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Eficacia in silico do florfenicol no tratamento de pododermatite
infecciosa por Fusobacterium necrophorum em ovelhas*

In silico efficacy of florfenicol in the treatment of Fusobacterium
necrophorum infectious pododermatitis in sheep
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Resumo

Objetivou-se comparar o efeito in silico do florfenicol nas doses de 20 e 30 mg/Kg em ovinos pelas vias intravenosa (IV) e
intramuscular (IM), usando a modelagem PK/PD. Realizou-se uma simula¢do de Monte Carlo com base nos dados de concentragéo
plasmatica de um estudo publicado anteriormente. Calculou-se a area sob a curva (ASC) e as taxas de eficacia do florfenicol para
os efeitos bacteriostatico, bactericida e de erradicagao bacteriolégica. A dose de 20 mg/Kg IV demonstrou efeitos de erradicagao
de 100, 93 e 0% para CIM de 0,5, 1 e acima, respectivamente. O efeito bacteriostatico foi de 99 e 90% para CIM de 4 e 2 ug/
ml, enquanto o bactericida foi de 14% para CIM de 2 pug/ml. A dose de 30 mg/Kg IV apresentou 100% de erradicagédo para CIM
de 1 yg/mL e 100% de efeito bactericida para CIM de 2 ug/mL. Ha 100% de efeito bacteriostatico em CIM de 4 pg/ml. As doses
de 20 e 30 mg/Kg IM mostraram 100% de erradicagdo para CIM até 1 ug/mL e 0% para CIM maiores. O efeito bacteriostatico foi
mantido em 100% para uma CIM de 4 uyg/mL em ambas as doses. Este estudo mostra o efeito de erradicagéo bacteriolégica do
florfenicol nas doses de 20 e 30 mg/Kg, IV e IM. Recomenda-se que seja feito um estudo de eficacia in vivo com a dose de 30mg/
Kg IM em ovinos infectados por F. necrophorum com MIC superior a 2 pyg/mL.

Palavras-chave: antibioticoterapia, modelamento PK/PD, simulagdo de Monte Carlo, ovinocultura, footrot.

Abstract

We aimed to compare the in silico effect of florfenicol at doses of 20 and 30 mg/Kg in sheep by intravenous (IV) and intramuscular
(IM) routes, using PK/PD modeling. We performed a Monte Carlo simulation based on plasma concentration data from a previously
published study. We calculated the area under the curve (AUC) and the efficacy rates of florfenicol to bacteriostatic, bactericidal,
and bacteriological eradication effects. The dose of 20 mg/Kg IV demonstrated 100, 93, and 0% eradication effects for MICs of
0.5, 1, and above, respectively. The bacteriostatic effect was 99 and 90% for MIC of 4 and 2 pug/ml, while the bactericide was 14%
for MIC of 2 ug/ml. The 30 mg/Kg IV dose showed 100% eradication for MIC of 1 ug/mL and 100% bactericidal effect for MIC of 2
pg/mL. There is a 100% of bacteriostatic effect at MIC of 4 ug/ml. Doses of 20 and 30 mg/Kg IM showed 100% eradication for MIC
up to 1 yg/mL and 0% for MIC above. The bacteriostatic effect was maintained at 100% for a MIC of 4 pg/mL at both doses. This
study shows the bacteriological eradication effect of florfenicol at doses of 20 and 30 mg/Kg, 1V, and IM. Therefore, we recommend
an in vivo efficacy study with a dose of 30mg/Kg IM in sheep infected with F. necrophorum with MIC greater than two ug/mL.
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Introdugéao

As afecgdes podais apresentam alta prevaléncia nos rebanhos
brasileiros e sdo responsaveis por elevados prejuizos econdmicos
(SILVEIRA et al., 2016). Estas afec¢des causam dor, desconforto
e claudicagcdo em decorréncia de infecgbes que reduzem a
mobilidade e o consumo alimentar dos animais, diminuindo o
peso das carcagas e a producéo de 1a (VAN METRE, 2017). Os
sinais clinicos da pododermatite podem variar desde uma leve
dermatite interdigital, até a separagéo da sola e a parede do
casco, resultando no descolamento completo do estojo cérneo
nos casos mais graves (ABBOTT et EGERTON, 2003).

