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RESUMO 

ZONATTO, Fernanda. Resíduo de quinolonas na carne e influência do material fecal 
na resistência antimicrobiana de Salmonella spp. em frangos. 2020. 70 f. 
Dissertação (Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná. Londrina, 2020. 

Na cadeia produtiva de frangos de corte, antimicrobianos são utilizados no tratamento 
de doenças infecciosas e como promotores de crescimento. O emprego inadequado 
dos antibióticos pode acumular resíduos na carcaça e transferir cepas resistentes na 
cadeia alimentar. O objetivo deste trabalho foi avaliar a presença de resíduos de 
antibióticos em músculo, fígado e rins de frangos mediante a criação de 120 frangos 
de corte (Cobb) em granja experimental. Para isso, os frangos foram medicados 
durante 5 dias consecutivos, os tratamentos foram aplicados por via oral na água de 
bebida, sendo: A) água potável (controle) e B) enrofloxacina (10 mg/kg). Após o 
tratamento, os animais foram eutanasiados e as amostras de músculo, rins e fígado 
foram coletadas. A quantificação dos resíduos foi realizada por cromatografia líquida 
acoplada a espectrômetro de massas, após a padronização e validação da 
metodologia. A validação foi realizada através dos parâmetros de linearidade, 
seletividade, precisão, exatidão, limite de detecção e limite de quantificação. Além 
disso, foi avaliada a influência do material fecal na resistência antimicrobiana de 
Salmonella spp., bem como resíduos de enrofloxacina (ENR) e ciprofloxacina (CIP) 
de músculo e vísceras de frangos. Para isso, foram coletadas amostras de fezes de 
frangos em diferentes produtores, e avaliada a resistência da Salmonella spp. para os 
antimicrobianos comerciais, associado aos microrganismos presentes na microbiota 
gastrointestinal de frangos. Para este estudo, foram utilizadas as técnicas de contato 
com os antimicrobianos e disco-difusão. Como resultados tem-se uma metodologia 
para análises de ENR e CIP sensível e viável para aplicação industrial, com LQ de 10 
μg/kg, LD de 20 μg/kg, taxas de recuperação de 92,47%-100,91% para ENR e 
89,36%-98,33% para CIP para músculo, fígado e rim. Foi definido com os ensaios de 
depleção para os antimicrobianos comerciais 3 dias para reduzir a concentração de 
resíduos abaixo do limite máximo de resíduos (LMR) e dessa forma minimizar a 
problemática associada a resistência. Além disso, houve uma redução da 
sensibilidade de ENR para a Salmonella spp. associada ao material fecal e a 
resistência a três classes distintas de antimicrobianos testados, indicando a presença 
de multirresistência. O surgimento e a disseminação de Salmonella spp. resistente a 
antimicrobianos, bem como a presença de resíduos, tem importantes implicações na 
saúde pública e devem ser constantemente monitorados. 

Palavras-chave: Antibiótico. Resistência avícola. LC-MS/MS. Enrofloxacina. 
Ciprofloxacina. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

ZONATTO, Fernanda. Quinolone residue in meat and influence of fecal material on 
the antimicrobial resistance of Salmonella spp. in chickens. 2020. 70 p. Dissertação 
(Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Federal Technology University 
Paraná, 2020. 

In the broiler production chain, antimicrobials are used to treat infectious diseases and 
as growth promoters. The inappropriate use of antibiotics can accumulate residues in 
the carcass and transfer resistant strains in the food chain. The objective of this work 
was to evaluate the presence of antibiotic residues in muscle, liver and kidneys of 
chickens by creating 120 broilers (Cobb) in experimental farm. For this, the chickens 
were medicated for 5 consecutive days, the treatments were applied orally in the 
drinking water, being: A) drinking water (control) and B) enrofloxacin (10 mg/kg). After 
treatment, the animals were euthanized and samples of muscle, kidneys and liver were 
collected. The quantification of residues was performed by liquid chromatography 
coupled to a mass spectrometer, after standardization and validation of the 
methodology. The validation was performed through the parameters of linearity, 
selectivity, precision, accuracy, detection limit and quantification limit. In addition, the 
influence of fecal material on the antimicrobial resistance of Salmonella spp. was 
evaluated, as well as residues of enrofloxacin (ENR) and ciprofloxacin (CIP) of muscle 
and viscera of poultry. For that, samples of chicken faeces were collected from different 
producers, and the resistance of Salmonella spp. was evaluated for commercial 
antimicrobials, associated with microorganisms present in the gastrointestinal 
microbiota of chickens. For this study, the techniques of contact with antimicrobials 
and disk-diffusion were used. As a result there is a methodology for analysis of 
sensitive and viable ENR and CIP for industrial application, with LQ of 10 μg/kg, LD of 
20 μg/kg, recovery rates of 92.47%-100.91% for ENR and 89.36%-8.33% for CIP for 
muscle, liver and kidney. It was defined with depletion tests for commercial 
antimicrobials 3 days to reduce the concentration of waste below the maximum residue 
limit (MRL) and thus minimize the problem associated with resistance. In addition, 
there was a reduction in the sensitivity of ENR to Salmonella spp. associated with fecal 
material and resistance to three different classes of tested antimicrobials, indicating 
the presence of multidrug resistance. The appearance and spread of Salmonella spp. 
resistant to antimicrobials, as well as the presence of residues, has important public 
health implications and should be constantly monitored. 

Keywords: Antibiotic. Poultry resistance. LC-MS/MS. Enrofloxacin. Ciprofloxacin. 
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1 INTRODUÇÃO 

A produção nacional de carne de frango apresentou um crescimento gradativo 

no período de 2006 a 2019. O país é o terceiro maior produtor mundial de carne de 

frango e líder mundial em exportação do produto (ABPA, 2020). Os elevados índices 

de produtividade e liderança de mercado requer excelência tecnológica, manejo e a 

preocupação com a sanidade avícola na cadeia produtiva (COSTA et al.,2015). 

Um programa de segurança alimentar deve proporcionar um controle efetivo 

desde a criação dos animais, produção e distribuição do alimento, frente a diversos 

patógenos. A enfermidade provocada pelo gênero Salmonella, a salmonelose, é uma 

das responsáveis por surtos de infecção no mundo todo. A dificuldade no controle do 

gênero se deve às variações genéticas ao longo dos anos e o desenvolvimento da 

resistência contra diversos agente antimicrobianos, um problema de saúde animal e 

humana (PARRY; THRELFALL, 2008; WHO, 2009; CHEN, et al. 2013).  

Na sanidade avícola, os antimicrobianos são utilizados no tratamento de 

doenças infecciosas nas aves, para inibir o crescimento ou inativar os patógenos e 

também como promotores de crescimento (DOYLE, 2006). O emprego inadequado 

destes medicamentos pode causar o acúmulo de resíduos na carcaça e transferir 

cepas resistentes na cadeia alimentar. Muitos antimicrobianos utilizados na produção 

animal são também empregados para tratar doenças em humanos. O que pode 

resultar em falha terapêutica (ARIAS; CARRILHO, 2012; BONASSA et al., 2017; 

RAMATLA et al., 2017).  

Tendo em vista o sistema de produção atual, eliminar o uso de antibióticos na 

produção animal pode ser considerada uma estratégia muito simplista. A exclusão 

destes medicamentos pode repercutir diretamente na saúde animal e humana, além 

de afetar a produção de alimentos (SINGER et al., 2003; MARTINEZ, 2009). Neste 

sentido, uma série de medidas de controle do uso de antibióticos faz-se necessário. 

O perfil de resistência antimicrobiana varia ao longo dos anos e difere de local para 

local, o que pode resultar em um uso indiscriminado sem efeito terapêutico. Assim, o 

monitoramento constante do perfil de resistência bacteriana é primordial (ARIAS; 

CARRILHO, 2012).  

O conhecimento da epidemiologia bacteriana é essencial para tomada de 

decisão no controle de infecção. Diversos mecanismos contribuem para a resistência 
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de patógenos aos antibióticos. Neste sentido, os estudos sobre comunidade 

microbiana do trato gastrointestinal (TGI) de frangos tem recebido atenção crescente 

(BORDA-MOLINA et al., 2018). O TGI é considerado um reservatório para genes de 

resistência a antimicrobianos, que podem ser transferidos entre a microbiota (QU et 

al., 2008; TONG et al., 2017). Sendo assim, o patógeno pode apresentar respostas 

diferentes de sensibilidade ou resistência antimicrobiana se estiver isolado ou 

associado a microbiota fecal. Tal comportamento, requer mais estudos. 

A Enrofloxacina e a Amoxicilina são antimicrobianos de amplo espectro de 

ação. Um relatório sobre uso e comercialização de medicamentos veterinários em 

frango de corte mostrou que estes antimicrobianos estão entre os medicamentos mais 

empregados no controle com função preventiva na fase de terminação em frangos de 

corte no Paraná (Paraná, 2005). O estado do Paraná destaca-se como o maior 

produtor e exportador de frango (SINDIAVIPAR, 2018). Para subsidiar a produção, o 

emprego desses antibióticos na sanidade avícola precisa ser melhor analisado.  

No campo, as medidas a serem adotadas são: o uso de dosagens adequadas 

e o respeito do tempo de carência do antibiótico. O prazo para eliminação do 

antibiótico na carne após a última aplicação visa evitar a transferência na cadeia 

alimentar. Para garantir a segurança aos consumidores, os órgãos reguladores 

estabelecem os limites máximos de resíduos (LMRs) que podem estar presentes na 

carne para consumo (LIN, 2014; WHO, 2014). 

A problemática da resistência aos antimicrobianos, tem levado os países 

baixarem cada vez mais o LMR, requerendo metodologias analíticas mais sensíveis 

(ZHANG et al., 2019). Amostras de tecido animal são consideradas matrizes 

complexas para análise. Para garantir a dosagem correta dos resíduos em carne de 

frango, faz-se necessário a padronização de um método sensível e viável ao setor 

produtivo. A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (CLAE) é 

uma técnica analítica utilizada para análises de alimentos, devido a sua alta 

seletividade e sensibilidade (FERRARI et al., 2015). 

O conhecimento gerado através deste trabalho contribui para tomada de 

decisões no controle de Salmonella spp. na cadeia avícola. O estudo abrange a 

pesquisa do perfil de resistência antimicrobiana; a influência do material fecal; do uso 

adequado e análise de resíduo de antibióticos na carne de frango.  

 

 

https://www-sciencedirect-com.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2352215117300089#bb0100
https://www-sciencedirect-com.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2352215117300089#bb0100
https://www-sciencedirect-com.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2352215117300089#bb0075
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito do material fecal na resistência antimicrobiana de Salmonella 
spp.  e pesquisar resíduo de enrofloxacina na carne de frangos. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Analisar a influência do material fecal de frango de corte na resistência de 

Salmonella spp. aos antimicrobianos comerciais Enrofloxacina e Amoxicilina; 

• Isolar Salmonella spp. resistentes aos antimicrobianos comerciais e avaliar 

sua sensibilidade a outros antimicrobianos por disco-difusão; 

• Validar método analítico de quantificação de Enrofloxacina em matriz de 

fígado, músculo e rim por cromatografia líquida acoplada a espectrômetro de massas 

(LC-MS/MS); e 

• Avaliar a depleção de Enrofloxacina em carne de frangos de corte em 

experimentos a campo. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 IMPORTÂNCIA ECONÔMICA DA AVICULTURA 

O Brasil é líder mundial em exportação do produto e o terceiro maior produtor 

mundial de carne de frango (ABPA, 2020). A produção brasileira de carne de frango 

foi de 13,245 milhões de toneladas no ano de 2019, deste total 32% foram destinados 

ao mercado externo, principalmente para a Ásia e Oriente Médio. No primeiro 

quadrimestre de 2020, as exportações brasileiras de carne de frango totalizaram 1,365 

milhão de toneladas. O resultado é 5,1% superior ao registrado no mesmo período de 

2019, quando foram exportadas 1,299 milhão de toneladas (ABPA, 2020). Estes 

dados demonstram a importância do agronegócio para o país, que mesmo com a 

Pandemia acerca do Covid-19, mantém o fluxo de exportações e fortalece o 

compromisso com a segurança alimentar das nações parceiras. 

