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RESUMO -

Duzentas estirpes mastitogénicas de Staphylococcus aureus foram submetidas 2 atividade antimicrobiana
de oito drogas (danofloxacin, cefuroxime, ciprofloxacin, trimetoprim/sulfametoxazol, cloranfenicol
imipenem, tetraciclina e oxacilina). O danofloxacin, antimicrobiano da familia das 4-fluoroguinolonas, foi
recém-langado para usoc exclusivo em veterindria. O estudo comparative das drogas antimicrobianas foi
realizado pela técnica do disco (Bauer-Kirby) e da determinag@o da concentragao inibitéria minima (CIM)
Jjuntamente com a avaliagdo da concentragio bactericida minima (CBM). Os resultados demonstraram que
as drogas mais eficientes foram: imipenem (100%), trimetoprim/sulfametoxazol (98,9%), cefuroxime
(97,3%), tetraciclina (96,9%), danofloxacin (954%), cloranfenicol (93,9%), oxacilina (93,4%) e
ciprofloxacin (91,1%), considerando-se somente os percentuais de linhagens sensiveis. Levando-se em
conta também as linhagens moderadamente sensiveis, o danofloxacin foi considerado o terceiro
antimicrobiano mais eficiente. O estudo da determinagio da CIM e da CBM do danofloxacin caracterizou
sua elevada eficiéncia antimicrobiana, tendo em vista a proximidade entre elas (CIMggq = 0,18ug/ml -
CBMjsoq = 0,23g/ml) e a relagio CIM/CBM de 1:1 e 1:2 para a maioria das linhagens em estudo.
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ABSTRACT

The antimicrobial activity of danofloxacin, a new 4-fluoroguinolone for exclusive use in Veterinary
Medicine, was compared in vitro with other seven drugs against 200 strains of Staphylococcus aureus
isolated from bovine mastitis. By using the antimicrobial disk diffusion method (Bauer-Kirby), the results
showed that the imipenem (100%), trimethoprim/sulfamethoxazole (98.9%), cefuroxime (97.3%) were the
most effective drugs taking into consideration the percentuals of sensitiveness. However, considering the
percentuals of the moderately sensitive strains, danofloxacin emerged as the third most active drug. The
antimicrobial dilution susceptibility test used to study the minimal inhibitory concentration (MIC) and the
minimal bactericidal concentration (MBC) of danofloxacin, characterized its significative antimicrobial
activity by showing a close relationship between both concentrations (MICygq, = 0.18ug/ml - MBCypq =
0.23ug/mi), as well as a MIC/ MBC ratio of 1:1 and 1:2 for most of tested strains.
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INTRODUCAO

O dcido nalidixico e agentes antimicrobianos
similares para tratamento de infecgbes
bacterianas existem hé mais de 20 anos (Fisher et
al.,1989). O 4cido nalidixico foi o primeiro de
uma nova classe de agentes antimicrobianos 1,8-
naphthyridine, constituindo as quinclonas antigas
tais como o dcido oxolinico, drogas ativas "in
vitro" contra uma grande variedade de bacilos
Gram-negativos (com a excecdo da
Pseudomonas aeruginosa), mas essencialmente
inativas contra organismos Gram-positivos,
(Piddock,1993). Devido ao restrito espectro de
acdo das quinolonas ancestrais, as aplicagdes
terapéuticas t€m sido limitadas porque o uso
clinico freqiientemente ¢é acompanhado por
rdpida emergéncia de mutanles resistentes e
ocorréncia de numerosos efeitos colaterais
gastrointestinais e dermatoldgicos, além de
provocar algumas complicagbes no sistema
nervoso central (Neer, 1988; McQuirk et al.,
1989). Assim, esses problemas estimularam a
investigagio para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos quinoldnicos onde vdrios novos
agentes antimicrobianos 4-fluoroquinolénicos
tém sido desenvolvidos, tais como: norfloxacin,
enrofloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin,
pefloxacin, dentre outros. O danofloxacin é a
mais nova 4-fluoroquinolona, sendo langada no
mercado, para uso exclusivo em terapéutica
veterindria (Giles et al., 1991).