Os principais responsaveis pela afec¢do sao Fusobacterium
necrophorum e Dichelobacter nodosus, dois agentes bacterianos
Gram negativos anaerébios (BUSIN, 2018). Depois de se
estabelecer no local de infecgdo, D. nodosus permite que F.
necrophorum entre mais profundamente no tecido, causando
inflamacédo e necrose dos cascos (ABBOT et LEWIS, 2005).
Desta forma, ambos agentes s&o essenciais para o processo
infeccioso, visto que isoladamente nenhum deles é capaz de
provocar a doenga (BUSIN, 2018).

Agravidade da afecgdo se da pela presencga simultanea das duas
bactérias, viruléncia das cepas, condi¢cdes ambientais e manejo,
susceptibilidade do hospedeiro e possiveis mecanismos de
resisténcia (GELASAKIS et al., 2019). As sequéncias gendmicas
derivadas de 103 isolados de D. nododus mundialmente
distribuidos, mostraram uma taxa de conservagéo maior que
95%, sugerindo que 0s genes associados a viruléncia néo
costumam ser transferidos entre as cepas (ZANOLARI, 2021).
O principal fator de viruléncia de D. nodosus é determinado
por suas proteases extracelulares e suas fimbrias (fimA), que
Ihe conferem adeséo e motilidade. Essas fimbrias diferem os
sorotipos em 10 sorogrupos, variando de A a |, no entanto, ndo
existe associagéo dos sorotipos a cepas virulentas (WANI et al.,
2019). No Brasil, foram identificados sete sorotipos diferentes
no estado do Rio Grande do Sul (A, B, C, D, E, F e H) (RIET-
CORREAETAL., 2001).

Para F. necrophorum existem quatro bi6tipos ou biovares
tradicionais (A, B, AB e C) baseados em RNA ribossémico
16S, sendo que o tipo AB isolado em abcessos ovinos
possui caracteristicas semelhantes a ambos os bidtipos A e
B (TAN et al., 1996). A viruléncia das cepas esta relacionada
as leucotoxinas que induzem apoptose e lise celular; as
endotoxinas que induzem necrose e coagulagéo intravascular
disseminada; hemolisinas e hemaglutinas que induzem hemdlise
e hemaglutinagéo; além das proteases e fatores de agregacéo
plaguetaria que provocam o rompimento de proteinas celulares
(NAGARAJA, 2005).

O Comité Brasileiro de Testes de Sensibilidade aos
Antimicrobianos (BrCAST 2022) definiu os pontos de corte da
concentragao inibitéria minima (CIM) de F. necrophorum, como
resistente para os antimicrobianos benzilpenicilina (>0,06 mg/L),
pireracilina-tazobactam (>0,5 mg/L), meropenem (>0,03mg/L),
clindamicina (>0,25mg/L) e metronidazol (>0,5mg/L), no
entanto, ndo foi encontrada a definicdo dos pontos de corte
de CIM para D. nodosus. Um trabalho canadense de 1977
relata a susceptibilidade de 25 isolados de F. necrophorum a
37 antimicrobianos pelo método do disco, no qual os isolados
foram susceptiveis a 15 antimicrobianos, entre eles a ampicilina,
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cefalotina, cloranfenicol, lincomicina, doxiciclina, penicilina e
tetraciclina (SIMON, 1977). Ademais, nao existe descrigdo do
perfil epidemiologico de cepas brasileiras de F. necrophorum
ou D. nodosus e nem de suas respectivas sensibilidades aos
agentes antimicrobianos.

Quanto ao tratamento, a primeira medida a ser tomada € isolar
0s animais portadores para evitar a propagac¢do da doenga
no rebanho. O casqueamento é fundamental para restaurar o
formato ideal do casco, retirar tecidos necroticos e permitir que os
antibiéticos cheguem ao sitio de infecgéo, mas nao deve ser feito
excessivamente, pois pode retardar a cicatrizagdo, sensibilizar
a derme, gerar dor e proliferagdo granulomatosa (GELASAKIS
etal., 2019). O uso de pediltvio com desinfetantes como sulfato
de zinco, formaldeido ou sulfato de cobre para o tratamento da
afecgéo ainda é questionado, embora seja uma estratégia efetiva
de prevengdo (HARDI-LANDERER et al., 2019).

