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RESUMEN

La utilizacién de antimicrobianos en pienso durante las fases mas criticas del engorde en
cerdos es una practica habitual y mayoritaria en el sector porcino espafiol y catalan. Estos
tratamientos multiples, a menudo con un elevado riesgo de mala dosificacién, comportan
un alto grado de exposicion a los antimicrobianos que estaria disminuyendo su eficacia
terapéutica a la vez que favoreciendo la aparicion de resistencias. Una manera de disminuir
estos riesgos es mejorar el conocimiento del comportamiento farmacocinético de estos

farmacos bajo condiciones de uso reales.

En primer lugar, mediante el presente trabajo de tesis, se pretendié evaluar el patrén de uso
profilactico de antimicrobianos en piensos en el contexto de Catalunya, es decir, cudles
eran las premezclas medicamentosas mas utilizadas, de qué manera y durante cuanto
tiempo se administraban en las explotaciones porcinas catalanas. Para ello, se realizaron
encuestas a empresas fabricantes de pienso e integradoras del sector porcino, cuya
produccidn anual represento un 27.5% del total de piensos medicamentosos para lechones

fabricados en Catalunya en 2012.

Ademés, se evalu6 si la coadministracion en el pienso de antimicrobianos
(clortetraciclina/oxitetraciclina, tilosina y colistina) modificaba su patrén farmacocinético,
tanto en animales sanos como enfermos. Se utilizaron 40 cerdos sanos de una misma granja en
fase de transicion divididos en 4 grupos, a los que se les administrd pienso ad libitum durante 8
dias (A: tilosina; B: clortetraciclina; C: clortetraciclina y tilosina, D: clortetraciclina, tilosina y
colistina). Por otra parte, se seleccionaron 69 cerdos con sintomas de enfermedad repartidos en
3 granjas diferentes y a los que se les estaba administrando pienso medicamentoso que
combinaba la clortetraciclina/oxitetraciclina con otras premezclas medicamentosas a base de
tilosina, lincomicina, colistina u 6xido de zinc. Se evaluaron las concentraciones plasmaticas
de clortetraciclina en animales sanos y enfermos y se obtuvieron algunos pardmetros
farmacocinéticos (AUC, Crax, Cmin Y MRT). Por Gltimo, mediante la aplicacion del anélisis
PK/PD se evalud la eficacia terapeutica de las premezclas medicamentosas utilizadas en
condiciones de uso real en animales sanos 0 en presencia de enfermedad. Con este fin, se
obtuvieron de la literatura los valores MIC de los principales patégenos porcinos para los que
la clortetraciclina o la oxitetraciclina estan indicadas y se calcularon los principales indices de
eficacia (T>MIC, Cya/MIC, AUC/MIC).
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Todas las empresas encuestadas coadministraban antimicrobianos y/o 6xido de zinc de
manera profilactica al menos durante los 3 primeros meses de vida de los animales. La
amoxicilina y la colistina, consideradas de importancia critica en medicina humana y las
tetraciclinas fueron los mas utilizados en lechones. Ademas, un 42% de las combinaciones
contenian al menos un antimicrobiano con efecto antagdnico al resto y la duracion de los
tratamientos fue muy superior al recomendado para algunos antimicrobianos. En animales
sanos, la coadministracion de tilosina, colistina y oxido de zinc no afectdo al perfil
farmacocinético de la clortetraciclina. Sin embargo, en animales enfermos la variabilidad
de los perfiles cinéticos fue mayor aunque las magnitudes de la AUC, Cpax Y Cmin fueron
significativamente menores que en los animales sanos. Por altimo, tras el analisis PK/PD,
tanto la clortetraciclina como la oxitetraciclina no resultarian eficaces contra los patégenos
descritos en las fichas técnicas de las premezclas medicamentosas con autorizacion vigente.
Los resultados del presente trabajo sugieren, ademas, que a las dosis recomendadas no se
asegura la curacion clinica, aunque tendrian un efecto de control de la enfermedad. Como
contrapartida, actuarian favoreciendo la aparicion de resistencias. Es por ello que las fichas
técnicas de las premezclas medicamentosas a base de clortetraciclina y oxitetraciclina
deben ser revisadas para asegurar que las dosis recomendadas son realmente eficaces en el

contexto de aumento de resistencias existente en la actualidad.
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1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Introduccion

A pesar de los esfuerzos realizados por el sector porcino para mejorar el manejo en las
explotaciones y por tanto disminuir el uso de antimicrobianos, su utilizacion en piensos
durante las primeras etapas del engorde sigue siendo generalizado en las explotaciones
porcinas catalanas. Ademas, durante las fases de destete y entrada a engorde (precebo),
existen diversos factores de estrés (cambio de corrales, mezcla de animales de diferentes
origenes, etc.) que pueden afectar a la funcién inmunitaria y la salud del animal,
aumentando el riesgo de enfermedades. Es por esta razén que, especialmente durante las
fases citadas, los animales son tratados con antimicrobianos de diferente espectro de accion,
administrados conjuntamente en pienso, con el objetivo de minimizar el riesgo de
aparicion de patologias respiratorias y/o digestivas. Estos tratamientos mdaltiples y no
individualizados implican un alto riesgo de mala dosificacion, debido a una menor
biodisponibilidad de los farmacos ya que posiblemente los animales enfermos reduciran su
consumo. Ademas, pueden producirse degradaciones del farmaco por el proceso de
fabricacion del pienso, interacciones con otros componentes del pienso o con otros

farmacos que también pueden contribuir a reducir la biodisponibilidad.

Es importante destacar también que estas condiciones implican en la mayoria de los casos
un uso diferente al recomendado segun la legislacion y el registro de farmacos veterinarios,

tanto en dosificacion como en duracién de los tratamientos.

La via de administracion oral es la mas extendida en las explotaciones ganaderas ya que
permite medicar un gran numero de animales. En Espafia, por ejemplo, las medicaciones orales
(incluyendo premezclas medicamentosas para piensos, polvos orales y soluciones orales)
representaron mas del 90% del total de ventas de antimicrobianos en el afio 2010, siendo las
premezclas medicamentosas destinadas a piensos las mayoritarias, con mas de un 60% de las
ventas. Esto hace pensar que un gran nimero de animales puede estar expuesto a antibiéticos
durante determinados periodos del engorde, lo cual puede contribuir a disminuir la eficacia
terapéutica a la vez que puede favorecer la aparicion de resistencias microbianas. Una manera
de disminuir estos riesgos es mejorar el conocimiento de los parametros farmacocinéticos de

los farmacos bajo condiciones de uso reales.
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El uso de antibidticos en medicina veterinaria se remonta a finales de la Segunda Guerra
Mundial, cuando por primera vez y, tras conseguir fabricarla a escala industrial, se utilizo
la penicilina, en infusion intramamaria e inyeccion subcutanea, para el tratamiento de
mastitis estafilococica y estreptocdcica en vacas (Soulsby, 2008). Poco tiempo después, los
antibidticos comenzaron a ser utilizados no sélo para el tratamiento de animales enfermos,
sino para tratar animales asintomaticos que convivian con los enfermos, como medida
profilactica. Asi Moore et al. (1946) y en Stokstad et al. (1949) constataron que pollos
alimentados con estreptomicina y clortetraciclina respectivamente, presentaban un mayor
crecimiento. A principios de los afios 50, otros investigadores demostraron el mismo efecto
de la clortetraciclina en terneros (Bartley et al., 1950) y de clortetraciclina (Cunha et al.,
1950) y estreptomicina (Luecke et al., 1950) en cerdos. Estos hallazgos, junto con el inicio
de la industrializacion de las explotaciones, contribuyeron al uso masivo de antibiéticos en
animales destinados al consumo. No obstante, su utilizacion pronto empez6 a ser regulada

del mismo modo que cualquier otro tipo de medicamento.

Noruega en 1928 y Suecia en 1935 fueron los primeros paises en Europa en crear
instituciones encargadas de aprobar la comercializacion de medicamentos en sus territorios.
En otros paises la elaboracion de regulaciones e instituciones mas estrictas vinieron
precedidas de dos desastres terapéuticos, como el jarabe de sulfanilamida en 1937 en
Estados Unidos y en 1954 en Francia con el Stalinon que causaron la muerte de mas de

100 pacientes en cada caso (Dukes, 2006).

Sin embargo, no fue hasta el escdndalo de la talidomida en los afios 60, un hipnético con
efectos teratogénicos muy graves comercializado por la farmacéutica alemana Griinenthal
para el tratamiento del insomnio, tension y mareos durante el embarazo (Daemmrich,
2002), cuando, tanto en Europa como en Estados Unidos, se comenzaron revisar las bases
legales y cientificas que regulaban la comercializacion de medicamentos con el fin de
salvaguardar la salud publica. En Europa, la Directiva 65/65/CEE fue el primer intento de
armonizacion de los requerimientos para la comercializacion de medicamentos para

medicina humana y veterinaria en el espacio econémico europeo (Sauer y Hankin, 1987).

Paralelamente a este esfuerzo regulador, se empezaba a poner de manifiesto la relacion

entre el uso de antibidticos como promotores de crecimiento en animales y la aparicion de
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resistencias antimicrobianas en humanos (Informe Swann en Soulsby, 2008). En concreto,
se constato que el uso de dosis subterapéuticas de oxitetraciclina en animales contribuia al
desarrollo de resistencias en humanos de Salmonella entérica Serovar Tiphimurium
(Chopra y Roberts, 2001); Cogliani et al., 2011). Las recomendaciones del informe Swann
provocaron la prohibicién del uso de tetraciclina, penicilina y estreptomicina como
promotores de crecimiento en varios paises de Europa a principio de los afios 70. Este uso
fue prohibiéndose a lo largo de los afios, pero no fue hasta 2006 cuando la prohibicion de

cualquier clase de antibidtico como promotor de crecimiento en Europa fue total.

Tabla1l: Prohibicion de uso de promotores de crecimiento

Fecha de prohibicién Antibidticos prohibidos como promotores de

crecimiento
1972-1974 penicilina, estreptomicina y tetraciclina
1997 avoparcina*

espiramicina, tilosina, bacitracina de zinc y
virginiamicina
2006 monensina, avilamicina, salinomicina y flavomicina
La avoparcina es similar al antibiético de uso en humanos vancomicina, por lo que

su uso puede contribuir a la resistencia bacteriana de vancomicina en humanos (U.S.
Government Accountability Office, 2011).

1999

1.2 Marco regulador europeo sobre medicamentos veterinarios

El marco legal basico que regula la venta y uso de medicamentos veterinarios se establecid
por primera vez en 1981 mediante la Directiva 81/851/CEE, mientras que la Directiva
81/852/CEE establecia los requisitos de las pruebas destinadas a garantizar la seguridad, la
calidad y la eficacia de los medicamentos veterinarios comercializados en la Unién
Europea (Woodward, 2005). Estas directivas sufrieron varias modificaciones desde el
periodo 1985-2000, por lo que, en 2001, se unificaron en la Directiva 2001/82/CE. Junto
con el Reglamento (CE) n.° 726/2004, son la base que regula la autorizacion, segun
diferentes procedimientos, la fabricacion, la comercializacion, el uso y la

farmacovigilancia de los medicamentos veterinarios a lo largo de su vida Gtil.

La Tabla 2 resume los procedimientos mediante los cuales los medicamentos veterinarios

pueden autorizarse en la Unién Europea (adaptado de Woodward, 2009).
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Tabla2: Procedimientos de autorizacion de medicamentos veterinarios y establecimiento de limites maximos de
residuos en la Unién Europea

Procedimiento de
Autorizacion y
Establecimiento de LMR

Nacional Autorizacion limitada a un solo Estado y otorgada
por la agencia reguladora del mismo

Descentralizado La autorizacién se solicita de forma simultanea en
varios paises de la Union Europea. Las distintas
agencias evaltan el medicamento de forma
coordinada, y una de ellas actia como agencia
coordinadora. La autorizacion es otorgada por las

Directiva 2001/82/CE agencias reguladoras de cada Estado

(modificada por Directivas
2004/28/CE y 2009/9/CE)

Cuando un medicamento tiene ya una autorizacion
de comercializacion comunitaria y se presenta una
solicitud de reconocimiento de la misma en otros
Estados de la Union Europea. La autorizacion es
otorgada por las agencias reguladoras de cada
Estado

Reconocimiento Mutuo

Las solicitudes son evaluadas por la EMA/CVMP.
Las autorizaciones son otorgadas por la Comision
Europea basada en las opiniones favorables del
CVMP

Centralizado Reglamento (CE) No. 726/2004

El establecimiento de los LMR es un proceso
Reglamento (CE) No. 470/2009 separado de la solicitud de autorizacion. La
evaluacion cientifica la realiza siempre el CVMP

Limite Maximo de Residuos
(LRM)

Previamente a su autorizacion, se debe asegurar la calidad, la seguridad (del animal de
destino, del usuario, del consumidor y del medioambiente) y la eficacia del medicamento.
Los requerimientos técnicos de los estudios que deben realizarse se describen en diferentes
guias cientificas, las cuales proporcionan una vision armonizada de estos requisitos entre

los diferentes paises europeos.

Ademas, desde 1992, ningiin medicamento destinado a animales de consumo puede ser
autorizado en Europa si no tiene establecido el limite maximo de residuos (LMR), es decir,
el farmaco y/o sus metabolitos farmacolégicamente activos que puedan encontrarse
residualmente en los alimentos de origen animal y que puedan suponer un riesgo para la
salud. EI Reglamento (CE) n.° 470/2009 establece los requisitos necesarios para establecer

estos LMR, los cuales se fijan teniendo en cuenta las caracteristicas toxicologicas,
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microbioldgicas, farmacolégicas y mediante datos de deplecién de los residuos del
medicamento, que a su vez sirven como referencia para determinar el tiempo de espera, es
decir, el tiempo que debe transcurrir desde la administracion del farmaco hasta el sacrificio
del animal. El en Reglamento (UE) n.° 37/2010 se especifican los LMR de sustancias
farmacoldgicamente activas y cuyo uso estd permitido en animales de consumo, asi como

una lista de sustancias prohibidas.

En los ultimos arfios, toda la legislacion relativa a medicamentos veterinarios esta siendo
revisada con el fin de facilitar la disponibilidad de medicamentos en toda la Unidn Europea,
reduciendo cargas administrativas y promoviendo la investigacién, aunque su mayor reto
es el de reducir el riesgo de resistencias antimicrobianas. En septiembre de 2014 la
Comision Europea publico la propuesta de reglamento sobre los medicamentos veterinarios
COM(2014) 558 final, la cual derogaré la Directiva 2001/82/EC vy, en consecuencia, el
Reglamento (CE) n.° 726/2004 también se modificard segun la COM( 2014) 557 final.

Entre otras cosas, la nueva regulacion:

e Propone la obligatoriedad de recopilar datos sobre la venta y uso de
antimicrobianos en cada pais (hasta el momento realizado de manera voluntaria) los
cuales serdn analizados y reportados anualmente por la Agencia Europea del
Medicamento, de manera que permitan prever posibles riesgos de resistencias a
antimicrobianos.

e Permite a la Comision Europea excluir o restringir el uso de determinados
antimicrobianos en animales para preservar su efectividad en humanos.

e Establece que los antimicrobianos o combinaciones de ellos Unicamente podréan ser
autorizados tras una evaluacién cientifica del riesgo-beneficio y ademas se podran
pedir estudios post-autorizacion para valorar si este riesgo-beneficio con respecto a
la aparicion de resistencias ha cambiado.

e Restringe el uso de antimicrobianos al estrictamente especificado en los RCP
(Resumen de Caracteristicas del Producto), los cuales deberan armonizarse entre

los diferentes Estados.
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1.2.1 Usoy regulacion de piensos medicamentosos

En Catalunya, del total de piensos producidos para animales de consumo en el 2012, un 18%
corresponde a pienso medicamentoso. En el caso concreto del porcino, este porcentaje

asciende a al 24%.

Tabla3: Produccion de pienso medicamentoso y produccion total de pienso en Catalunya por especies

Especie de destino _Producci()n (Tm) de pienso X Produccién (Tm) de piebnso en
medicamentoso en Catalunya (2011) Catalunya (2012)

Porcino 903.288 3.803.965
Conejos 85.990 101.007
Bovino 38.187 667.621

Aves 13.876 1.196.577
Ovino/Caprino 17.683 69.066
Equidos 36 95.968

Total 1.059.059 5.934.204

En el conjunto de Espafia, este porcentaje oscila entre 9-14% de la produccion total de piensos
(2000-3000 Tm en el 2008). Ademaés, en comparacién con otros paises, Espafia, seguido de
Italia y Francia son los que mas piensos medicamentosos fabrican. En otros paises de la Union

Europea como Dinamarca y Alemania, sin embargo, su fabricacion es marginal.

25000
20000
15 000
H Pienso total producido
10000 (x1000 Tm)
5000 - M Pienso medicado (x1000
Tm)
0 -
PR N N G
6@* % <b<\° 6@(\ L
N ® < NZ o

Figura 1: Produccion total de piensos® en diferentes paises europeos en 2008 en relacion con la fabricacion de
piensos medicamentosos®

# La vigilancia i el control de medicaments veterinaris i els seus residus en animals i aliments d'origen animal
a Catalunya. Informe anual. Anys 2011-2012(Generalitat de Catalunya, 2013)

® Datos del Servei d ’ Alimentaci 6 Animal i Seguretat de la Producci 6 Ramadera. Departament
d'Agricultura (Generalitat de Catalunya, 2012c)

¢ Compound Feed Production (1989-2015) - Statistics - FEFAC Publications», 2015.

¢ Food Chain Evaluation Consortium (FCEC), (2010)
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Estas asimetrias entre paises pueden atribuirse a las diferencias en las transposiciones de la
directiva Directiva 90/167/CEE, a requisitos legales que cada pais ha ido afiadiendo asi
como la costumbre de los veterinarios y ganaderos a otro tipo de administraciones orales,
disponibilidad de equipos en la granja (por ejemplo, bombas de dosificacion en agua de
bebida) y diferencias en los costes de produccion de los piensos medicamentosos (FCEC,
2010). La Directiva 90/167/CEE constituye el marco regulador mediante el que se
establecen las condiciones de preparacion, de puesta en el mercado y de utilizacion de los
piensos medicamentosos en Europa y en Espafia, transpuesta en Espafia al Real Decreto
1409/2009. En Octubre de 2014 aparecié una nueva propuesta de Reglamento del
Parlamento Europeo y del Consejo relativo a la fabricacion, la comercializacion y el uso de
piensos medicamentosos (COM(2014) 556 final) por la que se derogaré la actual directiva.
Entre otras cosas, la nueva norma pretende armonizar la legislacion entre los diferentes
paises e introducir medidas mas estrictas de uso de piensos medicamentosos. Ademas,
dada la preocupacion actual por el desarrollo de resistencias antimicrobianas, no admite el
uso preventivo de pienso medicamentoso, establece unos limites de residuos de
medicamentos por contaminacion cruzada en piensos igual para todos los paises y
endurece las normas para prescripcion y manipulacion de piensos medicamentosos con

antimicrobianos.

La COM(2014) 556 final define el pienso medicamentoso como la mezcla de uno o varios
medicamentos veterinarios (definidos en la Directiva 90/167/CEE como premezclas
medicamentosas) o0 productos intermedios con uno o varios piensos, lista para alimentar
directamente a los animales sin mas transformacion. Segin esta norma, el pienso
medicamentoso Unicamente puede fabricarse a partir de medicamentos veterinarios
autorizados, siguiendo las instrucciones de la ficha técnica del medicamento y siempre que
no haya posibilidad de interaccion entre los medicamentos veterinarios y otros
componentes del pienso que puedan afectar a la inocuidad o a su eficacia. Su uso esta
sujeto a prescripcion veterinaria y debe estar justificado por motivos veterinarios. Ademas,
el veterinario debe asegurarse de que no existen incompatibilidades, contraindicaciones o

interacciones cuando se usen varios medicamentos.
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1.3 Uso de antimicrobianos en medicina veterinaria

Los antimicrobianos son el grupo de medicamentos veterinarios mas utilizado,
representando el 70% de las toneladas de medicamentos veterinarios consumidos en
Alemania en el afio 2003 (SRU, 2007). La figura siguiente representa las ventas de

antimicrobianos segun su forma farmacéutica en la Unidn Europea en el afio 2011.

B Premeazclas
medicamentosas

B Polvos Orales

m Soluciones Orales

M Inyectables

H Intramamarios

M Otros (pasta oral, bolus y
preparados intrauterinos)

Figura 2: Distribucion de las ventas, en mg/PCU® por forma farmacéutica de antibidticos en animales de
consumo en 25 paises de la Union Europea en 2011

La via de administracion oral (en pienso o en agua) es la méas utilizada en animales de
CONSUMO por razones practicas, ya que permite el tratamiento simultdneo de un gran
namero de animales y por periodos relativamente prolongados (Ungemach et al., 2006). En
el caso concreto de Espafia, mas del 95% de los tratamientos en estas especies son orales,
representando las premezclas medicamentosas un 66% de las ventas de antimicrobianos
(Third ESVAC report, European Medicines Agency, 2013). En porcino, el uso en pienso
puede representar un 80% del consumo total de antimicrobianos (Burch et al., 2009). Los
antimicrobianos son las sustancias mas utilizadas en la elaboracion de premezclas

medicamentosas. En Espafa representaban el 74% de las premezclas registradas para el

¢ PCU: Unidad de correccién poblacional, utilizada para comparar las ventas en funcion de la poblacion
animal de cada pais y que tiene en cuenta el peso medio estimado durante el tratamiento, el nimero de
animales sacrificados, nimero de animales vivos y los exportados (EMA/238630/2011).

" Third ESVAC report, 2013

20



Tesis Doctoral D. Ramirez

afio 2009 (AEMPS, 2008). La mayoria estan basadas en principios activos antiguos y el
namero de nuevas premezclas autorizadas por afio es pequefio (por ejemplo, en Espafa se
registraron sélo ocho nuevas premezclas en el afio 2008) y suelen ser de productos
genéricos, sugiriendo que los tratamientos a través del pienso estan muy estandarizados
(FCEC, 2010).

Desde el punto de vista de la salud pablica, la administracion de antimicrobianos en pienso
ofrece ciertas ventajas frente a la administracion en agua ya que las fabricas de pienso
deben cumplir requisitos estrictos en relacion a la homogeneidad, estabilidad y trazabilidad
de los piensos medicamentosos a la vez que existe un menor riesgo de sobredosificacion
intencionada porque el pienso es manipulado por poco personal el cual debe estar
cualificado para ello (RD 1409/2009). En cambio, la administracién en agua esta
condicionada por la calidad fisico quimica y microbioldgica de la misma (Medel, 2013), lo
cual puede alterar la estabilidad y solubilidad de las medicaciones e incluso interferir en su
eficacia. Ademas, el riesgo de sub- o sobredosificacién es mayor porque la correcta
administracion del medicamento depende de la profesionalidad de cada ganadero y de que
la granja disponga de unos sistemas adecuados para su uso (depositos de agua, bombas de
dosificacion).

Sin embargo, en relacién a la salud publica, también existen ciertas desventajas, como las
contaminaciones cruzadas entre piensos diferentes fabricados consecutivamente. Estas se
producen cuando trazas de medicamentos quedan adheridos temporalmente a las
estructuras de la linea de produccidon de la fabrica de piensos, ademas de que las
propiedades electrostaticas de algunas formulaciones hacen muy dificil su eliminacién total
(Smith, 1993). Actualmente, la legislacion vigente las considera inevitables pero exige
prevenirla y reducirla al maximo, ademas de exigir una vigilancia adecuada para mantener
unos niveles aceptables (Reglamento (CE) 183/2005, Real Decreto 1409/2009).

Otra desventaja esta en que, aunque la dosificacion del medicamento en el pienso sea muy
precisa, los animales pueden sobredosificarse o subdosificarse porque esta dosificacion se
hace por cada 1000 kg de pienso en lugar de dosificar en funcion del peso de los animales
(Timmerman et al., 2006). Ademas, la dosis real que ingiere el animal estad condicionada

por la diferente ingesta de pienso que puede darse segun el status sanitario del animal o
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jerarquias dentro del grupo (Lees et al., 2009). Diferentes estudios concluyen que con las
medicaciones orales es mas frecuente la subdosificacion (Timmerman et al., 2006; Callens
etal., 2012; Trauffler et al., 2014) la cual, asociado al hecho de que los tratamientos orales
suelen ser largos, favorece el desarrollo de bacterias resistentes a antimicrobianos
(Ungemach et al., 2006; Love et al., 2011).

1.3.1 Uso de antimicrobianos en porcino

La Directiva 2001/82/CE define los medicamento veterinarios como “toda sustancia o
combinacién de sustancias que se presente como poseedora de propiedades curativas o
preventivas con respecto a las enfermedades animales que pueda administrarse al animal
con el fin de restablecer, corregir o modificar las funciones fisiologicas del animal
gjerciendo una accién farmacoldgica, inmunolégica o metabdlica, o de establecer un
diagndstico médico”. Asi, y segun la legislacion vigente, los antimicrobianos pueden
utilizarse tanto para curar (terapéuticos) como para prevenir (profilacticos) una enfermedad

infecciosa.

