Ciéncia Animal, v.31, n.4, p.9-20, 2021.

MELHORIA DA EFICACIA DO FLORFENICOL NO TRATAMENTO
DE PNEUMONIA CAPRINA CAUSADA POR Pasteurella
multocida E Mannheimia haemolytica

(Improving the effectiveness of florfenicol in the treatment of caprine pneumonia
by Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica)

Emanuely Ramos TAMEIRAO!; Laura Gaspar SCALDAFERRI;
Sheila Rezler WOSIACKI?; Hugo Shisei TOMA!; Marcos FERRANTE'*

'Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras, Campus Universitario,
Aquenta Sol, Lavras/MG. CEP: 37.200-900; 2Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual de Maringa. *E-mail: marcos.ferrante@ufla.br

RESUMO

O objetivo do presente trabalho ¢ avaliar a eficacia do tratamento do florfenicol na dose tradicional de 20mg/kg,
administrado por via intramuscular e intravenosa, no tratamento de pneumonia por Pasteurella multocida e
Mannheimia haemolytica, utilizando o modelamento farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD). Para isso, foi
realizada uma simulagdo de Monte Carlo dos pardmetros farmacocinéticos e farmacodinamicos, em seguida,
efetuou-se o modelamento PK/PD para determinar as taxas de eficacia no tratamento dessa infec¢do bacteriana,
segundo o valor da concentracdo inibitoria minima (CIM) das bactérias, considerando o intervalo de 0,125 -
4pug/mL. Pela via intramuscular, a probabilidade de se atingir o indice de erradicagdo bacteriologica foi de 100%,
com a CIM de até 0,25ug/mL, efeito bactericida de 100% com CIM até 0,5ug/mL e efeito bacteriostatico de 100%
com CIM até 1pg/mL. Ja pela via intravenosa, a probabilidade de erradicagdo bacteriologica foi de 100% com
CIM até 0,5pg/mL e efeito bacteriostatico com probabilidades de 100% e 83% com CIMs de 2 ¢ 4ug/mL,
respectivamente. O tratamento com florfenicol na dose de 20mg/kg, via intramuscular, diminuiu de forma
significativa para infecgdes causadas por microrganismos com CIM superior a 0,5ug/mL, porém, pela via
intravenosa, os efeitos antibacterianos foram eficientes para CIMs maiores, como as de 2 e 4ug/mL (p<0.01). Este
estudo evidencia a necessidade de se incorporar no protocolo terapéutico o isolamento bacterioldgico e levar em
consideracao a via de administragdo para que haja a otimizacao da dose tradicional, a fim de evitar falhas na terapia
antimicrobiana, potencializando uma resisténcia microbiana.

Palavras-chave: Antibioticoterapia, infecg¢@o bacteriana, medicina individualizada.

ABSTRACT

The objective of the present work is to evaluate the efficacy of the treatment of florfenicol in the traditional dose
of 20mg/kg administered intramuscularly and intravenously, in the treatment of pneumonia by Pasteurella
multocida and Mannheimia haemolytica, using pharmacokinetic / pharmacodynamic modeling (PK/PD). A Monte
Carlo simulation of the pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters was carried out, and then the PK / PD
modeling was performed to determine the efficacy rates in the treatment of this bacterial infection, according to
the minimum inhibitory concentration (MIC) value of the bacteria, considering the range of 0.125 - 4pg/mL.
Through the intramuscular route, the probability of reaching the bacteriological eradication rate was 100%, with
the MIC up to 0.25pg/mL; bactericidal effect of 100% with MIC up to 0.5pg/mL and bacteriostatic effect of 100%
with MIC up to 1pg/mL. Intravenously, the probability of bacteriological eradication was 100% with MIC up to
0.5pug/mL and bacteriostatic effect with probabilities of 100% and 83% with MICs of 2 and 4pug/mL, respectively.
Treatment with florfenicol at a dose of 20mg/kg, intramuscularly, decreased significantly for infections caused by
microorganisms with MIC greater than 0.5ug/mL, however, intravenously the antibacterial effects were efficient
for MICs larger than those of 2 and 4ug/mL (p<0.01). This study highlights the need to incorporate bacteriological
isolation into the therapeutic protocol and take into account the route of administration in order to optimize the
traditional dose in order to avoid flaws in antimicrobial therapy, enhancing microbial resistance.
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INTRODUCAO