O tratamento com antibiéticos sistémicos e locais reduz a
prevaléncia e incidéncia da doenga, melhora a saude, o bem
estar e aumenta a produtividade dos animais (WASSINK et
al., 2010). A depender do pais e das agéncias regulatdrias,
uma série de antimicrobianos podem ser utilizados, como
oxitetraciclina, da classe das tetraciclinas (STROBEL et al, 2014);
florfenicol, da classe dos afenicois (STROBEL et STAUCH,
2014); amoxicilina, penicilinas (DUCAN et al., 2012); penicilina-
estreptomicina e espectinomicina, aminoglicosideos (SAGLIYAN
et al., 2008); lincomisina, lincosamidas (VENNING et al., 1990);
enrofloxacina, fluoroquinolonas (KALER et al., 2012kale);
ceftiofur, cefalosporina de 32 geragédo (SANO et al., 2007), além
da gamitromicina, eritromicina e tulatromicina, macrolideos
(KRAFT et al., 2020; PIRIZ et al., 2001; YAEGER et al., 2021).

Apesar desses antimicrobianos se mostrarem eficazes no
tratamento da pododermatite ovina, ndo se pode ignorar a
declaragdo da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2019)
que classificou os antibiéticos de importancia médica a saude
humana. Dentro do grupo dos “Criticamente Importantes”,
classificados como “Maxima Prioridade”, encontram-se as
cefalosporinas de 3% geragdo, macrolideos e quinolonas,
enquanto no grupo de “Alta Prioridade” encontram-se os
aminoglicosideos e as penicilinas. No grupo dos ‘Altamente
Importantes”, as tetraciclinas tem critério C1 e as lincosamidas
e afenicois tem critério C2, o que significa que o seu uso deve
ser priorizado na medicina veterinaria, com o objetivo de reduzir
novos casos de resisténcia aos antimicrobianos (WHO, 2019,
IBRAHIM et al., 2020).

A European Medicines Agency também publicou em 2020
uma declaragao de importancia dos antimicrobianos para a
Unido Europeia, no qual as cefalosporinas de 32 geragéo e as
quinolonas estéo na categoria B e devem ter seu uso restringido
na medicina veterinaria, pois sdo extremamente importantes na
medicina humana. Na categoria C encontram-se os macrolideos,
aminoglicosideos, lincosamidas e afenicéis, que devem ser
considerados apenas quando nao existirem antibiéticos na
categoria D que possam ser clinicamente eficazes (EMA, 2020).
Desta forma, o florfenicol mostra-se um excelente candidato e
pode ser priorizado, visto que € um farmaco de uso exclusivo
na medicina veterinaria.

O florfenicol ¢ um antibiético de amplo espectro, que possui
como indice farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD) a area
sob a curva (ASC) de tempo de concentragdo plasmatica, de
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0 a 24 horas, sobre a concentragéo inibitéria minima (CIM)
das bactérias infectantes (ASC/CIM) (AHMAD et al., 2016).
A modelagem PK/PD associada a simulagdo de Monte Carlo
permite estimar as probabilidades de se alcangar os alvos PK/
PD entre os pacientes simulados, por meio de uma técnica
matematica que utiliza uma amostragem aleatéria repetida.

Desta forma, este trabalho objetiva comparar o efeito in silico
do florfenicol nas doses de 20 e 30 mg/Kg para o tratamento
de pododermatite por Fusobacterium necrophorum em ovelhas,
pelas vias intravenosa e intramuscular, utilizando o modelamento
PK/PD.

Materiais e métodos

Os dados farmacocinéticos foram adquiridos de um estudo
prévio realizado por Jianzhong et al. (2004), com 20 ovelhas
mesticas, no qual administrou-se florfenicol em uma Unica dose
de 20 e 30 mg/Kg, pela via intravenosa (IV) e intramuscular (IM).
Os valores de concentragéo plasmatica foram extraidos com o
software GetData Graph Digitizer® e os valores de area sob a
curva, de 0 a 24 horas (ASC,,), foram calculados através do
método dos trapézios (Figura 1).

Figura 1: Método de aproximagao da area sob a curva (ASC)
pelo método dos trapézios, no qual C, € a concentragéo
plasmatica observada e t, € o tempo de coleta correspondente.
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Posteriormente, foram simulados valores para uma populagéo
de 10.000 individuos, através da simulagdo de Monte
Carlo (ODA, 2011; SHARMA et al., 2016) e em seguida, foi
avaliada a eficacia do florfenicol seguindo o protocolo da
Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, 2016). O efeito do
florfenicol foi determinado segundo os indices de ASC,,/CIM,,
de aproximadamente 14, 43 e 63, para efeito bacteriostatico,
bactericida e erradicagdo bacterioldgica, respectivamente
(DOREY et al., 2017) (Figura 2).