En la préctica, existe otro modo de uso llamado metafilaxis, donde animales clinicamente
sanos pertenecientes al mismo grupo de animales con sintomas clinicos, son tratados con
antimicrobianos (Aarestrup, 2005), aunque otros autores lo consideran simplemente una
manera de profilaxis en presencia de enfermedad (Guardabassi y Kruse, 2009). La
administracion en pienso de antimicrobianos ha facilitado su uso profilactico o
metafilactico en porcino, ya que permite incluir estos tratamientos en programas de
medicacion estratégicos para controlar enfermedades evitando la manipulacién de los
animales (Burch, 2012). Callens et al. (2012) y Trauffler et al. (2014) reportaron este uso
profilactico/metafilactico de antimicrobianos como el mas importante en porcino (98% v el
46% de las granjas de engorde encuestadas en Bélgica y Austria respectivamente). Ademas,
aunque el uso de antimicrobianos como promotores de crecimiento estd prohibido en
Europa desde 2006, no siempre la distincion entre promotor de crecimiento y prevencién
de enfermedad esta clara, porque a dosis subterapéuticas observadas en tratamientos

profilacticos se puede tener efectos en el crecimiento de los animales (FAO, 2011).

Sin embargo, tanto el uso metafilactico como el profilactico entran en contradiccion con

las recomendaciones de diferentes instituciones, entre ellas la Organizacion de las
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Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, en cuya guia de Buenas Précticas
Agricolas aboga por minimizar el uso no terapéutico de los antibidticos promoviendo la
prevencion mediante programas vacunales y mejoras de manejo e instalaciones (FAO,
2003).

1.3.2  Fases del engorde en porcino relacionadas con el uso de antimicrobianos

Desde el nacimiento hasta el sacrificio, el cerdo pasa por diferentes etapas productivas que

constituyen su ciclo productivo, representado en la siguiente figura.

CICLO DE LOS CERDOS DE ENGORDE
DESDE NACIMIENTO A SACRIFICIO
ENTRADA
A
ENGORDE

Gestacion Engorde
114 dias De 70 a 160 dias
de vida o de 20

CICLO DE LAS CERDAS ~ (*3) apleos-“; kg de

Figura 3: Ciclo productivo porcino

En cada una de estas fases se utilizan diferentes tipos de piensos con el fin de cubrir las
necesidades nutricionales de cada momento. La fase de lactacién dura hasta los primeros
21 o 28 dias de vida. En ella, los lechones estan alojados con las madres y su principal
alimento es la leche, aunque se les suele ofrecer también alimento solido a partir de los
pocos dias de vida, el cual puede ser un pienso especialmente disefiado para esta etapa,
denominado lactoiniciador o puede coincidir con el primero que se administra durante la
fase de destete/transicion. De esta manera, los lechones van adaptando su sistema digestivo

a los ingredientes de origen vegetal de los piensos.
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El destete separa la lactacion de la fase de transicion. Es un punto critico para el lechon
porque se realiza de manera abrupta, su sistema digestivo todavia no esta adaptado a dieta
solida y ademas coincide con una caida de la inmunidad pasiva procedente del calostro y la
leche materna. Estas circunstancias se ven agravadas por el estrés que supone separarlos de
la madre y alojarlos en otras instalaciones donde se mezclan con otras camadas lo que
conlleva un riesgo muy elevado de infecciones bacterianas. En consecuencia, el uso de
antimicrobianos en los piensos de transicion es una practica habitual, los cuales actuarian
previniendo las posibles infecciones, reduciendo el consumo de nutrientes por parte de la
flora intestinal, incrementando la absorcion de nutrientes en el intestino y reduciendo los
efectos negativos de los metabolitos microbianos como la inflamacion (Niewold, 2007). En
esta fase los programas de alimentacidén de lechones suelen realizarse con dos tipos de
pienso que se ofrecen ad libitum. EI primer pienso, denominado prestarter suele utilizarse
unos 15 dias postdestete o hasta los 8-11 kg de peso. Es de facil digestion, muy palatable y
con un alto contenido en derivados lacteos. En cambio, el pienso starter se ofrece
gradualmente hasta los 60-70 dias de vida en que los lechones alcanzan los 20-25 kg de
peso y tiene como objetivo conseguir un crecimiento éptimo y una buena adaptacion al

pienso de engorde.

El engorde tiene una duracién aproximada de 3-3.5 meses donde los animales son
alimentados con varios piensos (entre dos y cuatro), dependiendo del tipo de empresa, con
lo que se pretende mejorar la eficiencia, es decir, conseguir que los cerdos desarrollen su
potencial genético al minimo coste y reducir la contaminacién ambiental. Al inicio de esta
etapa, los lechones son realojados en otras naves o granjas por lo que vuelven a ser
mezclados con animales de diferentes origenes, ademas pueden llegar al engorde a
diferentes edades, dependiendo de las instalaciones de las granjas. Por ello, es habitual el
uso de un pienso de precebo o de entrada a engorde que suele ser medicado con
antimicrobianos y antiparasitarios y administrarse ad libitum hasta los primeros 15 dias de
esta fase. El objetivo es evitar patologias digestivas y/o respiratorias derivadas de la mezcla
de animales. El resto de piensos utilizados en esta fase no suelen ir medicados con

antimicrobianos de manera rutinaria.

Las cerdas reproductoras suelen alimentarse con un pienso Unico durante la gestacion que

se administra de manera restringida y cuya cantidad varia en funcién de la etapa de
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gestacion. En general, durante el periodo de lactacion las cerdas se alimentan con un unico
pienso con alta concentracion de energia y nutrientes con el objetivo de aumentar la ingesta
voluntaria y contrarrestar las demandas energéticas para la produccion de leche. En
animales reproductores no suele ser habitual la medicacion sistematica de los piensos,
excepto en el caso de las cerdas gestantes, donde se llevan a cabo unos “periodos de
blanqueo” que consisten en la administracion de pienso medicado con antimicrobianos y/o
antiparasitarios unos 15 dias consecutivos durante la gestacion de las cerdas. Suelen ser
tratamientos en sabana, es decir, se medican todos los animales de la nave durante un

mismo periodo, independientemente del momento de la gestacion en el que se encuentren.

1.4 Resistencias antimicrobianas: acciones a nivel europeo

En los paises desarrollados las resistencias a antimicrobianos (RAM) representan un
importante problema de salud publica y de salud animal que ademas genera pérdidas
econdmicas millonarias. Se estima que en la Union Europea unas 25000 personas murieron
en 2007 por infecciones causadas por bacterias resistentes (ECDC/EMEA, 2009), siendo
los paises del sur y este de Europa los que tienen niveles de resistencias mas elevados
(ECDC, 2013).

La mayoria de las enfermedades infecciosas en humanos, a excepcion de las zoonosis, son
causadas por patogenos diferentes a los que producen infecciones en animales, por tanto, la
mayoria de las resistencias antimicrobianas en humanos se deben al uso de antimicrobianos
en humanos. Sin embargo, en Europa, el consumo medio de antimicrobianos es mayor en
animales (144 mg/kg de biomasa) que en humanos (116 mg/kg biomasa), segin datos del
primer informe conjunto ECDC/EFSA/EMA (2015). Segun este informe, que engloba a 26
paises europeos, sélo en ocho de ellos el consumo es mayor en animales que humanos. En
el caso de Espafa, se reportaron 242 mg/kg en animales frente a los 108 mg/kg en
humanos. Sin embargo, en esta cifra no se incluyo el consumo hospitalario, el cual en
Espafia esta por encima de la media Europea, situdndose como el quinto pais que mas

consume en hospitales (Ministerio de Sanidad, 2015).
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Los animales, especialmente los de consumo, contribuirian a la aparicion de estas
resistencias principalmente por dos vias:

e Por consumo de alimentos contaminados por bacterias resistentes, como en el caso
de cepas resistentes de Salmonella, Campylobacter y E.coli (Mglbak, 2004). Esta
contaminacion suele producirse por el contacto de las canales con bacterias
intestinales durante el sacrificio de los animales (Aarestrup y Wegener, 1999).

e Por contacto directo con animales portadores. Aunque hace algunos afios podia
parecer poco relevante (R. J. Bywater, 2004), cada vez hay més evidencias de que
esta via juega un importante papel en la transmision de resistencias, como en el
caso de Staphylococcus aureus resistente a metacilina (MRSA en sus siglas en
inglés). En Holanda, se describié una prevalencia de esta bacteria 760 veces mayor
en trabajadores de granjas porcinas que en pacientes de hospitales (Voss et al.,
2005) y mas recientemente en Dinamarca se han descrito casos de transmision por
contacto con vacas y ovejas (Petersen et al., 2013).

Ademas, algunas bacterias patdgenas para animales que no afectan a humanos pueden

transferir genes de resistencia a patogenos que si les afectan (Jensen et al., 2009).

Ante la evidencia de que la Unica manera de actuar frente a las resistencias antimicrobianas
es englobando la salud humana y la animal, a partir del afio 2011, diferentes instituciones y
agencias europeas acordaron doce acciones marco que debian desarrollarse en los
diferentes estados de la Unién durante el periodo 2011-2015. El objetivo de estas acciones
va encaminado a prevenir y controlar las resistencias y a asegurar la disponibilidad de

antimicrobianos efectivos para los humanos y los animales (COM (2011) 748 final).

26



Tesis Doctoral

D. Ramirez

Tabla 4:
748 final)

Adaptada del Plan de accién contra la amenaza creciente de resistencias antimicrobiana (COM (2011)

Acciones en Salud Humana

Acciones en Salud Animal

Acciones Comunes

1: Promover el uso apropiado de
antimicrobianos en todos los
estados de la Unién Europea

2: Reforzar el marco normativo
sobre medicamentos veterinarios y
piensos medicamentosos

8: Desarrollar y /o fortalecer la
cooperacion internacional para la
prevencion y control de las RAM

en todos los sectores

4: Reforzar la prevencion y
control de infecciones en
hospitales y centros de salud

3: Presentar recomendaciones para
el uso prudente en medicina
veterinaria

11: Reforzar y coordinar los
esfuerzos de investigacién sobre las
causas de aparicion de las RAM,
nuevos métodos diagndsticos,
vacunas, etc.

6: Promover la investigacion y el
desarrollo de nuevos
antimicrobianos

5: Introducir herramientas legales
para mejorar la prevencion y el
control de las infecciones en los

animales

12: Promover campafias educativas
para la poblacién en general y
asegurar que el conocimiento de las
RAM se incluyen en los programas
de formacién para profesionales de
la salud animal y humana

9: Fortalecer los sistemas de
vigilancia sobre las RAM y el
consumo de antimicrobianos en
medicina humana

7: Promover esfuerzos para analizar
la necesidad de nuevos
antimicrobianos en medicina
veterinaria

10: Fortalecer los sistemas de
vigilancia sobre las RAM y el
consumo de antimicrobianos en
medicina veterinaria

En 2014, siguiendo el mandato europeo, Espafia ha desarrollado y puesto en marcha el

Plan estratégico y de accién para reducir el riesgo de selecciéon y diseminacion de

resistencias a los antibioticos (AEMPS, 2014), estructurado en seis lineas estratégicas,

comunes para medicina humana y veterinaria, subdivididas en medidas y acciones

concretas (Tabla 5).
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Tabla 5:

antibiéticos (AEMPS, 2014)

Lineas estratégicas, medidas y acciones en salud animal adaptado del Plan estratégico y de accion para reducir el riesgo de seleccion y diseminacién de resistencias a los

Lineas Estratégicas

Medidas

Acciones en Salud Animal

I: Vigilancia del
consumo y de la
resistencia a
antibidticos

1.1: Monitorizacion del
consumo de antibiéticos

Mejorar los sistemas de vigilancia de las ventas de anti bi6ticos, incluyendo datos a nivel de distribuidores.
Desarrollo e implantacion de la receta electronica y de sistemas informaticos de control de tratamientos ligados a la
explotacion.

Asegurar la explotacion y analisis de los datos a nivel local, regional y nacional y el retorno de informacién.

1.2: Mejorar la vigilancia de
las resistencias a
antibioticos

Anadlisis y explotacion de los datos de resistencia bacteriana y su evolucién en bacterias zoonéticas e indicadoras, con un
analisis particular de la RAM en expansion.

Cruzar la informacion de RAM y de consumo para hacer una presentacion bienal de los resultados, identificando los pares
de anti bi6tico y bacteria especialmente representativos.

1.3: Control de uso de
antibiéticos criticos

Identificar y listar las clases de anti bidticos considerados criticos para proceder a una vigilancia especifica de su consumo y
aparicion de resistencias.
Limitar la prescripcion de estos anti bidticos cuya efectividad haya que preservar especialmente

1.4: Participar en proyectos
europeos e internacionales
para intercambiar
informacion

Revision continuada de la actualidad europea e internacional sobre las RAM y sobre el uso racional de antibidticos, con el
objetivo de difundir informacion y que ésta esté disponible para los interesados.

Contribuir en los distintos proyectos europeos sobre el consumo y el uso de antibiéticos y redes de vigilancia de RAM
(ESVAC, monitorizacion en patdgenos zoonoticos)

I1: Controlar las
resistencias bacterianas

11.1: Controlar la difusion
de resistencias

Desarrollar la red de vigilancia de bacterias patogenas en animales. Establecer un plan por especies animales, identificando
la via de implementacion.

Identificar laboratorios colaboradores y/o de referencia para el aislamiento e identificacion de bacterias patégenas
resistentes a anti bidticos.

11.2: Disefiar y difundir
herramientas para la
promacion de las buenas
précticas de uso de
antibidticos

Desarrollar de forma mas amplia un apartado especifico de bue uso de antibidticos, para cada especie animal en las guias de
uso responsable.

Identificar si se necesitan desarrollar otras guias especificas ( p.ej. peces, aves de cria de caza)

Promover que los tratamientos antibidticos se basen en diagnésticos microbiolégicos y pruebas de sensibilidad

Desarrollar directrices en las que se den recomendaciones especificas de uso de determinados antibiéticos como de

ELINT3

“primera linea”, “segunda linea” o ultima linea” en relacién con infecciones especificas.

11.3: Elaborar directrices
para la prescripcion
excepcional de antibioticos

Desarrollar directrices para la prescripcion excepcional de antibioticos

11.4: Limitar el uso
profilactico de antibidticos a
casos con necesidades
clinicas definidas

Se identificaran por especies animales las enfermedades donde sea imprescindible el uso profilactico de anti biéticos, y se
incluiran en el plan
Se controlara el uso de anti biéticos en condiciones diferentes a las especificadas en las condiciones de autorizacion
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I11: ldentificar e
impulsar medidas
alternativas y/o
complementarias de
prevenciény
tratamiento

111.1: Fomentar la mejora de
las medidas de higiene,
manejo y bienestar animal

Promover la difusion y el uso de las guias de buenas practicas ganaderas que ya existen, e identificar y desarrollar las que
aun no estén realizadas y sean necesarias.

Modificar las guias existentes para incluir recomendaciones des tinadas exclusivamente a los ganaderos, de forma que se
explique de manera clara y comprensible como deben administrarse y/o prepararse (en caso de medicamentos administrados
via oral) y/o aplicarse los anti biéticos, para garantizar su uso adecuado.

Establecer mecanismos efectivos para que los ganaderos reciban y utilicen las guias.

111.2: Promover el
desarrollo y uso de pruebas
de sensibilidad y métodos
de diagnostico rapido

Promover el uso de pruebas de diagndstico microbioldgico.
Normalizacion de las pruebas de sensibilidad (antibiogramas) y su interpretacion
Promover el uso de pruebas de diagndstico rapido

111.4: Fomentar la adopcion
de medidas para mejorar las
condiciones de
administracion de los
productos antiguos que
contienen anti biéticos no
criticos

Encontrar estrategias para facilitar a los laboratorios que mejoren las condiciones de administracidn de estos grupos de
moléculas de anti bidticos para optimizar la eficacia, especialmente la mejora de los regimenes de tratamiento

1V: Definir prioridades
en materia de
investigacion

IV.1: Desarrollar y
promover una estrategia
comun en materia de
investigacion

Promover la investigacion para mejorar el conocimiento de los mecanismos de RAM.

Promover la investigacion para mejorar el conocimiento de las causas y las consecuencias de la aparicion y diseminacién de
la RAM asi como de las medidas encaminadas a su control y a la mejora en el uso de los anti biéticos.

Promover el desarrollo de anti bi6ticos con un valor afiadido frente a los ya comercializados.

Promover la investigacion de alternativas a los antibidticos en el campo de la inmunidad

Apoyar la investigacion de nuevos antibidticos, restringidos para uso en medicina veterinaria, pero no criticos para
medicina humana

Promover el desarrollo de nuevos métodos de deteccion y caracterizacion de RA.

Estudiar mecanismos de incentivacion a los proyectos de investigacion basados en las necesidades identificadas

Mejorar el conocimiento sobre los aspectos determinantes que conducen a un alto consumo de anti bi6ticos en granjas

1V.2: Desarrollo de la
investigacion
epidemiolégica y
socioeconémica

Promover el uso de pruebas de diagndstico microbioldgico.
Normalizacion de las pruebas de sensibilidad (antibiogramas) y su interpretacion
Promover el uso de pruebas de diagndstico rapido
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V: Formacion e
informacion a los
profesionales sanitarios

V.1: Movilizar a los
profesionales de la salud

Informar a los profesionales sobre los riesgos del desarrollo de resistencia a los antibidticos.

Dar a conocer a los profesionales los beneficios individuales y colectivos del uso racional de los antibidticos.

Promover las comunicaciones en foros cientificos acerca del control de la resistencia a anti biéticos y del uso prudente de
los mismos.

V.2: Fomentar la formacion
de los profesionales de la
salud

Promover la formacion de los profesionales sanitarios en todos los periodos de formacion: universitaria, especializada y
continuada. Completar la formacion en todos sus ciclos (pregrado, grado, postgrado, especializacion).

Asegurar que en los programas oficiales de las especialidades en Ciencias de la Salud se garantice la adquisicion de
competencias necesarias para mejorar el uso racional de antibiéticos y reducir las resistencias microbianas

V.3: Desarrollar programas
de formacién continuada de
los profesionales de la salud
con criterios de
homogeneidad, en aquellas
materias relacionadas con la
RAM

Incluir el uso racional de anti bi6ticos en los médulos de formacién continuada

Favorecer las iniciativas ya existentes para que lleguen al nimero maximo de profesionales de la salud

Completar la formacién continuada en Ciencias de la Salud y disciplinas relacionadas (Medicina, Odontologia, Farmacia,
Enfermeria, Veterinaria)

V.4: Desarrollar la
autoevaluacion de los
prescriptores

Definir las modalidades de evaluacion de las practicas de prescripcion de anti biéticos y de las acciones de mejora, y
proponer un método elaborado y validado por las autoridades sanitarias

Integrar en los programas de prescripcion la lista de antibidticos que necesitan una reserva especial con un control
especifico

Desarrollar guias de buenas practicas de prescripcion de antibiéticos en veterinaria, con medidas especificas adaptadas a
cada especie, y un protocolo de tratamiento y metafilaxis de enfermedades bacterianas

VI: Comunicacion y
sensibilizacion de la
poblacién en su
conjunto y de
subgrupos de
poblacién

V1.1: Campafias para la
poblacion en general

Identificar las campafias de comunicacion ya realizadas y explorar la continuidad de campafias de comunicacién para el uso
racional de antibidticos que hayan mostrado un impacto positivo en la reduccion de la RAM.

Utilizar la jornada europea de sensibilizacion del 18 de noviembre para potenciar el uso racional de antibiéticos mediante
acciones dirigidas a los profesionales y al publico general

Publicar regularmente articulos en prensa firmados por lideres de opinion reforzando los temas de las campafias

Establecer y difundir una plataforma de informacion para los consumidores.

V1.2: Informacién
especifica para subgrupos
de poblacién

Ganaderos
Duefios de mascotas
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A raiz de este plan de accion europeo contra las resistencias antimicrobianas se han
desarrollado directrices y normas para contribuir al desarrollo de las acciones estratégicas.
Por ejemplo, la 2015/C 299/04 describe las directrices para el uso prudente de
antimicrobianos en medicina veterinaria, segun la accion nimero 3 del plan y donde, entre
otras cosas, se aboga por una utilizacion més racional y selectiva de los antimicrobianos, el
fomento de la prevencioén e higiene en las granjas, el uso s6lo en casos diagnosticados y
preferiblemente después de la realizacion de pruebas de sensibilidad, asi como evitar
tratamientos masivos, profilacticos y con antimicrobianos de amplio espectro. Otra norma
desarrollada para ayudar en la ejecucion del plan, concretamente de la accion nimero 10,
es la Decision 2013/652/UE, que establece normas mas detalladas para la vigilancia de las
RAM vy trata de armonizar el modo en que los datos son recogidos y reportados por los

diferentes Estados de la Union para favorecer su comparacion.

Paralelamente, la Agencia Europea del Medicamento puso en marcha en 2009 el proyecto
ESVAC (European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption) en el que los
diferentes paises europeos deben reportar los datos de consumo de antimicrobianos en
animales. En Espafia esta informacion se obtiene de los distribuidores de medicamentos,
los cuales estan obligados a reportarlos, y de las empresas farmacéuticas que los fabrican,

que lo hacen de manera voluntaria.

Los informes que se obtienen de estas dos iniciativas estan encaminados a evaluar la
eficacia de los antimicrobianos y a correlacionar su uso con la aparicion de resistencias.
Sin embargo, hasta el momento, los datos de consumo de los que se dispone se calculan en
base a las ventas de cada antimicrobiano (no a su consumo) y engloba a todas las especies
(Moreno, 2014). Ademas, se expresan en mg de principio activo/kg de PCU (o unidad de
correccion poblacional). Esta unidad, puramente técnica, es una estimacion del peso
durante el tratamiento de los animales vivos y los sacrificados en cada pais. Sélo con estos
datos (expresados en mg/kg y sin separar por especie) pueden derivarse conclusiones
erroneas ya que no se tienen en cuenta ni que el uso de antimicrobianos difiere mucho
entre especies (por ejemplo es mucho menor su uso en ovejas y cabras con un sistema de
produccion extensivo que en cerdo, cuya produccion se realiza de manera intensiva) ni la
importancia relativa de cada tipo de produccion en el calculo de la PCU al comparar entre
paises (Bondt et al., 2013).
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Con la intencion de subsanar estas deficiencias, el proyecto ESVAC contempla que en los
proximos afios se puedan conseguir, ademas de los datos de ventas, datos de consumo por
especie y que estas se calculen con unidades técnicas que permita la comparacion entre
paises (European Medicines Agency, 2016). En el caso concreto del porcino, ESVAC
realiz6 una prueba piloto en 10 paises de la Unién (entre ellos Espafia) y en 46 granjas
porcinas entre 2014-2015, para comprobar si los protocolos y formularios de recogida de
datos de consumo de antimicrobiano (incluido el pienso medicamentoso) son eficaces. Los
resultados preliminares de esta prueba indican que es posible obtener datos de consumo
fiables recopilados a nivel de granja y a través de las prescripciones veterinarias. Sin
embargo, todavia queda por definir si este consumo se relaciona con el ndmero de
animales producidos al afio o por la media de cerdos de cada categoria presentes en la

granja por dia.

Con los datos de consumo y de resistencias de antimicrobianos en animales y humanos
recopilados por diferentes agencias europeas durante los afios 2011-2012, se edito el
primer informe conjunto que analiza estas relaciones (ECDC/EFSA/EMA, 2015). Aunque
con limitaciones debido al uso de diferentes sistemas para recopilar estos datos, si se pudo
constatar una relacion positiva entre el consumo de antimicrobianos y la aparicion de
resistencias en animales de produccidn, sobre todo en el caso de E. coli aunque también
para Salmonella spp. y Campylobacter spp. Ademas, se observé también una relacion
positiva entre el consumo de macrolidos en animales de produccion y la aparicion de
resistencias en Campylobacter spp aislados de infecciones humanas y entre el consumo de
tetraciclinas, principalmente en cerdos y terneros, y la aparicion de resistencias en

Salmonella typhimurium y Campylobacter spp aislados de humanos.

1.5 Clortetraciclina

Las tetraciclinas son el grupo de antimicrobianos mas utilizado en veterinaria, a lo cual
claramente ha contribuido su amplio espectro de accion frente a bacterias gram-positivo y
gram-negativo, asi como micoplasmas y otros microorganismos, ademas de los minimos
efectos adversos que producen. La clortetraciclina (CTC) fue la primera de las tetraciclinas que
se descubri6 alla en la década de 1940 y recibié el nombre de Aureomicina al ser producido
por una actinobacteria dorada a la que se denomind Streptomyces aureofaciens. En 1949, fue

descubierta la oxitetraciclina (OTC) o Terramicina, producida por Streptomyces rimosus.
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Durante la segunda mitad del siglo XX fueron apareciendo otras tetraciclinas tanto
naturales como semisintéticas con el fin de mejorar sus caracteristicas farmacocinéticas, de

seguridad y de eficacia (Chopra y Roberts, 2001).

Tabla6: Cronologia de aparicion de las tetraciclinas

Rolitetraciclina

= Clortetraciclina = Metaciclina

Limeciclina
= Oxitetraciclina - = Doxiciclina

— Tetraciclina — Clomociclina = Minociclina

= Demeclociclina

= Tigeciclina

40 1950 1960 1970 1980 1990

1.5.1 Caracteristicas fisicoquimicas

La estructura quimica de la clortetraciclina  {(4S,4aS,5aS,6S,12aS,2)-2-
[amino(hydroxy)methylene]-7-chloro-4-(dimethylamino)-6,10,11,12a-tetrahydroxy-6-

methyl-4a,5,5a,6-tetrahydrotetracene-1,3,12(2H,4H,12aH)-trione}  (Reeves, 2011) se
presenta en la figura 4. Como todas las tetraciclinas, su estructura basica consta de un
nucleo tetraciclico octahidronaftaleno a los que estan unidos grupos funcionales que le

confieren sus propiedades antibacterianas y farmacologicas.

