que possam ter estes medicamentos sobre a microbiota do TGI humano, antes da fixação de LMRs para os mesmos em tecidos provenientes de animais tratados. 

De modo geral, estes estudos são conduzidos in vitro, determinando-se a concentração inibitória mínima 50% (MIC50%) do antimicrobiano sobre as espécies bacterianas mais representativas do TGI humano e mantidas em cultura ou, in vivo, utilizando-se quer de modelos animais de microbiota humana quer de voluntários (Corpet, 1992; Rumney e Rowland, 1992; CPMV, 1995; Silley e Watson, 1998; Cerniglia e Kotarski, 1999; 2005). Determinada as MIC50% empregam-se os dados assim obtidos para o cálculo de uma IDA microbiológica, derivando-se a partir dela um LMR e um período de carência para o antimicrobiano em estudo, conforme apresentado em 2.1.1. A racional destes estudos pressupõe que em concentrações abaixo deste valor de LMR o antimicrobiano não tem qualquer possibilidade de interferir com a microbiota do TGI humano, incluindo-se aqui, os efeitos decorrentes de uma pressão de seleção, isto é, a possibilidade de aparecimento de formas de resistência microbiana. 

2.3. Dados de resistência


Resistência é a capacidade de sobrevivência de um microrganismo na presença de determinada concentração de um agente antimicrobiano. Trata-se de um fenômeno biológico natural, de valor evolutivo, que vem sendo observado desde a descoberta destes medicamentos (Monroe e Polk, 2000). Diversos estudos têm mostrado, entretanto, que os antibióticos têm perdido sua efetividade com grande rapidez nos últimos anos, fato que vem mobilizando esforços de controle em âmbito nacional e internacional (Tavares, 1996; Ribeiro Filho, 2000; Townsend  e Scheld, 2000; WHO, 2000; WHO, 2001;  Acar e Röstel,  2001;  Projan, 2003). 


A resistência de microrganismos a antimicrobianos pode ser classificada em natural e adquirida. Bactérias da espécie Escherichia coli, por exemplo, são naturalmente resistentes à penicilina G por produzirem enzimas de inativação e, também, por apresentarem envoltórios que impedem o acesso do antibiótico. Por outro lado, esta mesma bactéria pode adquirir resistência aos antimicrobianos do grupo dos betalactâmicos, amplamente utilizados no tratamento de doenças infecciosas em humanos. Outro exemplo é a resistência de Staphylococcus aureus à penicilina G, que era efetiva contra a maioria das infecções nos primeiros anos de uso, verificando-se, porém, aumento da ocorrência de linhagens que sobreviviam ao antibiótico, um indicativo da disseminação da resistência em uma população inicialmente sensível. Os principais mecanismos de resistência são a inativação enzimática, a modificação do alvo do antibiótico ou mesmo o seu bombeamento para fora da célula bacteriana. Tais mecanismos podem ocorrer em conseqüência da aquisição de genes específicos - em geral carreados por elementos genéticos transmissíveis -, da recombinação de DNA exógeno no cromossoma da bactéria ou, ainda, da mutação (Trabulsi e Toledo, 1999). 

A Organização Mundial da Saúde - OMS e a Organização Mundial para Saúde Animal - OIE consideram que as bactérias prioritárias para avaliação da resistência em animais de produção e em seus respectivos alimentos são Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli e Enterococcus spp. (WHO, 2000; Franklin e col., 2001). Assim, serão descritas no item três, as informações científicas relativas à resistência destas bactérias às moléculas em análise. Ressaltamos que a maioria dos trabalhos levantados foram desenvolvidos em outros países, não representando necessariamente as circunstâncias existentes no Brasil. 
3. ANÁLISE ESPECÍFICA DAS MOLÉCULAS: Monensina, Maduramicina, Avilamicina, Flavomicina e Enramicina como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho.