Figura 2: Relagédo entre a area sob a curva de tempo de
concentragdo plasmatica, de 0 a 24 horas (ASC,,), e a
concentrag&o inibitéria minima de 90% (CIM,;), em fungéo da
contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC), a partir
da contagem inicial (log,, UFC/mL) (Adaptado de DOREY et
al., 2017).

0 X Bacteriostético

=
Bal
T L R DR Bactericida
s e Y T
6 T Efeito estimado
8
0 50 100 150 200

ASC,,/CIM,,

R. bras. Ci. Vet., v. 29, n. 4, p. 164-168, out./dez. 2022

A simulagéo de Monte Carlo foi realizada usando os parametros
de ASC,, no programa Microsoft® Office Excel 2019 (ODA, 2011;
SHARMA et al., 2016) e a analise estatistica, nos programas
Microsoft® Office Excel 2019 e BioEstat 5.0. Todas as taxas
de eficacia foram comparadas, de acordo com cada CIM,,
estudada, no intervalo de 0,25 — 4 ug/mL, mediante o teste de
independéncia do Qui-Quadrado de Pearson (x2) com um valor
de significancia de p < 0,05.

Resultados e discussao

Os valores de area sob a curva, de 0 a 24 horas (ASC,,), das
concentragdes séricas de florfenicol a 20 e 30 mg/Kg, foram de
76.31 £9.17 e 119.21 £ 2.05 pg.h/mL para via intravenosa (1V)
€ 67.95 £ 0.61 e 101.95 £ 8.92 g.h/mL, para via intramuscular
(IM), respectivamente.

As doses de 20 e 30 mg/Kg de florfenicol, por ambas vias,
obtiveram 100% de chance de erradicagéo bacterioldgica para
isolados de F. necrophorum com CIM de até 1 ug/mL, exceto
a dose de 20 mg/Kg IM, que obteve 93% (Figura 3). O efeito
bactericida foi maior nas doses de 30 mg/Kg, enquanto o
bacteriostatico foi maior nas doses de 20 mg/Kg, para CIM de
2 e 4 yg/mL, em ambas vias.

Figura 3: Probabilidade de se atingir o indice ASC,,/CIM,; de
acordo com a CIM de F. necrophorum, apos tratamento com
florfenicol em ovelhas, baseado na simulagdo de Monte Carlo
(n =10.000).
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Considerando a dose de 20 mg/Kg pela via intravenosa, para F.
necrophorum com CIM de até 0,5 yg/mL, ha 100% de chance
de erradicacéo bacterioldgica, diminuindo para 93% para CIM
de 1 yg/mL e 0% para CIM maior que 1 pg/mL. Entretanto, ha
uma probabilidade de efeito bacteriostatico alta de 99% e 90%
para CIM de 4 e 2 ug/mL, respectivamente. Por ultimo, o efeito
bactericida maximo foi de 14% para CIM de 2 ug/mL. Ja a dose
de 30 mg/Kg IV, para F. necrophorum com CIM de até 1 uyg/mL,
apresentou 100% de chance de erradicagdo bacterioldgica, e
100% de efeito bactericida para CIM de até 2 ug/mL. O efeito
bacteriostatico também atingiu 100% para CIM de até 4 pg/mL.

Para a via intramuscular, a dose de 20 mg/Kg demonstrou 100%
de efeito de erradicagéo bacterioldgica para F. necrophorum com
CIM de até 1 yg/mL, diminuindo para 0% para CIM superior a 1 ug/
mL. Entretanto, também ha probabilidade de efeito bacteriostatico
de 100% para CIM de 2 e 4 yg/mL. Enquanto para a dose de 30
mg/Kg IM o efeito de erradicagao bacterioldgica foi o mesmo da
dose de 20 mg/Kg, o efeito bactericida maximo foi de 96% para



F. necrophorum com CIM de 2 ug/mL. O efeito bacteriostatico
também se manteve em 100% para CIM de até 4 ug/mL.

Para F. necrophorum, o Comité Brasileiro de Testes de
Sensibilidade aos Antimicrobianos definiu os pontos de corte
da concentragao inibitéria minima para os antimicrobianos
benzilpenicilina (>0,06 mg/L), pireracilina-tazobactam (>0,5
mg/L), meropenem (>0,03mg/L), clindamicina (>0,25mg/L) e
metronidazol (>0,5mg/L) (BrCAST, 2022). Se consideramos
que a CIM do F. necrophorum para florfenicol esta no intervalo
de 0,25 a 0,5 pyg/mL, as doses de 20 e 30 mg/Kg, tanto pela
via intramuscular, quanto pela intravenosa, apresentam taxas
de eficacia adequadas para o tratamento de pododermatite
infecciosa em ovinos no Brasil (p <0,05).