Es una sustancia amarga e inodora, de color amarillo y estable en forma de polvo. Es poco
soluble en agua pero soluble en soluciones de hidroxidos alcalinos y carbonatos,
ligeramente soluble en alcohol y practicamente insoluble en acetona, cloroformo, dioxano
y éter (USP, 2003). Se presenta normalmente en forma de sales &cidas de sodio o
clorhidrato para aumentar su solubilidad. Al contrario que otras tetraciclinas, es
particularmente inestable en soluciones neutras o alcalinas (pH superiores a 7.0) (del

Castillo, 2013) y pierde la mayor parte de su actividad en un dia en solucion acuosa neutra.
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15.2 Mecanismo de accion

La clortetraciclina presenta un efecto bacteriostatico basado en su union reversible al
ribosoma bacteriano con la que se detiene la sintesis proteica. Aunque los ribosomas
bacterianos tienen sitios de union de baja afinidad también en la subunidad 50S, presentan
un sitio de unién de alta afinidad en la subunidad 30S que es la que conduce al efecto
antibacteriano al impedir la unién del complejo aminoacil ARNt al sitio aceptor (A) del
ribosoma bacteriano (Chopra et al., 1992). De esta manera evita la incorporacion de
aminoacidos durante la sintesis de proteinas que se produce durante los procesos de

reproduccion y crecimiento celular.

Antes de llegar al ribosoma, la clortetraciclina debe atravesar uno 0 mas sistemas de
membranas, en funcién de si se trata de un organismo gram-positivo o gram-negativo,
mediante un mecanismo doble, primero, atraviesa la membrana externa a través de canales
hidrofilos de porinas formando un complejo reversible con un catibn metalico
(probablemente magnesio) cargado positivamente y que se disocia en el periplasma. Una
vez alli, la tetraciclina en forma electroneutra y mas lipofilica entra en el citosol, a través
de la membrana citoplasmatica mediante un mecanismo dependiente de energia, para

unirse al ribosoma (Chopra y Roberts, 2001).

Gram -

Figura 4: Estructura quimica de la clortetraciclina y mecanismo de accion?

Ademas de actuar sobre la sintesis proteica, las tetraciclinas inhiben algunas reacciones

bioquimicas de las bacterias, como la fosforilacion oxidativa y la oxidacion de la glucosa.

9 Adaptado de Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 11th edition. New York:
McGraw-Hill (Goodman, L. S., Gilman, A., Brunton, L. L., Lazo, J. S., & Parker, 2006)
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Ademas pueden quelar el magnesio, el cual es necesario para mantener la integridad

ribosomal de la célula bacteriana.

1.5.3 Actividad antibacteriana

La clortetraciclina presenta un amplio espectro de actividad contra microorganismos
implicados en procesos entéricos y respiratorios en el cerdo que incluye bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, asi como Rickettsia, Mycoplasma, Chlamydia y algunos

protozoos (Baxter y McKellar, 1995).

La tetraciclina se ha considerado la molécula representativa del grupo en cuanto a la
susceptibilidad antimicrobiana, al ser méas estable en medios de cultivo (Tabla 7). No
obstante, es posible que la potencia antimicrobiana de la clortetraciclina puede estar
subestimada, especialmente para organismos de crecimiento lento como Mycoplasma, ya
que es mucho menos estable en medios de cultivo (del Castillo, 2013). Ademas, se ha
demostrado que otros patégenos respiratorios del cerdo como Actinobacillus
pleuropneumoniae o Pasteurella multocida son més sensibles a la clortetraciclina que a la
tetraciclina o a la oxitetraciclina (Wu y Wolff, 2000). Estas diferencias se explicarian en
parte porque la clortetraciclina, al ser mas lipofilica que la oxitetraciclina, atravesaria con

mayor facilidad la membrana exterior de las bacterias gram-negativas (Wolff, 2003).

Tabla7: Susceptibilidad de diferentes patégenos porcinos a las tetraciclinas (del Castillo, 2013)

Susceptibilidad buena o moderada

(MIC < 4 pg/mL) Susceptibilidad variable Resistente (MIC > 16 pg/mL)

Aerobios Gram-positivos

Erysipelothrix rhusiopathiae® ‘ Staphilococcus spp. Streptococcus suis®

Aerobios Gram-negativos

Lawsonia intracellularis -
Haemophilus parasuis®
Bordetella bronchiseptica®
Yersinia spp.®
Leptospira spp.

Salmonella enterica spp.t

Escherichia colit Actinobacillus pleuropneumoniae®

Anaerobios

Clostridium perfringens®
Brachyspira hyodysenteriae®
(Prasek et al. 2013)
Brachyspira pilosicoli

Mycoplasmas

Mycoplasma hyopneumoniae® ‘ Mycoplasma hyosinoviae®

E: responsable de procesos entéricos; R: responsable de procesos respiratorios; S: responsable de procesos
septicémicos
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154 Resistencia bacteriana

Solo un afio después del descubrimiento de la clortetraciclina aparecieron las primeras
evidencias de resistencia a este grupo de antimicrobianos (Nelson y Levy, 2011). En la
actualidad, la resistencia a tetraciclinas es muy comun en patdgenos porcinos,
principalmente en bacterias entéricas, debido a que su uso esta muy extendido en cerdos.
De hecho, la aparicion de resistencias esta correlacionada con el patron de uso de los
antimicrobianos (Jensen et al., 2009), y surgen cuando las bacterias adquieren genes tet
(tetraciclina) y/o otr (oxitetraciclina) a través de elementos genéticos extracromosoémicos y
maoviles como los plasmidos (Chopra y Roberts, 2001).

Estos genes codifican proteinas que proporcionan a la célula bacteriana diferentes

mecanismos de resistencia.

Las primeras en descubrirse fueron las proteinas de eflujo asociadas a la membrana celular,
las cuales exportan activamente las moléculas de tetraciclina fuera de la célula y en
consecuencia disminuyen su concentracion intracelular (Nelson y Levy, 2011). En segundo
lugar, las proteinas de proteccion ribosomal son unas proteinas citoplasméticas que
desplazan a las tetraciclinas de su sitio de unién (A) en el ribosoma (del Castillo, 2013),
permitiendo por tanto la sintesis proteica bacteriana. Estos dos mecanismos son los mas
comunes, aunque se han descrito otros como la inactivacién enzimatica o las mutaciones
del ARN ribosomal.

Dado que los genes de resistencia se localizan en elementos genéticos méviles como los
plasmidos, estos pueden transferirse entre bacterias patdgenas o entre comensales y
patdgenas y ademas, que esta transferencia se produzca entre animales y humanos (Boerlin
y White, 2013).

155 Caracteristicas farmacocinéticas

En los sistemas de produccion porcina, la forma mas ampliamente utilizada para la
administracion de tetraciclinas es la via oral (European Medicines Agency, 2015), tanto en
forma de polvo soluble o en forma de premezcla medicamentosa que se adicionan al agua

o al pienso y normalmente se ofrecen a los animales ad libitum.
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Tras su ingestion y posterior disociacion en los jugos gastricos, las tetraciclinas orales se
absorben répidamente en el duodeno, aunque la biodisponibilidad es diferente para cada
molécula. Asi, la clortetraciclina es 3 veces mas biodisponible que la oxitetraciclina (del
Castillo, 2000).

Por otro lado, los procesos de disociacion y absorcidn de las tetraciclinas pueden variar en
funcién de las interacciones con otros componentes de la propia premezcla medicamentosa
o del pienso, el contenido de éste en humedad, la interaccion con cationes divalente, la
presencia de leche o productos lacteos en el estomago (USP, 2003) o la utilizacion de
acidificantes. En consecuencia, la biodisponibilidad de la clortetraciclina en cerdos varia
de un 6 a un 27% (del Castillo y Wolff, 2006). Como ejemplo de lo anteriormente expuesto,
(Wanner et al., 1991) demostraron que la inclusion de calcio en el pienso de lechones
disminuia su biodisponibilidad y por tanto sus concentraciones plasmaticas mientras que la

adicién de acido citrico las aumentaba.

La presencia de enfermedad también afectaria a la biodisponibilidad, como en el caso de
animales con fiebre, en los que se produciria una ralentizacion del vaciado del estbmago y
un aumento del pH del jugo gastrico por el que las tetraciclinas precipitarian y por tanto se
absorberian menos (Pijpers et al., 1991).

Al ser una molécula liposoluble, la clortetraciclina se distribuye con facilidad por la
mayoria de tejidos del cerdo, pero se concentra especialmente en el higado y los rifiones.
En el pulmén, sin embargo, se concentra en menor medida pero méas que en plasma (del
Castillo, 2000). La oxitetraciclina por el contrario, al ser menos liposoluble se distribuye
menos (su volumen de distribucion es 24% menor) lo que resulta en concentraciones en
pulmén y plasma entre 7 y 20 veces menores que la clortetraciclina (Wolff, 2003). En
consecuencia, la eficacia clinica de la clortetraciclina en procesos respiratorios es mayor

que en el caso de la oxitetraciclina.
Por otra parte, tanto la clortetraciclina como la oxitetraciclina se unen moderadamente a

proteinas, alrededor del 50% (USP, 2003) por lo que la fraccion libre seria suficiente para

que su eficacia clinica no se viera afectada en ninguno de los dos casos. A efectos practicos
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se considera que la unién a proteinas afectaria a la eficacia cuando es mayor de un 80%
(Toutain et al., 2002).

Cuando se administra en pienso a cerdos, las concentraciones plasmaticas de
clortetraciclina alcanzan el estado estacionario a las 24h del inicio de la administracion
(Kilroy et al., 1990) y éstas estdn ademas correlacionadas con la dosis. Sin embargo, dada
su moderada biodisponibilidad oral, puede que la administracion en pienso no permita
conseguir concentraciones eficaces, es decir por encima de la concentracion minima
inhibitoria (MIC, en sus siglas en inglés) de algunos patdgenos sensibles (del Castillo,
2013).

Las tetraciclinas se eliminan principalmente por via urinaria sin ser metabolizadas
previamente (USP, 2003), y en cierta medida, en funciéon de su liposolubilidad, por
secrecion biliar y a través de las heces. En general, la vida media de eliminacion (ty,) de
las tetraciclinas correlaciona positivamente con su liposolubilidad y al producirse también
reabsorcion por recirculacion hepatica, la eliminacion puede darse durante periodos largos
(Delsol et al., 2003) que se traducirian en valores de t;;, de entre 6-10 horas (del Castillo,
2013). La clortetraciclina, no obstante, dada su menor estabilidad en fluidos corporales y a
pesar de ser méas liposoluble, se elimina mas rapidamente que la oxitetraciclina (4 vs 5.3

horas de t3,;) cuando se administran en pienso a cerdos (del Castillo, 2000).

1.5.6 Caracteristicas farmacodinamicas

Las tetraciclinas, como otros antimicrobianos que actGan a nivel ribosomal, son
consideradas como potencialmente bacteriostaticos porque inhiben el crecimiento
bacteriano de manera reversible y porque la relacién entre la concentracion minima
bactericida (MBC) y la concentracion minima inhibitoria (MIC) es mayor de 10 (del
Castillo, 2000). Es decir, necesitarian una concentracion mucho mayor para eliminar al
patdgeno (Boothe, 2004). Sin embargo, esta clasificacion no es estatica y algunos
antimicrobianos, dependiendo del patdégeno pueden convertirse en bactericidas a
concentraciones elevadas, de al menos 2 veces la MIC. Esto explicaria, por ejemplo, por
qué la clortetraciclina es tan efectiva cuando se utiliza en pienso de manera profilactica,
evitando el desarrollo de lesiones pulmonares en casos de neumonia enzodtica (causada

por Mycoplasma hyopneumoniae) en cerdos, pero en cambio lo es menos cuando se utiliza
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como curativa (95% y 36% de efectividad, respectivamente). En este Ultimo caso actuaria
como bactericida lo cual sélo se consigue aumentando la dosificacion en pienso (Burch,
2004).

Para conseguir ser eficaces, la concentracién de un antimicrobiano bacteriostatico en el
lugar de infeccion debe mantenerse por encima de la MIC durante la mayor parte del
intervalo de dosificacion, por lo que se consideran siempre farmacos tiempo-dependiente
(Papich, 2001; Maddison, 2003). Ademas, su efecto persiste una vez finalizada la
exposicion al farmaco, es decir, durante un periodo concreto (el tiempo necesario para que
el patogeno se recupere del dafio subletal sufrido), el crecimiento bacteriano sigue inhibido
(Athamna et al., 2004). Este fendmeno se conoce como efecto postantibiético (PAE, en sus
siglas en inglés) y en el caso de las tetraciclinas se considera que tiene una duracion
prolongada (Craig, 2003). Aunque se ha estudiado en enterobacterias de humanos, otras
bacterias gram-negativo, como los principales patégenos respiratorios porcinos, podria
tener un efecto postantibidtico de mas 3 horas tras una exposicion de 1 hora a
concentraciones por encima de la MIC. No obstante, la duracién del PAE puede aumentar
en funcion del tiempo en que la bacteria estd en contacto con concentraciones supra-MIC
(Errecalde, 2004). Este podria ser el caso de las medicaciones en pienso de clortetraciclina
y oxitetraciclina mediante las cuales se conseguirian concentraciones supra-MIC de estos
farmacos por un tiempo mayor (del Castillo, 2000), aunque no esta claro que el

comportamiento in vivo del PAE sea similar al obtenido in vitro (Lees et al., 2009).

La MIC (obtenida in vitro y expresada en mg/mL o pg/mL) es el indice farmacodinamico
mas utilizado para medir la potencia y la eficacia de un antimicrobiano. Desde el punto de
vista del veterinario clinico ayuda a predecir su éxito o su fracaso en presencia de
enfermedad y permite clasificar a los microorganismos como susceptible, intermedio o
resistente en funcion de las probabilidades de curacion clinica o de eficacia terapéutica del
antimicrobiano, basados en un MIC breakpoint determinado (Kahlmeter et al., 2003). Si la
MIC es menor o igual que este punto de corte, el microorganismo es susceptible. Si, por el

contrario, la MIC esta por encima de este punto, se considerara intermedia o resistente.

Sin embargo, aunque esta clasificacion permite al veterinario decidir, cualitativamente, qué

antimicrobiano usar, depender exclusivamente de ella puede resultar en fallos terapéuticos
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porque si un antimicrobiano esta cerca del breakpoint y la dosis no es adecuada (situacion
frecuente en medicaciones en pienso), se corre el riego de que el tratamiento no resulte
efectivo y de que se creen resistencias. Ademas, la mayoria de breakpoints utilizados en
veterinaria se basan en ensayos clinicos humanos (Bywater et al, 2006), por ejemplo, no
hay breakpoints validados para ningln patégeno causante de enfermedades entéricas en
animales (Rubin, 2013). Por ello, pueden resultar inapropiados para otras especies porque
las caracteristicas farmacocinéticas, la union a proteinas o la susceptibilidad de los aislados

bacterianos pueden ser diferentes (Maaland et al., 2013).

Debido a estas limitaciones, y a que la adquisicién de resistencias puede provocar un
aumento de la MIC que no siempre va acompafiado de un aumento en el nivel de
resistencia clinica, se considera mas apropiado en la practica usar los valores de MIC

(Boerlin y White, 2013) para valorar la eficacia de un antimicrobiano.

Cuando se dispone de muchos aislados de una determinada especie microbiana, los valores
de MIC se suelen reportar como MICsy y MICq (valor de MIC que inhibe el crecimiento
del 50% o del 90%, respectivamente, de los aislados evaluados). La MICg es considerada
como el mejor indicador farmacodindmico para, junto con datos farmacocinéticos, estimar
la dosis efectiva, y es la de eleccidn en ensayos clinicos durante el proceso de registro de

un antimicrobiano (Lees et al., 2004).

En la Tabla 8 se reportan valores de MICso y MICq para clortetraciclina y oxitetraciclina

encontrados en la literatura.
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Tabla8: Valores de MIC para clortetraciclina y oxitetraciclina

o
c
e
Qo
= Pat6geno MICs  MICq  Rango Pais Fuente
g g (g/mL) (ug/mL) (ug/mL)
€
<
L. intracellularis 8 64 0.25-64 Europa/EEUU Wattanaphansak et al., 2009)
(iMIC)
M. hyopneumoniae - 3.83 1.03- EEUU Williams, 1978
8.21
3.1 >100 0.2- Japoén Inamoto et al, 1994 (en Burch, 2010)
>100
Narongsak and Thongkamkoon,
3.12 6.25 0.2-125 Tailandia 2002 (1997-1998) (en
Thongkamkoon et al., 2013)
g 25 50 3.12-100 Tailandia Thongkamkoon et al, 2013 (2006-2011)
% - 8 0.015- Bélgica Del Pozo Sacristan et al., 2012
il 16
£ | H. parasuis <0.5 4 <0.5-8 EEUU Mills et al, 2008 (2003-2007)
o
o . <0.5 1 0.5-8 Espafa Vera Lizarazo et al., 2006) (1987-1988)
P. multocida . ]
2 8 0.5-8 Espafa Vera Lizarazo et al, 2006 (2003-2004)
2 4 1-4 EEUU Mills et al, 2008 (2003-2007)
B. bronchiseptica <0.5 <0.5 <0.5-1 EEUU Mills et al, 2008 (2003-2007)
E.coli >32 >32 32->32 EEUU Mills et al, 2008 (2003-2007)
A. pleuropneumoniae 8 16 1-32 EEUU Mills et al, 2008 (2003-2007)
S. suis 32 >32 32->32 EEUU Mills et al, 2008 (2003-2007)
M. hyopneumoniae 0.2 3.13 0025125 Japon Inamoto et al, 1994 (en Burch, 2010)
0.13 2 0.016-4 Reino Unido Bousquet et al.1997 (1989-1993)
Reino Unido/ Francia/
0.25 1 0.025-1 Di JEEUU/ Japon Hannan et al, 1997
0.12 1 0.03-2 Bélgica Vicca et al, 2004 (2000-2002)
Narongsak and Thongkamkoon,
0.39 0.78 0.1-1.56 Tailandia 2002 (1997-1998) (en
Thongkamkoon et al., 2013)
& 6.25 6.25 0.78-125 Tailandia Thongkamkoon et al, 2013 (2006-2011)
g - 0.4 - Espaiia RCP Apsamix Oxitetracicina 20% (2009)
@
:Z.‘:; H. parasuis 0.5 4 0.25-8 Reino Unido Martin de la Fuente et al., 2007
g 4 >8 0.25-8 Espafa Martin de la Fuente et al. 2007
- 1 - Espafia RCP Apsamix Oxitetracicina 20% (2009)
P. multocida 0.5 16 0.5-64 Francia Bousquet et al, 1997 (1990-1991)
1 1 0.25-8 Espafa Vera Lizarazo et al, 2006 (1987-1988)
2 >8 0.5-16 Espafa Vera Lizarazo et al, 2006 (2003-2004)
B. bronchiseptica - 0.6 - Espafa RCP Apsamix Oxitetracicina 20% (2009)
A. pleuropneumoniae 0.5 32 0.5-32 Francia Bousquet et al, 1997 (1990-1991)
0.78 25 0.2-50 Japon Yoshimura et al, 2002 (1995-1997)

Los valores sombreados fueron los utilizados para los calculos PK/PD.
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1.6 Tilosina

La tilosina es un antibiético macrélido producido mediante fermentacion por Streptomyces
fradiae, una bacteria gram-positiva aislada por primera vez de una muestra de tierra de
Tailandia, que produce otros antimicrobianos como la neomicina (aminoglicosido) y la
fosfomicina (McGuire et al., 1961).

Su uso es exclusivamente veterinario siendo introducida a principios de los afios 70 como
promotor de crecimiento (es decir, administrado a dosis subterapéuticas en el pienso) hasta

1999, cuando se prohibe este uso en toda la Union Europea (Casewell et al., 2003).

1.6.1 Caracteristicas fisicoquimicas

La estructura quimica de la tilosina, cuya formula molecular es C4sH77NO17, se presenta en
la figura 5. Los macrolidos se clasifican quimicamente como lactonas macrociclicas, y se
diferencian por el nimero de dtomos de carbono (entre 12 y 16) comprendidos en el anillo
de lactona al que se le unen también varias combinaciones de desoxiazicar mediante
enlaces glucosidicos. La tilosina tiene 16 atomos de carbono en su anillo central de lactona
que estd unido a tres azUcares, dos en la posicion 5 del anillo (micaminosa, micarosa) y

otro en la posicion 14 (micinosa).

La tilosina es en realidad la suma de diferentes moléculas producidas durante el proceso de
fermentacion y cuyas proporciones pueden variar dependiendo de como se ha controlado
este proceso. Todas ellas contribuyen a la potencia antimicrobiana de la tilosina, aunque la
mayor parte de esta actividad es debida a la tilosina A, mientras que la B (desmicosina), la
C (macrocina) y la D (relomicina) tienen un 83%, 75% y 35% de la actividad de la tilosina
A, respectivamente (FAO/WHO, 2009).

En estado seco se cristaliza en pequefias ldminas blanco-amarillentas. Es poco soluble en
agua pero soluble en metanol, alcohol, y cloroformo y es insoluble en hidrocarbonos (USP,
2003). Se presenta normalmente en forma de sales como fosfatos y tartratos para mejorar

su solubilidad.
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1.6.2 Mecanismo de accion

El efecto bacteriostatico de la tilosina y otros macroélidos se debe a que detiene la sintesis
proteica al unirse de forma reversible al ARN ribosomal 23S (un componente de la
subunidad 50 del ribosoma bacteriano), lo que inhibe los procesos de transpeptidacion y
translocacion impidiendo la progresion de las cadenas polipeptidicas en formacion

(Mankin, 2008) y por tanto deteniendo la reproduccion celular.

Otros antimicrobianos como las lincosamidas y estreptograminas tienen un mecanismo de
accion similar y compiten por el mismo sitio de unién en la subunidad 50, por lo que los

mecanismos de resistencia son también similares (Pyorala et al., 2014).

¢
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Figura5: Estructura quimica de la tilosina y mecanismo de accién”

Los macrolidos en general pueden atravesar la membrana de las células eucariotas
(especialmente células de la serie blanca incluidos macréfagos), lo que les hace efectivos
contra patogenos intracelulares a la vez que tiene efectos beneficiosos para las defensas del
animal. Stuart et al. (2007), sin embargo, demostraron que la tilosina, aun teniendo una
estructura similar, penetra en menor medida en células epiteliales porcinas que la

tilmicosina, entre otros, lo cual influye en su eficacia al tratar enfermedades producidas por

h Adaptado de Mankin (2008) y http://www.antibiotics-info.org/
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este tipo de patdgenos. Este es el caso, por ejemplo, de la enteropatia proliferativa causada
por Lawsonia intracellularis un patégeno intracelular obligado, y frente al que la tilosina
tendria una susceptibilidad moderada (Wattanaphansak, 2009).

1.6.3 Actividad antibacteriana

La tilosina es activa frente a bacterias gram-positivo, micoplasmas y, aungue es efectiva
frente a algunas bacterias gram-negativo (Tabla 9), en general no es eficaz frente
enterobacterias porque su molécula es demasiado grande para atravesar sus membranas
celulares (Burch, 2012; Boerlin and White, 2013).

Tabla9: Susceptibilidad de diferentes patégenos porcinos a la tilosina'

Susceptibilidad buena Susceptibilidad moderada Resistente
(MIC £ 0.5 pg/mL) (MIC 1-4 pg/mL) (MIC > 8 pg/mL)

Aerobios Gram-positivos

Erysipelothrix rhusiopathiae® Bordetella bronchiseptica.R Streptococcus Suis®

Aerobios Gram-negativos

Pasteurella multocida®
Lawsonia intracellularis® Actinobacillus pleuropneumoniae®
Enterobacteriaceae (E.coli)®

Anaerobios
Clostridium perfringens® Brachyspira_honyse_nter_iEaeE
Brachyspira pilosicoli
Mycoplasmas
Mycoplasma hyopneumoniae® Mycoplasma hyosynoviae®

E: responsable de procesos entéricos; R: responsable de procesos respiratorios; S: responsable de procesos septicémicos

1.6.4 Resistencia bacteriana

La resistencia a macrélidos es bastante frecuente en cerdos y muy probablemente sea
debida al uso tan extendido de la tilosina como promotor de crecimiento durante muchos
afios. Se produce principalmente por tres mecanismos y es trasmitida por genes asociados
también a elementos mdviles que permiten su propagacion entre diferentes cepas y

especies de microorganismos.

Adaptado de Burch (2012) y Giguére (2013)
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El primero, las proteinas de eflujo, como en el caso de las tetraciclinas, bombean las
moléculas de antimicrobiano fuera de la célula permitiendo que los ribosomas bacterianos
vuelvan a funcionar. Sin embargo, parece que este mecanismo no interfiere en la

susceptibilidad de macrolidos con 16 atomos de carbono como la tilosina (Giguere, 2013).