3.1. Monensina e Maduramicina.

Estes antimicrobianos pertencem à categoria dos antibióticos ionóforos. São, portanto, antibióticos poliésteres utilizados principalmente como coccidiostáticos ou como aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho, não sendo utilizados para fins terapêuticos em seres humanos. São ativos contra parasitas, incluindo Eimeria (coccídios) e Plasmodium e, também, contra Gram-positivos e micoplasmas. A maioria dos antibióticos deste grupo é produzida por espécies do gênero Streptomyces, sendo classificados como neutros ou carboxílicos (Ferreira e Pzarro, 2002; Palermo-Neto, e Titze-de-Almeida, 2002; Revolledo e Ferreira, 2002 e Titze-de-Almeida e Palermo-Neto, 2005).

A Monensina e a Maduramicina são antibióticos catiônicos, monocarboxílicos, que se ligam a íons monovalentes como o Na+ e o K+. Suas ações sobre os parasitas decorrem de interferências com os sistemas de transporte natural destes íons através das membranas celulares dos parasitas. Mais especificamente, abolem o gradiente de potássio e de sódio, levando à morte celular. De fato, o comprometimento do transporte de íons, através da membrana, compromete a produção de ATP pelas mitocôndrias dos parasitas exaurindo as fontes de energia dos mesmos. Levam, ainda, a um grande influxo de moléculas de água para dentro da célula, através de mecanismos osmóticos, promovendo turgidez e morte celular (Ferreira e Pzarro, 2002; Palermo-Neto, e Titze-de-Almeida, 2002; Revolledo e Ferreira, 2002 e Titze-de-Almeida e Palermo-Neto, 2005).
Embora doses elevadas destes antibióticos, decorrentes de erros de administração, assim como acontece para todos os medicamentos de uso veterinário, possam ser tóxicas para as espécies animais a que se destinam, não existem relatos na literatura de intoxicações produzidas por estes ionóforos em seres humanos visto serem eles, conforme acima especificado, empregados apenas em medicina veterinária. Tampouco há relatos de efeitos deletérios ou tóxicos produzidos por resíduos de Monensina e de Maduramicina em seres humanos. Ao contrário, estudos conduzidos por entidades internacionais ligadas à avaliação de toxicidade informam que estes fármacos não representam risco à saúde humana, desde que respeitados os LMRs e as IDAs estabelecidas para os mesmos (FDA, 2005 e EMEA, 2004). Por essas razões, o GT considerou que os dados disponíveis de toxicidade da Monensina e da Maduramicina subsidiam a decisão de continuidade do uso dessas moléculas como aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho. 

Quanto à resistência bacteriana, há descrição de mecanismo de resistência a alguns antibióticos ionóforos em Streptomyces longisporaflavus, via bomba de efluxo.  A resistência aos ionóforos já foi descrita para Staphylococcus hyicus isolados de suínos e espécies de estafilococos isolados de gado de corte. Também foi descrita em Enterococcus faecium e E. faecalis isolados de frangos e de suínos. Para clostrídios e outros anaeróbios não foi descrita resistência a ionóforos (Butaye e col, 2003). Não obstante os casos de resistência relatados acima, o GT, à luz dos conhecimentos existentes na atualidade, considerou que o uso destas moléculas não representa risco de desenvolvimento de resistência bacteriana de interesse em medicina humana. Além disso, os microorganismos para os quais se relatou o desenvolvimento de resistência podem ser tratados com efetividade por outras classes de antimicrobianos. Tendo em vista essas informações, o GT considerou que os dados disponíveis sobre resistência bacteriana da Monensina e da Maduramicina subsidiam a decisão de continuidade do uso dessas moléculas como aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho.

3.2. Avilamicina.


A avilamicina pertence ao grupo dos antibióticos oligossacarídeos, produzidos pela espécie Streptomyces viridochromogenes. É utilizada exclusivamente como aditivo melhorador do desempenho animal, não sendo usada como medicação terapêutica em medicina veterinária e medicina humana. O fármaco atua mediante ligação ao ribosoma bacteriano, afetando assim a síntese protéica do microrganismo. A principal atividade antimicrobiana é direcionada contra bactérias Gram-positivas, atuando também sobre Borrelia e Legionella.  