No entanto, deve-se ressaltar que para sucesso da
antibioticoterapia, além de se determinar a CIM, é necessario
que haja concentragao suficiente do farmaco no sitio de infecgao.
Os resultados obtidos neste estudo permitem evidenciar como
as diferengas na farmacocinética, resultante de diferentes vias
de administragéo e doses, impactam no efeito e na eficacia do
tratamento. A variagéo farmacocinética pode ser influenciada por
diferencas de raga, aptidao, idade, estado nutricional e sanidade
dos animais, impactando diretamente no sucesso terapéutico
(MOSER et al., 2019).

Além disso, é importante considerar a variagao de sensibilidade
bacteriana dentre isolados de uma determinada regido, uma vez
que estes influenciam na dose preconizada e consequentemente,
no sucesso da antibioticoterapia (BHARDWAJ et al., 2018).
Assim, faz-se necessario a determinagdo do ponto de corte
epidemioldgico, a partir de uma distribuicdo populacional de CIM
(WHO, 2015; ZHANG et al., 2016). No Brasil, existe uma falta de
estudos sobre susceptibilidade bacteriana e determinagéo do
ponto de corte epidemiolégico (ECOFF) de cepas de D. nodosus e
F. necrophorum. Afalta de valores de CIM dessas bactérias frente
ao florfenicol, evidencia a necessidade de se realizar estudos de
suscetibilidade que permitam otimizar as doses de antibiéticos
para orientar um tratamento empirico mais eficaz e seguro.

Independentemente da antibioticoterapia, existem algumas
estratégias que podem ser adotadas para prevenir a ocorréncia
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dos casos de pododermatite, diminuindo assim a necessidade
e os custos com o tratamento, principalmente nas regiées com
condi¢des climaticas favoraveis a ocorréncia do agravo. As
estratégias vao desde evitar a compra de animais que tenham
historico da doenca, transporta-los em veiculos higienizados
e desinfetados, passar novos animais pelo pediluvio antes de
entrarem na propriedade, evitando que novas bactérias sejam
introduzidas no rebanho. Para zonas endémicas, recomenda-
se 0 uso da vacina, que associada ao pediluvio, a rotagado de
pastagens e ao casqueamento rotineiro pode reduzir em até
100% o aparecimento da enfermidade (CHAGAS et al., 2017;
CLIFTON et al, 2019).

E possivel perceber que existem inimeras abordagens para
impedir o surgimento de novos casos, controlar o status sanitario
do rebanho e até mesmo, eliminar a doenga da propriedade.
Em adicdo ao sucesso epidemioldgico, decisdes contra ou a
favor de certas estratégias, dependem de outras consideragdes,
como por exemplo, evitar o uso de antibioticos criticamente
importantes.

Portanto, é imprescindivel ajustar a dose terapéutica e se
atentar a via de administragao realizada. Ademais, o trabalho
demonstra a necessidade de novos estudos que determinem o
perfil de susceptibilidade bacteriana dos isolados em rebanhos
brasileiros, além de se determinar o perfil farmacocinético do
florfenicol em ovelhas de ragas adaptadas a pecuaria nacional,
a fim de otimizar a antibioticoterapia nesses animais.

Conclusao

O presente estudo permitiu determinar o efeito de erradicagao
bacterioldgica do florfenicol nas doses de 20 e 30 mg/Kg pela via
intramuscular e intravenosa, para o tratamento de pododermatite
por Fusobacterium necrophorum em ovelhas. Para CIM maior
que 1 pyg/mL, a dose de 30 mg/Kg tera melhor efeito bactericida,
enquanto a de 20 mg/Kg, melhor efeito bacteriostatico. Portanto,
recomenda-se fazer um estudo de eficacia in vivo do florfenicol
na dose de 30mg/Kg pela via intramuscular, em ovelhas
infectadas com F. necrophorum com CIM maior que 2 pug/mL.
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