A caprinocultura ¢ bastante expressiva no Brasil, principalmente na Regido Nordeste,
na qual oferece, a populagdo, emprego e fonte de renda, através da produgdo de leite, carne e
pele caprina (COSTA et al., 2008).

Uma das enfermidades que acometem caprinos de todas as idades, de carater mundial,
¢ a pneumonia. Os patogenos do trato respiratério, isolados nessa espécie, mais comuns sao as
bactérias Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida (HAWARI, 2008). Quanto ao
tratamento, estudos demonstram que o antibidtico de amplo espectro florfenicol € ativo in vitro
e in vivo contra Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Haemophilus somnus
(LOBELL, 1994). Os estudos feitos por Elitok et al. (2015) indicam que h& uma eficécia clinica
comprovada no tratamento de pasteurelose caprina usando florfenicol, sendo este, portanto, um
farmaco de escolha para pneumonia bacteriana em cabras.

Com o advento da multirresisténcia as drogas antimicrobianas, ¢ idealizado fazer o
tratamento apos uma cultura de sensibilidade do fArmaco a bactéria causadora da infeccao, por
meio do teste da concentracdo inibitdria minina (CIM) (BOOTHE et al., 2015). O modelamento
PK/PD, juntamente com a aplicacdo de um método de simulagdo de Monte Carlo, permite
estabelecer a avaliacdo e otimizagao de doses terapéuticas dos antibidticos (WEI et al., 2017).

Para o florfenicol, o indice PK/PD adequado ¢ indicado pela area sob a curva (ASC)
de tempo de concentragdo plasmatica, de 0 a 24 horas, sobre a CIM dos microrganismos
infectantes (ASC24/CIM) (AHMAD et al., 2016). Esse indice, entdo, determina qual sera o
efeito diante da dose administrada, que como demonstrado por Dorey (2017), pode ter o efeito
bacteriostatico, bactericida ou de erradicacdo bacteriologica, este ocorre quando a redugdo do
nimero de bactérias ¢ maior que 4log10.

Portanto, a simulacdo de Monte Carlo, juntamente com os pardmetros PK/PD,
possibilita estimar a resposta antibiotica no organismo animal, procurando o sucesso na terapia
com reducao da resisténcia bacteriana.

O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito do florfenicol nas doses de 20mg/kg
para o tratamento de pneumonia por Pasteurella multocida e Mannheimia haemolytica, com
diferentes CIMs, em cabras, utilizando o modelamento PK/PD.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental e origem dos dados

A analise da eficacia foi feita através da simulacdo de Monte Carlo e o tratamento foi
realizado com o florfenicol na dose de 20mg/kg, via intramuscular e intravenosa, em cabras,
segundo o valor da CIM bacteriana isolada, no intervalo de 0.125 - 4pg/mL.

Os valores farmacocinéticos (PK) foram adquiridos a partir de um estudo realizado em
cabras (n=6), no qual foram determinadas as concentracdes plasmaticas até 24 horas apds a
administracdo do farmaco, sendo que as concentragdes séricas de florfenicol foram feitas
mediante dois métodos analiticos: ensaio microbioldgico e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. No estudo realizado por Verma et al. (2009), foram determinados os valores de ASC
0-24 horas das concentragdes plasmaticas de 27,6+1,03 e 63,22+7,6ug h/mL, apds a dose de
20mg/kg, via intramuscular e intravenosa, respectivamente (Fig. 01).
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Figura 01: Concentracdo plasmatica do florfenicol (20mg/kg) em fungdo do tempo de
administracdo em cabras, por via intramuscular e intravenosa e concentragdes inibitérias
minimas das bactérias infectantes. (Adaptado de VERMA et al., 2009)