El segundo, y quizés el mas conocido, se produce por la inhibicion de la union al ribosoma.
En este mecanismo estan implicados varios genes que codifican para metiltransferasas. El
gen ermS afiade un grupo metilo al nucleétido A2058 del ARN ribosomal 23S, lo que
proporciona una gran resistencia a lincosamidas pero baja a macrélidos y estreptogramina
B. Para conferir resistencia a la tilosina se necesita ademas otra metilacion (gen tirB) al
nucledtido G748 del ARN ribosomal. Este mecanismo sinérgico sélo se da para la tilosina
y la micinamicina, debido la posicién de los azlcares en estas las moléculas (5 y 14,
diferente del resto) (Liu y Douthwaite, 2002). Por otro lado, el gen ermN provoca una
dimetilacién en el nucledtido A2058 que es la responsable de la elevada resistencia
cruzada entre el grupo de antimicrobianos denominados en conjunto MLSg (macrolidos,
lincosamidas y estreptogramina B) y que tiene una gran prevalencia en bacterias patdgenas
(Aarestrup y Friis, 1998).

Por dltimo, existe un tercer mecanismo de inactivacion de algunos enzimas bacterianos

pero por el momento se desconoce su importancia clinica.

1.6.5 Caracteristicas farmacocinéticas

En el cerdo, la tilosina puede utilizarse por via intramuscular como inyectable o por via
oral, en agua de bebida o en forma de premezcla medicamentosa (en Espafia todas las

autorizadas son en forma de sal de fosfato).

Tras la administracion oral, la tilosina se absorbe rapidamente, aunque su biodisponibilidad
por esta via es moderada (22.5%), alcanzando wuna concentracion maxima
aproximadamente 1-1.5 h despues de su administracion. Dada su moderada union a
proteinas (30-47%) y su alto grado de liposolubilidad, se distribuye con facilidad por los
tejidos y fluidos corporales (Prats et al., 2002), encontrandose concentraciones mayores en
tejidos que en el plasma, como el pulmoén donde, tras su administracion en pienso, Vicca et

al. (2005), detectaron mediante inmunotincion, que la tilosina se acumulaba en los
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macrdfagos alveolares. Esta concentracion pulmonar, ademas, se mantiene de 2 a 26 horas
por encima de la concentracion plasmatica tras una administracion intramuscular (USP,
2003). Ademas, 24h post-administracion la tilosina ya no es detectable después de su
administracion oral a dosis Unica de 110 mg/kg de peso (Lewicki, 2006), metabolizandose
principalmente en el higado dando lugar a unos metabolitos excretados mayoritariamente

en heces.

1.6.6  Caracteristicas farmacodinamicas

Los macrdlidos, de la misma manera que las tetraciclinas, se consideran bacteriostaticos,
aunque pueden actuar como bactericidas a concentraciones plasmaticas elevadas o frente a

bacterias altamente susceptibles (USP, 2003).

Por regla general, las concentraciones plasmaticas suelen ser el mejor vaticinador del éxito
terapéutico de un antimicrobiano frente a una infeccion (Toutain et al., 2002), aunque para
algunos macrdlidos como la tilmicosina que se acumulan en el pulmén, su concentracion
pulmonar explicaria mejor su eficacia. En el caso de la tilosina, las concentraciones
plasmaéticas son similares a las observadas en pulmén, pero en cambio se acumula en el
citoplasma de algunas células como los macrofagos alveolares, por lo que las
concentraciones plasmaticas estarian también subestimando su eficacia (McKellar et al.,
2004) ya que, a concentraciones sub-MIC siguen teniendo efecto antimicrobiano. La
acumulacion en macrofagos alveolares y neutréfilos también se ha observado en la
tilmicosina y parece que esta células ayudarian a eliminar a las bacterias patégenas gracias

su gran movilidad por el espacio pulmonar (Burch, 2012).

Como antimicrobianos bacteriostaticos también se consideran tiempo-dependiente, es decir,
para resultar eficaces, sus concentraciones deben mantenerse por encima de la MIC el
mayor tiempo posible (McKellar et al, 2004). Ademas, presentan un PAE prolongado cuya
duracion aumenta con la concentracion del farmaco, lo que contribuiria a mejorar su

eficacia in vivo (Craig, 1998).
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1.7 Colistina

La colistina o polimixina E es un antibidtico polipéptidico, aislado por primera vez en
1949 y muy efectivo contra bacterias gram-negativas como E. coli, P. aeruginosa, y
Salmonella spp. (He et al., 2010), al unirse a componentes lipopolisacaridos de su
membrana externa. Esta union causa una disrupcion en la membrana que aumenta su
permeabilidad permitiendo la salida de componentes celulares lo que probablemente
causaria la muerte bacteria, aunque no esta claro que sea el Unico mecanismo de
accion (Yahav et al., 2012).

Una de sus principales caracteristicas es que, al ser moléculas relativamente grandes,
practicamente no se absorben por via oral (Nation et al., 2015). Esto, unido a la
susceptibilidad a la colistina de la mayoria de bacterias enteropatogénicas, la
convierten en el antimicrobiano de eleccidn en casos de infecciones gastrointestinales
(Guyonnet et al., 2010).

En produccion porcina, la colistina se ha utilizado durante décadas por esta via para
prevenir diarreas neonatales y post-destete producidas principalmente por E. coli
(Timmerman et al., 2006). Mayoritariamente, un 75% del total de ventas en Espafia,
es en forma de premezcla medicamentosa administrada en pienso, y en la Unién
Europea, Espafia e Italia son los paises que mas la utilizaban en animales de

produccion (European Medicines Agency, 2015).

En medicina humana, sin embargo, desde su aparicién, el uso tanto de colistina como
polimixina B (muy similares en estructura y mecanismo de accion) se restringié a
oftalmologia y dermatologia debido a su elevada neuro y nefrotoxicidad (Conole y
Keating, 2014; Nation et al., 2015). Unicamente se administra por via sistémica o por
inhalacion (en forma de prodroga) en casos de pacientes con fibrosis quistica para el
control de infecciones respiratorias provocadas por P. aeruginosa (Conole and
Keating, 2014).

A pesar de su posible toxicidad y debido a que muchos patégenos implicados en

infecciones nosocomiales son actualmente multiresistentes (p.ej. P. aeruginosa o
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Acinetobacter spp.), el uso de colistina en medicina humana ha aumentado como
alternativa ante la falta de efectividad de otros antimicrobianos (Boucher et al., 2009).

Aunque la tasa de resistencias a las polimixinas es relativamente baja, existe la
preocupacion de que esta situacion esté cambiando ya que, por ejemplo, en pacientes
con tratamientos inhalatorios prolongados estd aumentando su aparicién en aislados
de P. aeruginosa (Conole and Keating, 2014). Ademaés, en pacientes de cuidados
intensivos se han reportado casos de resistencia a colistina en enterobacterias después

de su administracion por via oral (Catry et al., 2015).

En cerdos, Jurado Rabadan (2013) no observo un aumento del nivel de resistencia de
E.coli a este antimicrobiano tras su administracion en agua de bebida a tres dosis
diferentes (sub-terapéutica, terapéutica y sobre-terapéutica). De hecho, a pesar del
extenso uso preventivo de colistina en cerdos, en la mayoria de paises europeos la
tasa de resistencia de cepas de E.coli aisladas del tracto digestivo de animales sanos

sigue siendo muy baja (menos del 1%) (Kempf et al., 2013).

Por otro lado, hasta la fecha no existen evidencias de que el uso de colistina en
especies de produccion como el cerdo haya provocado la transmision de resistencias a
humanos, sino que es este aumento del uso en humanos lo ha provocado el
incremento en la aparicion de resistencias. Por ejemplo, Callens et al. (2012)
reportaron un aumento de mas del doble en el uso de colistina en hospitales belgas
entre 2008 y 2011. No obstante, muy recientemente (Liu et al., 2016) observaron por
primera vez un caso de resistencia mediada por plasmidos en aislados de E.coli en
cerdos en China, cuando hasta la fecha se creia que la transferencia de resistencia se
debia Unicamente a mutaciones de diferentes genes involucrados en la sintesis de
lipopolisacéridos (Prim et al., 2016). Este hallazgo confirma que la transferencia de

resistencia a colistina entre animales y humanos no es en absoluto descartable.

La Comision Europea, adelantandose a este hallazgo, aplicando el principio de
precaucion, y después de la evaluacion cientifica pertinente (European Medicines
Agency, 2013a), adopto la decision de restringir el uso de colistina en medicina
veterinaria excluyendo de los RCP de los productos de administracién por via oral las

indicaciones de uso profilactico o mejora de la produccion, permitir Unicamente un
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uso terapeutico y metafilactico (previa confirmacion de la enfermedad) y sélo para el
tratamiento de infecciones entéricas causadas por E.coli no invasiva sensible a este
antimicrobiano, limitando su duracion a 7 dias. En Espafia, la AEMPS hizo vigente
estas restricciones a partir de marzo de 2015, por lo que a fecha de finalizacién del
presente informe de tesis, la colistina deberia haber sido eliminada como tratamiento

profilactico en cerdos.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las principales hipotesis que se han pretendido evaluar en el presente trabajo de tesis
fueron:
« Existe un uso generalizado y combinado de antimicrobianos durante las primeras
etapas del engorde en cerdos administrados en pienso.
« Existe un uso diferente al recomendado segun la legislacion y el registro de
farmacos veterinarios.
» La coadministracion de varios antimicrobianos en el pienso en cerdos presenta
riesgos de interacciones farmacocinéticas.
* La presencia de enfermedad afecta a la disposicién de los antimicrobianos
administrados de manera rutinaria en el pienso.
» Existen riesgos de disminucion de la eficacia terapéutica, aparicion de resistencias
microbianas, derivado del uso de los antimicrobianos en el pienso en el sector

porcino.

Para comprobar estas hipotesis, el objetivo principal del presente trabajo de tesis fue
evaluar el comportamiento farmacocinético de antimicrobianos administrados en el pienso
a cerdos en condiciones de uso reales, con el fin de determinar las implicaciones
terapéuticas y de fomento de las resistencias bacterianas que implican estas condiciones de

uso.
Para alcanzar el objetivo principal se establecieron los siguientes objetivos secundarios:

1. Evaluacion de los patrones de uso profilactico de antimicrobiano en piensos en el

contexto de Catalunya.

2. Evaluacion de los pardmetros farmacocinéticos y la posible interaccion de
antimicrobianos coadministrados en piensos medicamentosos a cerdos sanos en

condiciones de uso real.

3. Evaluacion del efecto de la enfermedad sobre el comportamiento farmacocinético de
los antimicrobianos coadministrados en piensos medicamentosos a cerdos enfermos en

condiciones de campo.

4. Evaluacion de los riesgos terapéuticos del uso de piensos medicamentosos durante las

fases productivas del cerdo aplicando las relaciones PK/PD.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Encuesta sobre uso de antibacterianos en produccion porcina
3.1.1  Formulario

Durante el afio 2012 se contactd con empresas integradoras y cooperativas del sector
porcino en Catalunya para conocer el uso real de antimicrobianos como premezclas
medicamentosas en las diferentes fases productivas del cerdo. Se les proporciond un

formulario donde se les requeria la siguiente informacion:

e Descripcidn del pienso (lactoiniciador, prestarter, starter, precebo, cerdas gestantes)
e Cantidad anual fabricada por tipo de pienso

e Numero de granjas a las que va destinado por tipo de pienso

e Consumo de pienso estimado (kg) por animal y por tipo de pienso

e Principio activo de las premezclas medicamentosas por tipo de pienso

e Dosificacion en ppm del principio activo

e Duracion de los tratamientos

Los formularios completados se recibieron por correo electronico. En caso de duda se

contacto por teléfono o por correo electrénico con los responsables de dichas respuestas.

Los datos obtenidos en cuanto a la duracién de los tratamientos, las dosis utilizadas, y las
posibles interacciones se compararon con las fichas técnicas de los productos registrados

en Espafia para cada principio activo.

3.1.2  Seleccion de los tratamientos a aplicar

A partir de los resultados de las encuestas, se seleccionaron las combinaciones de
antimicrobianos que se utilizarian en los estudios de campo realizados con animales sanos
y enfermos. Para esta seleccion se tuvieron en cuenta varios criterios:
e Las combinaciones utilizadas debian ser representativas del uso real en las
explotaciones catalanas

e Todos los animales debian estar en la misma fase productiva (precebo)
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e Al menos uno de los antimicrobianos debia ser de los mas utilizados (ej.
tetraciclinas y colistina)
e Disponer de método analitico validado en el laboratorio para el analisis de las

concentraciones plasmaéticas de los farmacos.

3.2 Analisis de las muestras
3.2.1  Anadlisis cromatografico

Los métodos analitcos para la cuantificacion de clortetraciclina, oxitetraciclina y tilosina en
plasma de cerdo fueron investigados, puestos a punto y validados en el Servei d’ Analisi de
Farmacs de la UAB. Los métodos se basaron en una extraccion liquido-liquido seguida de

una separacion cromatografica por HPLC con deteccion ultravioleta.

3.2.2  Andlisis seroldgico

En la granja de Artesa de Lleida y a criterio de la veterinaria de la explotacion se
remitieron muestras de sangre a Laboratorios Hipra S.A. para la determinacion de
anticuerpos contra el virus de PRRS mediante ELISA (CIVTEST SUIS PRRS).

3.3  Animales sanos
3.3.1  Productos de ensayo

Para el tratamiento de los animales se utilizaron cuatro premezclas medicamentosas a base
de 6xido de zinc (Apsamix zinc 100 mg/g; Andrés Pintaluba, S.A.), colistina (colistina
sulfato; Colimix 100 mg/g; Andrés Pintaluba, S.A.), tilosina (Tilosina fosfato, Trelacon G
250 premezcla; Elanco Valquimica S.A.) y clortetraciclina (Clortetraciclina clorhidrato;
CLORTETRACICLINA LSP 10% premezcla; Laboratorios Serra Pamies S.A.).

3.3.2 Materiales

Los principales materiales utilizados durante la fase experimental con animales fueron los
descritos a continuacion:

e Agujas estériles 20G Terumo

e Bascula electréonica (Soehnle 7743)

e Centrifuga (Hettich Rotina 35R)
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e Congelador de -20 °C (Eurocold HF-G1)

e Jeringas estériles de 5 mL (B. Braun)

e Nieve carbonica

e TermOmetro medidor de temperatura rectal (Hartmann Thermoval Rapid Flex)
e Tubos Eppendorf de 3 mL

e Tubos heparinizados con Heparina de Sodio Vacuette 6 mL

e Tubos Vacutainer® no heparinizados 5 mL

3.3.3 Animales

Se utilizaron 40 animales, hembras, raza DanBred, entre 7 y 9 semanas de edad y con un
peso al inicio de la fase experimental entre 12.2 y 21.4 kg. Como identificacion se utilizé
el nimero individual del crotal, de uso habitual en la granja. Los animales fueron
estabulados en corrales por grupo con lecho seco y recibieron, ad libitum, agua y un pienso
libre de antimicrobianos (pero que incluia 6xido de zinc) durante 7 dias previo al
tratamiento para garantizar una correcta adaptacion y un blanqueo éptimo de los animales.

La temperatura ambiental fue registrada diariamente durante toda la fase experimental.

3.34 Tratamientos

Los piensos medicamentosos fueron preparados en la fabrica de PH Ibérica (Barbera del
Valles, Barcelona) mediante una mezcladora industrial. Se utilizaron 700 kg de pienso no
medicado fabricado por Nutrex Pinsos (Banyoles, Girona). De éstos, 300 kg se utilizaron
como pienso pre-tratamiento después de mezclarlo con 1500 ppm de éxido de zinc. A
continuacién se prepararon 100 kg de cada pienso medicamentoso para cada grupo de
tratamiento segln se detalla en la tabla 10:

Tabla 10: Tratamientos en pienso utilizados en animales sanos

Principio Activo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(ppm) (TLS) (CTC) (TLS + CTC) (TLS+CTC + CLYS)
Tilosina 100 100 100
Clortetraciclina 266 266 266
Colistina 120
Oxido de Zinc 1500 1500 1500 1500
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3.3.5 Disefio experimental

El estudio se realizo en una granja de ciclo cerrado situada en Castelltercol (Barcelona).
Los 40 animales seleccionados se dividieron de manera aleatoria en cuatro corrales (uno
por cada grupo de tratamiento). Tras la evaluacion clinica previa al inicio del estudio, se
les ofrecio el pienso pre-tratamiento ad libitum durante una semana. El primer dia de
tratamiento se retird el pienso pre-tratamiento remanente y se ofrecié ad libitum una
cantidad pesada de pienso por corral y grupo. Ademas, se pesaron los animales y se realizo

de nuevo una evaluacion clinica.

Los animales fueron tratados durante 8 dias. Cada dia se peso6 el remanente de pienso del
dia anterior y se volvié a ofrecer una cantidad pesada, lo cual permitié conocer el consumo
de pienso Y, por tanto, las dosis de antimicrobianos administrados por corral. Ademas los
animales se pesaron cuatro veces durante el tratamiento (dias 1, 4, 7 y 9) para valorar su
evolucion. Durante las dltimas 24 horas de tratamiento se realizaron tres extracciones de

sangre a cada animal separadas 12h: 168h, 180h y 192h post inicio del tratamiento.

3.3.6  Obtencidn y conservacion de las muestras

Las muestras de sangre (5 mL) se extrajeron por puncion yugular mediante agujas y
jeringas estériles. Inmediatamente después de su obtencion, la sangre se vertio en tubos
heparinizados e identificados con el nimero del animal. Los tubos se centrifugaron a
3500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El plasma resultante se dividié en dos alicuotas en
tubos Eppendorf identificados con el nimero del animal, fecha de extraccion y tiempo de
muestreo, se congel6 y se transportdé en nieve carbonica hasta el laboratorio para su

posterior almacenamiento a -20 °C hasta el dia del analisis.

3.4  Animales enfermos
3.4.1  Seleccion de las granjas

Se seleccionaron tres granjas (Tabla 11) situadas en la provincia de Lleida que utilizaban
piensos medicados con combinaciones de antimicrobianos y donde al menos uno de ellos

se utilizara también en la granja con animales sanos de Castelltercol (Barcelona).
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Tabla 11: Combinaciones de antimicrobianos utilizadas en las granjas del estudio

Artesa de Lleida Clortetraciclina + Tilosina + Colistina + Oxido de Zinc
Bellcaire d’Urgell Clortetraciclina + Lincomicina
Ponts Oxitetraciclina + Tilosina + Colistina + Oxido de Zinc

Mediante un formulario se recogieron los datos que se consideraron relevantes de cada
granja:
e Datos Generales:
o Localizacion
o Tipo de explotacién (ciclo cerrado, engorde)
o Capacidad total de explotacion
o Capacidad de la nave
o Numero de animales por corral
e Animales:
o Raza
o Fecha de entrada en la explotacion
o Peso a la entrada
e Pienso:
o Tipo de pienso (prestarter, starter, precebo, cebo)
o Harina/granulado
o Fecha de inicio de consumo del pienso medicamentoso

o Tratamientos en el pienso (farmaco y dosis)

o Tipo de abastecimiento
o Tratamientos (ej. acidificantes)
e Registro de tratamientos adicionales

o Féarmaco, dosis y via de administracion

3.4.1.1 Evaluacion de la enfermedad

Para evaluar el estado sanitario, se realizd una inspeccion veterinaria previa a la seleccion
de los animales por parte del veterinario habitual de la granja. A criterio del mismo, se

realizaron pruebas complementarias, como analisis serologicos en la granja de Artesa de
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Lleida, para determinar la presencia de enfermedades subclinicas como el Sindrome

Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS).

3.4.1.2 Seleccion de los animales

Se seleccionaron un total de 69 animales de tres granjas diferentes (Tabla 12) que
presentaban sintomatologia respiratoria y/o digestiva, palidez generalizada y/o retraso en el

crecimiento.

Tabla 12: Razay numero de animales utilizados por granja

Granja Raza Nuamero de animales
Artesa de Lleida (Landrance x Large White x Duroc) x Pietrain 45
Bellcaire d’Urgell Pietrain x Duroc 12
Ponts (Landrance x Large White) x Pietrain 12

La mayoria de los animales seleccionados se encontraban alojados en corrales “enfermeria”
junto con otros animales enfermos, aunque también se incluyeron en el estudio animales

enfermos alojados con animales sanos en la granja de Artesa de Lleida.

Mediante un formulario se recogieron los signos clinicos mas relevantes:
e Presencia de tos
e Tipo de respiracion (normal, disnea, disnea severa)
e Secrecion nasal
e Temperatura rectal
e Grado de actividad (normal, disminuida, postracion)
e Heces (normales, blandas, diarrea)

e Retraso en crecimiento

3.4.2  Producto de ensayo

En la tabla 13 se detallan los farmacos utilizados en cada granja y los dias de tratamiento

previos a la primera extraccion de sangre.
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Tabla 13: Antimicrobianos, dosificacion en pienso y dias en tratamiento de los animales

Granja Tratamiento ;ir;ﬂggi(épnper:) tr;i;&rlzii: to

Clortetraciclina 400
Artesa de Tilosina 100

Lleida Colistina 150 >
Oxido de Zinc 1500
Bellcaire Clortetraciclina 600

d’Urgell Lincomicina 110 H
Oxitetraciclina 400

s Tilosina 150 9

Colistina 100
Oxido de Zinc 1500

3.4.3 Disefio experimental

Tras la inspeccion veterinaria previa, se seleccionaron animales con sintomas de
enfermedad, se les identific6 con crotales con numeracion individual y se les tomo la
temperatura rectal. A continuacion se realizaron tres extracciones de sangre a cada animal

separadas 12h.

Dado que en las granjas de Bellcaire d’Urgell y Ponts todos los animales se alojaban en un
mismo corral enfermeria, fue posible también medir el consumo de pienso y pesar a los

animales para conocer la dosis real administrada al grupo.

En la granja de Artesa de Lleida se obtuvieron también muestras de sangre de 22 de los 45

animales seleccionados para posible diagnéstico de PRRS en suero.

3.4.4  Obtencién y conservacion de las muestras

Las muestras de sangre (5 mL) se extrajeron por puncion yugular mediante agujas y
jeringas estériles. Inmediatamente después de su obtencion, la sangre se vertio en tubos
heparinizados e identificados con el nimero del animal. Los tubos se centrifugaron a 3500
rpm durante 10 minutos y a 4 °C. El plasma resultante se dividié en dos alicuotas en tubos
Eppendorf identificados con el namero del animal, fecha de extraccién y tiempo de
muestreo, se congel6 y se transportdé en nieve carbonica hasta el laboratorio para su
posterior almacenamiento a -20 °C hasta el dia del analisis. En la granja de Artesa de

Lleida, las muestras de sangre para analisis serologicos realizadas a 22 animales se
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vertieron en tubos no heparinizados e identificados con el ndmero del animal.

Posteriormente se enviaron refrigeradas al laboratorio para su posterior analisis.

3.5

Analisis farmacocinético

Basandonos en las concentraciones plasmaticas de los farmacos de cada animal, se

calcularon los siguientes pardmetros farmacocinéticos mediante el programa Excel
(Microsoft Office, 2007):

Area bajo la curva de niveles plasmaticos (AUC): Parametro que estima la
cantidad de farmaco que tiene acceso al plasma. Se calculé mediante el método

trapezoidal utilizando la siguiente formula:

t
Cooy +C
AUCy = ) Ty — b )
0

Se obtuvieron las AUC para los dos periodos de muestreo durante el tratamiento.

Cmax. Maxima concentracion plasmatica observada.
Cmin: Minima concentracion plasmatica observada.
Tiempo medio de residencia (MRT): Promedio de tiempo en que un farmaco
permanece en su forma inalterada en el organismo, calculado mediante la férmula

siguiente:

AUMCy_o

MRT = 20¢,

Donde,

t
Choq Xty 1 +C, Xt
AUMCH=Z n ”2? = [ty — tn-1]
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3.6 Analisis PK/PD

Se evaluaron los siguientes indices terapéuticos:

e AUC/MIC: Relacién entre area bajo la curva concentracion-tiempo y la
concentracion minima inhibitoria.

e Chax/MIC: Relacion entre la concentracion plasmatica maxima y la concentracion
minima inhibitoria.

e T > MIC: Periodo de tiempo (24h) durante el cual los niveles plasmaticos estan por
encima del valor de la MIC del agente patégeno. Se expresa como porcentaje (%)
del intervalo de dosificacion (24h), una vez alcanzado el estado estacionario. El
calculo se realizé segun el procedimiento descrito por Godoy (2007).

Para la determinacion de estos indices se consideré el maximo valor de la MICqyq de
diferentes patdgenos sensibles a clortetraciclina y oxitetraciclina descritos en las fichas
técnicas de las premezclas medicamentosas autorizadas en Espafia y para los cuales se
encontraron datos bibliograficos (apartado 1.5.6). Cuando para un mismo patdgeno se
encontré mas de un valor de MIC en la bibliografia, el indice PK/PD se calcul6 para el

valor mas reciente.

3.7 Evaluacioén estadistica

Los analisis estadisticos en el presente trabajo de tesis se realizaron mediante el programa
estadistico R (version 3.0.2). Las pruebas estadisticas utilizados dependieron basicamente
del tipo de variable estudiada. Como normal general, la seleccién de la prueba estadistica
se realizé en funcion de la existencia de normalidad y homocedasticidad en la distribucion

de los parametros en cada grupo.