Com o objetivo de aumentar as exportações, o Brasil deve priorizar o status 

sanitário para garantir a qualidade do produto e segurança alimentar. Tendo isso em 

vista, toda a produção da avicultura já é acompanhada pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA), através do Programa Nacional de Controle de 

Resíduos e Contaminantes (PNCRC), que avalia os autocontroles adotados pelas 

indústrias avícolas. Portanto, deve-se seguir em busca da excelência, emprego de 

altas tecnologias e investimentos em estruturas de produção com rígidos protocolos 

sanitários (BRASIL, 2016). 

O Brasil, apesar dos problemas envolvendo a pandemia, é um dos maiores 

produtores de carne de frango do mundo. A projeção para esse ano é de crescimento 

das exportações devido ao impacto negativo da Influenza aviária em outros países, a 

preocupação com um possível desabastecimento pós pandemia e pela 

competitividade do produto brasileiro (ABPA, 2020). Em conclusão, a preocupação 

com sanidade na avicultura deve ser constante e eficaz, principalmente em relação 

ao controle de Salmonella spp. e resíduos de antimicrobianos. 
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3.2 Salmonella spp. NA AVICULTURA 

Os cuidados com a sanidade avícola têm acompanhado e favorecido a 

evolução dos sistemas de produção, levando ao aumento da produtividade. 

Entretanto, existem patógenos que afetam o peso e a qualidade da carcaça, provocam 

prejuízos a avicultura e trazem riscos à saúde do consumidor. Dentre as bactérias que 

acometem os frangos, o gênero Salmonella merece atenção, devido à recorrência 

entre os produtores. O controle de Salmonella spp. é imprescindível por diversos 

fatores, tais como: saúde humana, legislação, mercado consumidor e saúde das aves 

(LUO et al., 2018). 

O gênero Salmonella faz parte da família Enterobacteriaceae e forma um 

grupo complexo constituídos de duas espécies e seis subespécies, na forma de 

bacilos Gram negativos não formadores de esporos, aeróbios ou anaeróbios 

facultativos. A maioria é móvel, apresentando flagelos peritríquios, com exceção da 

S. Gallinarum e S. Pullorum, que são imóveis. É um patógeno clinicamente importante 

para humanos e animais e incluem mais de 2500 sorovares, porém menos de 100 

sorotipos são responsáveis por infecções humanas (CDC, 2020). 

As salmoneloses aviárias podem se apresentar como três enfermidades 

distintas: a pulorose, cujo agente é a S. Pullorum, o tifo aviário, causado pela S. 

Gallinarum e o paratifo aviário, causado por qualquer outra salmonela que não seja S. 

Pullorum ou S. Gallinarum (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). 

O gênero Salmonella é constituído de duas espécies geneticamente distintas: 

S. entérica e e S. bongori, sendo o primeiro de maior destaque para a avicultura e 

saúde humana (BRASIL, 2011). A espécie S. enterica pode ser dividida em dois 

grupos, um grupo relacionado a sorovares que causam doenças sistêmicas 

específicas em aves e outro responsável por toxinfecções em humanos e animais. O 

primeiro grupo é representado pela Salmonella Gallinarum e pela Salmonella 

Pullorum, amplamente específicas para espécies aviárias e causam doenças 

septicêmicas, responsáveis por grandes perdas econômicas, devido à alta 

mortalidade e reduções na produtividade (BARROW; FREITAS NETO, 2011). O 

segundo grupo está representado por Salmonella paratifoides, como S. Enteritidis, 

Typhimurium, Heidelberg, entre outros, e estão relacionados à segurança alimentar, 

podendo causar doenças transmitidas por alimentos e ter um impacto negativo na 

saúde pública (PULIDO-LANDÍNEZ, 2019). 
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O MAPA por meio da Instrução Normativa SDA nº 20, de 21 de outubro de 

2016, estabelece o controle e o monitoramento de Salmonella spp. nos 

estabelecimentos avícolas comerciais de frangos e perus de corte, nos 

estabelecimentos de abate de frangos, galinhas e perus de corte e reprodução, 

registrados no serviço de Inspeção Federal, com o objetivo de reduzir a prevalência 

do patógeno, estabelecendo nível adequado de proteção ao consumidor nacional e 

internacional (BRASIL, 2016). 

Para o controle de Salmonella spp. nos estabelecimentos avícolas todos os 

lotes são submetidos a coletas de amostras para a realização de ensaios laboratoriais 

para detecção de salmonelas. As coletas são realizadas o mais próximo possível da 

data de abate, de tal maneira que os resultados sejam conhecidos antes de seu envio 

para o abate. Lotes com resultados positivos para Salmonella spp. seguem as 

normativas de abate sanitário da empresa e o que preconiza a Instrução Normativa nº 

20/2016 (BRASIL, 2016). 

 

3.3 USO DE ANTIMICROBIANOS NA PRODUÇÃO DE FRANGOS 

Os antimicrobianos podem ser de origem natural ou sintética e atuam no 

tratamento e prevenção de doenças infecciosas de animais e humanos, através da 

destruição ou inibição do crescimento bacteriano (MENKEM et al., 2019). Quando 

utilizados em aves, no tratamento de doenças, reduz a incidência de patologias 

infecciosas que, consequentemente, melhoram o desempenho de crescimento dos 

animais, e assim, aumenta-se a produtividade (FURTULA et al., 2013).  

Existem duas formas de administração do medicamento em frangos de corte, 

individualmente ou, mais frequentemente, em nível de lote. A administração individual 

possui a vantagem de apenas os animais doentes serem tratados, utilizando a dose 

correta. No entanto, em situações com um número grande de animais, se torna 

inviável, pois consome tempo e mão-de-obra e causa estresse aos animais. Por outro 

lado, o tratamento do lote é de fácil execução, pois é realizada na forma oral. Desta 

forma, um grande número de aves pode ser prontamente tratado e a medicação pode 

ser administrada nos estágios iniciais da doença (LANDONI; ALBARELLOS, 2015). A 

escolha do método adequado de aplicação do antimicrobiano, via água ou 

alimentação varia de acordo com o objetivo da aplicação (SAHU et al., 2014). 
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Entretanto, tanto a administração oral na água ou ração, não permite o controle da 

dose ingerida por cada indivíduo. 

A utilização de antimicrobianos em aves pode ser para tratamento terapêutico, 

em que os animais infectados recebem a dose do antimicrobiano por um período 

relativamente curto. Outras formas de utilização são para efeito profilático e como 

promotores de crescimento, em que o antimicrobiano é administrado periodicamente 

por vários dias durante o ciclo de vida do frango de corte (SAHU; SAXENA, 2014). 

Esta prática pode resultar no uso excessivo de antimicrobianos e têm sido associados 

ao aumento da resistência microbiana observada em todo o mundo (LIN, 2014; WHO, 

2014).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda a restrição do uso de 

classes de antimicrobianos importantes na medicina humana para fins de promoção 

de crescimento em animais produtores de alimento (WHO, 2017). No Brasil, alguns 

antimicrobianos que possuem finalidade de aditivos melhoradores de desempenho 

em animais produtores de alimentos, como tilosina, lincomicina, virginiamicina, 

bacitracina e tiamulina estão proibidos, conforme informação publicada na Portaria nº 

171 (BRASIL, 2018). Embora haja algumas restrições com essa prática, ela ainda é 

permitida para outras drogas. 

Os antimicrobianos podem ser divididos em várias classes, de acordo com 

sua estrutura química ou mecanismos de ação. Os principais grupos de 

antimicrobianos utilizados na veterinária são: Aminoglicosídeos, Macrolídeos, 

Sulfonamidas, Tetraciclinas, Cloranfenicol, β-Lactâmicos e Quinolonas. 

 

3.4 AMOXICILINA 

A amoxicilina (α-amino-p-hydroxybenzylpenicillin) está inserida no grupo dos 

beta-lactâmicos e é um antimicrobiano de amplo espectro, tendo como 

microrganismo-alvo uma grande variedade de espécies Gram-positivas e Gram-

negativas (SUTHERLAND et al., 1972) Os beta-lactâmicos são um grupo de 

antibióticos que se define pela presença do anel beta-lactâmico, responsável pela sua 

ação antimicrobiana (RANG et al., 2016). 

Os antibióticos beta-lactâmicos interferem na síntese dos peptideoglicanos. 

Depois de se fixarem às proteínas de ligação à penicilina nas bactérias, inibem as 
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transpeptidases presentes na estrutura do peptideoglicano.  Então, ocorre a inativação 

de um inibidor de enzimas autolíticas na parede celular, ação bactericida através da 

lise da bactéria (RANG et al, 2016). 

Algumas bactérias produzem uma enzima chamada penicilinase, enzima 

capaz de quebrar o anel β-lactâmico. Uma vez que as penicilinas contêm esse grupo 

β-lactâmico em sua estrutura básica, a ruptura desse anel promove a inativação do 

antibiótico. Desta forma, algumas bactérias são resistentes a antibióticos que 

possuem o anel β-lactâmico (FIORAMONTI; CAVALHEIRO, 2012). 

A amoxicilina, juntamente com a ampicilina,tem a atividade antimicrobiana 

ampliada para incluir determinados microrganismos Gram negativos. Esses fármacos 

devem ser administrados com um inibidor de beta-lactamase, tais como clavulanato 

ou sulbactam, para impedir a hidrólise por beta-lactamases de amplo espectro pois 

não apresentam resistência a beta-lactamase (GOODMAN; GILMAN, 2010). 

 

3.5  QUINOLONAS 

As quinolonas são antimicrobianos sintéticos amplamente utilizados no 

tratamento de doenças infecciosas tanto em humanos, como em animais (ZHANG et 

al., 2011; LEE et al., 2014). A primeira quinolona a apresentar atividade antibacteriana 

foi o ácido nalidíxico e estudos sistemáticos de modificação em sua molécula 

produziram compostos que aumentaram a potência e o espectro de ação, ampliando 

as aplicações terapêuticas das quinolonas (WAGMAN et al., 2017). 

As fluoroquinolonas constituem a segunda geração de quinolonas e diferem 

destas por possuírem um átomo adicional de flúor em sua estrutura química. Esta 

combinação levou ao aumento no espectro de ação, e na capacidade de penetração 

na parede bacteriana. Como consequência houve uma melhora na atividade contra 

bactérias Gram-negativas, passando a abranger algumas espécies Gram-positivas 

(SOUZA, 2005). 

Devido seu grande espectro de ação as fluoroquinolonas estão entre as 

classes de antibióticos mais utilizadas no tratamento de doenças no Brasil (WHO, 

2018; MATTOS et al., 2017; CARNEIRO et al., 2011; DEL FIOL et al., 2010). Um 

relatório sobre a consumo de antibióticos no mundo divulgado pela OMS demonstra 

um elevado consumo das fluoroquinolonas em vários países (WHO, 2018). 
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Em um estudo descritivo feito no Japão sobre as prescrições médicas de 

antibióticos no país, indica que as cefalosporinas, macrolídeos e quinolonas foram 

responsáveis por 85,9% de todas as prescrições de antibióticos (HASHIMOTO et al., 

2020). Na Índia, um estudo avaliou as prescrições de antibióticos e as quinolonas 

foram os antibióticos mais frequentemente prescritos (11,7%) (AVCI et al., 2006). A 

elevada incidência de prescrições de quinolonas foi observado também na Hungria 

(SZABO; BÖRÖCZ, 2014), Taiwan (KUO et al., 2020), Egito (AHMED et al., 2016) e 

Portugal (PINTO; RAMALHINHO, 2018). 