Não existem relatos na literatura de intoxicações produzidas por este princípio ativo em seres humanos visto ser ele, conforme acima especificado, empregado unicamente como aditivo zootécnico melhorador do desempenho. A avilamicina não tem valores de LMR e IDA estabelecidos internacionalmente. Por esse motivo, na 16ª Sessão do Comitê do Codex sobre Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos – CCRVDF, realizada em maio de 2006, o Brasil solicitou a inclusão dessa molécula na lista de prioridades para análise pelo JECFA/FAO/OMS. Uma vez que não existem LMR e IDA estabelecidos para a molécula, resíduos da mesma não deverão ser detectados nos alimentos. Nessa condição, o GT considerou que, do ponto de vista toxicológico, não há impedimento para a continuidade do uso da referida molécula como aditivo zootécnico melhorador do desempenho. 

A resistência bacteriana à Avilamicina pode ocorrer por mutação na subunidade 50S ribossomal, descrita nas espécies S. pneumoniae, Enterococcus faecalis e E. faecium.  Outros mecanismos de resistência envolvem mutações em peptidiltransferases ou também a produção de metiltransferases. Estudos recentes mostram que espécies de enterococos podem apresentar resistência adquirida à Avilamicina, embora a prevalência seja geralmente baixa, excetuando-se o observado na Dinamarca. Dados de literatura mostram ausência ou prevalência muito baixa de resistência à avilamicina em enterococos isolados de seres humanos. Foi descrita apenas uma linhagem de S. pneumoniae de origem humana resistente a Avilamicina. Também foi observada a resistência cruzada entre Avilamicina e alguns antibióticos do grupo da Everninomicina, que poderiam ser empregados em medicina humana. Porém, até a presente data não existem medicamentos registrados que contemplam em suas formulações antibióticos do grupo da everminomicina (Chu et al., 2002). Observou-se a ausência de resistência em Clostridium perfringens isolados de várias espécies de animais produtores de alimentos, o mesmo ocorrendo para as espécies E. coli, Salmonella e Campilobacter isolados de suínos tratados com avilamicina (Butaye e col, 2003; Aarestrup e McNicholas, 2002; Delsol e col, 2005; Johansson e col, 2004 e Manson e col, 2004). Tendo em vista essas informações, o GT considerou que os dados disponíveis sobre resistência bacteriana à Avilamicina subsidiam a decisão de continuidade do uso dessa molécula como aditivo zootécnico melhorador do desempenho. Porém, o GT, tomando conhecimento de que estão sendo desenvolvidas pesquisas visando o uso de novas moléculas do grupo da Everninomicina em medicina humana, reconheceu a necessidade de um acompanhamento desses estudos. Caso uma dessas moléculas venha a ser aprovada para o uso em medicina humana, o GT entendeu que a decisão de continuidade do uso da Avilamicina como aditivo zootécnico seja reavaliada.     

3.3. Flavomicina.

A flavomicina é um antibiótico glicolipídico produzido por espécies do gênero Streptomyces, sendo também denominada de bambermicina, monomicina e flavofosfolipol.  É utilizada exclusivamente como aditivo melhorador do desempenho animal, não sendo usada como medicação terapêutica em medicina veterinária e medicina humana. Quanto ao mecanismo de ação, a flavomicina inibe a síntese do peptidoglicano da parede celular bacteriana (Palermo-Neto e Titze-de-Almeida, 2002 e Titze-de-Almeida e Palermo-Neto, 2005).
Não existem relatos na literatura de intoxicações produzidas por esse fármaco em seres humanos visto ser ele, conforme acima especificado, empregado unicamente como aditivo zootécnico melhorador de desempenho. A Flavomicina não tem valores de LMR e IDA estabelecidos internacionalmente. Por esse motivo, na 16ª Sessão do Comitê do Codex sobre Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos – CCRVDF, realizada em maio de 2006, o Brasil solicitou a inclusão dessa molécula na lista de prioridades para analise pelo JECFA/FAO/OMS. Uma vez que não existem LMR e IDA estabelecidos para a molécula, resíduos da mesma não deverão ser detectados nos alimentos. Nesta condição, o GT considerou que, do ponto de vista toxicológico, não há impedimento para a continuidade do uso da referida molécula como aditivo zootécnico melhorador do desempenho. 