Modelamento PK/PD e Simula¢iao de Monte Carlo

Apos a coleta dos dados de area sob a curva (ASC), foram simulados valores para uma
populagao de 10.000 individuos (ODA, 2011 e SHARMA et al., 2016). Em seguida, foi
avaliada a eficacia para cada individuo, tomando como parametro os indices PK/PD da area sob
a curva da concentragdo plasmatica, em fun¢dao do tempo (0-24 horas), pela concentracao
inibitéria minima (90) (ASC24/CIMoo), estabelecidos por Dorey et al. (2017) (Fig. 02).

ASCaa

Concentraciéo

24h Tempo

Figura 02: Relacdo entre os parametros farmacocinéticos (PK) e farmacodindmicos (PD).

Obs.: PK = area sob a curva de tempo de concentragéo no plasma de 0 a 24 horas (ASCa4); PD = concentragao
inibitéria minima (CIM). (Adaptado de AHMAD et al., 2016)

A eficacia do efeito antibacteriano da dose tradicional do florfenicol foi determinada
em trés niveis de inibi¢ao do crescimento microbiano, sdo eles: agdo bacteriostatica, bactericida
e erradicacdo bacteriologica, isto ¢, quando a reducdo bacteriana ¢ maior que 4 Log (Fig. 03).
Os indices ASC24/CIMgy que indicam efeito bacteriostatico, bactericida e erradicagao
bacteriologica, foram 14, 43 e 63, respectivamente (DOREY et al., 2017).
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Figura 03: Relacao entre a area sob a curva de tempo de concentragdo no plasma de 0 a 24
horas (ASC»4) e concentragdo inibitéria minima (CIM).

Obs.: em funcdo da contagem bacteriana de unidades formadoras de coldnias a partir da contagem inicial (logio
UFC/mL). (Adaptado de DOREY et al., 2017)

Analise Estatistica

A andlise estatistica e a simulacao de Monte Carlo foram realizadas no programa Excel
(ODA, 2011; SHARMA et al., 2016). A andlise estatistica foi realizada no programa Excel e
no programa BioEstat 5.0. Foram comparadas as taxas de eficacia correspondentes a cada CIM
estudada mediante o teste de independéncia do Qui-Quadrado com uma significancia ao nivel
de 1% (p<0,01).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O florfenicol é um antibiotico analogo ao cloranfenicol, mas possui largo espectro de
acdo, além de ter boa capacidade de distribui¢do pelos tecidos. A presenca de um atomo de
flior em sua molécula impede a acetilagio promovida pela enzima -cloranfenicol-
acetiltransferase, tornando as cepas bacterianas que sdo resistentes ao cloranfenicol e ao
tianfenicol sensiveis ao florfenicol (PARK et al., 2008).

O florfenicol ¢ um antibidtico de amplo espectro, eficaz contra muitos organismos
Gram-positivos e Gram-negativos. Tradicionalmente, o florfenicol foi considerado de efeito
bacteriostatico (MOORE, 2009). No entanto, estudos PK/PD demonstram que, dependendo dos
indices ASC/CIM atingidos, seu efeito pode variar entre erradica¢do bacteriologica, efeito
bactericida ou efeito bacteriostatico (DOREY et al., 2017). O conceito de erradicacio
bacterioldgica corresponde a uma reducao da carga bacteriana de 4 log e permite identificar o
nivel de efeito antibacteriano associando com a cura bacterioldgica nos casos clinicos (LEES
etal., 2015; LEES et al., 2017; DOREY et al., 2017).

Sabe-se que o sucesso da antibioticoterapia também depende da relacdo entre a
concentragcdo da droga no sitio de infec¢do e a concentragdo inibitéria minima das bactérias
causadoras da infec¢do (Ahmad et al., 2016). Por isso, deve-se atentar para a importancia da
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escolha correta do fArmaco e da dose para o tratamento (BOOTHE et al.,2015; ABDELRAOUF
et al., 2017, BLOT et al., 2017). Nesse sentido, estudos de farmacocinética realizados com
florfenicol demonstraram a alta penetragao do fArmaco no tecido pulmonar. (QIAN et al., 2017;
YANG et al., 2017).