 

3.5.1 Enrofloxacina 

A enrofloxacina (ENR) (1-ciclopropil –7– (4- etilpiperazina -1-il) –6– fluoro – 4-

oxo –1,4 –dihidroquinolina – 3 – ácido carboxílico pertence ao grupo das 

Fluoroquinolonas. A ENR é considerado uma quinolona de 2a geração por possuir 

uma combinação de um átomo de flúor (posição 6) e um grupo piperazinil (posição 7) 

(LOPEZ e OLVERA, 2000). 

Além de sua ampla utilização em doenças ocasionadas em humanos, a classe 

das quinolonas também é bastante utilizada na veterinária (PANZENHAGEN et al., 

2016). Como outras fluoroquinolonas, a ENR exibe um amplo espectro de atividade 

antibacteriana, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A ENR foi 

desenvolvida exclusivamente para uso em animais, sendo comumente utilizada na 

produção de aves no Brasil (GOUVÊA et al., 2015).  

De acordo com o Compêndio de Produtos Veterinários (SINDAN, 2020), 

existem 14 produtos de ENR registrados no Brasil. A forma de administração da ENR 

é por água de bebida e na Tabela 1 estão contidos os nomes comerciais, dosagem 

adequada para tratamento de Salmoneloses em frangos de corte e o tempo de 

carência para cada produto. 
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Tabela 1 - Informações sobre administração de diferentes produtos de ENR comercial. 

Produto 
Tempo de administração 

(dias) 

Dose 

µg/kg 

Tempo de 

carência (dias) 

Baytril solução 10% 3 10 7 

Chemitril solução oral 10% 3 10 4 

Danettril 3 10 7 

Enflox 3 10 10 

Enro Flec 10% líquido 3 a 5 10 7 

Enrofloxacina 50% Interchange 5 10 2 

Enrofloxacina solução 20% 3 a 5 10 2 

Enromic oral 5 10 10 

Enrotec 100 5 10 10 

Floxagen oral 3 a 5 10 7 

Floxin oral 5 10 13 

Fluoquin pó solúvel 5 10 8 

Fluoquin solução 5 10 8 

Neoflox 10% solução oral 3 a 5 10 7 

Fonte: SINDAN, 2020 

O principal metabólito ativo da ENR é a Ciprofloxacina (MORALES-

GUTIÉRREZ et al., 2015) sendo considerado um antimicrobiano de importância crítica 

para uso em medicina humana (BEUC, 2014). 

 

3.5.2 Ciprofloxacina 

A ciprofloxacina foi a primeira quinolona que apresentou atividade significativa 

fora do trato urinário humano (EMMERSON; JONES, 2003; STEIN, 1998). A 

ciprofloxacina é usada para tratar uma variedade de infecções ocasionados por 

bactérias Gram-negativas e, em menor grau, Gram-positivas (ANDRIOLE, 2005; 

MITSCHER, 2005). 

 

3.6 RESISTÊNCIA À ANTIMICROBIANOS  

A resistência antimicrobiana de Salmonella spp. é um problema crescente e 

se tornou uma ameaça à saúde pública em todo o mundo. A maioria das cepas de 

Salmonella sp. desenvolveu resistência contra múltiplas drogas devido às suas 
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aplicações abusivas indiscriminadas e repetidas (SINGH et al., 2013; 

PANZENHAGEN et al., 2016; CHUAH et al., 2018; LUO et al., 2018). 

Com isso, há um sério risco de saúde pública, devido à redução de opções de 

fármacos efetivos para o tratamento de infecções e aumento das complicações 

clínicas de pacientes hospitalizados. Além disso, a sensibilidade reduzida aos 

fármacos pode prolongar o tempo de estadia hospitalar, elevando os custos 

direcionados à recuperação dos pacientes doentes e com saúde pública (BEN, 2019, 

WHO, 2018). 

A resistência antimicrobiana se deve à presença de vários mecanismos de 

resistência geneticamente determinados, que podem ser adquiridos ou mutados. A 

resistência adquirida ocorre quando bactérias naturalmente susceptíveis incorporam 

genes que codificam mecanismo(s) de resistência via mutação ou transferência de 

material genético de outra bactéria, da mesma espécie ou espécies diferentes 

(MCGOWAN; MACNAUGHTON, 2017). 

Esses genes são transferidos por plasmídeos, que são moléculas circulares 

de DNA de cadeia dupla independente do cromossomo, ou por transposons, que são 

sequências móveis de DNA que podem se mover para diferentes posições no 

genoma.  

A transferência pode ocorrer de diferentes formas, através da conjugação, 

transdução ou transformação. A conjugação ocorre através do contato direto célula a 

célula com transferência de plasmídeo. Já a transdução ocorre através da 

transferência de DNA bacteriano por um bacteriófago, um vírus bacteriano que se 

replica na célula bacteriana e pode incorporar um fragmento de DNA bacteriano na 

partícula viral montada. Esse DNA bacteriano é então transferido para a próxima 

célula bacteriana que o vírus infecta e transformado por meio da captação de DNA 

livre do meio ambiente (COSTELLOE et al., 2010). 

Os antibióticos após serem administrados para o controle de patógenos, 

acabam gerando uma pressão seletiva em favor de bactérias que possuem 

mecanismos de resistência, e apresentam uma vantagem de sobrevivência, sendo 

capazes de transmitir os genes de resistência a outras bactérias (MCGOWAN; 

MACNAUGHTON, 2017).  

Além dos determinantes genéticos de resistência aos antibióticos, existe 

também o mecanismo enzimático. A inativação do fármaco pode ocorrer a partir da 

produção, de enzimas bacterianas que degradam ou inativam o antibiótico. Os tipos 
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de reações enzimáticas, envolvem: hidrólise, transferência de um grupo químico ou 

processo de oxi-redução. O exemplo clássico do mecanismo enzimático de resistência 

é a produção de β-lactamase que hidrolisa o anel β-lactâmico das penicilinas 

(KUMAR; VARELA, 2013; RANG et al., 2016). 

No tratamento de doenças ocasionadas por bactérias é crucial ter-se a 

compreensão dos mecanismos envolvidos na resistência ao antibiótico para o uso 

clínico inteligente dos medicamentos e no desenvolvimento de novos fármacos 

antibacterianos (WHO, 2018). 

Recentemente, a prevalência crescente de Salmonella spp. resistente a 

múltiplas drogas e a resistência a agentes antimicrobianos clinicamente importantes, 

como fluoroquinolonas e beta-lactâmicos, têm sido um problema emergente em todo 

o mundo (NADI et al., 2020; KIM et al., 2012). 

 

3.4.1 Mecanismos de resistência a quinolonas 

A resistência à quinolona é mais frequentemente associada a alteração na 

suscetibilidade de seus alvos, através da aquisição de mutações cromossômicas, que 

levam a substituições de aminoácidos, nos genes que codificam a girase e 

topoisomerase IV. Dessa forma, alteram o local de ligação à quinolona e resultam em 

falha de sua atividade antibacteriana (FERRARI et al., 2013; ALDRED et al., 2014). 

Envolvidas na replicação do DNA, a girase é composta pelas subunidades A e B, que 

são codificadas por gyrA e gyrB, respectivamente. A topoisomerase IV é codificada 

por parC e parE, as regiões desses genes que interagem com as quinolonas são 

conhecidas como regiões determinantes da resistência à quinolona (CORREIA et al., 

2017). 

O efeito bacteriostático das quinolonas ocorre quando a droga está presente 

em baixas concentrações e então há a inibição das topoisomerases tipo II, podendo 

ser reversível. Entretanto, quando presente em altas concentrações, há o efeito 

bactericida, através da dissociação da topoisomerase do DNA e/ou a resposta 

bacteriana à quebra de dupla fita levam finalmente à morte celular. Desta forma, o 

DNA com dupla quebra não pode ser replicado (ALDRED et al., 2014). 

Outro mecanismo de resistência que ocorre na classe das quinolonas é o 

acúmulo intracelular reduzido devido ao aumento do efluxo da droga ou 

permeabilidade reduzida. Para atingir seus alvos no citoplasma celular, as 
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fluoroquinolonas devem atravessar a membrana citoplasmática e, nas bactérias 

Gram-negativas, a membrana externa também. As bombas de efluxo são capazes de 

bombear ativamente a droga do citoplasma e por isso há uma prevenção do acúmulo 

de antimicrobianos no interior das células bacterianas (AUDA et al., 2020; LI et al., 

2019). 

Além dos mecanismos já descritos, há também o mecanismo de resistência à 

quinolona mediada por plasmídeo (PMQR), que foram identificados como: proteção 

do alvo mediada por qnr;  modificação de quinolonas através de aac(6 ')-Ib-cr e e 

bombas de efluxo de quinolona mediadas por plasmídeo (QepA e OqxAB). A PMQR 

pode ser transmitida horizontalmente (conjugação bacteriana) e verticalmente 

(geração em geração), diferente do mecanismo mediado por alvo, que só é transmitido 

verticalmente (CORREIA et al., 2017; ALDRED et al. 2014).  

Geralmente, plasmídeos que carregam genes de resistência reduzem a 

suscetibilidade às quinolonas, mas não ao nível clínico de resistência (HOOPER; 

JACOBY, 2015). Porém, associados a outros mecanismos podem ter efeito 

potencializado na diminuição da suscetibilidade a essa droga, causando resistência 

(FERRARI et al., 2013). 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos é um processo natural. O fato foi 

revelado dois anos após a introdução da penicilina, período em que bactérias 

resistentes foram detectadas na medicina (UMBER; BENDER, 2009). Os genes de 

resistência podem estar presentes nos cromossomos bacterianos. Mas, o principal 

problema é a migração destes genes no ecossistema através dos plasmídeos 

(CARATOLLI, 2013). 

A microbiota intestinal do frango abriga uma rica coleção de genes, que 

provavelmente incluirá muitas sequências de interesse científico e potencial 

biotecnológico (SERGEANT et al., 2014). Um dos interesses está relacionado aos 

genes determinantes de resistência a antibióticos, já que o TGI de frangos é 

considerado um reservatório para esses genes (ZHOU; WANG; LIN, 2012).  

Zou, Wang e Lin (2012) realizaram um estudo de caracterização de genes de 

resistência a antibióticos do microbioma intestinal de frangos, identificando diversos 

genes de resistência para diferentes classes de antibióticos. Outro estudo realizado 

por Tong et al. (2017), mostra que diversos genes de resistência foram identificados 

nas fezes de frangos, destacando a prevalência desses genes e propondo mais 

estudos sobre os riscos à saúde pública. 
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3.7 RESÍDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM CARNE DE FRANGO 

A presença de resíduos de uso veterinário em carnes ocorre quando estas 

são utilizadas por via parenteral ou oral ou como aditivos alimentares na nutrição 

animal (BIWAS et al., 2010). Em geral a administração de antimicrobianos, para o 

tratamento de doenças, em frangos de corte é via água de bebida. Estudos sobre o 

tempo de carência de ENR em frangos de corte administraram 10 mg/kg do 

medicamento por via oral, em intervalos de 24 horas, durante 5 dias consecutivos 

(BONASSA et al., 2017; ASSIS et al., 2015; SAN MARTIN et al., 2009). Indicações de 

fabricantes do medicamento também recomendam essas condições de tratamento. 

Em aves, antimicrobianos e antiparasitários são usados extensivamente para 

prevenção e tratamento de doenças (GOETTING et al., 2011). A utilização excessiva 

do medicamento para esses fins, leva ao acúmulo de resíduos na carne para 

consumo.  