Não foi demonstrada resistência cruzada com outros antibióticos que inibem a síntese da parede celular como, por exemplo, os betalactâmicos. A flavomicina atua principalmente contra espécies de Gram-positivos podendo, também, atuar contra algumas espécies de Gram-negativos como Pasteurella e Brucella.  A resistência natural à flavomicina foi identificada em vários microrganismos, incluindo espécies de Clostridium (C. perfringens e outros clostrídios) e várias espécies de Enterococcus, como E. gallinarum, E. casseliflavus, E. faecium, E. mundtii e E. hirae. Poucos estudos foram conduzidos para testar a resistência de bactérias de origem humana à Flavomicina. Staphylococcus aureus sensíveis e resistentes à meticilina mostraram-se sensíveis à Flavomicina. S. aureus isolados de frangos e trabalhadores de abatedouros também mostraram-se sensíveis a esse antibiótico. Não foi relatada resistência cruzada com outros antimicrobianos (Butaye e col, 2003). Tendo em vista essas informações, o GT considerou que os dados disponíveis sobre resistência bacteriana da Flavomicina subsidiam a decisão de continuidade do uso dessa molécula como aditivo zootécnico melhorador do desempenho.


3.4. Enramicina.

A Enramicina é um antibiótico polipeptídico que apresenta uma potente atividade contra bactérias Gram positivas. Mostrou-se ter a Enramicina excelente perfil bactericida contra Clostridium perfringens e C. subtilis, Staphylococcus aureus, S. viridans, Diplococcus pneumoniae tipos I, II e III e Bacillus subtilis.  É utilizada em medicina veterinária como aditivo zootécnico melhorador do desempenho. Não tem autorização de uso para fins terapêuticos em medicina humana ou veterinária. Seu mecanismo de ação está ligado à inibição da formação da parede celular bacteriana. 

Ensaios de toxicidade realizados com este fármaco mostraram que o mesmo é seguro aos animais. Uma vez que a Enramicina não é absorvida através do trato gastrintestinal, o tratamento de animais com medicamentos que a contemplem na formulação tem risco mínimo de deixar resíduos nos tecidos dos animais tratados. Assim, não têm qualquer possibilidade de produzir efeitos deletérios ou tóxicos em humanos que venham a ingerir a carne proveniente de animais tratados (Roppa e col, 2005). Já que este princípio ativo não é absorvido, ele não representa risco toxicológico. Dessa forma, o GT considerou que do ponto de vista toxicológico não há impedimento para a continuidade do uso da Enramicina como aditivo zootécnico melhorador do desempenho. 

Não se encontraram na literatura dados relativos a possível resistência cruzada da Enramicina com outros antibióticos. De igual forma, não foram descritos na literatura científica resultados experimentais sobre resistência microbiana à Enramicina. Tendo em vista essas informações, o GT considerou que os dados disponíveis sobre resistência bacteriana da Enramicina subsidiam a decisão de continuidade do uso dessa molécula como aditivo zootécnico melhorador do desempenho.

4. CONCLUSÃO

Tendo em vista os conhecimentos atuais sobre toxicidade e resistência bacteriana, o GT considera não haver impeditivo para a continuidade do uso das moléculas Monensina, Maduramicina, Avilamicina, Flavomicina e Enramicina como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho.
5. RECOMENDAÇÕES
5.1. RECOMENDAÇÕES ESPECÍFICAS.
1. Cuidar para que os níveis de resíduos de Avilamicina e de Flavomicina em tecidos de animais suplementados com os mesmos sejam mantidos abaixo dos valores do Limite de Determinação (LOD) dos métodos analíticos fixados para os mesmos. 
2. Acompanhar os estudos relacionados ao possível emprego terapêutico em Medicina Humana de moléculas do grupo da Everninomicina. Caso medicamentos com moléculas desse grupo venham a ser aprovados para uso humano, rever o posicionamento agora adotado em relação ao uso da Avilamicina como aditivo zootécnico melhorador do desempenho.