La normalidad de los resultados fue determinada por obtencion de los estadisticos de
Shapiro-Wilk. Se establecié también la homocedasticidad de los datos mediante el test de
Bartlett para la homogeneidad de varianzas. En ambos casos se asumi6 un nivel de
significacion estadistica de p < 0.05. Se utilizaron pruebas paramétricas cuando existio
normalidad y homocedasticidad de los datos y pruebas no paramétricas cuando estos

criterios no se cumplieron.
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Antes de la seleccion de la prueba se tuvo en cuenta si los resultados a evaluar
correspondian a datos relacionados o independientes. Las pruebas paramétricas utilizadas
fueron ANOVA y ANCOVA de un factor. En los casos en los que el resultado del test
ANOVA fue significativo se aplico el test post-hoc de Tukey para la comparacion de pares
de grupos. Cuando no se demostr6 homogeneidad de varianzas se utilizé el test de Kruskal
Wallis y anélisis de regresion no paramétrica. En todos los casos el nivel de significacion
estadistica fue de p < 0.05.

Para el estudio de la interaccion de farmacos en los diferentes grupos de animales sanos se
calcularon los intervalos de confianza de Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados de la encuesta de consumo de piensos

Durante el afio 2012 se contactoé con ocho empresas catalanas fabricantes de piensos para
porcino. Cinco empresas estan situadas en la provincia de Lleida y tres en Barcelona. El
cuestionario fue contestado por seis de las ocho empresas (cuatro en Lleida y dos en la

provincia de Barcelona).

En la tabla 14 se resumen las cantidades anuales de pienso medicamentoso a base de
antimicrobianos y/o 6xido de zinc producidas por cada empresa en cada fase productiva.

Tabla 14: Cantidades anuales de pienso medicamentoso producido con antimicrobianos y/o 6xido de zinc por
empresas fabricantes de pienso en Catalunya

Tm anuales de pienso medicamentoso con antibiético y/o dxido de zinc
Empresa Ubicacion Zr_(;ieztizt; (‘Iz'zrlagg Igligg) Entrada a engorde
Lactoiniciador | Prestarter | Starter Precebo Cerdas gestantes
1 Barcelona 220 1320 5720 8800 600
2 Barcelona - 1100 1400 2500 475
3 Lleida 260 1350 4250 3500 2000
4 Lleida - 1642 7823 3984 768
5 Lleida 770 3700 1070 10560 1961
0
6 Lleida 3780 8500 29750 24600 0
Total 5030 17612 5964 53944 5804
3

En total, estas empresas produjeron 82.285 toneladas de piensos medicamentosos de
predestete y transicion y 53.944 toneladas de pienso medicamentoso de precebo, lo que
representa un 27.5% y un 17.2% del pienso medicamentoso destinado a las primeras etapas
de vida (1 a 70 dias de edad) y al engorde producido en Catalunya en el 2012,
respectivamente (Generalitat de Catalunya, 2013). Por otra parte, la produccion de pienso
que incluyen antibidticos destinados a cerdas gestantes fue mucho menor, representando un
9% de los piensos medicamentosos y un 6.7% de la produccién total de piensos
compuestos para gestantes (Generalitat de Catalunya, 2012b). Dos empresas no fabricaban
pienso de iniciacion o predestete, sino que utilizaban el primer pienso de transicion

(prestarter) durante el periodo de lactancia de los lechones.
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En la tabla 15 se presentan las toneladas de cada pienso medicamentoso producido en base

al antimicrobiano utilizado.

Tabla 15: Cantidad anual (Tm) de pienso medicamentoso segun el principio activo y el porcentaje que representa
del total de pienso fabricado en cada fase

Amoxicilina 4770 95 71535 87 - 75612 54 2600 45
Colistina 5030 100 39005 47 49960 93 93302 66
Oxitetraciclina - - - 10560 20 10560 7 2561 44
g'ortetmic"” - 41823 51 7484 14 49307 | 35 768 13
Doxiciclina - - - 8800 16 8800 6
Lincomicina - 35470 43 3984 7 39454 28
Tiamulina - - - 19360 36 19360 14 768 13
Tilosina - 3500 6 3500 2 475 8
Oxido de Zinc 5030 100 77255 94 - 82285 58
Penicilina vV - 24600 46 24600 17
Sulfadiacina - - - 2500 5 2500 2
Trimetoprim - 2500 5 2500 2

Los antimicrobianos mas usados, en funcion de los kilogramos de pienso medicamentoso

producido en las primeras etapas de engorde en lechones, fueron colistina (66%) y

amoxicilina (54%). En cerdas gestantes, amoxicilina y tetraciclinas son los mas utilizados

aunque el uso de antimicrobianos en pienso en estos animales es mucho menor que en

lechones, de hecho, la empresa que mas pienso de gestante producia (empresa 6) no

utilizaba antimicrobianos en esta etapa productiva. El conjunto de tetraciclinas

(mayoritariamente clortetraciclina) representd un 48% de todas las medicaciones en

lechones. Por ultimo, el 6xido de zinc se us6 en un 100% de los piensos de lechones hasta

70 dias de vida. La tabla 16 muestra los kilogramos anuales de cada principio activo

utilizados por las empresas encuestadas segun la etapa productiva.
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Tabla 16: Cantidades anuales (kg) de principio activo en funcién de la etapa productiva y el porcentaje respecto
del total. La fase de crecimiento incluye el pienso prestarter y starter

Amoxicilina 1431 19291 20722 10 26 680 27
Colistina 604 5140 3463 9149 4 12

Oxitetraciclina 4224 4224 2 5 1177 47
Clortetraciclina 23887 3790 27677 13 35 384 15
Doxiciclina 2200 2200 1 3

Lincomicina 3524 438 3962 2 5

Tiamulina 1936 1936 1 2 196 8
Tilosina 350 350 0 0 48

Oxido de Zinc 12844 113443 126287 61

Penicilina 7380 7380 4 9

Sulfadiacina 1250 1250 1 2

Trimetoprim 250 250 0.1 0.3

*Excluyendo 6xido de zinc

Un 61% de los kg de principio activo utilizado en lechones correspondio a 6xido de zinc ya
que su dosificacion en pienso oscil6 entre 1200 y 3100 mg/kg de pienso (ver Tabla 17),
seguido de clortetraciclina (13%) y de amoxicilina (10%). En cerdas gestantes, casi la
mitad de antimicrobianos utilizados correspondié a oxitetraciclina (47%), con un rango de

inclusion en pienso de 400 a 600 mg/kg.

De las cantidades de pienso de cada fase fabricadas por cinco de las empresas encuestadas
y de los consumos por animal se pudo extrapolar el nimero de animales que consumieron
cada uno de los piensos. La ultima facilito el namero de cerdos totales producido en base a

estos piensos:

Tabla 17: Numero de cerdos producidos en un afio por cada empresa y por tipo de pienso

1 Barcelona 0.4 0.4 0.4 0.4
2 Barcelona - 0.3 0.3 0.3
3 Lleida 0.3 0.4 0.2 0.2
4 Lleida - 0.5 0.5 0.2
5 Lleida 0.8 0.7 0.7 0.7
6 Lleida 21 21 21 21

Total 3.6 4.4 4.2 3.9
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Mediante estos datos, se calcul6 la exposicion a cada antimicrobiano en base al nimero de
animales que consumieron los diferentes tipos de pienso, segin se recoge en la tabla

siguiente:

Tabla 18: Porcentaje de animales tratados anualmente con cada antimicrobiano

Principio activo Predes’Eete Prestar'ger Starter Ent_rada a engo'rde
(1-24 dias) (24-42 dias) (42-70 dias) (primeros 15 dias)
Amoxicilina 80 (2.9) 100 (4.4) 90 (3.8)
Colistina 100 (3.6) 100 (4.4) 45 (1.9) 94 (3.7)
Oxitetraciclina 18 (0.7)
Clortetraciclina 66 (2.8) 12 (0.5)
Doxiciclina 11 (0.4)
Lincomicina 60 (2.5) 6 (0.2)
Tiamulina 29 (1.1)
Tilosina 6 (0.2) 6 (0.2)
Oxido de Zinc 100 (3.6) 100 (4.4) 78 (3.3)
Penicilina V 53 (2.1)
Sulfadiacina 6 (0.3)
Trimetoprim 6 (0.3)

Entre paréntesis, el nimero de animales segun la fase productiva (en millones).

Los resultados de la tabla anterior muestran que los tratamientos en pienso estan muy
estandarizados, sobre todo en las etapas mas tempranas (hasta los 42 dias de vida), donde
los lechones producidos por las diferentes empresas fueron alimentados con piensos
medicamentosos que contenian colistina y 6xido de zinc (100% de los animales) y
amoxicilina (80% de los animales en lactacion y un 100% en pienso prestarter). En los
piensos starter la amoxicilina y el 6xido de zinc siguen siendo mayoritarios (90% y 78% de
los animales). Sin embargo, es en entrada a engorde cuando existe una mayor variedad de

tratamientos, aunque la colistina sigue siendo uno de los més utilizados (94%).
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En la tabla 19 se muestra la frecuencia de las combinaciones de antimicrobianos que se

utilizan en cada fase productiva y el porcentaje de animales expuestos:

Tabla 19: Frecuencia de cada combinacion de antimicrobianos y éxido de zinc por tipo de pienso y porcentaje de
animales expuestos a cada combinacion

Porcentaje de .
Fase Tpees Combinacién Frecuencia* ENIITIE| 63 Dtl:';?glr%ri‘e(rjl:ols °
pienso expuestos a la (dias)
combinacion
Predestete . Colistina + OZn 4% 8 (0.3)
di Lactoiniciador >7
(1-26 dias) AMX + C + 0Zn 96% 92 (3.3)
Prestarter AMX + C + 0Zn 100% 100 (4.2) >14
AMX + C + OZn 20% 24 (1.0)
Crecimiento LCM/SPM +C+ OZn 10% 10 (0.4)
(27-75 dias) Starter CTC+TLS+AMX+C+0Zn 7% 5(0.2) 14-28
CTC+AMX+LCM+0Zn 50% 50 (2.1)
CTC+AMX+C 13% 12 (0.5)
TCHTML+C 36% 28 (1.1)
CTC+TLS+C 6% 5(0.2)
Entrada a
Engorde Pre-cebo SLF/TMP+C 5% 8(0.3) 15
CTC+LCM 7% 5(0.2)
PNCV +C 46% 54 (2.1)
Entre paréntesis, el nimero de animales (x millén).
Tioo de Duracion de los
Fase P Combinacion Frecuencia* tratamientos
pienso .
(dias)
OTC + AMX 2
TLS 1
Cerdas
Cerdas gestantes AMX 6 8-10
TC'+ TML 8
Sin antimicrobiano 83

*Calculado en funcidn de los kg de cada tipo de pienso producido por cada empresa respecto del total
*TC=Oxitetraciclina/Doxiciclina; 0zZn=Oxido de Zinc; TLS=Tilosina; CTC=Clortetraciclina; C=Colistina;
LCM=Lincomicina; SPM=Espectinomicina; OTC=Oxitetraciclina; AMX=Amoxicilina; TML=Tiamulina;
SLF*TMP=Sulfadiacina+Trimetoprim

La combinacion de amoxicilina, 6xido de zinc y colistina fue la mas utilizada en lechones
de hasta 42 dias. A partir de la fase de pienso starter (42 a 70 dias de vida), es cuando

empieza una mayor variedad de combinaciones, donde la mitad de los animales de todas
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las empresas encuestadas recibieron pienso medicamentoso en base a la combinacion
clortetraciclina/amoxicilina/lincomicina, mientras que en entrada a engorde fue la
combinacion fenoximetilpenicilina/colistina la mas utilizada (54%, por numero de

animales expuestos).

La tabla 20 compara los tratamientos reales realizados en pienso para lechones (de 0 dias a
entrada a cebo) con la posologia de cada principio activo y sus posibles interacciones
segun la ficha técnica de los medicamentos registrados en la Agencia Espafiola de

Medicamentos y Productos Sanitarios.
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Tabla 20: Dosificacion en pienso, duracion de los tratamientos e interacciones de antimicrobianos; comparacion de su uso real y el indicado en la ficha técnica de los productos
comerciales utilizados en piensos de lechones

Dosificacion/duracion del tratamiento/interacciones segiin FT del medicamento

Dosificacion/duracion del tratamiento menor al recomendado en la FT del medicamento

Lo Dosificacion real Ra_\n_go (.j? . Duracion real del Duracion
Em Principio . dosificacion | Dosis (mg/kg . . - .
presa : en pienso p tratamiento recomendada Interacciones Interacciones segun FT
activo (ppm) segun FT p-v.) (dias) segdn FT (dias)
(pPpm)
1 300 No administrar junto con agentes
antiinfecciosos bacteriostaticos
(tetraciclinas, sulfamidas,
2 225-300 espectinomicina, trimetoprima,
cloranfenicol, macrélidos y
3 < 250 Iincosamidas)_. l_\lo usar simultdneamente
= con neomicina ya que bloquea la
i~ 300-450 15-20 absorcidn de las penicilinas orales. No
4 g 300 usar conjuntamente con antibiéticos que
< inhiban la sintesis proteica bacteriana ya
que pueden antagonizar la accion
5 300 bactericida de las penicilinas, excepto
con antibiéticos aminoglucésidos que
estan recomendados para su uso con
6 240-300 penicilinas
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Dosificacion real Rango de Duracion real del
Principio - dosificacion Dosis (mg/kg .
Empresa activo en pienso segtin FT o) tratamiento
(Ppm) (ppm) o (dias)
1 120-160
2 120
3 e 120
B 100-250 5-10
o
4 (&) 150
5 120
6 120-160
1 3100
2 1500-3000
(&)
o
3 N 1500-3000
§ 1500-3100 50-100
4 2 3000
‘O
5 2000-3000
6 3100

Duracion
recomendada

segun FT (dias)

14 (postdestete)

Interacciones

Interacciones segin FT

La colistina es sinérgica con gran
variedad de antimicrobianos, entre ellos:
Beta-lactamicos, eritromicina,
tetraciclinas, sulfamidas, trimetroprim y
bacitracina. Su accidn es inhibida por
cationes bivalentes como el Ba?* , Ca*"
y Mg?* ; 4cidos grasos insaturados y los
compuestos de amonio cuaternario. No
se han descrito antagonismos con otros
antibioticos cuando se administra por
via oral

La biodisponibilidad oral del zinc puede
variar debido a la capacidad de este i6n
de interaccionar con otros elementos
como el calcio, el cobre y el hierro. La
adsorcion de zinc se puede ver reducida
por la ingesta de elevados niveles de
fitato y fosforo
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Interacciones

Interacciones segin FT

No administrar junto con antibioticos
bactericidas, tales como los antibioticos
betalactamicos (penicilinas y
cefalosporinas), ya que la
clortetraciclina puede reducir su
actividad antibacteriana

No administrar de forma conjunta con
antibacterianos bactericidas. - No
administrar con cationes polivalentes
(sales de calcio, leche y productos
lacteos). - Se presentan resistencias
cruzadas entre los miembros del grupo

L Dosificacion real Ra_m_go (.je . Duracion real del Duracion
E Principio - dosificacion Dosis (mg/kg .
mpresa activo en pienso segtin FT o) tratamiento recomendada
m o dias segun FT (dias
(PpM) (bpm) (dias) gun FT (dfas)
3 « 400-500 33
£
3 h
S . i 5-hasta remision
4 5 100-400 5-20 43 de sintomas
S
6 o 25
2
= 14 diasen
'S R } leptospirosis 0
5 £ 400 55-750 2.5-30 10 hasta remision de
=z sintomas
o
2
1 5 250 250 10-12.5 58
3
o

La absorcion de doxiciclina se disemina
en presencia de altas concentraciones de
calcio, hierro, magnesio y aluminio en
la dieta. No administrar conjuntamente
con antiécidos, caolin o preparaciones
de hierro. No combinar con agentes
antimicrobianos bactericidas tales como
la penicilina y las cefalosporinas La
doxiciclina incrementa la accion de los
anticoagulantes
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Interacciones

Interacciones segin FT

L Dosificacion real Ra_m_go (.je . Duracion real del Duracion
E Principio - dosificacion Dosis (mg/kg .
mpresa activo en pienso segtin FT o) tratamiento recomendada
m o dias segun FT (dias
(PpM) (bpm) (dias) gun FT (dfas)
1 100
2
= 40 (preventivo) | 2 (preventivo)- 30 (preventivo)
= 100-250 10 7-14
=
5 100 10
[3+]
=
3 8 80-100 3-6 18 21*
(=
g
6 =3 200 10 14 14-42
o c
38
L

La combinacién en el pienso de
tiamulina con coccidiostaticos del tipo
antibiéticos ionéforos poliéteres
carboxilicos monovalentes (Monensina,
salinomicina o narasina) puede producir
anorexia, diarrea, ataxia, letargo, disnea,
mioglobinuria y muerte en los cerdos

Florfenicol, lincosaminas y otros
antibiéticos macroélidos, al tener una
accion similar a tilosina, interaccionan
al competir por la union en la subunidad
50S, por lo que no esta recomendado su
uso simultaneo. Tetraciclinas,
sulfamidas y estreptomicina
interaccionan con tilosina (cada uno de
ellos por separado), potenciando su
actividad, cuando se usan
simultdneamente con tilosina

No administrar conjuntamente con
antibioticos bacteriostaticos ni con
sulfamidas y salicilatos
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Lo Dosificacion real Ra_ln_go de . Duracion real del Duracion
Principio . dosificacion Dosis (mg/kg . . . .
Empresa - en pienso . tratamiento recomendada Interacciones Interacciones segun FT
activo (ppm) segun FT p-v.) (dias) segun FT (dias)
(pPpm)
IS .. . .
= No debe administrarse simultaneamente
£ con 4cido para-aminobenzoico (PABA)
E y sus derivados (procaina, benzocaina,
= tetracaina, etc.) ni, en general, con
2 E SLe 5007100 2505 5 sustancias 0 piensos que aporten o
N liberen PABA y/o &cido félico. No debe
Z administrarse junto con anticoagulantes
= orales ni acidificantes de la orina
(2]
4 g 110 15
é 44 (preventivo) ( revzérftivo) rgrlniosiT’)iStdae No administrar conjuntamente con
3 88-220 P . antibiéticos macrdlidos ni cloranfenicol
c 4.4-11 sintomas
6 = 110 20
g
23
S g No administrar conjuntamente con
1 E c 44/44 22-44/22-44 | 2.2-4.4[2.2-4.4 20 4-21 o A L
Ss macrdlidos ni aminoglucésidos
58
L

* En alguna FT de premezclas a base de tilosina se recomienda que para la prevencion y control de neumonia enzodtica, rinitis atréfica y disenteria porcina, el uso de tilosina a una
dosificacién menor (40 mg/kg pienso) se prolongue mientras dure el periodo de riesgo.
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La tabla 21 compara los tratamientos reales realizados en pienso para cerdas gestantes con la posologia de cada principio activo segun el

resumen de las caracteristicas de los medicamentos registrados en la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios.

Tabla 21: Dosificacion en pienso, duracidn de los tratamientos e interacciones de antimicrobianos; comparacion de su uso real y el indicado en la ficha técnica de los productos

comerciales utilizados en piensos de cerdas gestantes

Interacciones

Interacciones segin FT

No administrar junto con agentes
antiinfecciosos bacteriostéticos
(tetraciclinas, sulfamidas,
espectinomicina, trimetoprima,
cloranfenicol, macrélidos y
lincosamidas). No usar simultaneamente
con neomicina ya que bloquea la
absorcion de las penicilinas orales. No
usar conjuntamente con antibidticos que
inhiban la sintesis proteica bacteriana ya
que pueden antagonizar la accion
bactericida de las penicilinas, excepto
con antibiéticos aminoglucésidos que
estan recomendados para su uso con
penicilinas

Lo e Ra}ngQg . . Duracion
Empresa Principio | Dosificacion real dosificacion Dosis (mg/kg | Duracion real del recomendada
P Activo en pienso (ppm) segln FT p.v.) tratamiento (dias) A .
segun FT (dias)
(ppm)
1
£
E
S 300-450 15-20
1S
<
3
£
= i —
o |
g
i)
O

No administrar junto con antibiéticos
bactericidas, tales como los antibi6ticos
betalactamicos (penicilinas y
cefalosporinas), ya que la clortetraciclina
puede reducir su actividad antibacteriana
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Principio
3+
£
1 S
[$]
S
=
=
5 o
4
@
=
=]
IS
S
|_
5
{5+
£
2 3
=

Dosificacion real
en pienso (ppm)

Ra_m_go c.j? . - Duracion
dosificacion Dosis (mg/kg | Duracion real del recomendada Interacciones
segln FT p.v.) tratamiento (dias) segun FT (dias)
(ppm)
14 dias en
55.750 25.30 leptospirosis 0

Interacciones segin FT

hasta remision de
sintomas

No administrar de forma conjunta con
antibacterianos bactericidas. - No
administrar con cationes polivalentes
(sales de calcio, leche y productos
lacteos). - Se presentan resistencias
cruzadas entre los miembros del grupo

40 (preventivo)
100-250

2 (preventivo)-
10

30 (preventivo)
7-14

80-100

3-6

La combinacidn en el pienso de
tiamulina con coccidiostaticos del tipo
antibidticos iondforos poliéteres
carboxilicos monovalentes (Monensina,
salinomicina o narasina) puede producir
anorexia, diarrea, ataxia, letargo, disnea,
mioglobinuria y muerte en los cerdos

21

Florfenicol, lincosaminas y otros
antibiéticos macrolidos, al tener una
accion similar a tilosina, interaccionan al
competir por la unién en la subunidad
508, por lo que no esta recomendado su
uso simultaneo. Tetraciclinas,
sulfamidas y estreptomicina
interaccionan con tilosina (cada uno de
ellos por separado), potenciando su
actividad, cuando se usan
simultdneamente con tilosina
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4.2 Resultados analiticos
4.2.1  Anadlisis de las concentraciones plasmaticas de clortetraciclina

El método analitico para la cuantificacion de CTC en plasma de cerdo fue validado en el
Servei d’Analisi de Farmacs de la UAB. El limite de cuantificacion fue de 0.2 pg/mL. El
rango de calibracion fue de 0.2 a 10 pg/mL. Los resultados del estudio de validacion se
encuentran en el Apéndice 2.

4.2.2  Andlisis de las concentraciones plasméticas de oxitetraciclina

El método analitico para la cuantificacion de OTC en plasma de cerdo fue validado en el
Servei d’Analisi de Farmacs de la UAB. El limite de cuantificacion fue de 0.2 pg/mL. El
rango de calibracion fue de 0.2 a 10 pg/mL. Los resultados del estudio de validacion se

encuentran en el Apéndice 2.

4.2.3  Andlisis de las concentraciones plasmaticas de tilosina

El método analitico para la cuantificacion de TLS en plasma de cerdo fue validado en el
Servei d’Analisi de Farmacs de la UAB. El limite de cuantificacion fue de 0.01 pg/mL. El
rango de calibracion fue de 0.01 a 1 pg/mL. Los resultados del estudio de validacion se

encuentran en el Apéndice 2.

No se pudieron determinar las concentraciones plasmaticas de tilosina ya que no fue
posible su deteccion mediante el método analitico disponible en el laboratorio. Se
realizaron pruebas analiticas en el Servei d’Analisi de Farmacs del Departament de
Farmacologia, Terapeutica i Toxicologia de la UAB donde se prepararon técnicas analitica
para la determinacion de la tilosina en plasma y sangre entera. Aunque las curvas de
calibracion, quality controls, etc. a un limite de cuantificacion de 0.05ug de TLS/ml eran
perfectamente cuantificables, ninguna de las muestras presentd concentraciones por encima
de este valor. Se realizaron pruebas de estabilidad de la TLS en condiciones de
conservacion de las muestras, mostrandose el farmaco estable a -30 °C durante un periodo
de 90 dias. La conclusion final de los estudios sobre los métodos analiticos fue que los

niveles de TLS en sangre son tan bajos que no llegan a ser detectados.
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4.3 Animales sanos
4.3.1 Seleccion de los animales sanos

La inspeccion veterinaria previa a la inclusion de los animales en el estudio confirmé el
buen estado sanitario de los mismos. Ademéas, no se observO ningln sintoma de
enfermedad en las observaciones diarias realizadas durante la fase experimental del

estudio.

4.3.2  Consumo de pienso

El consumo medio de pienso diario por animal durante el estudio fue de 1.0 £ 0.2 kg para
los animales tratados con Tilosina (TLS) y Oxido de Zinc, 0.8 + 0.1 kg para los tratados
con Clortetraciclina (CTC) y Oxido de Zinc, 0.9 + 0.1 kg para la combinacion
CTC+TLS+0OZny 1.0 £ 0.2 kg para el grupo tratado con CTC+TLS+Colistina+OZn.

Se detectaron diferencias significativas (p=0.003) entre los consumos de pienso
medicamentoso de los diferentes grupos experimentales al aplicar un test ANOVA de un
factor (grupo). Al aplicar un test de Tukey se comprob6 que estas diferencias eran debidas
principalmente a un mayor consumo de pienso del grupo tratado con TLS+ OZn con
respecto a los grupos tratados con CTC + OZny CTC+TLS+0Zn.

El grupo tratado con Tilosina (TLS) y Oxido de Zinc presenté un incremento de consumo
mas gradual que el resto de grupos, aunque todos los grupos de tratamiento presentaron un
méaximo de incremento de 29.1% (TLS+ OZn), 28.4% (CTC+ OZn), 29.1% (CTC+TLS+
0OZn) y 31.5% (CTC+TLS+C+0Zn) a las 120 h posteriores al inicio del tratamiento. La
bajada de consumo generalizada que se aprecia en el Gltimo dia de tratamiento fue debida a
que la lectura del consumo de pienso se realizé unas horas antes que el resto de dias para

iniciar el muestreo de sangre.
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Evolucion del consumo de pienso respecto al inicio (%)
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Figura 6: Aumento del consumo de pienso respecto a la ingesta de las primeras 24 horas (%) en los diferentes
grupos de tratamiento

4.3.3  Pesos corporales

Se comprob6 mediante un test de Shapiro-Wilks que los pesos de los animales en cada uno
de los grupos experimentales seguian una distribucion normal. Ademés, se comprob6
mediante un test ANOVA que no habia diferencias entre grupos al inicio del estudio
(p=0.443). Se detectaron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento al

aplicar un modelo ANCOVA utilizando el dia 1 como covariable.