Para proteger a saúde humana, os limites máximos de resíduos (LMR) para 

os fármacos são estabelecidos pelas agências reguladoras. Além disso, devem ser 

determinados os períodos de carência de antimicrobianos, de forma ampla e individual 

nos valores de LMR nos tecidos-alvo (músculo, pele/gordura, fígado e rim) de cada 

espécie animal. Assim, se os níveis de resíduos antimicrobianos nos tecidos-alvo 

estão abaixo dos valores de LMR estabelecidos, considera-se que a sua presença em 

alimentos não representa um risco para saúde do consumidor (ANADÓN et al., 2012; 

BONASSA et al., 2017). 

Existe um quadro legislativo rigoroso que controla o uso de substâncias 

antimicrobianas. A União Europeia através do Commission Regulation nº 37 (EU, 

2010), o Brasil através da Instrução Normativa n° 51/2019 (BRASIL, 2019) e o Japão 

através do The Japan Food Chemical Research Foundation (JFCRF, 2017), 

determinam o LMR para a soma de ENR e CIP (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - LMR para a soma de ENR e CIP em diferentes países 

Tecido 
Concentração de CIP+ENR (µg/kg) 

Brasil União Europeia Japão 

Músculo 100 100 50 

Fígado 200 200 100 

Rim 300 300 100 

Fonte: EU (2010); BRASIL (2019); JFCRF (2017) 
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Quando um medicamento é administrado, parte dele é absorvida pelos tecidos 

e parte é metabolizada ou excretada diretamente pelas fezes e urina, seja na forma 

original do medicamento, seja em forma de metabólitos ativos e/ou não ativos (AWAD, 

2014). Não há legislação que regulamente a presença de resíduos de medicamentos 

nas excretas dos animais. O uso dessas como fertilizantes, podem representar rotas 

de exposição do antimicrobiano no ambiente com sua presença em lagos, solo e 

absorção por plantas (JIA et al., 2017). Com isso, há a transferência de resíduos de 

antibióticos e o contato excessivo com microrganismos presentes no ambiente, 

desencadeando resistência a esses compostos. 

 

3.8 MÉTODOS ANALÍTICOS PARA PESQUISA DE ANTIMICROBIANOS 

Os métodos analíticos para a pesquisa de resíduos de antimicrobianos em 

produtos de origem animal devem ser capazes de detectar com segurança a presença 

de uma substância de interesse. Além disso devem identificar de forma inequívoca o 

analito de interesse e determinar sua concentração à níveis aceitáveis de recuperação 

(LOPES et al., 2013). 

Os métodos analíticos para a detecção de resíduos de antibióticos podem ser 

divididos em dois grupos: triagem e confirmação. Métodos de triagem podem ser de 

natureza qualitativa ou semi-quantitativa, e são utilizados para identificar a presença 

(ou ausência) de resíduos, em amostras de um lote, cuja concentração exceda o LMR 

ou outro limite que implique ações regulatórias por parte de uma autoridade 

competente (EBRAHIMPOUR et al., 2015).  

Esses métodos de triagem não fornecem informações estruturais suficientes 

para definir com precisão a concentração da substância presente, no entanto, podem 

ser utilizados para determinar rapidamente se as amostras analisadas requerem 

testes adicionais ou se podem ser liberadas. Os métodos de triagem devem 

apresentar uma taxa de resultados falso-negativos inferior a 5% de acordo com a 

Decisão 2002/657/EC, e não devem ser utilizados isoladamente para fins de controle 

de resíduos em amostras oficiais sem que haja disponibilidade de métodos 

quantitativos e/ou confirmatórios devidamente validados para serem aplicados a 

quaisquer amostras identificadas como potencialmente não conformes em relação a 

um LMR estabelecido (EC, 2002; CODEX, 2009). 
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Os métodos quantitativos fornecem informação quantitativa que pode ser 

usada para determinar se os resíduos presentes em uma determinada amostra 

excedem o LMR, mas não permitem a confirmação inequívoca da identidade do 

resíduo. Esses métodos devem apresentar um bom controle estatístico dentro da faixa 

de trabalho na qual se enquadra o LMR ou limite de ação regulatória (CODEX, 2009). 

Dentre os principais métodos de análises de resíduos de antibióticos estão os 

ensaios imunoenzimáticos (ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay), utilizado 

normalmente para ensaios de triagem e a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE) acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), utilizada como método 

confirmatório (LANÇAS, 2013; ZHANG, 2011; SKOOG et al., 2002). 

As técnicas imunológicas, especialmente o ensaio imunoenzimático, estão 

cada vez mais sendo utilizadas como métodos alternativos e/ou complementares na 

análise de resíduos em função de sua rapidez, custo-benefício, portabilidade e 

aplicabilidade, principalmente como métodos de triagem. Esse método se baseia em 

reações antígeno-anticorpo detectáveis através de reações enzimáticas (ZHANG, 

2011).  

A análise cromatográfica consiste na partição dos componentes de uma 

mistura entre a fase móvel e a fase estacionária.  Na cromatografia líquida, a fase 

estacionária é constituída de partículas sólidas empacotadas em uma coluna, a qual 

é percorrida pela fase móvel. As forças físicas e químicas que atuam entre os solutos 

e as duas fases são responsáveis pela retenção dos solutos sobre a coluna 

cromatográfica. A diferença na magnitude dessas forças que determina a resolução 

e, portanto, a separação dos solutos individuais (SKOOG et al., 2002). 

O sistema CLAE é constituído basicamente por um reservatório e sistema de 

bombeamento da fase móvel, um sistema de injeção da amostra, coluna 

cromatográfica, sistema de detecção e um sistema de registro e tratamento dos 

dados. Por meio do sistema de injeção, a amostra é carreada pela fase móvel até a 

coluna, no qual é realizado o processo de separação. O efluente da coluna segue 

então para um detector, que acusa a presença dos analitos eluídos da coluna. O sinal 

gerado pelo detector é captado, tratado no computador, e um cromatograma é 

montado, mostrando a variação do sinal do detector em função do tempo de análise 

(DONG, 2006; SNYDER; KIRKLAND, 2009). 

A determinação de antibióticos usando métodos analíticos envolve a etapa de 

preparo de amostras, que inclui a extração de analitos da matriz e limpeza dos analitos 
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de qualquer presença de co-analitos na matriz. Dentre os métodos de extração mais 

utilizadas estão a extração líquido-líquido (LLE), a extração em fase sólida (SPE) e a 

extração rápida, fácil, barata, eficaz, robusta e segura, conhecida como QuEChERS - 

Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe (KOLE et al., 2011). 

A LLE é conhecida como extração por solvente e particionamento. Os 

pesticidas são dissolvidos em dois líquidos imiscíveis diferentes, geralmente água e 

solvente orgânico. A eficiência do método depende da afinidade do soluto pelo 

solvente de extração, da razão das fases e do número de extrações (KOLE et al., 

2011). 

A extração SPE emprega adsorventes recheados em cartuchos, nas formas 

de barril ou seringa, e os mecanismos de retenção são idênticos àqueles envolvidos 

em cromatografia líquida em coluna. Um cartucho típico é formado por um tubo de 

polipropileno contendo cerca de 50 a 500 mg de adsorvente, com 40-60 mm de 

tamanho de partícula, fixado no tubo através de dois filtros. Em geral, os 

procedimentos de SPE contêm 5 etapas: i) ativação do adsorvente para deixar os 

sítios ativos disponíveis; ii) condicionamento do adsorvente com solvente adequado 

para ajustar as forças do solvente de eluição com o solvente da amostra; iii) introdução 

da amostra, quando ocorre a retenção do analito e às vezes de alguns interferentes; 

iv) limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito; v) 

eluição e coleta do analito (BARRIONUEVO; LANÇAS, 2001). 

O método QuEChERS é uma técnica que oferece várias vantagens sobre 

outras extrações, pois é realizada com rapidez, facilidade e segurança, como o próprio 

nome indica, usando solventes não halogenados e simples metodologia. Esse método 

envolve extração líquido-líquido, particionamento utilizando acetonitrila, seguido de 

purificação por extração em fase sólida. É amplamente utilizado para determinar 

resíduos devido à sua simplicidade, baixo custo e eficiência relativamente alta 

(PÉREZ-BURGOS et al., 2012). 

 

3.8.1 Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massas 

A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de 

massas permite um aumento de seletividade e sensibilidade, proporcionando o 
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monitoramento de centenas de resíduos em uma única análise (PANZENHAGEN et 

al. 2016). 

Os componentes básicos de um espectrômetro de massas são a fonte de 

ionização, o analisador de massas e o detector. Na fonte de íons, a fase móvel eluente 

do sistema de CLAE, na qual se encontram os analitos de interesse, passa por um 

capilar, à pressão atmosférica, mantido sob alta voltagem. Pode ser operado no modo 

positivo ou negativo, dependendo da molécula a ser analisada. Na saída do capilar 

são formadas gotículas altamente carregadas e ocorre a repulsão entre as cargas 

similares para formação de íons (VÉKEY, 2001; SMERAGLIA et al., 2002).  

Os íons formados são transferidos para o analisador de massas, que são 

separados devido a sua relação massa e carga (m/z). Dentre os analisadores 

disponíveis, o mais aplicado nas análises de resíduos em produtos de origem animal 

é do tipo quadrupolo (LANÇAS, 2013). 

O quadrupolo é composto de quatro barras metálicas cilíndricas, com 

potenciais elétricos distintos para cada par da barra metálica, onde uma corrente é 

aplicada, somente os íons que apresentarem determinada razão m/z, irão passar 

pelas barras e atingir o detector (LANÇAS, 2009). 

 

3.8.2 Parâmetros de validação analítica 

A validação de métodos analíticos tem como objetivo demonstrar que um 

método de ensaio, nas condições em que é praticado, tem as características 

necessárias para assegurar a obtenção de resultados com a qualidade exigida, 

garantindo confiabilidade dos resultados. Os parâmetros de desempenho necessários 

para a validação de métodos analíticos para a pesquisa de resíduos à níveis traços 

são: linearidade, seletividade, precisão, recuperação, limite de detecção, limite de 

quantificação e robustez (EC, 2002; BRASIL, 2011b). 

A linearidade de um método pode ser observada pelo gráfico dos resultados 

dos ensaios em função da concentração do analito e verificada a partir da equação da 

regressão linear, determinada pelo método dos mínimos quadrados. Para tal, deve 

ser verificada a ausência de valores discrepantes para cada nível de concentração e 

a homocedasticidade dos dados, antes de fazer a regressão linear (BRASIL, 2011b; 

ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009). 
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A seletividade é a capacidade que o método possui em identificar o analito, 

assegurando que não há interferentes. A seletividade pode ser avaliada através de 

ensaios com padrões ou materiais de referência, análise de amostras com e sem a 

presença do analito (padrão) ou utilização de outra técnica específica para a 

substância de interesse que permite comprovar a seletividade (EC, 2002). 

A precisão pode ser avaliada em condições de repetitividade ou 

reprodutibilidade, através do desvio-padrão dos resultados. A repetitividade é 

caracterizada pela utilização dos resultados obtidos por análises sucessivas da 

mesma amostra pelo mesmo método e condições. A reprodutibilidade é avaliada 

utilizando uma mesma amostra e método, mas em diferentes laboratórios, 

equipamentos ou analistas (SOUZA et al., 2016). 

A recuperação de um método analítico é capacidade de um método para extrair 

um analito da matriz. Expressa a proximidade dos resultados obtidos em relação ao 

verdadeiro valor contido na amostra (GONZÁLEZ et al. 2014).  

O limite de detecção (LD) é a menor quantidade do analito que pode ser 

detectada pelo método analítico, mas não necessariamente quantificada. O limite de 

quantificação (LQ) é a menor quantidade do analito presente na amostra que pode ser 

quantificada com precisão e exatidão aceitáveis pelo método analítico.  O valor de LQ 

é dado pela concentração do analito que fornece um sinal pelo menos 5 vezes maior 

que o do ruído de fundo (GONZÁLEZ et al., 2014). 