5.2. RECOMENDAÇÕES GERAIS.

Tendo em vista a complexidade do assunto em tela, impõe-se a implementação coordenada de algumas medidas que objetivem proteger a saúde do consumidor e monitorar e controlar a possível ocorrência de resistência microbiana.  São elas:


5.2.1 - Relativas à Comunidade Agropecuária em geral (produtores rurais, cooperativas agrícolas, empresas relacionadas ao agronegócio):
1. Conscientizar os envolvidos com a produção animal sobre a necessidade de uma correta utilização de antimicrobianos, em especial quando feito sobre a forma de aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho.

2. Desestimular a utilização dos antimicrobianos em produção animal sem a supervisão de profissionais habilitados.
3. Promover a educação dos envolvidos com a cadeia alimentar no tocante à necessidade de manutenção dos princípios básicos de higiene para dificultar a disseminação de microorganismos resistentes.
4. Cuidar de forma adequada dos dejetos provenientes de animais suplementados com antimicrobianos.
5. Manter, na propriedade, o registro dos animais suplementados e dos produtos usados, incluindo o nome do fabricante, data da utilização, lote e dosagem.

5.2.2. Relativas aos Profissionais Habilitados em Produção Animal (Médicos Veterinários, Engenheiros Agrônomos e Zootecnistas):
1. Usar antimicrobianos como aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho apenas quando especificamente indicados para tal. 

2. Manter registro dos produtos e dosagens recomendados, delimitando claramente se o antimicrobiano foi indicado de forma terapêutica ou como aditivo zootécnico.

3. Usar antimicrobianos como aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho de acordo com a posologia, por tempo tão longo quanto necessário, porém, tão curto quanto possível.

4. Recomendar a aquisição de aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho de fontes seguras e idôneas, evitando o uso de antimicrobianos “análogos” sem o devido registro no MAPA. 

5. Atentar para a necessidade de observar os LMRs e os períodos de carência dos produtos recomendados.

6. Manter-se atualizado em questões relacionadas ao uso de antimicrobianos e de desenvolvimento de resistência bacteriana. 

5.2.3. Relativas aos órgãos governamentais:

1. Criar um grupo ou comissão técnica permanente para assessorar o MAPA em questões relacionadas ao uso de antimicrobianos. 

2. Implementar metodologias para a análise de risco à saúde humana e animal relacionadas ao uso de aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho.
3. Implementar programas de vigilância e monitoramento de resistência microbiana, a exemplo da proposta anexada a este documento (anexo 1).  
4. Fortalecer os programas de monitoramento de resíduos de antimicrobianos em alimentos de origem animal.

5. Fortalecer o programa de fiscalização junto aos importadores, distribuidores, fabricantes de aditivos, fabricantes de rações e propriedades rurais, dando enfoque às Boas Práticas de Fabricação, ao comércio e ao uso de antimicrobianos. 

6. Implementar um programa de verificação das quantidades e das finalidades dos antimicrobianos usados em medicina humana e medicina veterinária. 

7. Promover a elaboração de manuais e de outras ações educativas para a adesão e a aplicação das Boas Práticas Veterinárias no uso de antimicrobianos como aditivos melhoradores do desempenho. 
8. Incentivar a realização de pesquisas científicas sobre resistência microbiana e sobre alternativas ao uso de antimicrobianos como aditivos melhoradores do desempenho. 

9. Rever periodicamente os registros de aditivos antimicrobianos melhoradores do desempenho à luz dos novos conhecimentos científicos. 

10. Reforçar a necessidade de que se considere por ocasião de registro ou reavaliação de registro de aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho o uso dos mesmos em medicina humana e em medicina veterinária, no que se refere as questões de resistência cruzada e de pressão seletiva. 
11. Solicitar das indústrias produtoras de aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho que incluam, no item segurança de uso microbiológico do dossiê encaminhado para registro ou reavaliação do produto, dados de resistência sobre a microbiota intestinal humana.
12.  Fomentar pesquisa interdisciplinar dos fatores relacionados com o aparecimento de resistência microbiana, no âmbito da medicina humana e da medicina veterinária, de forma tal a aumentar a efetividade das intervenções a serem adotadas em ambas as áreas.
13.   Divulgar os resultados dos programas de monitoramento e dos fatores de riscos de resistência para os profissionais da área da produção animal e da área médica, bem como aos produtores rurais, empresas e demais interessados.
14.  Reforçar todas as ações que qualifiquem o uso racional de antimicrobianos na medicina humana.
15.  Melhorar a rede de laboratórios públicos bem como desenvolver métodos analíticos de verificação de resíduos e da resistência microbiana relacionada ao uso de antimicrobianos como aditivos zootécnicos.