O florfenicol demonstrou ser eficaz no tratamento de pleuropneumonia causada por
micoplasma em cabras, ap6s uma unica dose de 20mg/kg, via intramuscular (WANG et al.,
2011). A eficacia, observada ap6s uma tinica dose, pode ter sido favorecida pelos baixos valores
de CIM (0,18+0,07pg/mL) descritos por Wang et al. (2011). Em outro estudo, realizado por
Ural et al. (2011), verificou-se que o tratamento com uma dose de 20mg/kg de florfenicol, pela
via subcutanea, foi eficaz em cordeiros com infec¢do natural por M. haemolytica no trato
respiratorio. Nesse caso, as bactérias foram isoladas e foi descrita sua sensibilidade ao
florfenicol, mas ndo foram descritos os valores de CIMs. Em relagdo a terapéutica clinica para
pasteurelose em cabras, a eficacia de florfenicol foi demonstrada em animais naturalmente
infectados, apos tratamento com duas administragdes na dose de 20mg/kg, via intramuscular,
separadas por 48 horas. Nesse estudo, também foram indicadas as susceptibilidades das cepas
causadoras da infec¢do, todavia, ndo foram descritos os valores das CIMs (ELITOK, 2015).

Portanto, a falta de conhecimento dos valores das CIMs das bactérias causadoras da
infeccdo, em todos esses estudos, indica que a extrapolacdo ndo deve ser feita para casos
clinicos causados por CIMs moderadamente elevadas, ou seja, infecgdes por bactérias com
CIMs superiores a 0,5ug/mL apresentaram baixa resposta ao tratamento, no entanto, isso
poderia ser revertido com o ajuste de dose para essa CIM superior especifica (Fig. 04).

Neste trabalho de simulacdo, foi possivel estimar a eficacia da dose tradicional de
20mg/kg de florfenicol, via intramuscular e via intravenosa, para o tratamento de pneumonia
em cabras, considerando as probabilidades de atingir o efeito desejado, e, também, a
susceptibilidade bacteriana frente as diferentes CIMs. Para bactérias com CIM de até
0,25pg/mL, a probabilidade de se obter a erradicagdo bacteriologica foi de 100%. Bactérias
com CIM de 0,5pg/mL apresentaram 100% de probabilidade de obter efeito bactericida e
bactérias com CIM de 1ug/mL apresentaram efeito bacteriostatico de 100%. Finalmente,
bactérias com CIMs de 2 e 4ug/mL ndo apresentaram resultados satisfatorios (Fig. 04).

Os resultados evidenciaram que, apos a administracao de 20mg/kg de florfenicol pela
via intravenosa, os efeitos antibacterianos foram eficientes para CIMs maiores, comparados
com os da via intramuscular (p<0,01). Para bactérias com CIM de até¢ 0,5ug/mL, a
probabilidade de se obter a erradicagdo bacterioldgica foi de 100%. Bactérias com CIM de
lug/mL apresentaram 51% de efeito de erradicacdo bacteriologica e 53% de probabilidade de
obter efeito bactericida, por fim, bactérias com CIMs de 2 e 4ug/mL apresentaram efeito
bacteriostatico de 100% e 83%, respectivamente (Fig. 05).