A robustez trata-se de um teste que permite não só avaliar a robustez do 

método, como também ordenar a influência de cada uma das variações nos resultados 

finais, indicando qual o tipo de influência de cada uma dessas variações. Convém 

salientar que quanto maior for a robustez de um método, maior será a confiança desse 

relacionamento a sua precisão (BRASIL, 2011b). 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 REAGENTES E PADRÕES ANALÍTICOS 

Os reagentes utilizados foram metanol, acetonitrila, ácido fórmico, acetato de 

sódio anidro e sulfato de sódio (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, USA), ácido acético glacial 

(Merck ®, Darmstadt, Alemanha) e fase dispersiva contendo C-18 e PSA (Agilent 
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Technologies®, Santa Clara, EUA). Todos os solventes utilizados neste estudo 

cromatográfico foram de grau HPLC e a água foi purificada por passagem através de 

um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). 

Os padrões analíticos de ENR, CIP e ENR d5 (ENR-d5, padrão interno) foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich ® (St. Louis, EUA). Também foram utilizados filtros de 

nylon com porosidade de 0,22 µm (Millex ®, Darmstadt, Alemanha). 

 

4.2 PREPARO DE SOLUÇÕES PADRÃO 

As soluções padrão estoque foram preparadas individualmente para cada 

composto na concentração de 100 µg/mL, dissolvendo cada padrão em metanol e 

estocados a -20 ºC. As soluções padrão de trabalho foram diluídas a partir da solução 

estoque em solução de água-metanol (80:20 v/v) até a concentração final de 0,8 

µg/mL para cada composto. As soluções de trabalho foram estocadas a temperatura 

de 2-8 °C. 

 

4.3 MÉTODO ANALÍTICO E VALIDAÇÃO 

4.3.1 Preparo das amostras 

Amostras controle de músculo, fígado e rim foram pesadas (2 g ± 0,05 g) em 

tubo para centrífuga de 50 mL. Em seguida foram adicionados 200 µL do padrão 

interno (ENR-d5) para obter uma concentração de 80 µL/kg e as soluções de trabalho 

de ENR e CIP (50 a 300 µL, dependendo do nível de concentração desejada). As 

amostras foram mantidas protegidas da luz por 30 min em temperatura ambiente. Um 

volume de 10 mL da solução de água:acetronitrila (80:20 v/v), acidificada com 5% de 

ácido acético glacial, foi adicionada aos tubos contendo as amostras. Os tubos foram 

agitados manualmente por 1 min e posteriormente foram adicionadas 4 g de Na2SO4 

e 1 g de acetato de sódio. Após agitação dos tubos manualmente por 1 min, as 

amostras foram centrifugadas a 2880 x g por 10 min. O sobrenadante foi transferido 

para os tubos de 2 mL contidos no kit dispersivo, composto por C-18 e PSA. Os tubos 

foram agitados em vortex por 30s e novamente centrifugados a 18407 x g por 20 min 
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a 4 ºC. Os extratos foram coletados e filtrados em filtros de nylon de 0,22 µm e então 

injetados no LC-MS/MS. 

 

4.3.2 Condições cromatográficas 

A separação por cromatografia e detecção por espectro de massas (LC-

MS/MS) foram realizadas em um sistema de cromatografia líquida 1260 Infinity 

acoplado a um triplo quadrupolo Agilent 6460 (Agilent Technologies, Santa Clara, 

EUA). Foi utilizado a coluna cromatográfica Agilent SB C18 (100 mm × 3,5 mm, 2,1 

µm) (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). 

Para definição dos parâmetros cromatográficos, as soluções padrão dos 

analitos foram preparadas individualmente e injetadas. As condições determinadas 

para cada analito estão apresentadas na Tabela 3. As seguintes configurações 

também foram aplicadas à fonte de ionização: voltagem do capilar, 4000 V; 

temperatura, 325°C; fluxo de gás (N2), L/min. 

 

Tabela 3 - Transições MRM e condições do espectrômetro de massas utilizadas para cada analito 

Analito Íon precursor Íons produto F (V) CE (V) 

Enrofloxacina 360.2 
342.2a 

120 15 
316.2b 

Ciprofloxacina 332.1 
314.1a 

120 12 
231.1b 

Enrofloxacina d5 365.2 
347.1a 

120 30 
245.0b 

Abreviações: F: fragmentador; CE: Energia de colisão;  
a íon de quantificação;  
b íon de confirmação 

Fonte: Autor (2020) 

 

As fases móveis utilizada no experimento foram 0,1% v/v de ácido fórmico em 

H2O (A) e 0,1% v/v de ácido fórmico em metanol (B). O fluxo foi mantido constante a 

0,6 mL/min, conforme gradiente apresentado na Tabela 4. O volume de injeção foi de 

3 µL. 
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Tabela 4 - Gradiente das fases móveis 

Tempo de corrida (min) Fase móvel A (%) Fase móvel B (%) 

2 70 30 

3 0 100 

4 80 20 

6 80 20 

Fonte: Autor (2020) 

 

A fonte de ionização AJS ESI foi operada em modo positivo. As condições do 

espectrômetro de massas foram primeiramente otimizadas com injeções dos padrões 

para selecionar o íon precursor e os íons produto resultantes da fragmentação; e para 

a seleção do fragmentador (F) e energia de colisão (CE) para cada analito. Essa 

otimização foi conduzida por injeção de soluções padrão a 20 ng/mL de cada analito, 

preparada por diluição das soluções de estoque com água:metanol (50:50 v/v).  

 

4.3.3 Parâmetros de validação 

 

Os procedimentos de validação do método desenvolvido foram realizados de 

acordo com a Comissão de Decisão Europeia 2002/657/CE (EC, 2002), as 

orientações sobre validação de métodos analíticos do INMETRO (BRASIL, 2011b) e 

as diretrizes para o projeto e implementação do programa nacional de garantia de 

segurança alimentar associado ao uso de medicamentos veterinários em animais 

produtores de alimentos (CODEX, 2009). Os parâmetros de validação avaliados 

foram: linearidade, seletividade, precisão, exatidão, limite de quantificação, limite de 

detecção, CCα e CCβ. 

 

4.3.3.1 Linearidade 

Para avaliação da linearidade foram analisadas amostras brancas de músculo, 

fígado e rim de frangos de corte fortificadas com as soluções padrão dos 

antimicrobianos nas concentrações de 20, 40, 60, 80, 100 e 120 µg/kg e adicionado 

padrão interno (ENR-d5) na concentração de 80 µg/kg em todas as amostras. Foram 

realizadas seis repetições em três dias consecutivos. Foram construídas curvas 

relacionando área do pico versus concentração e, por regressão linear, foram 
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definidas as equações das curvas e os coeficientes de determinação (R2) e correlação 

(r). 

 

4.3.3.2 Seletividade 

A seletividade foi avaliada verificando a presença ou ausência de compostos 

interferentes eluindo nos mesmos tempos de retenção que os analitos de interesse. 

 

4.3.3.3 Precisão e exatidão 

A precisão foi avaliada através do coeficiente de variação (CV) em condições 

de repetitividade e reprodutibilidade intra-laboratorial. Para a avaliação da 

repetitividade foram realizadas análises sucessivas da mesma amostra, em curtos 

intervalos de tempo e efetuadas sob as mesmas condições (equipamentos e mesmo 

analista). Desse modo, as amostras foram fortificadas em três níveis de concentração: 

20, 50 e 75 µg/kg. Os valores foram estabelecidos com base no LMR, considerando 

a metade do menor valor para todos os tecidos, uma vez que o LMR é estabelecido 

para a soma de CIP+ENR (BRASIL, 2019). As análises foram realizadas em seis 

replicatas cada e três dias consecutivos. A reprodutibilidade foi avaliada da mesma 

forma, porém por um segundo analista. As recuperações foram calculadas por 

interpolação de cada razão da área de pico do analito pelo padrão interno, nas curvas 

de calibração correspondentes. A concentração calculada foi subsequentemente 

dividida pelo valor teórico, a fim de obter a recuperação (EC, 2002; CODEX, 2009). 

 

4.3.3.4 Limite de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

O LD, definido como a menor concentração que o método analítico pode 

diferenciar de forma confiável dos ruídos, foi estimado como o valor igual à metade do 

LQ. Seis amostras de músculo, fígado e rim foram fortificadas a 10 µg/kg, uma relação 

sinal-ruído de 3 ou superior caracterizou nível mínimo de concentração detectável. O 

LQ foi escolhido como o primeiro nível de concentração avaliado na curva de 

calibração. Seis amostras fortificadas a 20 µg/kg foram preparadas em três dias 

diferentes, juntamente com as curvas de calibração. As recuperações foram avaliadas 
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tomando como referência os limites aceitáveis determinados pelo Codex para cada 

analito (BRASIL, 2011b; CODEX, 2009). 

 

4.3.3.5 Limite de decisão (CCα) e capacidade de detecção (CCβ) 

O CCα e CCβ foram calculados a partir dos resultados da análise de vinte 

matrizes brancas fortificadas na concentração do LMR. O CCα foi determinado como 

a concentração no nível de LMR mais 1,64 vezes o desvio padrão nesse nível, tomado 

como 50 µg/kg para todos os analitos. O CCβ foi calculado como a concentração 

correspondente ao valor do limite de decisão (CCα) mais 1,64 vezes o desvio padrão 

da reprodutibilidade intra-laboratorial (EC, 2002). 

 

4.4 DEPLEÇÃO DE ENR E CIP TECIDOS DE FRANGOS DE CORTE 

4.4.1 Criação das aves 

Este estudo foi realizado de acordo com os requisitos éticos e autorizado pela 

comissão de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Rondônia 

(UNIR), protocolo número 004/2020. 

Foram alojados 120 frangos com um dia de idade (Gallus gallus domesticus, 

Cobb®), em granja experimental de uma agroindústria no estado de Santa Catarina. 

A densidade foi mantida abaixo de 39 kg/m² (ABPA, 2016). Após o alojamento, os 

frangos foram mantidos para aclimatação a temperatura de 25 ± 5 ºC com 50-60% de 

umidade relativa e com livre acesso à ingestão de água. O alimento fornecido estava 

de acordo com as exigências de nutrientes preconizadas para frangos de corte e livre 

de qualquer droga antimicrobiana. 

 

4.4.2 Design experimental 

Os frangos foram alojados em três grupos, o grupo do tratamento A (controle) 

e o grupo do tratamento B (ENR). Após 32 dias de criação das aves foi iniciado o 

tratamento com antimicrobiano comercial. O antimicrobiano foi fornecido durante 5 
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dias consecutivos aos frangos de corte, via oral, por meio da água de bebida, na 

dosagem de 10 mg/kg de ENR. 

Oito frangos de cada tratamento foram eutanasiados através da injeção, por via 

intravenosa, do anestésico Tiopental (150 mg/kg), nos dias 1 a 10 após o tratamento 

com o antimicrobiano. Para o tratamento controle as coletas dos tecidos ocorreram 

nos dias 1, 3, 5, 7 e 10. Foram coletados os dois rins, fígado (limpo sem vesícula biliar) 

e músculo (peitoral maior) separadamente e armazenados a -20 °C até análise em 

LC-MS/MS. 

A análise estatística dos dados foi realizada através da análise de variância e 

as médias comparadas pelo teste t de Tukey com nível de 5% de significância 

(P<0,05) (JASP Team, 2020). 

 

4.5 EXPERIMENTO DE RESISTÊNCIA À ANTIMICROBIANOS 

4.5.1 Coleta das amostras 

Um total de 124 amostras de fezes de frangos de corte, foram coletados de 

três aviários diferentes da região norte do estado do Paraná. Os frangos apresentaram 

as mesmas características de idade do lote, alimentação e tratamento. Os frangos 

foram tratados previamente à coleta com narasina, nicarbazina, tilosina, monensina, 

enramicina na alimentação. As amostras foram coletadas em frascos coletores 

universal assépticos e enviadas imediatamente ao laboratório sob condições 

assépticas e processadas para isolamento de Salmonella spp. 