El incremento de peso de los grupos tratados con TLS, CTC+TLS y CTC+TLS+C fue muy
similar entre ellos (0.4 + 0.1 kg/dia; 0.4 +0.04 kg/dia; 0.4 = 0.1 kg/dia, respectivamente).
Estos valores son un 25% mayores que el presentado por el grupo tratado con CTC (0.3

+0.1 kg/dia). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p = 0.0005).
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Figura7: Promedio del aumento de peso diario observado entre los dias 0 y 8, expresados en kilogramos o como

porcentaje del peso inicial de los animales correspondientes a los diferentes grupos

43.4

Dosis administradas

La tabla 22 representa las dosis medias (mg/kg p.v./dia) de farmaco ingerido por los

animales en cada uno de los grupos experimentales:

Tabla 22: Dosis estimadas de antimicrobiano ingerido en cada grupo de administracion

Principio activo DESEE T Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(mg/kg peso) pienso (TLs+Ozn) | (CTC+Ozn) (TLS + (TLS+CTC+
(mg/kg pienso) CTC+0Zn) C+0Zn)
Tilosina 100 49+1.0 - 4.7+0.6 47+1.0
Clortetraciclina 266 - 116+1.1 125+1.9 13.1+34
Colistina 120 - - - 53+13
Oxido de Zinc 1500 71.4+17.7 63.3+8.1 67.8+11.6 64.7+£16.2

No se observaron diferencias significativas entre grupos en las dosis ingeridas para

ninguno de los farmacos administrados (Tilosina, Clortetraciclina y Oxido de Zinc).
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4.3.5 Concentraciones plasmaticas

En ninguna de las muestras analizadas fue posible detectar tilosina. Todas la muestras de
plasma de todos los animales presentaron niveles de tilosina por debajo del limite de

deteccion de la técnica analitica (0.0026 pg/mL).

La figura siguiente representa las curvas tiempo-concentracion plasmaticas medias de
clortetraciclina correspondientes al ultimo dia de administracion ad libitum de pienso

medicamentoso.

Concentraciones plasmaticas de Clortetraciclina en
0.700 - animales sanos tras 8 dias de tratamiento con pienso

medicamentoso ad libitum
0.600 I
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Figura 8: Curvas tiempo-concentracion plasmaética (media grupal) de clortetraciclina entre 168, 180 y 192 h
desde el inicio del tratamiento en los diferentes grupos experimentales

Todos los animales presentaron concentraciones cuantificables en todos los puntos de
muestreo, las cuales oscilaron entre 0.27 y 0.69 pg/mL en el grupo CTC + OZn, 0.29 y
0.77 pg/mL (CTC + TLS + OZn) y entre 0.36 y 0.74 ug/mL en el grupo tratado con CTC +
TLS + C + OZn. Las concentraciones plasmaticas medias de clortetraciclina durante el
ultimo dia de administracion de los piensos medicamentosos fueron ligeramente inferiores
en el grupo tratado con CTC + OZn con respecto a los otros dos grupos (CTC + TLS+ C +
OzZn y CTC + TLS + 0OZn), aunque estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas para ninguno de los tiempos de muestreo. Las concentraciones plasmaticas

individuales de clortetraciclina se describen en el Apéndice 3.
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La tabla 23 representa los pardmetros farmacocinéticos de clortetraciclina en animales

Sanos.

4.3.6 Pardmetros farmacocinéticos

La tabla 23 representa los pardmetros farmacocinéticos de clortetraciclina en animales

Sanos.

Los valores considerados como maximos y minimos, de acuerdo a la curva promedio, asi
como la AUC de los diferentes grupos de tratamiento fueron comparados estadisticamente,
aunque no se encontraron diferencias estadisticas para ninguno de los parametros

considerados.

Tabla 23: Parametros farmacocinéticos (media grupal) de clortetraciclina en cerdos sanos tras la administracion
de pienso medicado con diferentes combinaciones de antimicrobianos

Parametro
Grupo Dosis de CTC AUC Conex Chin MRT
(mg/kg pv) (Hg-h/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (h)
Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.
CTC +0Zn 116+1.1 1009 166 | 048 010 | 036  0.08 | 11.26  0.39
CTC + TLS + OZn 125+19 1125 182 | 053 010 | 040 0.05 | 1165 056
CTC + TLS + C + OzZn 13.1+3.4 1132 168 | 054 011 | 040 005 | 1158 0091

4.4  Animales enfermos
44.1 Granja Artesa de Lleida
4.4.1.1 Descripcion de la granja y los tratamientos

La granja es un engorde integrado situado en Artesa de Lleida (Lleida) con una capacidad
total de 1870 cerdos. El peso medio de los animales a la entrada fue de 18 kg.

Los cerdos utilizados, de raza (Landrance x Largewhite x Duroc) x Pietrain, se
encontraban en una nave con una capacidad total de 830 cerdos alojados en corrales de
22-24 animales y alimentados con un pienso de entrada en cebo granulado administrado
durante 5 ¢ 9 dias anteriores al inicio del tratamiento (30 y 15 animales, respectivamente) y

medicado segun la tabla 24.

79




Tesis Doctoral D. Ramirez

Tabla 24: Producto comercial, principio activo y nivel de inclusién en pienso de antimicrobianos utilizados

Nombre comercial Principio activo IDESTIGEBIEN i [V ETSE
P (mg/kg pienso)
Trelacon G 250 premezcla Tilosina 100
0,
CLORTETRACICLINA LSP 10% Clortetraciclina 400
premezcla

Colimix 100 mg/g Colistina 120
Apsamix Zinc 1000 mg/g Oxido de Zinc 1500

La granja era positiva a PRRS y en el momento de la prueba habia animales con
sintomatologia compatible con la enfermedad de Glasser. Ademas de las medicaciones en
pienso, los animales se medicaron, de acuerdo con el criterio clinico de la veterinaria
responsable, con dos inyecciones intramusculares separadas 72 horas de 2.5 mL de
Amoxoil Retard (Laboratorios SYVA, S.A.U) y 0.5 mL de Cordexvall (MEVET, S.A.U)
por animal, equivalentes a 20.8 mg de amoxicilina/kg p.v y 0.05 mg/kg p.v. de
dexametasona respectivamente, calculadas teniendo en cuenta un peso medio de 18 kg. Las
inyecciones se administraron 72 horas antes y durante el mismo dia de muestreo de los
animales. Estas dosis y los intervalos de dosificacion difieren de los recomendados en la
ficha técnica de los medicamentos (15 mg/kg de amoxicilina repetida a las 48h y 0.08 mg

de dexametasona repetida cada 24h).

4.4.1.2 Seleccion de los animales con enfermedad

Se escogieron 45 animales (31 machos y 14 hembras) que presentaban retraso en el
crecimiento (visualmente mas peludos y delgados que el resto), con sintomatologia
respiratoria y/o digestiva y a los que se les tomd la temperatura rectal. Dieciocho animales
(13 machos y cinco hembras) se encontraban alojados en corrales “enfermeria” con otros
animales que también habian sido aislados de diferentes corrales. El resto se alojaban en
corrales junto con animales sanos. En la tabla 25 se presenta un resumen de los criterios

clinicos y de los resultados de la evaluacion seroldgica de los animales.

80




Tesis Doctoral D. Ramirez

Tabla 25: Resumen de los resultados clinicos y pruebas adicionales considerados en el diagnéstico de enfermedad
en la granja de Artesa de Lleida

EVALUACION RESULTADOS
Criterios clinicos Porcentaje de afectados (n=45)
Alteracion de la respiracion 54%
Disnea 47%
Disnea severa 7%
» Secrecion nasal 2%
Clinica
Tos 13%
Temperatura Rectal (> 39.5 “C) 53%
Retraso en el crecimiento 98%
Diarrea 7%
T*> 39.5 °C/Otros signos 33%
L Positivos (n=22)
Seroldgica
PRRS 40.91%

La mayoria de animales presentaba retraso en el crecimiento (98%) y un 60% presentaba
algun sintoma respiratorio (alteracion de la respiracion, secrecidon nasal y/o tos). Ningun
animal presentaba actividad motora disminuida, lo cual aseguraba un cierto consumo de
pienso medicamentoso. Aunque algo mas de la mitad de los animales presentd cierto grado
de hipertermia, el umbral de fiebre se establecio en 39.9 °C y, en consecuencia, un 22% de
los animales se consideraron febriles al presentar temperaturas rectales por encima de este
valor. El analisis serologico confirmé que la granja era endémica para el virus del

Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS).

4.4.1.3 Consumo de pienso, dosis y pesos corporales

Dado que en esta granja los animales seleccionados estaban alojados en diferentes corrales,
no fue posible medir el consumo de pienso por corral. No obstante, durante la prueba, los
540 cerdos alojados en la nave consumieron unos 6000 kg de pienso medicamentoso
durante 9 dias, por lo que se puede estimar un consumo medio por animal de 1.2 kg de
pienso/dia. ElI peso medio de los animales a la entrada en granja fue 18 kg. Si el
crecimiento diario lo estimamos entre 0.4 kg (dato obtenido del estudio en animales sanos),

el peso medio de los animales al final de los 9 dias de tratamiento seria 21.6 kg.

Considerando una reduccién en el consumo de pienso de un 50% en animales enfermos, y

un 35% menos de peso corporal en comparacién a animales sanos (segun resultados
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obtenidos en las granjas de Bellcaire d’Urgell y Ponts), se ha realizado una estimacion de
las dosis medias administradas a los animales de cada uno de los farmacos teniendo en

cuenta las suposiciones anteriores (Tabla 26).

Tabla 26: Dosificacion en pienso, dosis estimada por animal y comparacién con la ficha técnica antimicrobianos

utilizados
L . Dosificacion en Dosis estimada Dosis seglin Ficha Técnica del Producto
Principio activo : -
(mg/kg peso) /[l)<|ens_o por;;lkn imal mg/kg de pienso
m ienso m vV,
(mg/kg p ) (mg/kg pv) ma/kg pv recomendado
Tilosina 100 3.8 3-6 100
Clortetraciclina 400 15.2 n.e. 100-400
Colistina 120 4.6 6 150
Oxido de Zinc 1500 57.2 100 3100

n.e.: no especificado

4.4.1.4 Concentraciones plasmaticas

En ninguna de las muestras analizadas fue posible detectar tilosina. Todas la muestras de
plasma de todos los animales presentaron niveles de tilosina por debajo del limite de
deteccion de la técnica analitica (0.0026 pg/mL).

La figura 9 representa las curvas tiempo-concentracion plasmaticas medias de

clortetraciclina en cerdos tras 5 6 9 dias de administracién de pienso medicamentoso ad

libitum.
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Figura 9: Concentraciones plasmaticas de clortetraciclina en animales enfermos tras 9 o 5 dias de tratamiento
con pienso medicamentoso ad libitum

82



Tesis Doctoral D. Ramirez

Las concentraciones plasmaéticas medias de clortetraciclina fueron ligeramente superiores
en los animales tratados durante 5 dias, aunque no se detectaron diferencias significativas

segun la duracion del tratamiento para ninguno de los tiempos de muestreo.

La mayoria de los animales (tratados durante 5 o 9 dias) presentaron concentraciones
cuantificables en todos los puntos de muestreo, las cuales oscilaron entre 0.01 y 0.96
pug/mL. Las concentraciones plasmaticas individuales de clortetraciclina se describen en el

Apéndice 3.

4.4.1.5 Parametros farmacocinéticos
La tabla 27 representa los parametros farmacocinéticos de clortetraciclina en animales

enfermos.

Tabla 27: Pardmetros farmacocinéticos (media grupal) de clortetraciclina en cerdos enfermos tras la
administracién de pienso medicamentoso durante 5 o 9 dias

G Parametro
rupo . -
, ., Dosisde CTC AUCO-I Cmax cmm MRT
o oy | makgpy) | (ghiml) (ug/mL) (ug/mL) (h)
Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.
9 dias 15,2+ 7.12 4.45 0.38 0.22 0.18 0.16 13.76 1.95
5 dias ' 9.08 3.88 0.48 0.19 0.24 0.16 13.22 1.28

*Dosis estimada

Los valores considerados como maximos y minimos, de acuerdo a la curva promedio, asi
como la AUC de los diferentes grupos de tratamiento fueron comparados estadisticamente,
aungue no se encontraron diferencias estadisticas para ninguno de los parametros
considerados.

44.2  Granja Bellcaire d’Urgell

4.4.2.1 Descripcion de la granja y los tratamientos

La granja es un engorde integrado situado en Bellcaire d’Urgell (Lleida) con una capacidad
total de 2200 cerdos. El peso medio de los animales a la entrada fue de 16 kg. Los cerdos
utilizados, de raza hibrida TB2 (Batallé), se encontraban en una nave con una capacidad
total de 950 cerdos alojados en corrales de 20 animales y alimentados con un pienso de
entrada en cebo en harina administrado durante 11 dias previos al muestreo y medicado

segun la tabla 28.
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Tabla 28: Producto comercial, principio activo y nivel de inclusion en pienso de antimicrobianos utilizados

Nombre comercial Principio activo Dosificacion en pienso
(mg/kg pienso)
Ganamix Clortetraciclina 15% premezcla Clortetraciclina 400
Lincovall 55 mg/g Lincomicina 110

Previo a la administracion de este pienso, los animales recibieron dos piensos
medicamentosos: Uno administrado a la entrada durante 14 dias a base de clortetraciclina
(600 ppm, Ganamix Clortetraciclina 15% premezcla), colistina (150 ppm, Colimix
100 mg/g) y tiamulina (150 ppm, Denagard 100 premix) y otro pienso medicamentoso
durante 8 dias también a base de clortetraciclina (450 ppm), colistina (100 ppm) y
tiamulina (150 ppm). Todos los animales de la granja se vacunaron contra la enfermedad
de Auzdjesky 10 dias después de la entrada (12 dias antes del muestreo). Ademas, 7 dias
después de la entrada al engorde y a criterio del veterinario responsable, se medicé el agua
de bebida con amoxicilina (30 g Lamox 800 mg/g/100 litros de agua) durante 7 dias.

4.4.2.2 Seleccion de los animales con enfermedad

Se escogieron 12 animales (siete machos y cinco hembras) que presentaban retraso en el
crecimiento (visualmente méas peludos y delgados que el resto), con sintomatologia
respiratoria y/o digestiva y a los que se les tomd la temperatura rectal. Una vez
seleccionados, los animales se alojaron en un mismo corral lo que posibilitdé medir el
consumo de pienso de los animales. En la tabla 29 se presenta un resumen de los criterios

clinicos evaluados de los animales.

Tabla 29: Resumen de la resultados clinicos en el diagnostico de enfermedad en la granja de Bellcaire d’Urgell

EVALUACION RESULTADOS

Criterios clinicos Porcentaje de afectados (n=12)

Alteracion de la respiracion 58%

Disnea 58%

Disnea severa 0%

Secrecion nasal 0%

Clinica Tos 0%

Temperatura Rectal (> 39.5 °C) 42%

Retraso en el crecimiento, palidez 83%

Diarrea 0%

T*> 39.5 °C/Otros signos 33%
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En general, la mayoria de los animales del corral presentaba una actividad motora reducida,
retraso en el crecimiento y palidez generalizada con respecto a los corrales adyacentes de
animales sanos. Un 58% de los animales presentaron disnea y en un 42% la temperatura
rectal estuvo por encima de 39.5 °C, aunque sélo un 17% presentaban fiebre (>39.9 °C).
Un animal presentd hipotermia y baja actividad motora durante todo el periodo de
observacion. Un tercio de los animales presentd, ademas de la temperatura elevada, otros

signos clinicos combinados.

4.4.2.3 Consumo de pienso, dosis y pesos corporales

El consumo diario medio de los animales enfermos fue de 0.515 kg/dia y animal. Dada la
condicion de enfermedad de los animales y la disminucion de consumo de pienso, el peso
corporal fue aproximadamente un 34% inferior al peso esperado para animales de la misma
edad y condiciones de engorde (19.8 kg de peso medio vs. 30 kg esperados, de acuerdo a la
opinidn del veterinario responsable). Las dosis medias de farmaco consumidas teniendo en

cuenta el consumo medio de pienso y el peso de los animales se muestran en la tabla 30:

Tabla 30: Dosificacion en pienso, dosis estimada por animal y comparacion con la ficha técnica antimicrobianos

utilizados

Principio activo Dosificacion en Dosis estimada Dosis seglin Ficha Técnica del Producto

(mg/kg peso) pienso por animal

(mg/kg pienso) (mg/kg pv) mg/kg pv mg/kg de pienso
recomendado

Clortetraciclina 600* 16.36 + 4.00 n.e. 100-400

Lincomicina 110 3.00+0.73 4.4-8.8 Ajustar seglin consumo

diario

*Dosificacion por encima de la recomendada en el ficha técnica de Ganamix Clortetraciclina 15% premezcla
n.e.: no especificado
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4.4.2.4 Concentraciones plasmaticas

La figura siguiente representa las curvas tiempo-concentracion plasmaticas medias de
clortetraciclina en cerdos enfermos tras 11 dias de administracion de pienso

medicamentoso con clortetraciclina y lincomicina ad libitum.

0.700 ~
0.600 -
0.500 -

0.400 -

0.300 &

Conc. CTC (pg/mL)

0.200 A

0.100 7 1

0.000
0 12 24

Ultimo dia de administracién (h)

Figura 10: Concentraciones plasmaticas de clortetraciclina en animales enfermos tras 11 dias de tratamiento con
pienso medicamentoso ad libitum

Todos los animales presentaron concentraciones cuantificables en todos los puntos de
muestreo, las cuales oscilaron entre 0.02 y 0.63 pg/mL. Las concentraciones plasmaticas

individuales de clortetraciclina se describen en el Apéndice 3.

4.4.2.5 Parametros farmacocinéticos

La tabla 31 representa los pardmetros farmacocinéticos de clortetraciclina en animales

enfermos.

Tabla 31: Parametros farmacocinéticos de clortetraciclina

Parametro
Duracién del | Dosis de CTC AUC Cinax Chin MRT
tratamiento (mg/kg pv) (Hg-h/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (h)
Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.
11 dias 10.90 + 2.66 6.93 341 0.34 0.14 0.22 0.16 11.46 1.35
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4.4.3 Granja Ponts
4.4.3.1 Descripcion de la granja y los tratamientos

La granja es un engorde integrado situado en Ponts (Lleida) con una capacidad total de
2700 cerdos. El peso medio de los animales a la entrada fue de 20 kg. Los cerdos
utilizados, de raza Landrace x Largewhite x Pietrain, se encontraban en una nave con una
capacidad total de 630 cerdos alojados en corrales de 14 animales y alimentados con un
pienso de entrada en cebo granulado administrado durante 9 dias previos al muestreo y
medicado segun la tabla 32.

Tabla 32: Producto comercial, principio activo y nivel de inclusion en pienso de antimicrobianos utilizados

Nombre Comercial Principio Activo DOSEE@ES;;?}E;; nso
Pharmasin 250 mg/g Tilosina 146.5
Oxitetraciclina 10% MAYMO Oxitetraciclina 400
Nipoxyme 100 Colistina 100
Apsamix Zinc 1000 mg/g Oxido de Zinc 1500

A criterio del veterinario responsable, todos los animales con sintomatologia respiratoria
fueron administrados con dos inyecciones intramusculares de florfenicol (Nuflor 300
mg/mL) separadas 5 dias, empezando el tratamiento 4 dias antes del muestreo.

4.4.3.2 Seleccion de los animales con enfermedad

Se escogieron 12 animales (siete machos y cinco hembras) que presentaban retraso en el
crecimiento (visualmente méas peludos y delgados que el resto), con sintomatologia
respiratoria y/o digestiva y a los que se les tomé la temperatura rectal. Una vez
seleccionados, los animales se alojaron en un mismo corral lo que posibilito medir el
consumo de pienso de los animales. En la tabla 33 se presenta un resumen de los criterios

clinicos evaluados de los animales.
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Tabla 33: Resumen de los resultados clinicos considerados en el diagnéstico de enfermedad en la granja de Ponts

EVALUACION RESULTADOS
Criterios clinicos Porcentaje de afectados (n=12)
Alteracion de la respiracion 92%
Disnea 92%
Disnea severa 0%
Secrecion nasal 0%
Clinica Tos 0%
Temperatura Rectal (> 39.5°C) 42%
Retraso en el crecimiento, palidez 100%
Diarrea 0%
T*> 39.5 °C/Otros signos 42%

En general, todos los animales presentaban retraso en el crecimiento y palidez generalizada
con respecto a los animales sanos. Un 58% de los animales presentaron disnea y en un 42%
la temperatura rectal estuvo por encima de 39.5 °C, aunque sélo un 17% (dos animales)
presentaban fiebre (>39.9 °C). En general, la actividad motora no estaba afectada. Un
tercio de los animales presentd, ademas de la temperatura elevada, otros signos clinicos

combinados.

4.4.3.3 Consumo de pienso, dosis y pesos corporales

El consumo diario medio de los animales enfermos fue de 0.400 kg/dia. Dada la condicion
de enfermedad de los animales y la disminucion de consumo de pienso, el peso corporal
fue aproximadamente un 36% inferior al peso esperado para animales de la misma edad y
condiciones de engorde (12.8 £ 1.5 kg de peso medio vs. 20 kg esperados, de acuerdo a la
opinidn del veterinario responsable). Las dosis medias de farmaco consumidas teniendo en

cuenta el consumo medio de pienso y el peso de los animales se muestran en la tabla 34:
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Tabla 34: Dosificacion en pienso, dosis estimada por animal y comparacién con la ficha técnica de
antimicrobianos utilizados

. . Dosificacion en Dosis estimada Dosis seguin Ficha Técnica del Producto
Principio Activo h .
(mg/kg peso) /pklens_o por;;lkn mal mg/kg de pienso
m enso m
(mg/kg pienso) (mg/kg pv) ma/kg pv recomendado
Tilosina 146.5 47+0.6 4-5 40-1100
Oxitetraciclina 400 128+16 n.e. 110-220
Colistina 100 32+04 5 125
Oxido de Zinc 1500 478+59 100 3100

n.e. no especificado

4.4.3.4 Concentraciones plasmaticas

En ninguna de las muestras analizadas fue posible detectar tilosina. Todas la muestras de

plasma de todos los animales presentaron niveles de tilosina por debajo del limite de

deteccion de la técnica analitica (0.0026 pg/mL).

La figura 11 representa las curvas tiempo-concentracién plasmaticas medias de

oxitetraciclina en cerdos enfermos tras 9 dias de administracion de pienso medicado con

oxitetraciclina, tilosina, colistina y 6xido de zinc ad libitum.

Conc. CTC (ug/mL)

0.200

0.100

0.000

Ultimo dia de administracién (h)

12

24

Figura 11: Concentraciones plasmaticas de oxitetraciclina en animales enfermos tras 9 dias de tratamiento con

pienso medicamentoso ad libitum

89



Tesis Doctoral D. Ramirez

Todos los animales presentaron concentraciones cuantificables en todos los puntos de
muestreo, las cuales oscilaron entre 0.01 y 0.51 pg/mL. Las concentraciones plasmaticas

individuales de clortetraciclina se describen en el Apéndice 3.

444  Parametros farmacocinéticos

La tabla 35 representa los pardmetros farmacocinéticos de oxitetraciclina en animales

enfermos.

Tabla 35: Parametros farmacocinéticos de oxitetraciclina obtenidos en animales enfermos

Parametro
Duracion del Dosis de OTC AUC, Crnax Crin MRT
tratamiento (mg/kg pv) (Hg-h/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (h)
Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.
9 dias 128+ 1.6 6.9 2.76 0.36 0.12 0.18 0.12 11.40 1.07

4.5 Analisis PK/PD
45.1 Determinacion de los indices PK/PD

En las tablas 36 y 37 se presentan los indices PK/PD para clortetraciclina y oxitetraciclina
calculados en los grupos de animales sanos y en los tres grupos de animales enfermos

calculados a partir de los valores de MIC descritos en la tabla 8 del apartado 1.5.6.