Os resultados demonstraram que a dose de 20mg/kg de florfenicol via intramuscular
(IM) e via intravenosa (IV) apresentam taxas de eficacia adequadas para o tratamento de
infec¢des por P. multocida e M. haemolytica, porém, com diferencas significativas segundo as
CIMs das bactérias. A andlise comparativa das taxas de eficacia estimadas para as duas vias
determinou que a administragdo IV apresentou melhor efeito de erradicagdo bacteriologica. No
entanto, mesmo a administracdo IV sendo mais eficaz com relagdo a via IM, a primeira
apresenta uma maior dificuldade de aplicacdo para o tratamento em condigdes a campo. Nesse

13
*E-mail: marcos.ferrante@ufla.br



Ciéncia Animal, v.31, n.4, p.9-20, 2021.

sentido, estimar as doses de aplicagdo da via intramuscular, com adequada eficicia para
bactérias com CIMs superiores, permitiria o uso dessa via mais pratico e com boa eficécia.
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Figura 04: Probabilidade de se atingir o indice ASC 24 /CIM ap6s o tratamento com a dose de
20mg/kg de florfenicol via intramuscular em cabras, de acordo com a distribuicdo de
frequéncias de CIM. (Baseado na simulagio de Monte Carlo, n=10.000)
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Figura 05: Probabilidade de se atingir o indice ASC 24 /CIM ap6s o tratamento com a dose de
20mg/kg de florfenicol via intravenosa em cabras, de acordo com a distribuigdo de frequéncias
de CIM. (Baseado na simulagio de Monte Carlo, n=10.000)

O desfecho da antibioticoterapia ¢ determinado principalmente pela resultante da
interagdo de dois parametros, a concentragdo do faArmaco no sitio da infecg¢do e a concentragao
requerida pela bactéria para inibir seu crescimento (CIM), para isso, os modelos PK/PD
permitem prever este desfecho a partir dos indices PK/PD, como o valor de AUC/CIM (LUO
et al., 2019). Logo, os resultados deste trabalho permitiram evidenciar como as diferencas das
farmacocinéticas, resultantes da via de administracdo, impactam na eficacia, demonstrando,
assim, a importancia de se respeitar a via de administracao estabelecida.
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Adicionalmente, a variabilidade da farmacocinética também pode ser influenciada
pelas diferencas de raga, idade, estado de satide e condigdes ambientais dos individuos
submetidos ao tratamento e, desta forma, impactar no sucesso terapéutico (MOSER et al.,
2019). Todas essas variagdes podem ser consideradas a partir dos calculos de doses realizados
com os modelos de farmacocinética baseados na fisiologia (PB/PK) (LEAVENS et al., 2012;
LIN et al., 2015; ABBIATI et al., 2017). Estes modelos sdo os principais alicerces para a
aplicacdo dos conceitos da medicina individualizada na pratica clinica (PARKER et al., 2015;
MEALEY et al., 2019; MOSER et al., 2019).

Por outro lado, a variabilidade da suscetibilidade bacteriana dentre isolados em uma
regido influencia no desfecho terapéutico da dose preconizada (REY et al., 2014; AHMAD et
al., 2015; CAO et al., 2015; BHARDWAI et al., 2018). Para evitar esse tipo de ocorréncia, as
doses devem ser baseadas no valor da CIM que inclua 95% dos isolados dessa bactéria,
conhecido como ponto de corte epidemioldgico (MILLER e REIMSCHUESSEL, 2006). O tao
conhecido avanco da resisténcia bacteriana produz alteracdes dessa dispersao de
susceptibilidade bacteriana, aumentando os pontos de corte epidemioldgico e tornando
obsoletas as doses terapéuticas preconizadas (WHO, 2015; ZHANG et al., 2016; SALMAN et
al.,2017, BHARDWAIJ et al., 2018; RAWAT et al., 2019).

No Brasil, escassos sdo os estudos de susceptibilidade bacteriana epidemiologica que
permitem realizar a otimiza¢do das doses preconizadas para utilizar sem necessidade de
verificar a CIM da bactéria infectante, porém, mediante os modelos PK/PD, ¢ possivel estimar
o efeito de uma dose baseada no valor da CIM da bactéria causadora da infecgdo, seja em um
caso clinico ou em uma populagdo especifica, como: rebanho; lote de frangos. (ROBERTS,
2011; AHMAD et al., 2016). Em um estudo de susceptibilidade epidemioldgica em 35 isolados
de P. multocida e M. haemolytica, realizado nos Estados Unidos, foram determinados valores
de CIMs entre 0,25 e 2pg/mL, com CIM 50 de 0,5pug/mL e CIM 90 de 1pg/mL (BERGE et al.,
2006).