 

4.5.2 Isolamento e tipificação de Salmonella spp. 

Para isolamento de Salmonella spp. das fezes, a metodologia seguiu os 

procedimentos descritos na Portaria nº 126/1995 (BRASIL, 1995). As amostras foram 

pesadas (5 ± 1g) e adicionados 50 mL de caldo  Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas 

por 18-24 horas em estufa a 36±1 °C. Posteriormente, foram realizadas as etapas de 

enriquecimento seletivo em caldo Tetrationado e caldo Rappaport–Vassiliadis 

incubados a 42-43 ºC por 18 a 24 horas. Após, as amostras passaram para a etapa 

de isolamento em Ágar Verde Brilhante e Ágar Hektoen e novamente incubadas à 
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temperatura de 35 a 37 ºC por 18 a 24 horas. As colônias típicas de Salmonella spp. 

passaram pelas etapas de bioquímica preliminar e complementar e após 

comportamento bioquímico compatível, as cepas foram caracterizadas 

antigenicamente através do teste de aglutinação rápida e seu sorovar foi identificado 

por Microrray Check & Trace Salmonella®. 

 

4.5.2 Teste de sensibilidade a antimicrobianos comerciais 

As amostras de fezes foram pesadas (5 ± 1g) e pré-enriquecidas com 50 mL 

de caldo BHI e incubadas em estufa a 36 ± 1 ºC por 18 - 24h. Posteriormente, foi 

transferida a alíquota de 1 mL para um tubo contendo 9 mL de Água Peptonada 

Tamponada 1% (APT) com Amoxicilina na concentração de 20 mg/L e 1 mL para outro 

tubo contendo APT com ENR na concentração de 10 mg/L, realizado em triplicata. As 

soluções foram incubadas a 36±1 ºC por 18 a 24 horas. Posteriormente, as amostras 

passaram pelas etapas de isolamento de Salmonella spp. conforme Portaria MAPA nº 

126/1995 (BRASIL, 1995) para verificar se houve crescimento do micro-organismo 

após contato com os antimicrobianos. 

Em paralelo, a alíquota de 1 mL das fezes pré-enriquecidas com caldo BHI 

foram transferidas para o caldo Tetrationato e 0,5 mL para caldo Rappaport–

Vassiliadis conforme descrito no item 4.5.2 para isolamento de Salmonella spp. Após 

isolamento, as cepas de Salmonella spp. foram padronizadas em solução salina (NaCl 

a 0,85% m/v) até obter a concentração de 1,5 x 108 UFC/mL, através de turbidímetro 

(Highmed HMTDP-1000) até atingir 0,5 na escala de McFarland. Após, foram 

transferidos 1 mL da solução em 9 mL de APT 1% contendo Amoxicilina na 

concentração de 20 mg/L e mais 1 mL para solução de APT com Enrofloxacina na 

concentração de 10 mg/L. As soluções foram incubadas a 36 ± 1 ºC por 18-24 horas. 

A sensibilidade foi avaliada conforme turbidez dos tubos após incubação, cuja turbidez 

indicou crescimento de Salmonella sp. após contato com os antimicrobianos. Os tubos 

sem turbidez foram semeados em placas de Ágar Nutriente para confirmação de 

ausência de Salmonella spp. 

 

4.5.4 Teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusão 
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Para o perfil de resistência aos antibióticos as cepas de Salmonella spp. 

previamente reativadas em caldo Tripticase de Soja (TSB) foram padronizadas a 1,5 

x 108 UFC/mL (equivalente a 0,5 na escala de MCFarland). A semeadura do inóculo 

foi realizada por swab em placas contendo Agar Müeller-Hinton e os discos colocados 

sobre a sua superfície conforme a norma de padronização dos testes de sensibilidade 

a antimicrobianos por Disco-difusão (CLSI, 2003). Foram utilizados os discos de 

amoxicilina, amoxicilina com ácido clavulânico, canamicina, gentamicina, neomicina, 

ceftiofur, colistina, enrofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina, fosfomicina, lincomicina 

+ espectiomicina e tetraciclina.  Os antibióticos foram escolhidos de acordo um 

levantamento realizado em estabelecimentos avícolas, indicando os antimicrobianos 

mais utilizados no tratamento de frangos de corte (PARANÁ, 2005). 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Parâmetros de validação 

5.1.1 Linearidade 

As equações de regressão e o coeficiente de determinação para músculo, 

fígado e rim mostraram linearidade adequada na faixa de 20 a 120 µg/kg (Figura 1). 

Os valores do coeficiente de determinação (R²) obtidos estão acima de 0,99, estando 

em conformidade com os critérios do INMETRO que recomenda um coeficiente de 

correlação igual ou superior a 0,99 (BRASIL, 2011b). 

 

Figura 1 - Linearidade para enrofloxacina e ciprofloxacina em músculo, fígado e rim. 
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Fonte: Autor (2020) 

5.1.2 Seletividade 

A seletividade foi comprovada para todos os analitos, visto que não foram 

observadas transcrições interferentes nos tempos de retenção para os analitos 

estudados (ANEXO A). 

 

5.1.3 Precisão e exatidão 

Conforme mostrado na Tabela 5 a ENR e a CIP foram extraídas 

satisfatoriamente nos três níveis de fortificação e para todos os tecidos estudados, 

com recuperação variando entre 92,47% a 100,91% para ENR e 87,33% a 98,33% 

para CIP. A precisão desse método também está apresentada na Tabela 4 como 

repetibilidade e reprodutibilidade expressa como CV (%). 
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Tabela 5 - Taxas de recuperação e coeficientes de variação de repetibilidade e 
reprodutibilidade para ENR e CIP em matrizes de fígado, músculo e rim. 

Tecido Analito 
Nível de  

fortificação  
(μg/kg) 

Recuperação  
(%) 

CV Repet 
(%) 

CV Reprod 
(%) 

Músculo 

ENR 25 95,75 7,19 7,96 

 50 97,30 7,52 7,39 

 75 92,47 5,66 6,50 

CIP 25 89,36 8,90 8,60 

 50 94,94 9,01 9,95 

 75 87,33 7,27 7,01 

Fígado 

 

ENR 
25 100,91 4,90 4,52 

 50 98,77 6,84 6,72 

 75 93,21 8,02 9,23 

CIP 25 98,33 10,21 10,06 

 50 97,53 10,26 9,49 

 75 95,72 7,45 8,21 

Rim 

ENR 25 99,65 12,86 12,23 

 50 98,06 7,29 7,33 

 75 98,90 6,30 6,50 

CIP 25 92,67 11,49 11,06 

 50 96,81 9,35 9,29 

 75 94,98 8,13 8,13 

Repet: repetibilidade – Reprod: reprodutibilidade 

Fonte: Autor (2020) 

 
A precisão do método está de acordo com os limites estabelecidos de 70-

120% pelo Codex Alimentarius (CODEX, 2009) e de 80 – 110% pelo MAPA (BRASIL, 

2011b). O valor do CV em relação à repetibilidade e reprodutibilidade ficou dentro do 

valor aceitável (CV <20%) para os tecidos estudados (MAPA, 2011b; CODEX, 2009).  

A exatidão, avaliada por meio da realização de ensaios de recuperação, é 

expressa como erro sistemático que ocorre pelas perdas em todas as etapas de 

extração da amostra obtendo baixa recuperação do analito, tais como limpeza da 

amostra, diluições imprecisas, substâncias interferentes na amostra, entre outros 

(BRASIL, 2011b). Portanto, os valores obtidos de recuperação para a metodologia 

empregada, demonstra que essas perdas estão de acordo com os valores 

estabelecidos por legislação. 
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O procedimento de extração com QuEChERS é um método rápido de preparo 

de amostras e combina a técnica de separação líquido-líquido e extração em fase 

sólida (ZHANG et al., 2019). Neste trabalho, utilizou-se a metodologia QuEChERS 

associada a acetonitrila na extração dos analitos, com excelentes resultados de 

linearidade e recuperação. Assim como Lucatello et al. (2015), que obteve R² acima 

de 0,99, recuperação acima de 70%, LD na faixa de 2,0 - 9,8 μg/kg e LQ de 12,5 – 

18,8 μg/kg para ENR e CIP em músculo, fígado e rim de peru. 

Quinolonas também foram extraídas com Acetonitrila (ACN) em amostras de 

ovos, leite, peixe, músculo ovino e de frango e rim suíno por Stoilova et al., (2013), 

com recuperações entre 77% e 120%, LD e LQ entre 3 e 50 μg/kg e 7,5 e 100 μg/kg, 

respectivamente. Outro estudo utilizando QuEChERS e acetonitrila na extração de 

quinolonas em amostras de pescado, observou-se R² acima de 0,99, LD entre 0,1 e 

4,7 μg/kg e recuperações entre 72% e 108% (LOMBARDO-AGÜÍ et al., 2015). Esses 

resultados aliados ao obtido neste estudo demonstram a eficácia na utilização de 

acetonitrila na extração de quinolonas em diferentes matrizes. 

Os adsorventes dispersivos tem efeitos importantes na limpeza e recuperação 

de diferentes analitos. Um estudo realizado em peitos de frango, comparando dois 

dispersivos SPE (PSA e NH2), utilizando ACN com ácido acético na extração e sulfato 

de sódio como agente secante, demonstrou que os adsorventes utilizados 

apresentaram recuperação para ENR e CIP de 71% e 38% para PSA e 68% e 37% 

para NH2, respectivamente (STUBBINGS; BIGWOOD, 2009). O Codex Alimentarius 

estabelece um limite de 70-120% na recuperação de analitos, para validação do 

método de extração (CODEX, 2009). Dessa forma, neste estudo foi utilizado o 

dispersivo contendo a combinação de C-18 e PSA, que apresentou excelentes 

resultados de recuperação dos analitos (> 89%). Portanto, esses adsorventes 

aparecem como opção na limpeza de amostras de tecidos para análise de resíduos. 

 

5.1.4 Limite de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

O limite de quantificação do método foi determinado pelo primeiro nível da 

curva de calibração (20 μg/kg) de cada analito e tecido estudado (BRASIL, 2011b). 

Os valores de recuperação para esse nível de fortificação estão mostrados na Tabela 

6. Foram obtidos boa recuperação e coeficiente de variação menor que 12% para os 
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analitos estudados. Os valores encontrados demonstram que o método é capaz de 

quantificar com exatidão resíduos acima de 20 μg/kg. 

O limite de detecção do método foi estimado em 10 μg/kg, como sendo a 

metade do LQ. Em que as relações sinal/ruído foram superiores a 3 para todos os 

analitos e tecidos estudados.  

Na análise de resíduos de drogas, a aplicação de LC-MS/MS é recomendada 

devido à sua maior seletividade e sensibilidade. Valores de LQ de 12,5 μg/kg para 

músculo e fígado, 18,8 μg/kg para rim e LD na faixa de 2,0 - 9,8 μg/kg foram 

encontrados por Lucatello et al. (2015). Valores mais baixos foram encontrados em 

outros estudos, LQ de 2 μg/kg e LQ de 0,5 μg/kg em músculo de frango (ZHANG et 

al., 2018) e LQ de 9,7 μg/kg para ENR e 13,8 para CIP e LOD 4,5 μg/kg para ENR e 

3,2 μg/kg para CIP em fígado de frango (MOGHADAM et al., 2016). Embora o método 

proposto neste trabalho tenha apresentado valores maiores de LD, o método atende 

os requisitos da legislação a respeito do LMR e, portanto, pode ser utilizado na 

quantificação de resíduos de antimicrobianos. 

Os estudos mencionados calcularam o LD e LQ com base no desvio padrão 

das interceptações em y e a média das inclinações das curvas de calibração. Neste 

estudo, optou-se por determinar o LD e LQ com base no menor valor da curva de 

calibração, já que atende o objetivo de quantificar os resíduos de ENR e CIP nos 

tecidos até níveis do LMR. Os valores determinados neste estudo garantem o controle 

dos níveis de resíduos na carne, sendo financeiramente viável a análise em escala 

industrial. 