Para los célculos se tuvieron en cuenta los valores de MICgq ya que se considera que, para
asegurar la eficacia de antimicrobianos bacteriostaticos, los regimenes de dosificacion
deben mantener las concentraciones por encima de este valor de MIC (Aliabadi y Lees,
2000).
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Tabla 36: [ndices PK/PD para clortetraciclina correspondientes a diferentes microorganismos

Microorganismo

Grupo/Dosis CTC | 1 4ieo biypp | L. intracellularis M. hyopneumoniae  P. multocida H. parasuis B. bronchiseptica  A. pleuropneumoniae E. coli S. suis
(mg/kg) (MIC=64 pg/mL)  (MIC=8 pg/mL)  (MIC=4 pg/mL) (MIC=4 pg/mL) (MIC=05pg/mL)  (MIC=16 pg/mL)  (MIC=>32 pg/mL) (MIC=>32 pug/mL)
Europa/EEUU Bélgica EEUU EEUU EEUU EEUU EEUU EEUU
AUC.n/MIC 0.16 +0.03 1.26+0.21 252041 2.52+041 20.19 +3.32 0.63+0.10 0.32+0.05 0.32+0.05
S (CTC)/11.6 Craxs/MIC 0.007 +0.001 0.053 + 0.007 0107+0014  0.107+0.014 0.852 +0.118 0.027 +0.004 0.013 + 0.002 0.013 + 0.002
Tomic (%) 0 0 0 0 15.6 0 0 0
AUCzn/MIC | 0.18+0.028 1.41+0.23 2.81+0.45 2.81+0.45 22.51+364 0.70+0.11 0.35+0.06 0.35+0.06
S (CTC + TLS)/125 | Craxs/MIC 0.008 + 0.002 0.062 +0.013 0125+£0026  0.125+0.026 0.999 +0.206 0.031 +0.006 0.002 + 0.003 0.002 + 0.003
Tomic (%) 0 0 0 0 24.9 0 0 0
AUC4n/MIC 0.18+0.03 1.42+0.21 2.83+0.42 2.83+0.42 22.65+3.63 0.71+0.11 0.35+0.05 0.35+0.05
S(CTC+TLS+C)Y131 | Cras/MIC 0.008 + 0.001 0.062 +0.011 012540023 012540023 0.998 +0.181 0.031 % 0.006 0.016 + 0.003 0.016 + 0.003
Tomic (%) 0 0 0 0 32.9 0 0 0
AUC4/MIC 0.13+0.07 1.05+0.52 211+1.03 2.11+1.03 16.85 + 8.26 053+0.26 0.26+0.13 0.26+0.13
E(CTC+TLS+C)152 | Craxs/MIC 0.007 + 0.003 0.056 +0.03 011240051 011240051 0.899 + 0.406 0.028+0.013 0.014 + 0.006 0.014 + 0.006
Tomic (%) 0 0 0 0 19.4 0 0 0
AUC.4/MIC 0.11+0.05 0.87 +0.43 1.73+0.85 1.73+0.85 13.86 + 6.82 0.43+0.21 021+0.11 0214011
E(CTC+LCM)/164 | Craxs/MIC 0.005 + 0.002 0.04 +0.02 0.085+0034  0.085:+0.034 0.683 +0.273 0.021 +0.009 0.011 +0.004 0.011 +0.004
Tomic (%) 0 0 0 0 11.3 0 0 0
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Tabla 37: Indices PK/PD para oxitetraciclina correspondientes a diferentes microorganismos

AUC:4ns/MIC 17.25+6.90 0.86 + 0.35 0.86 £ 0.35 11.50 + 4.60 0.22 £0.09
Crnaxs/MIC 0.907 £ 0.302 0.045 +0.015 0.045 + 0.015 0.605 + 0.201 0.011 + 0.004

Tomic (%) 22.3 0 0 0 0
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La mayoria de las MICgyy encontradas en la bibliografia para cada patdgeno fueron muy
elevadas por lo que los valores de los indices PK/PD determinados para cada uno de ellos
fueron extremadamente bajos, tanto para los grupos de animales sanos como en los
enfermos. Unicamente los valores medios de AUC/MIC para clortetraciclina frente a B.
bronchiseptica oscilaron entre 20.19 y 22.65 en animales sanos y 13.80 y 16.85 en
animales enfermos, mientras que para la oxitetraciclina administrada a animales enfermos
este indice fue de 17.25 frente a M. hyopneumoniae. Ademas, sélo en el caso de B.
bronchiseptica para la clortetraciclina y M. hyopneumoniae para la oxitetraclina, las
concentraciones plasmaéticas estuvieron, para algunos animales, por encima de la MIC de
ambos patégenos (0.5 pg/mL y 0.4 pg/mL, respectivamente), aunque el valor medio de
este indice (T>MIC) no fue muy elevado (entre 15.6-32.9% en animales sanos y

11.3-22.3% en animales enfermos).
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Tabla 38: Valores individuales de AUC/MIC y T>MIC para clortetraciclina y oxitetraciclina frente a B.
bronchiseptica y M. hyopneumoniae, respectivamente, en animales sanos y enfermos

Grupo /Dosis CTC AUC,4:/MICqq T>MIC Grupo /Dosis OTC AUCy4/MICgo T>MIC
(mg/kg) Animal (B. b hi: ica) (B. b hi (mg/kg) Animal (M. hy iae) | (M. hy
11 16.92 0 1 27.13 89.86
12 14.66 0 2 13.70 0
13 19.77 0 3 13.96 0
14 22.29 0 4 27.99 83.47
15 22.99 24.71 5 13.28 0
S{fergyis 16 26.58 100.00 £ (OTC+TLS + C)/12.8 6 19.36 22.49
17 18.40 0 : 7 24.76 72.03
18 20.95 31.24 8 14.30 0
19 19.41 0 9 5.00 0
20 19.90 0 10 10.72 0
21 22.05 0 11 20.16 0
22 19.03 0 12 16.65 0
23 23.13 34.94
24 31.33 92.38
25 18.02 0
S (CTC + TLS)/12.5 26 2457 58.63
27 22.86 25.55
28 21.00 38.17
29 21.54 0
30 21.56 0
31 23.67 42.90
32 19.20 0
33 19.26 0
34 25.92 57.50
35 22.98 43.45
S (CTC+TLS +C)/13.1 36 27.80 94.85
37 23.29 16.21
38 26.27 73.98
39 18.55 0
40 19.54 0
1 25.75 78.43
2 11.63 0
3 12.03 0
4 21.78 53.80
5 15.14 0
6 4.85 0
7 36.14 100.00
8 9.06 0
9 17.16 36.64
10 18.74 0
11 15.23 0
12 3.86 0
13 3.65 0
14 11.59 0
15 6.93 0
16 14.53 0
17 12.90 0
18 6.04 0
19 17.01 0
20 9.95 0
21 24.72 34.92
22 31.12 100.00
E (CTC+TLS +C)/15.2 23 14.90 0
24 12.89 0
25 16.74 0
26 20.93 20.71
27 16.39 0
28 20.51 0
29 20.23 0
30 29.76 100.00
31 16.80 0
32 11.84 0
33 20.80 36.25
34 24.22 64.46
35 18.15 0
36 10.02 0
37 21.36 8.37
38 13.08 0
39 21.25 9.45
40 25.17 65.26
41 39.38 99.26
42 15.62 17.85
43 10.43 0
44 2.09 0
45 25.88 45.29
1 16.49 0
2 10.85 0
3 7.05 0
4 13.65 0
5 3.91 0
6 9.39 0
E (e - [episs 7 27.63 100.00
8 19.20 0
9 23.42 36.00
10 12.13 0
11 12.92 0
12 9.70 0
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5 DISCUSION

5.1 Piensos medicamentosos

Controlar las resistencias antimicrobianas y sus efectos sobre la salud publica requiere
conocer los patrones de consumo real de los antimicrobianos en animales para consumo.
Estos datos pueden ser efectivos para detectar un uso inapropiado, para identificar factores
de riesgo subyacentes o para cuantificar la presion de seleccion ejercida por el
antimicrobiano (Timmerman et al., 2006), la cual dependera en gran parte de la dosis, el

intervalo y la duracion de los tratamientos (Catry et al., 2003).

Uno de los objetivos del presente trabajo de tesis fue analizar el uso real de
antimicrobianos centrdndonos en su administracion via pienso al ser la mas utilizada en
porcino (Raji¢ et al., 2006; Stevens et al., 2007; Merle et al., 2012; Moreno, 2014). En el
Reino Unido, por ejemplo, esta via representd un 62% del total de ventas de principio
activo en 2012 (Veterinary Medicines Directorate, 2013).

Como punto de partida cabe sefialar que las encuestas se han llevado a cabo en empresas
productoras de piensos medicamentosos que voluntariamente han contestado los
formularios, por lo tanto no han sido escogidas al azar y los datos no permiten un analisis
estadistico. Ademas, las encuestas se han centrado en las fases de produccién donde los
tratamientos con antimicrobianos en pienso son rutinarios (es decir, estan incluidos en los
programas de alimentacion de las granjas) y para las que se han obtenido cifras de
fabricacion anuales. Sin embargo, dado el peso de estas empresas en el sector,
representando un 27.5% del total de piensos medicamentosos utilizados en lechones en
Catalunya (Generalitat de Catalunya, 2013) los datos obtenidos proporcionan una vision

real del uso de los diferentes antimicrobianos que puede considerarse generalizada.

En Catalunya, el total de piensos medicamentosos producidos en el 2012 fue de 749.203
toneladas, de los cuales un 40% fueron piensos de primeras edades. De hecho, es en estas
etapas (hasta 9-10 semanas de vida o hasta 20-25 kg de peso) cuando el consumo de pienso
medicamentoso es mayoritario, representando el 75% de los piensos de iniciacion y el 73%

de los piensos de transicion producidos.
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Cerdas lactantes
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Figura 12: Porcentaje de pienso medicamentoso! con respecto al total de pienso® producido en Catalunya en el
2011

En el presente trabajo todas las empresas encuestadas, las cuales representan un 27.5% de
la produccion anual total de pienso medicamentoso, utilizaban antimicrobianos y/o éxido
de zinc en los piensos de iniciacion y transicion que fabricaban. Estos resultados estan en
consonancia con los encontrados en el estudio de Raji¢ et al. (2006) donde el 100% de las
granjas encuestadas en Alberta (Canadd) durante el afio 2000 afirmaron administrar
antimicrobianos via pienso en lechones de estas edades, aunque en este estudio no se
considero el tipo de uso (terapéutico o como promotor de crecimiento). Este porcentaje fue
algo menor (entre el 60 y el 75%, dependiendo del tipo de granja) en Gran Bretafia segin
datos obtenidos a través de encuestas a 482 granjas (Stevens et al., 2007). Este patron de
uso profilactico, es decir, la utilizacién de antimicrobianos de manera habitual en las
granjas para el tratamiento de cerdos sanos con el fin de prevenir enfermedades (Aarestrup,
2005), esta relacionado con situaciones que pueden provocar estrés, como la castracion o el
destete (Callens et al., 2012) o la mezcla de animales durante la transicion (Schwarz et al.,
2001) lo cual puede conllevar una mayor vulnerabilidad a enfermedades infecciosas
(Dunlop et al., 1998; Moreno, 2014).

I Generalitat de Catalunya, 2013
¥ Generalitat de Catalunya, 2012a
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Por otro lado, el uso de antimicrobianos de manera profilactica durante la fase cebo (20-
25 kg de peso hasta matadero) esta concentrado en las primeras semanas del engorde. Por
ejemplo, Dunlop etal. (1998) observaron que la mayoria de la exposicion a
antimicrobianos ocurria entre el destete y los 45 kg de peso. Mediante las encuestas se
constatd que el 100% de las empresas utilizaban antibiéticos y/o 6xido de zinc en los
piensos de entrada a cebo (durante aproximadamente los primeros 15 dias), ya que es
también una etapa critica para la salud de los animales debido a las posibles mezclas de
animales de diferentes origenes, cambios de instalaciones, y, en granjas de engorde ademas,
rotaciones de animales (Casal et al., 2007). La produccién de este tipo de pienso por las
empresas encuestadas supuso un 17.2% del total del pienso medicamentoso de engorde
producido en Catalunya (Generalitat de Catalunya, 2013).

Las cantidades anuales de piensos medicamentosos con antimicrobianos para cerdas
gestantes fabricadas por las empresas encuestadas suponen un 9% del total de piensos
medicamentosos para estos animales en Catalunya. Sélo una de las seis empresas
encuestadas no usaba antimicrobianos en pienso en esta etapa, aunque si administraba un
producto antiparasitario (oxibendazol). Las otras cinco los administraban 15 dias en cada
gestacién como tratamiento llamado “de blanqueo™ y dos de ellas los administraban junto
con el tratamiento antiparasitario (flubendazol u oxibendazol). En el 88% de los piensos
administrados a cerdas gestantes en Catalunya en el 2011 no se utilizaron premezclas
medicamentosas, lo cual demuestra que el uso profilactico de antimicrobianos en estos

animales es muy limitado.

El modelo de produccion porcina en Catalunya estd basado mayoritariamente en la
integracion, donde la empresa integradora (algunas de ellas también fabricantes de pienso)
proporciona el ganado, el pienso, el servicio veterinario mientras que el integrado aporta
las instalaciones y el cuidado y mantenimiento de los animales. Este régimen representaba
el 73.4% de las granjas de cebo en Catalunya en el 2010 (Generalitat de Catalunya, 2012a),
siendo éste un porcentaje muy superior al de otras regiones productoras mundiales
(Soldevila Lafon y Viladomiu, 2013).

El sistema de integracion y especialmente el hecho diferencial de que la empresa

suministradora del pienso sea la propietaria de los animales, pueden ser motivo para que la
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produccion de pienso medicamentoso en Espafia, particularmente en Catalunya donde el
57.6% de los piensos van destinados al sector porcino (Soldevila Lafon, 2008), sea muy
superior a otros paises europeos y que esta sea la via de administracion de antimicrobianos
mas utilizada (FCEC, 2010). Ademas, el hecho de que Espafa sea uno de los paises con
mas premezclas medicamentosas autorizadas en 2009 después de Francia y Portugal
(FCEC, 2010), de las cuales el 82% correspondia a antimicrobianos y 6xido de zinc
utilizados para uso en porcino (datos extraidos de la lista de premezclas medicamentosas
con autorizacion vigente para 2009, AEMPS, 2008), corrobora la importancia del uso en

esta via.

En este contexto, las empresas integradoras pueden disefiar programas de alimentacién y
de control de enfermedades segun la etapa productiva del animal y estandarizar los
tratamientos profilacticos con premezclas medicamentosas en sus granjas integradas, lo
cual permite el tratamiento de un nimero elevado de animales a la vez que se reducen los
costes de produccion de los piensos medicamentosos. Ademas, su aplicacion es sencilla y

no requiere excesiva mano de obra ni demasiado cualificada en la granja.

Existen otros argumentos a favor del uso de antimicrobianos en piensos relacionados con
la salud publica, como el hecho de que menos personal esta expuesto a posibles riesgos por
la manipulacién de medicamentos veterinarios (irritacién por contacto, inhalacion de polvo)
en comparacion con las medicaciones en granja. Ademas, es mas facil garantizar la
correcta dosificacion, homogeneidad y estabilidad de los medicamentos a la vez que existe
un menor riesgo de contaminaciones cruzadas en las fabricas de pienso, las cuales estan

sometidas a controles e inspecciones periddicas segun el Reglamento (CE) No 183/ 2005.

Sin embargo, el uso mayoritariamente profilactico de esta via de administracién (Callens
etal., 2012; Casal etal., 2007) es lo que, a pesar de las ventajas mencionadas, puede
suponer un potencial riesgo para la salud puablica ya que el uso continuado de
antimicrobianos contribuye a la aparicién de bacterias resistentes a antimicrobianos
capaces de transmitir esta resistencia a bacterias patdgenas tanto en animales como en
humanos (Thacker, 2013).
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5.2 Uso de antimicrobianos como premezclas medicamentosas

A partir de los datos aportados por las empresas encuestadas se identificaron
11 antimicrobianos pertenecientes a ocho clases diferentes utilizados como premezclas
medicamentosas en los piensos administrados a los animales en las diferentes fases:
B-lactdmicos (amoxicilina, fenoximetilpenicilina), polimixinas (colistina), tetraciclinas
(oxitetraciclina,  clortetraciclina y  doxiciclina), lincosamidas  (lincomicina),
aminoglicésidos (espectinomicina), pleuromutilinas (tiamulina), macrolidos (tilosina),

sulfonamidas (sulfadiacina y trimetoprim) y 6xido de zinc.

De éstos, tres clases, B-lactamicos (amoxicilina, fenoximetilpenicilina), polimixinas
(colistina) y macrolidos (tilosina) estan clasificados como antimicrobianos de importancia
critica (CIA en sus siglas en inglés) por la Organizacion Mundial de la Salud, los cuales se
definen como la Unica alternativa para tratar enfermedades graves, causadas por
organismos transmitidos a humanos o causadas por organismos que pueden adquirir
resistencias a través de fuentes no humanas (World Health Organization, 2012). El resto de
antimicrobianos usados estan clasificados de importancia elevada. El uso de CIA esta
relacionado con la aparicién de bacterias multiresistentes, como las enterobacterias
portadoras de B-lactamasas de amplio espectro (ESBL en sus siglas en inglés) que
inactivan a los antimicrobianos B-lactdmicos. Este fendmeno parece mas relevante en
paises de sur de Europa (ECDC, 2013) como Espafia, donde Mesa etal. (2006)
encontraron 39 cepas de E. coli portadoras de ESBL en ocho granjas de cerdos, similares a
las encontradas en humanos, alimentos o aguas residuales, lo cual sugiere la importancia
de los productos de origen animal como vehiculo de diseminacién de bacterias resistentes.
Estas diferencias entre paises son debidas a que el nivel de resistencia esta estrechamente
correlacionado con el nivel de uso de los antimicrobianos. Asi, Chantziaras et al. (2014)
encontraron que en paises con un elevado uso de algunos antimicrobianos como Bélgica,
los niveles de resistencias a estos antimicrobianos eran también elevados mientras que en

Noruega y Suecia se daba la situacion contraria.
Esto pone de manifiesto que los habitos de uso de los antimicrobianos por parte los
veterinarios, ganaderos y/o fabricas de pienso y las diferentes politicas nacionales de

control de este uso tienen influencia directa sobre la aparicion de resistencias, asi, y
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siguiendo con el ejemplo anterior, en Bélgica (pero también en Espafia) aun no se han
puesto en practica las recomendaciones para el uso prudente de antimicrobianos mientras
que Suecia es pionero en promover el uso prudente de antimicrobianos y en prohibir su uso
profilactico (Callens et al., 2012).

En el presente estudio la amoxicilina se utilizd en la mayoria de piensos medicamentosos
administrados hasta los 70 dias de vida (80% en predesteste, 100% en prestarter y 90% en
starter de los animales expuestos) mientras que la administracion de colistina se alargo
hasta la entrada a engorde en la mayoria de animales (100% en predestete y prestarter, 45%
en starter y 94% en entrada a engorde).

Estos resultados son similares a los obtenidos por Moreno (2014), donde, a partir de
encuestas a granjas de ciclo cerrado en Espafia, constatdé que B-lactamicos y polimixinas
fueron los mas utilizados durante las fases de predestete y crecimiento, lo cual confirma
que el uso de algunos CIAs es rutinario y que los tratamientos con antimicrobianos en las
etapas méas tempranas del engorde estdn muy estandarizados. Asi mismo, en el presente
estudio, mas de la mitad de los animales fueron tratados con fenoximetilpenicilina durante
la entrada a engorde. De hecho, en Espafa, las penicilinas representan el 31% de las

prescripciones de antimicrobianos en porcino (De Briyne et al., 2014).

La exposicién a tilosina fue mucho menor y so6lo en el pienso starter y en la entrada a
engorde (6% en los dos casos), lo cual parece contrastar con resultados de otros estudios
como el de Apley et al. (2012), donde el uso de macrdlidos (tilmicosina y tilosina) en
pienso en granjas de Estados Unidos fue mayoritario tanto en la etapa de crecimiento como
en la etapa de engorde, aungue si tenemos Unicamente en cuenta el uso preventivo (como
es el caso del presente estudio), tilmicosina y tilosina representan un 10 y un 9%
respectivamente de los kg totales utilizados. Raji¢ etal. (2006) reportaron un uso
importante en pienso de tilosina (46.6% de las granjas) al inicio del engorde en Canada, sin
embargo, no distingue entre el uso terapéutico o profilactico. En este mismo estudio
también se reporté un uso considerable de lincomicina (34.1%) en esta etapa. En el
presente trabajo se constatd que el 60% de los animales fue administrado con pienso
medicamentoso que contenia lincomicina en la fase de pienso prestarter. Ambas clases de

antimicrobianos actuan inhibiendo la sintesis proteica de las bacterias uniéndose a la
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subunidad 50S del ribosoma. Debido a este mecanismo de accion similar, los mecanismos
de resistencia a estos antimicrobianos son también parecidos (Pyoréld et al., 2014).

Existe una creciente preocupacion en Europa por los altos niveles de resistencia de algunos
patdégenos como Brachyspira hyodysenteriae a lincosamidas y macrdélidos, especialmente
tilosina, encontrados en varios paises europeos. Esta bacteria produce disenteria porcina, la
mayor causa de diarreas en cerdos a cualquier edad (Carvajal etal., 2006). En Esparia,
donde tilosina, lincomicina, y tiamulina se han utilizado durante méas de 20 afios para su
control y prevencion, Hidalgo et al. (2009) confirmaron un incremento de resistencia de B.
hyodysenteriae a estos antimicrobianos ademéas de una disminucion de la susceptibilidad
antimicrobiana, a lo cual parecen contribuir las medicaciones en pienso y los productos
inyectables de accion prolongada que resultan en bajas concentraciones del principio

activo durante periodos prolongados de tiempo (Pyorala et al., 2014).

La constatacion de la falta de efectividad de la tilosina frente a B. hyodysenteriae llevo a la
Agencia Europea del Medicamento (EMA), a través del CVMP a redactar un documento
de reflexion sobre el uso de macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas en los animales
de consumo (European Medicines Agency, 2011a) que ha llevado finalmente en 2014 a la
modificacion de los RCP (resumen de caracteristicas) de productos a base de tilosina,
donde se elimina la indicacién de la disenteria porcina y se establece la maxima duracion
de los tratamiento en tres semanas a la maxima dosis recomendada (Union Europea,
2014a).

El uso de tetraciclinas por las empresas encuestadas también fue importante y en
consonancia con datos obtenidos en otros estudios. Un 66% de los animales fue tratado con
pienso starter medicamentoso a base de clortetraciclina, mientras que en entrada a engorde
la suma de tetraciclinas (clortetraciclina, oxitetraciclina y doxiciclina) fue de un 41%.
Moreno (2014) también report6 un uso considerable (41% en fase de crecimiento y 47% en
fase de engorde de granjas expuestas), aunque en su caso la via de administracion en agua
fue mas frecuente que la del pienso (27% vs. 18% de granjas en crecimiento y 43% vs. 16%
en engorde). En el estudio de Jensen et al. (2011), donde se estudiaban los patrones de uso
de antimicrobianos en Dinamarca, encontraron que el uso de tetraciclinas estaba muy

extendido tanto en engorde como en la fase de crecimiento. En esta fase, ademas, se
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constaté un aumento en el uso de tetraciclinas del 20% al 39% desde el afio 2002 al 2008,
el cual se explicd en parte por las directrices de la agencia danesa (Danish Veterinary and
Food Administration) de priorizar el uso de tetraciclinas frente a macrolidos en el
tratamiento de ileitis causada por L. intracellularis y en parte por la diferencia de precio
entre ambas clases de antimicrobianos. Esto vuelve a poner de manifiesto que el uso y por
tanto la aparicion de resistencias estd altamente influenciado por las politicas de uso y

control adoptadas a nivel nacional.

Los tratamientos masivos en granja con tetraciclinas (es decir, via pienso o agua) se han
relacionado con la aparicién de resistencias en bacterias patdgenas como Actinobacillus
pleuropneumoniae causante de pleuroneumonia en cerdos Yy zoondticas como
Streptococcus suis, causante de endocarditis, meningitis y septicemia en cerdos y en
humanos o Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA en sus siglas en inglés),
responsable de infecciones hospitalarias. En Espafia, Gutiérrez-Martin et al. (2006) y Vela
et al. (2005) encontraron que el 73.8% y el 87% de los aislados en granjas de cerdos de A.
pleuropneumoniae y S. suis respectivamente eran resistentes a tetraciclinas. Del mismo
modo, Duijkeren etal. (2008) reportaron que todas las cepas de MRSA aisladas en
diferentes tipos de granjas porcinas en Holanda fueron resistentes a estos antimicrobianos.

Todos los animales fueron tratados con pienso medicamentoso que incluia 6xido de zinc
durante la lactacion y el pienso prestarter, y un 78% fueron tratados también durante la fase
de pienso starter. Moreno (2014) encontré un uso también mayoritario en estas etapas pero
los porcentajes de granjas expuestas fueron algo menores (57% en lactacion y un 73% en
crecimiento). El uso de éxido de zinc en el pienso puede contribuir al aumento y
diseminacion de resistencias bacterianas en cerdos mediados por mecanismos de co-
resistencia (Moodley et al., 2011) como en el caso de MRSA (Cavaco et al., 2011).
Aarestrup et al. (2010) encontraron que el 74% de los aislados de MRSA CC398 tenian
una susceptibilidad reducida al cloruro de Zinc, mientras que las cepas de S. aureus que
eran sensibles a meticilina también lo eran al Zinc. De manera similar, Medardus et al.
(2014) encontraron una estrecha asociacion entre la disminucion de la susceptibilidad al
cobre y al zinc y el incremento de la resistencia antimicrobiana de diferentes cepas de

Salmonella.
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5.2.1  Combinaciones de antimicrobianos

En 6 de las 17 combinaciones reportadas en las encuestas tanto en lechones como en
cerdas gestantes se utilizaron dos antimicrobianos, en otras seis se utilizaron tres
antimicrobianos y en una de ellas se utilizaron cuatro antimicrobianos diferentes. El resto
de casos fueron asociaciones de un antimicrobiano con 6xido de zinc o Unicamente un

antimicrobiano.