O alvo primdrio das 4-fluoroquinolonas é a DNA
girase. Essas drogas s#o especificamente
inibidoras da subunidade A da DNA-girase, uma
topoisomerase do tipo II, que é uma enzima
procaridtica  essencial que cataliza o
enovelamento do DNA cromossomial, sendo
assim responsdvel pela correta configuragio
deste na célula bacteriana. Através do bloqueio
dessa enzima, hd o impedimento da replicagfo
celular, interrupgdo das fungdes metabélicas e da
multiplicacio levando & rdpida destruigdo da
célula bacteriana (McQuirk et al., 1989 ; Searle,
1990; Giles et al., 1991; Doencas, 1991a,b).
Agbes secunddrias envolvem aumento da acdo
dos fagécitos, diminuigio da sintese de fatores
microbianos de viruléncia e o impedimento da
transferéncia por conjugacio de plasmideos
multiresistentes entre células bacterianas. As
quinolonas caracteristicamente destroem a
bactéria rapidamente, em concentraces uma a
quatro vezes superiores a concentracio inibitoria
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minima (CIM). A resisténcia bacteriana durante
o tratamento ¢ rara. Numerosos estudos
investigaram © mecanismo responsdvel pela
resisténcia ao dcido nalidixico, ao ciprofloxacin e
a outras novas quinolonas sendo identificados
dois tipos: aqueles que envolvem DNA girase ¢
aqueles que envolvem oulros mecanismos
(McQuirk et al.,1989).

O danofloxacin ¢ um antimicrobiano do grupo
das 4-fluoroquinolonas e € um novo composto
sintético selecionado entre uma série de 6-fluoro-
7-diazabiciclo-quinolonas substitufdas. Mostra
uma potente atividade "in vifro" contra um amplo
espectro de bactérias Gram-negativas ¢ Gram-
positivas, assim como contra micoplasmas,
incluindo-se a maioria dos agentes patégenos
envolvidos nas enfermidades respiratérias de
aves e de bovinos. Essa 4-fluoroquinolona de
terceira geragdo foi langada comercialmente em
1991, prometende revolucionar a
antimicrobianoterapia veterindria, (Giles et al,
1991; Doengas, 1991a, b).

Seguindo a recente introducio das 4-
fluoroquinolonas em medicina veterindria, é ficil
constaiar a quase completa auséncia de
informagbes sobre sua eficicia diante de
patégenos importantes em mastite bovina.
Assim, neste trabalbo investiga-se a acdo do
danofloxacin, em relagio a ouftros sete
antimicrobianos, diante das estirpes
mastitogénicas de S. aureus.

MATERIAL E METODOS

Duzentas amostras de Staphylococcus aureus
1soladas de mastite bovina, em rebanhos do
Municipio de Botucatu — SP, foram identificadas
por métodos Dbacterioldgicos  padronizados
(Koneman et al, 1988) e testadas quanto a
pureza por meio de cultura em caldo de cérebro e
coragio' ¢ semeadura em Agar sangue’.

A atividade "in vitro" do danofloxacin contra
Staphylococcus aureus foi examinada pelo
mélodo da microdiluigdo em meio lquido
(Performance, 1994). O antimicrobianc foi
obtido sob a forma de pé puro, danofloxacin’.

! Merck
? Tryptic Soy Agar - Difco
3

Pfizer



Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.50, n4, p.369-373, 1998.

Uma solugio estoque do antimicrobiano foi
preparada de acordo com as instrugdes do
fabricante ¢ diluigBes seriadas entre 32 e
0,015ug/ml foram preparadas em 5ml de Caldo
Mueller Hinton'. As linhagens a serem testadas
foram semeadas em Caldo Mueller Hinton para
ativar o crescimento e em placas de dgar sangue
para confirmar sua pureza. De cada placa foram
retiradas 5 coldnias, as quais foram inoculadas
em Caldo Mueller Hinton para incubagio a
37°C/4 horas em banho-maria. Todas as
suspensfes das culturas foram ajustadas para a
fase logaritmica da curva de crescimento e até o
padrio de sensibilidade é6tica 0,5 da escala de
MacFarland. De cada suspensdo tomou-se 0,1ml
para adigdo em tubo que continha 9,9ml de
Caldo Mueller Hinton com concentragdes
ajustadas dos cdtions divalentes Ca™ ¢ Mg™. A
concentragdo final de uma linhagem em cada
orificio apds o correspondente foi ajustada para 5
x 10°CFU/ml, sendo a semeadura realizada em
microplaca com diluigbes seriadas da droga
(32ug/ml - 0,015ug/ml) em meio de culwura.
Apds a semeadura, as microplacas foram
cuidadosamente agitadas em “micromixer” para
a homogeneizagio de indculo e a seguir lacradas
com papel aderente 3M e incubadas a 37°C/14
horas. A concentragio inibitéria minima (CIM)
foi interpretada como a menor concentragio do
antimicrobiano que resulta em nenhum
crescimento apds o periodo de incubagio.