Segundo Clothier et al. (2012), em outro estudo, também nos Estados Unidos, com 45
isolados de P. multocida, determinaram CIMs de 0,5 a 1pg/mL com uma moda de 1pg/mL.
Considerando que a distribui¢ao de susceptibilidade epidemioldgica do Brasil poderia ser
similar as apresentadas nesses estudos, este trabalho demonstra que hé falha de eficacia da dose
de 20mg/kg, principalmente quando administrada pela via intramuscular (Fig. 06). Deixando
em evidéncia a necessidade da realizagao de estudos epidemioldgicos de suscetibilidade, assim
como correspondentes estudos de ajuste das doses preconizadas, a fim de garantir o sucesso
terapéutico na caprinocultura brasileira e a diminui¢ao da geragdo de resisténcia ao florfenicol.

Diversos antibioticos sdo indicados para a terapéutica das infec¢des respiratorias
causadas por P. multocida e M. haemolytica em caprinos, como os macrolideos: tilmicosina,
tilosina, tulatromicina (CLOTHIER et al., 2012); as cefalosporinas de terceira geracao:
ceftiofur (BERGE et al., 2006); as quinolonas: enrofloxacina, marbofloxacina (BHARDWAJ
et al., 2018); os quais, segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), sdo considerados
antibidticos de “Mdéxima Prioridade” para a satide humana desde 2017. Outros antibioticos
também indicados sdo a amoxicilina-clavulanato e a oxitetraciclina (OLE-MAPENAY e
MITEMA, 1997; BERGE et al., 2006), considerados como “Grande Prioridade” e “Muito
Importante” pela mesma lista da OMS (WHO, 2015 ¢ 2017).
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Figura 06: Probabilidade de atingir o indice ASC24/CIM correspondente a erradicacao
bacteriologica apds o tratamento com 20mg/kg de florfenicol via intravenosa (IV) ou
intramuscular (IM) em cabras. (Baseado na simulagido de Monte Carlo, n=10.000)

Nesse sentido, florfenicol ¢ um farmaco que apresenta vantagem de escolha, uma vez
que ¢ do grupo “Muito Importante” da OMS, logo deveria ser indicado prioritariamente antes
dos antibioticos mencionados anteriormente, com excecao da oxitetraciclina que pertence ao
mesmo grupo. Porém, devido a desatualizagao das doses, a respeito dos valores de CIM atuais,
existe o risco de ndo apresentar eficidcia adequada e, como consequéncia, erronecamente
promover a escolha dos antibidticos dos grupos “Méxima Prioridade” e “Grande Prioridade”,
que deveriam ser utilizados em tltima instancia.

CONCLUSOES

O presente estudo permitiu determinar que o efeito de erradicagdo bacteriologica,
considerando a dose de 20mg/kg pela via intramuscular para o tratamento de infec¢des causadas
por P. multocida e M. haemolytica em cabras, tem altas taxas de eficacia frente a bactérias com
CIM de até 0,25ng/mL, no entanto, considerando a via intravenosa, a antibioticoterapia atinge
CIMs maiores, o efeito de erradicag@o chega até a CIM de 1pg/mL e o efeito bacteriostatico a
CIM até 4pg/mL. Portanto, para o tratamento de infecgdes por microrganismos com CIMs
superiores ¢ imprescindivel ajustar a dose terapéutica e se atentar a via de administragao
realizada. Ademais, o presente estudo demonstrou que sdo necessarios estudos que determinem
o perfil de susceptibilidade bacteriana das bactérias isoladas de casos clinicos brasileiros e
estudos adicionais para determinar o perfil farmacocinético do florfenicol em cabras de ragas
adaptadas ao Brasil, a fim de determinar a adequada dose do farmaco nesses animais.
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