16. Envidar esforços no sentido de que a indicação de uso de aditivos antimicrobianos melhoradores do desempenho seja feita exclusivamente por médicos veterinários.
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7. ANEXOS
ANEXO 1
PROPOSTA DE PROGRAMA NACIONAL DE MONITORAMENTO DA RESISTÊNCIA BACTERIANA EM FRANGOS

Introdução


Tendo em vista as recomendações do GT, criado pela portaria MAPA no. 808, de 6 de novembro de 2003 e aquelas citadas no presente relatório, este GT decidiu apresentar uma proposta de programa nacional de monitoramento da resistência bacteriana em frangos.


Os dados deste programa, obtidos em locais de produção, serão complementares àqueles do Programa Nacional de Monitoramento da Prevalência e da Resistência Bacteriana em Frango - PREBAF, que são obtidos de amostras colhidas nos pontos de venda. 


Estas informações, tomadas conjuntamente, mostrarão a realidade nacional relativa à questão de resistência bacteriana em frangos e servirão de subsídio para a implementação de medidas para o controle da mesma. 

 Estes dois modelos servirão de subsídio para a implementação de programas de monitoramento em outras espécies de animais de produção, bem como de outros microorganismos, em especial, Campylobacter sp. e E. coli.
Objetivo

Avaliar a prevalência e o perfil de sensibilidade de Enterococcus sp. e Salmonella sp  isolados de frangos de corte de granjas comerciais.

Amostragem – número, colheita e transporte

a) Número

Serão analisadas 2700 amostras obtidas de frangos criados em sistemas intensivos. O número de amostras considera uma prevalência esperada de 10%, nível de confiança de 90% e margem de erro de 1%, conforme proposta da OIE (OIE, 2000).   

Será coletada apenas uma única amostra por galpão de frango, ou seja, serão avaliados 2.700 galpões de frangos. 

Os galpões a serem amostrados serão determinados aleatoriamente, sendo que as 2.700 amostras serão distribuídas de acordo com a densidade da produção avícola nas regiões geográficas brasileiras. 

b) Colheita

Serão colhidos swabs cloacais e amostras teciduais dos frangos nas granjas de produção de frangos de corte. 

c) Transporte

Os espécimes colhidos serão enviados para o laboratório, a ser definido pelo MAPA, que fará o isolamento das bactérias Enterococcus sp.  e Salmonella sp. 

Isolamento dos microrganismos

O laboratório definido pelo MAPA fará o isolamento das bactérias dos gêneros Enterococcus e Salmonella.  Posteriormente, estes isolados serão enviados para o laboratório de referência nacional também definido pelo MAPA. 

Identificação de espécies e testes de sensibilidade

O laboratório de referência nacional receberá os isolados dos laboratórios escolhidos e fará a identificação das espécies e os testes de sensibilidade microbiana.  

O nível de sensibilidade aos antimicrobianos de interesse será obtido pela determinação da concentração inibitória mínima (CIM) por microdiluição em caldo ou diluição em ágar, de acordo com recomendações internacionais (NCCLS, 2003). 
Armazenamento dos isolados

Os microrganismos obtidos no atual projeto deverão ser armazenados em laboratório de referência nacional, possibilitando a realização de estudos futuros. 

Análise de similaridade genética dos isolados
O screening inicial da similaridade genética entre os isolados deste projeto e isolados de outras amostras será feito pelo método da eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE, pulsed-field gel electrophoresis). O resultado será confirmado pelo método de seqüenciamento de multilocus (MLST, multilocus sequence typing). 
O método de polimorfismo do tamanho dos fragmentos amplificados (AFLP, amplified fragment lenght polymorfism) poderá ser utilizado para definição dos genogrupos dos isolados de origem animal em comparação com os genogrupos de isolados de outras origens. 