Para a determinacfo da concentragdo bactericida
minima (CBM) procedeu-se com micropipeta
semi-automdtica e bastdo de vidro em L, a
semeadura de placas de dgar sangue com o
conteiido de cada orificio (100ul) de onde
observou-se inibigio da estirpe bacteriana. A
CBM foi caracterizada quando houve redugio de
99,9% do mimero de unidades formadoras de
coldnia (UFC/ml) em comparagio com o indculo
inicial.

O estudo da atividade antimicrobiana do
danofloxacin em relagfio a outras sete drogas foi
realizado pelo método do disco (Performance,
1994). Os antimicrobianos obtidos sob a forma
de discos impregnados tiveram as seguintes

1 Difco

procedéncias:  cefuroxime 30ug  (Oxoid),
ciprofloxacin Spg (Cefar), cloranfenicol 30ug
(Cefar}, danofloxacin 5pg (Difco), imipenem
10pg (BBL), tetraciclina 30 pg (Cefar),
trimetoprim 1,25pug + sulfametoxazol 23.751¢g e
oxacilina lpg (Cefar).

RESULTADOS

Os resultados da eficicia "in vitro" do
danofloxacin com base nas determinagbes da
concentragfio inibitéria minima e bactericida
minima acham-se expostos na Tab. 1. Suwa
andlise demonstra uma efetiva atividade do
antimicrobiano através da observacio de
estreitos limites entre a CIMggs, ¢ a CMBogg.
Adicionalmente, constata-se também que a
maioria das amostras apresentou um indice de
correlagio CMB/CIM de 1:1 e 2:1.

Em consideragio a andlise da atividade
antimicrobiana da danofloxacina em relagiio as
outras sete drogas através do método de difusio
em agar da droga impregnada em disco (Tab. 2),
observou-se que embora praticamente todos os
antimicrobianos demonstrassem uma efetiva e
equivalente atividade diante das estirpes, as mais
eficazes foram em seqii€ncia, o Imipenen com
100% de amostras sensiveis, vindo a seguir o
trimetoprim/sulfametoxazel  (98,9%) e o
cefuroxime (97,30%). No conjunto, as drogas
com menor eficicia foram o ciprofloxacin
(91,1%), a oxacilina (93,4%), o cloranfenicol
(93,9%) e o danofloxacin (95,41%), levando-se
em consideragfio, exclusivamente, os percentuais
especificos para amostras sensiveis. Contudo,
avaliando-se como critério interpretativo também
o0s percentuais de amostras moderadamente
sensiveis, o danofloxacin emergiu como a
terceira droga mais eficaz em relagio ao contexto
de antimicrobianos testados. A  oxacilina,
antibiético beta lactdmico considerado como
padriio de referéncia para avaliagio de outras
drogas do mesmo grupo demonstrou uma
atividade antimicrobiana similar aos das demais
drogas, por meio do percentual de 93,4% de
linhagens sensfveis a droga.
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Tabela 1. Estudo "in vitre” da suscetiblidade de 200 linhagens de Staphylococcus aureus isoladas de

mastite bovina, diante do danofloxacin

pg/ml N (%) de linh: com respectivo indice CBM / CIM
CIMgyq CBMgog CliMoox CBMoos
Variagio Variagio il 21 41 81 16:1 321
0,20 0,45 0,01-0,50 0.01-1 40(72.9) 8(14,5) 3(5.1) 2(3,6) 2(3.6) 0

Tabela 2. Sensibilidade in vifro de linhagens de
Staphylococcus aureus isoladas de mastite
bovina diante do danofloxacin € de sete outros
antimicrobianos

R Padrio de sensibilidade
Antimicrobiano Halo de inibigdo (mm} 1° (%) de linhagens

Variagfio Média S* MS*

Cefuroxima 0-36 25.8 195 (97.3) 0
Ciprofloxacin 12-34 25,1 182 (91,1) 14 (6,8)
Cloranfenicol 0-48 244 188 (53.3) 6(3.1)
Tritetoprim/