 

5.1.5 Limite de decisão (CCα) e capacidade de detecção (CCβ) 

Os valores de CCα e CCβ, calculados a partir do desvio padrão de 20 

amostras brancas fortificadas no nível de 50 μg/kg, estão descritos na Tabela 6. Os 

valores para CCα e CCβ são maiores para CIP para todos os tecidos, que pode ser 

explicado pelos maiores valores do coeficiente de variação para esse analito. Em 

contrapartida, valores de CCα de 57,2 μg/kg para CIP e 55,9 μg/kg para ENR e CCβ 

de 60,6 μg/kg para CIP e 61,8 μg/kg para ENR foram encontrados em outro estudo 

com amostras de músculo de frango. Os valores de CCα e CCβ são calculados com 
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base nos coeficientes de variação de cada método e por isso valores diferentes são 

encontrados de acordo com as individualidades de cada método. 

 
 
Tabela 6 - Valores de CCα, CCβ, LD, LQ e recuperação no nível de 20 ug/kg para cada analito e 
tecido estudado. 

Tecido Analito 
μg/kg 

 
20 μg/kg 

CCα CCβ LOD LOQ % Recuperação % CV 

Músculo 
ENR 62,33 74,45 10 20  98,4 10,80 

CPR 64,78 81,09 10 20  96,2 11,65 

Fígado 
ENR 61,22 72,24 10 20  101,2 3,47 

CPR 66,83 82,39 10 20  97,8 8,91 

Rim 
ENR 61,96 73,98 10 20  97,7 11,04 

CPR 65,33 80,57 10 20  100,8 9,31 

Fonte: Autor (2020) 

 
O limite de decisão (CCα) e a capacidade de detecção (CCβ) levam em 

consideração a variabilidade do método e o risco estatístico (FEDDERN et al., 2018). 

Por isso, os valores encontrados foram considerados satisfatório para a análise. 

 
 

5.2 Depleção de ENR e CIP em tecidos de frangos de corte 

Os resultados obtidos nas análises do tratamento controle demonstraram não 

haver resíduo dos medicamentos testados para nenhum dia de coleta, demonstrando 

que não houve contaminação durante o alojamento das aves, tratamentos das aves, 

coleta dos materiais ou extração dos tecidos. 

Após a administração, a ENR é biotransformada em CIP (MORALES-

GUTIÉRREZ et al., 2015). Considerando esta biotransformação, a legislação 

brasileira determina o LMR para a soma de ENR+CIP em frangos de corte como 100 

μg/kg para músculo, 200 μg/kg para fígado e 300 μg/kg para rim (BRASIL, 2019). Para 

garantir carne de frango segura aos consumidores, o tempo de carência deve ser 

respeitado. O experimento de depleção mostrou que, após 3 dias, os valores médios 

de ENR + CIP foram de 48,73 e 147,4 μg/kg no músculo e no fígado, respectivamente, 

e não detectados no rim (Tabela 7, 8 e 9). Todos esses valores são aceitáveis e não 

excederam o LMR. 
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Tabela 7 - Concentrações de ENR e CIP em amostras de músculo para cada dia de coleta. 

Tempo após última dose 

(dias) 

Concentração ± DP (μg.kg-1) 

ENR CIP ENR+CIP 

1 727.33 ± 84.83a 98.51 ± 14.09a 825.84 ± 85.40ª 

2 192.45 ± 45.41b 19.25 ± 4.46b 211.7 ± 48.21b 

3 24.63 ± 6.53c 24.1 ± 4.14c 48.73 ± 8.67c 

4-10 nd nd Nd 

nd: não detectado. Limite de detecção: 10 μg.kg-1 

*Médias seguidas de mesma letra, para cada coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo 
teste de Tukey a nível de 5% de significância. 

Fonte: Autor (2020) 

 

Na Tabela 7 estão apresentados os resultados de depleção para os analitos 

testados em músculo. No terceiro dia após a última dose de ENR tem-se valores para 

a soma de ENR+CIP abaixo do LMR estabelecido pela legislação brasileira (BRASIL, 

2019). Um estudo realizado por San Martin et al. (2009), em que frangos foram 

tratados com 10 mg/kg de diferentes formulações de ENR comercial à 10%, 20%, 80% 

e 16%, definiu um tempo  de 4, 3, 3 e 5 dias, respectivamente, para diminuir a 

concentração de resíduos em músculo de frango a níveis aceitáveis determinado pela 

UE (100-200 μg/kg para músculo e rim respectivamente). Esses resultados 

associados aos dados obtidos neste estudo demonstram a diversidade no tempo de 

carência para diferentes formulações do antibiótico. 

 São registrados no Brasil 14 produtos de ENR e os tempos de carência 

determinado pelo fabricante variam de 2 a 13 dias (SIDAN, 2020). Considerando o 

menor tempo indicado pelos fabricantes dos produtos de ENR (2 dias), foi detectado, 

neste estudo, uma quantidade de 211,7 μg/kg de ENR+CIP em músculo. 

Considerando então que o consumo per capta de carne de frango no Brasil está em 

torno de 42,3 kg/hab (ABPA, 2020), no período de um ano, o consumidor poderia 

ingerir 8891,4 μg de resíduos destes antimicrobianos, o que poderia levar a toxicidade, 

reações alérgicas, e agravar a problemática de resistência. 

A CIP é utilizada no tratamento humano de diversas infecções, como do trato 

respiratório, em casos de pneumonias causadas por Klebsiella spp., Enterobacter 

spp., Proteus spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Haemophillus spp., 

Moraxella catarrhalis, Legionella spp. e Staphylococci; infecções do ouvido médio; 

sinusite; olhos; rins e/ou trato urinário eferente; órgãos genitais; cavidade, pele e 

tecidos moles; ossos e articulações e sepse (ANVISA, 2007). O consumo excessivo 
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desse medicamento leva a ocorrência de resistência antimicrobiana, o que dificulta o 

tratamento de todas essas doenças, podendo ter um agravamento da situação do 

paciente. 

Diante de todo esse cenário, ressalta-se a importância em determinar o tempo 

de carência para ENR e CIP, a fim de garantir quantidades inferiores ao LMR na carne 

para consumo. Além disso, é necessário o conhecimento prévio a respeito das 

formulações comerciais, uma vez que os dados são diferentes para cada produto. 

 

Tabela 8 - Concentrações de ENR e CIP em amostras de fígado para cada dia de coleta. 

Tempo após última dose 
(dias) 

Concentração ± DP (μg.kg-1) 

ENR CIP ENR+CIP 

1 1330.31 ± 71.77a 986.63 ± 66.49a 1158.48 ± 65.07ª 

2 200.1 ± 7.35b 171.27 ± 8.65b 371.37 ± 12.61b 

3 77.46 ± 3.44c 69.94 ± 6.51c 147.4 ± 5.69c 

4 52.8 ± 8.55cd 43.91 ± 8.90cd 96.71 ± 13.16cd 

5 35.02 ± 9.51de 30.51 ± 4.95de 65.53 ± 12.94de 

6 12.97 ± 2.03e 18.03 ± 2.89e 31.00 ± 3.66e 

7-10 nd nd Nd 

nd: não detectado. Limite de detecção: 10 μg.kg-1 

*Médias seguidas de mesma letra, para cada coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo 
teste de Tukey a nível de 5% de significância. 

Fonte: Autor (2020) 

 

Os resultados expostos na Tabela 8 demonstram que o fígado apresenta 

valores detectáveis mais longos que os outros tecidos estudados, até 6 dias após o 

tratamento e apresenta as maiores concentrações dos analitos. Estes dados são 

semelhantes aos de Kalpana et al. (2012), que administraram ENR a 10 mg/kg em 

frangos por via oral e analisou fígado, rim, músculo e pele mais tecido adiposo, 

detectando o medicamento somente em fígado até 10 dias após o tratamento. O 

fígado é o principal local de biotransformação de medicamentos, a fim de facilitar a 

excreção biliar, filtração glomerular e secreção tubular renal (LAUREN; TREPANIER, 

2013). Neste caso, o fígado é determinante para análise de resíduos, já que pode 

transferir quantidades significativas de antibióticos ao consumidor. 

No entanto, a legislação estabelece valores de LMR de 200 μg/kg para esse 

tecido e no terceiro dia após a administração do medicamento essa condição é 

atingida. Período de tempo similar foi encontrado por Bonassa et al. (2017), que 
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analisou o tempo de carência para ENR+CIP em frangos tratados via gavagem com 

10 mg/kg de ENR comercial a 25% e encontrou um tempo de 4-5 dias. Portanto, 

embora nesse estudo o tempo de 3 dias apresentou-se suficiente para reduzir a 

concentração de antimicrobiano a valores aceitáveis, é necessário estabelecer um 

tempo de segurança para não haver riscos à saúde do consumidor. 

Valores de depleção para as amostras de rim estão apresentados na Tabela 

9. Os dados da tabela demonstram que no segundo dia após a administração do 

antimicrobiano, as concentrações detectadas já estão em conformidade com o LMR 

(300 μg/kg), similar ao estudo de Bonassa et al. (2017) que também administraram 

ENR comercial na dosagem de 10 mg/kg e encontraram 3 dias de tempo de carência 

em amostras de rim. 

 

Tabela 9 - Concentrações de ENR e CIP para amostras de rim para cada dia de coleta. 

Tempo após última dose 

(dias) 

Concentração ± DP (μg.kg-1) 

ENR CIP ENR+CIP 

1 374.71 ± 9.07a 91.01 ± 1.75a 465.72 ± 9.58ª 

2 64.37 ± 2.68b 19.74 ± 2.73b 84.11 ± 4.48b 

3-10 Nd nd nd 

nd: não detectado. Limite de detecção: 10 μg.kg-1 

*Médias seguidas de mesma letra, para cada coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo 
teste de Tukey a nível de 5% de significância. 

Fonte: Autor (2020) 

 

A maioria dos medicamentos é eliminada por uma combinação de 

biotransformação (principalmente no fígado) e excreção através dos rins (LANDONI; 

ALBARELLOS, 2015). Quando não são totalmente excretados, podem haver resíduos 

de antibióticos nos rins, por isso a importância em analisar este tecido. 

 

5.3 Resistência de microrganismos à antimicrobianos 

Os antibióticos administrados que não são totalmente metabolizados são 

liberados no meio ambiente e acabam poluindo a água, esterco ou solo. Em 

consequência disso há a transferência de cepas também para o ambiente e à 

exposição constante aos níveis desses antibióticos levam ao aumento da incidência 

de resistência em toda a cadeia (MANYI-LOH et al., 2018). A ENR foi detectada na 
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excreta de aves e no solo, representando uma fonte de poluição para o meio ambiente 

(LEAL et al., 2012). Para avaliar a influência do material fecal na resistência de 

Salmonella spp., amostras de fezes foram analisadas.  

Um total de 123 cepas de Salmonella spp. foram isoladas a partir de amostras 

de fezes de aves. A Tabela 10 apresenta o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos 

testados e a diferença de comportamento para Salmonella isolada e Salmonella 

associada ao material fecal. 

 

Tabela 10 - Sensibilidade a antimicrobianos para Salmonella isolada e presente no material fecal 

Sensibilidade de Salmonella sp. a antimicrobianos % 

Antimicrobiano (mg/kg) 
isolada no material fecal 

Resistente Sensível Resistente Sensível 

Enrofloxacina (10) 
 

0,0 100,0 60,2 39,8 

Amoxicilina (20) 100,0 0,0 100,0 0,0 

n=123 

Fonte: Autor (2020) 

 

Salmonella spp. quando isolada demonstrou sensibilidade para a ENR e 

resistência para amoxicilina. Porém, houve uma menor sensibilidade para a ENR 

quando associada ao material fecal. Somente 39,8% das cepas testadas foram 

sensíveis para o antimicrobiano, o que demonstra que as cepas isoladamente tendem 

a ser menos resistentes que a população como um todo, ou seja, os micro-organismos 

naturalmente resistentes podem proteger os outros da ação do antimicrobiano 

(BECATTINI et al., 2016).  