Bibliografia (do anexo 1)
OIE - Organização Internacional de Epizootias. Risk analysis methodology for the potential impacto on public health of antimicrobial resistant bactéria of animal origin, 2000. 

NCCLS – National Committee for Clinical Laboratory Standards. M100-A11-V23, 2003.

NCCLS – National Committee for Clinical Laboratory Standards. NCCLS M31A, 1999.

Anexo 2
CONCEITOS E DEFINIÇÕES

AGENTES ANTIMICROBIANOS: qualquer substância de origem natural, sintética ou semi-sintética que em baixas concentrações mata ou inibe o crescimento de microrganismos, causando pequeno ou nenhum efeito indesejado no hospedeiro.

ANÁLISE DE RISCOS: processo que consta de três componentes: avaliação de risco, gerenciamento de riscos e comunicação de riscos. 
AVALIAÇÃO DE RISCO: processo baseado em conhecimentos científicos, que consta das seguintes fases: (i) determinação do perigo, (ii) caracterização do perigo, (iii) avaliação da exposição, e (iv) caracterização do risco. 

COMUNICAÇÃO DE RISCO: troca interativa de informações e opiniões ao longo de todo o processo de análise de riscos sobre os riscos, os fatores relacionados com os riscos e as percepções dos riscos, entre as pessoas encarregadas das avaliações dos riscos, as encarregadas do gerenciamento dos riscos, os consumidores, a indústria, a comunidade acadêmica e outras partes interessadas, compreendidas a explicação dos resultados da avaliação dos riscos e dos fundamentos das decisões relacionadas com o gerenciamento dos riscos.  

GERENCIAMENTO DE RISCO: processo distinto da avaliação de risco que consiste em ponderar as distintas opções normativas, em consulta com todas as partes interessadas e tendo em conta a avaliação de risco e outros fatores relacionados com a proteção da saúde dos consumidores e a promoção de práticas comerciais eqüitativas e, se for necessário, em selecionar as possíveis medidas de prevenção e controle apropriadas. 

INGESTÃO DIÁRIA ACEITÁVEL (IDA): A IDA de uma substância química é a estimativa da quantidade da substância no alimento e/ou água de bebida, expressa com base no peso corpóreo, que pode ser ingerida diariamente durante toda a vida, sem um risco apreciável à saúde do consumidor, com base em todos os fatos conhecidos na época da avaliação. Ela é normalmente expressa em mg da substância química por quilo de peso corpóreo.

LIMITE MÁXIMO PARA RESÍDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINÁRIOS (LMR): é a concentração máxima de resíduos resultante do uso de um medicamento veterinário (expressada em mg/kg ou (g/kg do peso do produto fresco) que é recomendada, permitida legalmente ou reconhecida como aceitável, tanto no interior como na superfície de um alimento.

MEDICAMENTOS VETERINÁRIOS: toda e qualquer substância que se aplica ou se administra a qualquer animal destinado à produção de alimentos, como os que produzem carne ou leite, as aves de granja, peixes ou abelhas, tanto com fins terapêuticos, profiláticos ou de diagnóstico, ou para modificar as funções fisiológicas, de comportamento ou como promotor de crescimento. 

NOEL (NO OBSERVED EFFECT LEVEL): maior dose de uma substância química que, se usada, não produz efeitos, calculada na mais sensível de três espécies animais, das quais uma deverá ser necessariamente, um não roedor. 

PERIGO: é o agente biológico, químico ou físico presente em um alimento, ou uma propriedade deste, que pode provocar um efeito nocivo para a saúde. 

PERÍODO DE CARÊNCIA / PERÍODO DE RETIRADA / INTERVALO DE SEGURANÇA: é o período compreendido entre a suspensão da administração do produto e o abate dos animais.

RISCO: é a função da probabilidade de um efeito nocivo para a saúde e da gravidade deste efeito, como conseqüência de um perigo ou perigos presentes nos alimentos. 
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