Sulfametoxazol 0-44 27,7 198 (98,9) 0
Danofloxacin 10-34 27 191 (954)  5Q2.6)
Imipenem 2456 46,7 200 (100) 0
Tetraciclina 0-34 271 194 (96,9) 1(0,5)
Oxacilina 0-37 21.9 187 (93.4) 4020
*S = Sensivel

*MS = Moderadamente sensivel

DISCUSSAO

A dificuldade em discutir os presentes resultados
com os de outros autores consiste no fato de que
sdo extremamente escassas as informagBes
especificas sobre a eficicia do danofloxacin
sobre patdgenos significativos na etiologia da
mastite bovina. Ndo obstante, em recente
publicagiio, Watts et al. (1997) verificaram que o
premafloxacin, uma nova fluoroquinolona de
amplo espectro de agao estudada
comparativamente  com o  ciprofloxacin,
enrofloxacin e danofloxacin, demonstrou uma
atividade equivalente in vitro sobre bacilos Gram
negativos e, mais ativa, sobre Staphylococcus,
Streptococcus €. anaerSbios, num total de 673
linhagens de importincia em  veterindria,
Contudo, em relagdo a outras patologias,
segundo alguns pesquisadores (McQuirk et al.,
1989:; Giles et al., 1991; Doengas, 1991 a, b), o
danofloxacin possui amplo espectro de agdo,
mesmo contra patégenos que tenham adguirido
resisténcia a outros antimicrobianos,
caracteristicas farmacocinéticas que garantem
ripida  distribuiggdo e  manutengdo  de
concentragdes lerapéuticas em determinados
sftios organicos (tecido pulmonar, plasma,
mucosa bronquial e mucosa nasal) superiores as
CIM, seguranga de medo a satisfazer as
exigéneias legais de protecio de espécies animais
tratadas e consumidores. Os autores ainda
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comentaram que o antimicrebiano é eficaz sobre
cepas de Pasteurella multocida, Pasteurella
haemolytica, Mycobacterium bovis e patdgenos
respiratérios para bovinos.

Além dessas observagdes, Giles et al. (1991), ao
trabalharem com patdgenos respiratorios em
bovinos, concluiram ser a droga altamente
recomendada para a terapéutica dessas infecgoes,
embora ndo haja, na literatura especifica,
informagdes sobre a utilizagdo do danofloxacin -
no tratamento da mastite bovina.

No presente estudo, a andlise da correlacdo
CBM/CIM demonstrou que €ssas concentragoes
foram muito préximas. Por outro lado, pelo
método de disco, o danofloxacin demonstrou ser
a quinta droga mais eficiente (95,4%) e
considerando-se o cOmputo das linhagens
sensiveis e moderadamente sensiveis, a terceira.
O  imipenem, outra droga recentemente
introduzida em medicina veterinaria, revelou-se
como 0 mais eficaz antimicrobiano "in vitro",
seguido pelo trimetoprim/sulfametoxazol. O
ciprofloxacin foi a oitava droga mais eficiente e a
oxacilina, droga de referéncia para avaliagio da
eficiéncia de outros beta lactAmicos, revelou
atividade semelhante ao das demais drogas, fato
que sugere que a pressao seletiva exercida sobre
as linhagens de origem animal continua sendo
baixa, quando comparadas com as de mesma
espécie originarias de infecgdes humanas.
Adicionalmente, para as demais drogas, o perfil
de atividade antimicrobiana se assemelha aos
dados obtidos por outros autores (Gedek, 1987;
Lopes et al., 1990; Matthews et al., 1992; Ziv,
1992).

Contudo, um dos principais problemas na
escolha de antimicrobianos para o tratamento da
mastite bovina tem sido a falta de dados
farmacocinéticos sobre sua atividade in vivo na
glindula mamiria (Sandholm et al., 1990). Nesse
aspecto, além da dificuldade na obtengdo de
dados bibliogréficos sobre outras drogas, ndo se
conhece, até o momento, as propriedades
farmacocinéticas do danofloxacin  para a
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glandula mamdria e, mais especificamente, dados
de sua atividade antimicrobiana in vitro sobre
patégenos caracterizados na etiologia da mastite
bovina. Nio obstante, os presentes resultados
sugerem a indicagio do antimicrobiano para o
controle da mastite bovina, bem como a
necessidade de mais estudos que esclaregam a
real possiblidade de aplicagdo das 4-
fluoroquinolonas a um espectro mais amplo de
infec¢Oes significativas em medicina veterinéria.
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