Os resultados demonstram que Salmonella spp. teve comportamento 

diferente em contato com o material fecal. As fezes podem ter alterado as condições 

do experimento, devido a composição, concentração de nutrientes, pH do meio, entre 

outros fatores. O material fecal presente no estudo foi capaz de aumentar a 

capacidade de sobrevivência da Salmonella spp. em contato com o antimicrobiano, 

relacionado com a alteração da permeabilidade e transporte celular (AHN et al., 2013).  

Além disso, alguns estudos têm relacionado o aumento da resistência à 

presença das bombas de efluxo, que são capazes de eliminar substratos nocivos às 

células (AUDA et al., 2020; LI et al., 2019). Assim, a redução na sensibilidade de ENR 

associada ao material fecal pode estar relacionada com a composição das fezes 

associada as bombas de efluxo presente no micro-organismo. 
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Alguns estudos sobre a influência da suplementação de antimicrobianos na 

microbiota fecal de frangos de corte demonstraram que há alterações significativas na 

associação microbiana do trato gastrointestinal (TGI) (COSTA et al., 2017; SINGH et 

al., 2013). Desta forma, a utilização de antimicrobianos pode ter interações com a 

microbiota presente no TGI dos frangos e diminuir a eficácia no controle da Salmonella 

spp., pois cepas resistentes suportam o estresse produzido pelo antibiótico e 

melhoram a sobrevivência dos constituintes menos resistentes da população, em 

parte pela produção de indol, uma molécula sinalizadora capaz de fornecer proteção 

para outras células mais vulneráveis (LEE et al., 2010). 

Os antibióticos exercem uma pressão seletiva que impulsiona o 

desenvolvimento rápido de cepas resistentes, o que requer diversas mutações no 

DNA ou a transferência de genes de resistência. Os genes de resistência se espalham 

entre as bactérias através da conjugação, transdução e transformação e esse 

processo é desencadeado pela exposição a antimicrobianos (BECATTINI, 2016).  O 

trato gastrointestinal possui uma grande variedade de micro-organismos e é provável 

que a utilização de antimicrobianos promova a difusão de genes de resistência na 

microbiota, explicando a diminuição na sensibilidade da Salmonella associada a 

microbiota. 

Entre as 124 amostras de fezes coletadas, apenas uma apresentou resultado 

negativo para Salmonella spp. Portanto, foram isolados um total de 123 cepas de 

Salmonella e todas foram tipificadas como Salmonella Heidelberg. A Salmonella 

enterica subespécie enterica sorovar Heidelberg é um sorotipo importante em 

infecções humanas e o terceiro sorotipo mais isolado de amostras de frango de varejo 

(GIERALTOWSKI et al., 2016, EDIRMANASINGHE et al., 2017).  

No Brasil, a S. Heidelberg demostra alta prevalência e está associada à 

resistência a diferentes antimicrobianos, ácido nalidíxico, tetraciclina, ampicilina, 

cefalotina (PANDINI et al., 2015; VOSS-RECH et al., 2015, BRASIL, 2012). O 

Programa Nacional de Monitoramento da Prevalência e da Resistência Bacteriana em 

Frango (PREBAF), que avaliou o perfil de sensibilidade de cepas de Salmonella spp. 

em carcaças de frango demonstrou a prevalência da S. Heidelberg no país e a 

resistência desse sorotipo para quatro diferentes classes de antimicrobianos, incluindo 

as quinolonas (BRASIL, 2010). 

Estudos realizados avaliando os genes de resistência para S. Heidelberg 

exibiram uma ampla diversidade de genes relacionados a resistência e também a 
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capacidade de transferências horizontais desses genes (DEBLAIS et al., 2018). 

Portanto, a disseminação desse sorovar aliado a incidência de resistência 

apresentada neste trabalho demonstram a importância de uma abordagem mais 

aprofundada sobre esse sorovar. 

A ENR e a Amoxicilina são antimicrobianos de amplo espectro de ação e 

utilizados no tratamento de uma grande variedade de infecções (ROCHA et al., 2011). 

Um relatório sobre uso e comercialização de medicamentos veterinários em frango de 

corte mostrou que estes antibióticos estão entre os medicamentos mais empregado 

no controle com função preventiva na fase de terminação em frangos de corte no 

Paraná (PARANÁ, 2005). Por isso, o interesse em estudar esses antimicrobianos e 

determinar sua eficácia contra Salmonella spp. 

Na Tabela 11 estão os resultados para sensibilidade da Salmonella 

Heidelberg para os antimicrobianos testados. De acordo com os resultados 

apresentados os isolados de Salmonella demonstraram resistência a três 

antimicrobianos testados e para a ENR há uma sensibilidade intermediária, 

demonstrando redução na eficácia desse medicamento no controle de S. Heidelberg. 

 

Tabela 11 - Perfil de sensibilidade a antimicrobianos para Salmonella Heidelberg isoladas em 
amostras de fezes de frangos. 

 Número de isolados (%) 

Antimicrobianos (μg) Sensível Intermediário Resistente 

Amoxicilina (10) 0 (0,0) 0 (0,0) 123,0 (100) 

Amoxicilina/Ácido Clavulânico (30) 0 (0,0) 0 (0,0) 123,0 (100) 

Canamicina (10) 115 (93,5) 8 (6,5) 0 (0,0) 

Gentamicina (10) 123 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Neomicina (10) 73 (59,4) 49 (39,8) 0 (0,0) 

Ceftiofur (30) 0 (0,0) 1 (0,8) 122 (99,2) 

Colistina (10) 123 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Enrofloxacina (5) 37 (30,1) 85 (69,1) 0 (0,0) 

Norfloxacina (5) 123 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Ciprofloxacina (5) 122 (99,2) 1 (0,8) 0 (0,0) 

Fosfomicina (50) 123 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Lincomicina + Espectiomicina (10) 123 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Tetraciclina (30) 0 (0,0) 0 (0,0) 123 (100,0) 

             n= 123 

Fonte: Autor (2020) 
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A sensibilidade de 30,1% das amostras testadas para a Enrofloxacina é uma 

preocupação para a utilização desse antimicrobiano no tratamento de frangos de 

corte. A sensibilidade reduzida desse composto também foi relatada na China, em que 

foram isolados de carne de aves de varejo, com prevalência dos sorovares S. 

Enteritidis, S. Indiana e S. Typhimurium (YANG et al., 2020). A susceptibilidade 

reduzida (resistência intermediária) das fluoroquinolonas (Enrofloxacina), representa 

uma ameaça à saúde pública, já que essas classes de antimicrobianos são 

comumente utilizadas no tratamento de salmoneloses em humanos e animais 

(GIURIATTI et al., 2017). 

Ainda sobre as fluoroquinolonas, a resistência à CIP está ausente no presente 

estudo, bem como entre os isolados de S. Typhimurium, S. Paratyphi A, S. Enteritidis 

e S. Kentucky de carne de frango no Egito (MOAWAD et al., 2017). Em contrapartida, 

64,2% dos isolados com predominância de S. Enteritidis, S. Indiana e S. Typhimurium 

na China não eram sensíveis a esse antimicrobiano (Yang et al., 2020) e também 52% 

dos isolados com prevalência de S. Schwarzengrund apresentaram resistência em 

estudo realizado no Brasil (PENHA FILHO et al., 2019). O resultado demonstra que 

esse antimicrobiano ainda é eficaz no tratamento de doenças causadas por 

Salmonella Heidelberg, porém estudos com diferentes sorovares e diferentes 

localizações tendem a ter outros resultados. Por isso, há a necessidade de avaliar 

todos os parâmetros na escolha do melhor medicamento para cada caso. 

Na Tabela 12 estão apresentados os antimicrobianos que não foram eficazes 

no controle de Salmonella Heidelberg e suas respectivas classes. Os isolados de 

apresentaram resistência para três classes distintas de antimicrobianos (Penicilinas, 

Cefalosporinas e Tetraciclinas). Os resultados demonstram um problema global, já 

que o desenvolvimento de multirresistência dificulta o tratamento de doenças 

ocasionadas por esse micro-organismo.  

 

Tabela 12 – Antimicrobianos ineficientes no controle de S. Heidelberg e suas respectivas 
classes. 

Classe Antimicrobiano Resistente (%) 

Penicilinas 
Amoxicilina 100 

Amoxicilina com Ácido Clavulânico 100 

Cefalosporinas Ceftiofur 99,19 

Tetraciclinas Tetraciclina 100 

Fonte: Autor (2020) 
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Os antimicrobianos da classe das penicilinas e tetraciclinas também 

apresentaram resistência em outros estudos realizados. Foi detectado resistência 

para amoxicilina em 75,3% dos isolados de S. Albany, S. Schwarzengrund e S. Hadar 

de intestino e fezes de perus em Taiwan (YEH, 2018). Um estudo realizado com 

amostras de swab de cloaca e produtos avícolas, foi encontrada resistência em 80% 

dos isolados de S. Typhimurium e S. Enteritidis. para Amoxicilina e 64,5% para 

Tetraciclina (KHAN, 2019). Em outro estudo com isolados de granjas no sudeste dos 

Estados Unidos foi observado que 63% das Salmonella spp. eram resistentes a 

Tetraciclina (VELASQUEZ et al., 2018). Demonstrando a elevada incidência de 

resistência para esses antimicrobianos em diferentes locais e também com diferentes 

sorovares isolados. 

As cefalosporinas são os principais medicamentos para o tratamento de 

infecções bacterianas graves em humanos e animais (WONG et al., 2014; KIM et al., 

2016). Os resultados indicam haver resistência a esse tipo de antimicrobiano o que 

pode representar um grande problema de saúde pública, pois indica limitações no 

tratamento de infecções causadas por Salmonella em humanos. Associado a isso, 

duas outras classes apresentaram os mesmos resultados, diminuindo as opções de 

antimicrobianos efetivos e demonstrando a necessidade de alternativas para a melhor 

eficácia no controle desse patógeno. 
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6 CONCLUSÃO 

Considerando todos os parâmetros de validação analisados, o método 

apresentado em nosso estudo teve boa recuperação e sensibilidade, sendo aplicável 

à análise de rotina dos resíduos de ENR e CIP nas indústrias avícolas.  A transferência 

de resíduos na cadeia alimentar favorece a resistência a antimicrobianos. Assim, é 

importante determinar o tempo de carência para os antimicrobianos. Este estudo 

demonstrou que 3 dias foram suficientes para diminuir a concentração dos resíduos 

de ENR e CIP para valores abaixo do LMR nas amostras avaliadas. A presença de 

material fecal mostrou influência no resultado de resistência a ENR, diminuindo a 

sensibilidade de S. Heidelberg. O surgimento e a disseminação de Salmonella 

resistente a antimicrobianos, bem como os resíduos presentes na carne para 

consumo e no ambiente, tem importantes implicações na saúde pública, já que o uso 

comum de antimicrobianos podem afetar negativamente o tratamento de doenças 

causadas em humanos, podendo levar a uma antibioticoterapia ineficiente e leva a 

complicações mais graves. 
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ANEXO A – Figura demonstrando as transcrições para ENR e CIP em músculo, fígado 
e rim. 

Figura 2 - Cromatograma para ENR e CIP em músculo, fígado e rim. 

 

Legenda: A – Cromatograma de ENR e CIP em músculo; B – Cromatograma de ENR e CIP em fígado; 
C – cromatograma de ENR e CIP em rins. Tempo de retenção de 4,7 para CIP e 5 para ENR. 
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