En el 92% de los piensos de lechones hasta entrada a engorde se combinaron dos o0 méas
antimicrobianos y 6xido de zinc, el cual se utiliz6 en todos los piensos lactoiniciadores y
prestarters. En starters, solo se utilizd en dos combinaciones de las cinco combinaciones de

antimicrobianos que se reportaron (34% de animales expuestos).

La combinacién amoxicilina, colistina y oxido de zinc fue la méas utilizada en
lactoiniciadores y en prestarters (92 y 100% de animales expuestos respectivamente), de
manera similar a lo reportado por Moreno (2014). Es utilizada para el control de artritis,
meningitis y diarrea postdestete, debido al amplio espectro de accion y la buena absorcién
de la amoxicilina, el efecto de la colistina sobre bacterias Gram negativo en el intestino,
dada su nula absorcién, (Timmerman et al., 2006) y el efecto del éxido de zinc sobre la
estabilidad de la microflora intestinal y sobre la reduccién de diarreas causadas por E. coli
(Martini Pulz, 2006).

A partir del pienso starter, los tratamientos fueron mucho maés diversos, con cinco
combinaciones diferentes para cada tipo de pienso, siendo la combinacion de
clortetraciclina, amoxicilina y lincomicina la mas frecuente en el pienso starter y la
combinacidn fenoximetilpenicilina y colistina en el pienso de entrada a engorde (50% y 54%
de los animales expuestos, respectivamente). Raji¢ et al. (2006) también reportaron el uso
de hasta seis antimicrobianos en piensos para animales de edades similares a los del
presente estudio, siendo los que contenian tres antimicrobianos las mayoritarias (52.6% de
las granjas en Canada) para animales en fase de pienso starter y combinaciones de dos
antimicrobianos al inicio del engorde. En este caso, la combinacion més utilizada en starter
fue clortetraciclina, sulfametazina y penicilina. Cabe sefialar que esta combinacion esta
aprobada en Canada como una Unica premezcla medicamentosa, mientras que las

combinaciones reportadas en el presente trabajo son en base a premezclas medicamentosas
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de un Unico antimicrobiano o como méximo de dos, cuyas sinergias son descritas en las
fichas técnicas de los productos (p.ej. lincomicina/espectinomicina o sulfadiazina/

trimetoprim) .

Es importante destacar, por tanto, que los antimicrobianos utilizados en la mayoria de las
combinaciones presentan diferentes relaciones de interaccion entre si. La colistina tiene un
comportamiento sinérgico con diferentes antimicrobianos, es decir, el efecto combinado es
mayor que la suma de los efectos de cada uno de ellos (Cottarel y Wierzbowski, 2007). Asi,
Ma et al. (2009) demostraron este efecto sinérgico de la combinacion de colistina y
amoxicilina (78.6% mas efectiva) in vitro frente a 14 cepas de bacterias patdgenas en cerdo

y pollos.

Este efecto sinérgico se produciria, en el caso de antimicrobianos hidrofébicos como las
tetraciclinas o los macrdlidos, porque las polimixinas provocan una disrupcion sobre la
membrana de las bacterias gram-negativas haciéndola mas permeable, y por tanto mas

susceptible, a estos antimicrobianos (Landman et al., 2008).

La sinergia de la colistina con otros antimicrobianos (p-lactamicos, eritromicina,
tetraciclinas, sulfamidas, trimetroprim y bacitracina) se describe en la mayoria, aunque no
en todas, las fichas técnicas de las premezclas medicamentosas a base de colistina

autorizadas en Espafia.

Del mismo modo, en la mayoria de las fichas técnicas de las premezclas a base de
amoxicilina se recomienda no administrarla junto con antimicrobianos bacteriostaticos
como macrolidos, sulfamidas y tetraciclinas, y sin embargo, en el 58% de las
combinaciones con amoxicilina se utilizdé al menos otro antimicrobiano con efecto
antagonico a la amoxicilina. De hecho, en el 42% de los casos, las combinaciones
utilizadas por las empresas encuestadas contienen al menos un antimicrobiano con efecto
antagénico al resto. Asi por ejemplo, en la combinacién mas utilizada en starter
(clortetraciclina, amoxicilina y lincomicina), dado que la amoxicilina (bactericida) actua
unicamente sobre bacterias en multiplicacion activa, la lincomicina y la clortetraciclina,
que acttan inhibiendo la sintesis proteica, disminuirian la eficacia de la amoxicilina al

disminuir la actividad de las células bacterianas (USP, 2003).
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Por regla general, las interacciones se estudian in vitro en base a concentraciones estaticas
de los antimicrobianos. Por ello, no siempre los posibles efectos positivos de estas
interacciones se observan in vivo, dado que las concentraciones en el organismo fluctdan
en funcion de los diferentes regimenes de dosificacion y de las tasas de absorcion y

eliminacion (Cottarel y Wierzbowski, 2007).

En veterinaria existen pocos estudios clinicos que demuestren el beneficio terapéutico de
una combinacion con respecto al uso de un unico antimicrobiano, a excepcién por ejemplo
de las combinaciones de sulfamida y trimetoprim, aunque si existe una recomendacion

generalizada de evitar, al menos, los antagonismos demostrados in vitro (Anadén, 2007).

Sin embargo, el uso de combinaciones (aditivas o sinérgicas) en la préactica clinica se suele
justificar por el aumento del espectro de actividad, de la eficacia terapéutica y en algunos
casos para disminuir la aparicion de resistencias. Ademas, se suele afirmar que las
combinaciones sinérgicas tienen el potencial de ralentizar la aparicion de resistencias al
considerar que los mecanismos de resistencias son independientes y que las posibilidades
de las bacterias de ser resistentes a varios antimicrobianos a la vez son extremadamente

pequefias (Mouton, 1999).

A pesar de todo ello, recientes estudios han demostrado que algunas combinaciones
sinérgicas pueden favorecer la aparicion de resistencias, mientras que algunas
combinaciones antagonistas las pueden debilitar (Michel et al., 2008; Hegreness et al.,
2008).

La actual normativa sobre piensos medicamentosos especifica que, con caracter general,
solo se elaboraran piensos medicamentosos a partir de una sola premezcla medicamentosa,
aunque contempla el uso de mas de una (previa prescripcion y bajo responsabilidad del
veterinario prescriptor), siempre que se utilicen bajo las condiciones establecidas en el
resumen de caracteristicas del producto. También contempla un uso distinto, previa
prescripcion excepcional y bajo la responsabilidad del veterinario prescriptor, pero
condicionado a que no existan interacciones que puedan modificar los tiempos de espera
establecidos (Espafia, 2009).
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Sin embargo, en el presente trabajo de tesis se ha podido constatar que el uso de varias
premezclas medicamentosas de antimicrobianos en un mismo pienso es una situacion
habitual en la préctica, alguna de ellas incluso incompatible segin los RCP de los
productos comerciales, lo cual, no solo contribuiria a la aparicion de resistencias, como se
ha mencionado antes, sino que el tiempo de espera especificado en el RCP de cada
medicamento podria verse afectado por cualquier interaccion que afecte a la

farmacocinética de los antimicrobianos utilizados.

5.2.2  Dosificacion y duracién de los tratamientos

En el presente trabajo se han comparado las dosificaciones de los antimicrobianos
utilizados por las empresas encuestadas con las dosificaciones especificadas en los RCP de
las premezclas medicamentosas autorizadas en Espafia. En estas fichas técnicas, se
considera la dosis expresada en mg/kg de peso vivo y se considera que un animal ingiere,
de pienso, el equivalente a 4-5% de su peso al dia. Teniendo en cuenta la cantidad de
principio activo en el medicamento, se puede calcular la tasa de inclusion en pienso (mg de
principio activo/kg de pienso). En general, la tasa de inclusion en pienso para cada uno de
los antimicrobianos y Oxido de zinc estaba dentro del rango encontrado en los RCP,
aunque en algunos piensos de lechones para la amoxicilina fue algo menor (225-250 mg/kg
vs. 300-450 mg/kg pienso), mientras que fue mayor para la clortetraciclina (500-600 mg/kg
vs. 100-400 mg/kg pienso) en dos piensos diferentes, para la tilosina (150 mg/kg vs.
80-100 mg/kg pienso) y para la fenoximetilpenicilina (300 mg/kg vs. 200 mg/kg pienso).
En los piensos de cerdas gestantes, la amoxicilina fue administrada a menor concentracion
en uno de ellos (250 mg/kg) mientras que la clortetraciclina y la oxitetraciclina lo fueron a
una mayor concentracion (500 mg/kg vs. 100-400 mg/kg pienso y 900 mg/kg vs. 55-750

mg/kg pienso, respectivamente).

La tasa de inclusion en pienso de los medicamentos veterinarios descritas en los RCP esta
basada idealmente en cerdos de 20 kg que consumen el equivalente al 4-5% de su peso al
dia, aunque en la mayoria también se recomienda ajustar la concentracion del
antimicrobiano en funcion de la ingesta real de pienso. Un ejemplo de ello seria el
tratamiento de infecciones uterinas en cerdas gestantes con tetraciclinas, teniendo en
cuenta gque estos animales ingieren el equivalente a un 1% de su peso, se requeririan

aumentar la inclusion en cinco veces (Burch, 2012), lo cual parece que concuerda con los
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datos obtenidos de las encuestas en el presente trabajo. Sin embargo, en la practica es
dificil asegurar una correcta dosificacion de los antimicrobianos administrados en pienso
ya que la mayoria de ellos se utilizan para animales de diferentes edades, pesos y status
sanitario, por lo que situaciones, por lo general, de subdosificacion, son comunes
(Timmerman et al., 2006; Callens et al., 2012; Trauffler et al., 2014).

Otro dato relevante que se puede extraer de los resultados obtenidos es el de la duracién de
la exposicion a cada antimicrobiano. Por normal general, los antimicrobianos se han
utilizado por un tiempo mayor que el recomendado en los RCP, asi, por ejemplo, la
amoxicilina se ha utilizado durante 43 dias consecutivos por una de las empresas
encuestadas, siendo la duracion del tratamiento recomendada no més de 15 dias. En el caso
de la colistina, la duracién del tratamiento oscil6 entre 30-75 dias en lugar de los 7 dias

recomendados.

En otros casos, como los RCP de premezclas medicamentosas a base clortetraciclina,
oxitetraciclina o lincomicina, Unicamente se especifica en algunos de ellos “hasta remision
de sintomas”, lo cual no parece una recomendacion de uso adecuada teniendo en cuenta
que estos tratamientos en pienso suelen realizarse dentro de un programa de control
sanitario y no suelen realizarse pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos utilizados,
por lo que pueden resultar ineficaces y por tanto, los sintomas, si los hubiera previo a su
uso, podrian no remitir, lo cual favoreceria el desarrollo de bacterias resistentes
(Ungemach et al., 2006; Love et al., 2011).

En las encuestas realizadas Unicamente se obtuvieron datos sobre los principios activos
utilizados y su inclusion en el pienso, pero no sobre los medicamentos comerciales
utilizados por las diferentes empresas. En la practica, la eleccion de un producto comercial
u otro de un mismo principio activo suele estar basado en la experiencia previa del técnico
veterinario y muchas veces también influye el precio del medicamento (Jensen et al.,
2012). De Briyne et al. (2013), en un estudio mediante encuestas a veterinarios de
diferentes paises europeos, también reportaron como un factor decisivo en la eleccién de
un medicamento la experiencia propia junto con la formacion y la bibliografia publicada,
aunque fue menos relevante el factor econdmico. En este mismo estudio, el 43% de los

encuestados consultaba sélo ocasionalmente los RCP antes de iniciar un tratamiento frente
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a un 34% que lo consulta regularmente, aunque en algunos paises lo confundian con el
prospecto. Al comparar las fichas técnicas o0 RCP de premezclas medicamentosas
comercializadas en Espafia, se han encontrado discrepancias importantes entre los
diferentes medicamentos basados en un mismo principio activo, sobre todo relativos a las
indicaciones de uso, en ocasiones demasiado genéricas, a las dosificaciones y a la duracién
de los tratamientos para una misma indicacion. Por ejemplo, la dosis de amoxicilina
indicada para el tratamiento de infecciones producidas por Streptococcus suis, es de 15 o0
20 mg/kg de peso segun el medicamento veterinario. En el caso de la clortetraciclina
algunos RCP especifican una duracion de los tratamientos de 5-7 dias, otros de hasta
14 dias y otros “hasta remision de sintomas”. Ademas, muchos de ellos (consultados el 05
de Enero de 2015) hacen referencia a un uso preventivo (ej. Colimix 100 mg/g; Andrés
Pintaluba, S.A. y Clortetraciclina BMP 10%; Laboratorios Serra Pamies S.A.) o indican
que “mantienen la ganancia de peso y el indice de conversion” (ej. Ganamix Tilosina 10%;
Laboratorios Calier S.A., consultado el 05 de Enero de 2015), conceptos que chocan con
las recomendaciones basadas en el uso prudente de antimicrobianos. La mayoria de los
antimicrobianos para uso en pienso han sido autorizados hace mucho tiempo sin que se
haya revisado sustancialmente la informacion contenida en el RCP. Esta informacion, no
obstante, resulta relevante y puede ayudar en la decision de prescribir un medicamento u
otro, pero seria deseable, por un lado, un mayor conocimiento de este documento por parte
de los veterinarios (De Briyne et al., 2013) y por otro, que la informacién contenida
estuviera lo mas actualizada posible. Para algunos antimicrobianos de importancia critica
para medicina humana como la colistina, existen recomendaciones para modificar los RCP
que pueden ser extrapolables al resto de antimicrobianos entre las que se incluye que la
duracion del tratamiento debe estar limitado al tiempo necesario para permitir la curacion,
que siempre gue sea posible deben realizarse pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y
que cualquier uso que se desvie de las recomendaciones puede conllevar un fallo del
tratamiento y el aumento de resistencias bacterianas (European Medicines Agency, 2013a).
Afortunadamente, la nueva propuesta de reglamento sobre medicamentos veterinarios ya
contempla la armonizacién de las fichas técnicas de los medicamentos veterinarios en
cuanto a la dosificacion, usos y advertencias y evitar asi discrepancias, donde se contempla
la reevaluacion cientifica en caso de que hubiera riesgo para la salud o el medio ambiente
(Unidn Europea, 2015a).
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A fecha de finalizacion del presente informe de tesis, el RCP de Colimix 100 mg/g habia
sido modificado, eliminandose el uso preventivo y contempldndose Gnicamente su uso

curativo y metafilactico. Ademas, el registro de Ganamix Tilosina 10% habia sido anulado.

5.3 Estudio en animales sanos

Como se ha mencionado con anterioridad en este trabajo de tesis, el uso de piensos
medicamentosos a base de varias premezclas medicamentosas y/o Oxido de zinc es
rutinario en las primeras edades del engorde en porcino. Sin embargo, no se han
encontrado datos en la literatura que evaluen el comportamiento farmacocinético y la
eficacia de antimicrobianos administrados de manera conjunta en un mismo pienso y ad
libitum. Este tipo de administracion implica que la dosis real ingerida varie en funcion de
la capacidad del animal para competir por el alimento. Esta capacidad puede estar
influenciada por las diferencias en la jerarquia social del grupo (Buur et al., 2006), la
densidad de animales y la competencia por el sitio en el comedero (del Castillo, 2005).
Ademas, los animales pueden mostrar rechazo al sabor amargo que producen la mayoria de
premezclas medicamentosas, por lo que su uso podria disminuir el consumo voluntario de
pienso (del Castillo et al., 2002).

De todas las combinaciones que realizaban las empresas encuestadas se considerd obtener
y analizar diferentes datos en animales sanos de la combinacion clortetraciclina, tilosina,
colistina y oxido de zinc, la cual fue administrada a un 5% de los animales de las empresas
encuestadas a la entrada del engorde. A pesar de no ser una de las combinaciones mas
frecuentes, se eligié porque la clortetraciclina y en general las tetraciclinas son de los
antimicrobianos mas utilizados en porcino (del Castillo et al., 2002; Burch, 2012), mientras
que la tilosina y la colistina estan considerados como antimicrobianos de importancia
critica (World Health Organization, 2012).

Se observé un consumo de pienso significativamente superior en el grupo de animales
tratados con tilosina y éxido de zinc con respecto al resto de grupos, los cuales incluian
clortetraciclina, lo cual podria sugerir que el sabor especialmente amargo de las
tetraciclinas podria haber causado estas diferencias en el consumo de pienso. ElI consumo
de pienso fue registrado Unicamente durante 8 dias por lo que muy probablemente estas

diferencias podrian ser transitorias ya que los cerdos suelen adaptarse rapidamente a
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sabores amargos Yy, tras una caida inicial, el consumo se recupera en poco tiempo (Roura,
2012). Sin embargo, del Castillo et al. (2002) no consiguieron relacionar el sabor amargo
de la clortetraciclina y la oxitetraciclina con una disminucién del consumo de pienso
incluso a inclusiones en pienso superiores a las recomendadas, pero algunas de uso
habitual (550 o 1100 mg/kg).

El peso de los animales evolucioné de manera similar en todos los grupos excepto en el
grupo tratado unicamente con clortetraciclina, en el cual el incremento de peso fue un 25%
menor que en el resto. Sin embargo, teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto,
seguramente esta diferencia desapareceria una vez que los animales recuperaran el

consumo tras habituarse a su sabor.

A pesar del menor consumo de pienso de los tres grupos que incluian clortetraciclina, las
dosis medias (mg/kg p.v./dia) ingeridas para cada antimicrobiano fueron similares entre los
cuatro grupos y ademas estuvieron dentro de las recomendaciones descritas en las fichas

técnicas de cada uno de ellos.

5.3.1 Concentraciones plasmaticas

No se pudieron determinar las concentraciones plasmaticas de tilosina ya que no fue
posible su deteccién mediante el método analitico disponible en el laboratorio. Esto podria
deberse a varios motivos. Primero, las concentraciones plasmaticas de un farmaco en
condiciones de administracién en agua o pienso ad libitum suelen ser mucho mas bajas que
en administracion forzada ya que la dosis se reparte en periodos de 24 horas y la presencia
de alimento puede afectar a la absorcion del farmaco (Burch, 2012). Segundo, la tilosina se
distribuye rapidamente por diferentes tejidos y érganos (Prats et al., 2002) y es eliminada
rapidamente del plasma al metabolizarse en el higado por lo que su biodisponibilidad
aparente es reducida. Tercero, mientras que las concentraciones plasmaticas estan por
debajo del limite de deteccidn, el farmaco podria estar concentrandose en el pulmén por
difusion positiva de gradientes (Burch, 2012). Este punto se ha descrito en otros animales
monogastricos como la rata, donde los niveles de tilosina en medicacion continua en agua
durante 10 dias fueron practicamente indetectables en plasma mientras que en pulmén
fueron entre 40 y 180 veces superiores (Carter et al., 1987). Por ultimo, no so6lo el pulmén

podria actuar como un reservorio local del farmaco si no que la tilosina se acumula en el
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citoplasma de macréfagos alveolares (Vicca et al., 2005) lo cual podria explicar la eficacia
del farmaco sobre algunas bacterias a pesar de que su MIC esté muy por encima de las

concentraciones plasmaticas (Burch, 2012).

Si fue posible determinar las concentraciones plasmaéticas de clortetraciclina mediante el
método analitico disponible en el laboratorio. Se consider6 que, tras 8 dias de
administracion de los piensos medicamentosos, las concentraciones plasmaticas de
clortetraciclina eran estables, de manera similar a un estado estacionario, lo cual parece
que se consigue en administraciones en pienso o0 agua a partir de las 24 primeras horas de
tratamiento (Kilroy et al., 1990; Burch, 2004), aunque en el estudio de del Castillo (2000)

el estado estacionario se consiguio a las 72 h del inicio de la administracion multiple.

Aunque las dosis de clortetraciclina administradas a los animales sanos estan dentro del
rango de dosis recomendados en la ficha técnica de producto (5-20 mg/kg peso, teniendo
en cuenta una inclusion en pienso de 100-400 ppm), un error en la preparacion de los
piensos medicamentosos hizo que la inclusién final de la clortetraciclina en pienso fuera de
266 ppm en lugar de 400 ppm tal y como se habia previsto por ser una tasa de inclusion
muy comunmente utilizada y para poder comparar con dos de las granjas de animales
enfermos (Artesa de Lleida y Ponts). Cabria esperar, en base al comportamiento cinético
lineal de la clortetraciclina dentro del rango de dosis, que las concentraciones plasmaticas
aumentaran proporcionalmente a la dosis (del Castillo et al., 2000), aunque éstas fueron
mas bajas que las reportadas en la literatura a dosificaciones superiores en pienso. No
obstante las concentraciones plasmaticas de clortetraciclina fueron similares en todos los
grupos de tratamiento administrados a 266 ppm a los reportados por Kilroy et al. (1990) a
una dosis de 400 ppm de clortetraciclina en pienso durante 6 dias en animales de mayor
peso (Tabla 39. En el presente estudio, no hubo diferencias en las concentraciones
plasmaticas de clortetraciclina para los diferentes grupos, es decir, no parece que Su

coadministracion con otros antimicrobianos y 6xido de zinc afecte a su perfil cinético.
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Tabla 39: Concentracion plasmatica media de clortetraciclina segun el nivel de inclusién en pienso

Dosificacion en pienso Dosis Peso corporal Conqer_1tracic’>n_
Eljge (mg CTC/kg de pienso) (mgCTC/kg ) (ka) SIEEIITETES meelt
(Hg/mL)

CTC + Ozn 266 11.6+1.1 17.1 0.42 £0.09

CTC + TLS + OZn 266 125+19 17.7 0.47+£0.09

CTC + TLS + C + OZn 266 131+34 19 0.47+0.10

400 34.5-44.1 0.36+0.12
Kilroy et al. (1990) 200 18.18 0.14*
400 18.18 0.19*

*Valores esperados obtenidos por interpolacién dada la elevada correlacién (r?=0.97) entre las concentraciones
plasmaticas y la dosis de clortetraciclina (Kilroy et al., 1990).

Las diferencias con los niveles plasmaticos encontrados en la literatura pueden deberse a
factores que influyen en la biodisponibilidad real del farmaco. Por ejemplo, el tamafio,
dureza y porosidad del granulo de la premezcla, el proceso de fabricacion y los excipientes
utilizados influyen tanto en la capacidad de disolucion del farmaco como en su capacidad
de dispersion en el pienso donde va incluida (Hunter et al., 2012). Ademas, pueden existir
interacciones entre los diferentes componentes del pienso y el farmaco que interfieren en la
capacidad del farmaco para ser absorbido, como en el caso de las tetraciclinas serian el
contenido en humedad o la presencia de cationes metalicos divalentes (del Castillo, 2000).

En este sentido, del Castillo y Wolff (2006) demostraron diferencias significativas en el
patron de disolucion y liberacion del farmaco y en las interacciones con los componentes
del pienso en cuatro marcas comerciales de premezclas medicamentosas a base de
clortetraciclina (un 37% mas de liberacion en los dos productos de referencia respecto a los
otros dos genéricos). Ademads, estas diferencias in vitro resultaron en diferencias de
concentraciones plasmaticas in vivo que en uno de los casos fueron subterapéuticas durante
varias horas al dia en la fase de equilibrio estacionario, con el consecuente riesgo de fallo

terapéutico que comporta.

Esto es relevante ya que como se ha mencionado con anterioridad, la eleccion de un
producto comercial u otro de un mismo farmaco suele estar muy influenciada por el precio,
y menos basada en criterios de eficacia terapéutica. De hecho, cabria esperar que esta
eficacia terapéutica fuera equivalente para todas las premezclas medicamentosas
autorizadas con formulaciones similares de un mismo principio activo y sin embargo,

como se menciona en el parrafo anterior, no siempre es asi.
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Habria que tener en cuenta otros factores relacionados con la palatabilidad y la forma de
presentacion del pienso que también contribuyen a explicar las diferencias de
concentraciones plasmaticas. Por ejemplo, el sabor amargo de las tetraciclinas disminuye
el consumo o puede retrasar su ingesta debido a un efecto de rechazo temporal del pienso
(del Castillo y Wolff, 2006). Por otra parte, los piensos pelletizados pasan mas rapidamente
por el estomago, llegando antes al lugar de absorcion (intestino) que los piensos en harina

por lo que la biodisponibilidad del farmaco puede ser diferente.

Cabe senalar, por otro lado, que la dosis diaria de un antimicrobiano se calcula para un
intervalo de 24 horas sin tener en cuenta que, en la practica, la dosis se divide de manera
irregular entre las distintas tomas de alimento a lo largo del dia. Estas tomas seran
diferentes segin el comportamiento alimenticio de cada animal, es decir, habra unos
animales que coman de golpe y otros que lo hagan en pequefias fracciones, por tanto, la
dosis, asi como en humanos es una constante, en nuestro caso es una variable tanto en
magnitud como en frecuencia. En consecuencia, la exposicién al antimicrobiano también
sera diferente (Li et al., 2008). Esto se refleja en la variabilidad observada en las curvas de
concentracion individuales, donde, dado el patron de ingesta mayoritariamente diurno en
esta etapa productiva (del Castillo, 2000) cabria esperar que las concentraciones
plasmaticas fueran méas bajas por la mafiana que por la tarde y sin embargo en algunos
animales es al contrario, aunque los valores promedio diurnos y nocturnos fueron
similares. Prats et al. (2005) observaron una variabilidad interindividual similar al

administrar agua medicada con doxiciclina ad libitum en cerdos alojados en grupo.
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*Grafica obtenida a partir de los datos de concentraciones plasmaticas de doxiciclina de Prats et al. (2005).
Figura 13: Curvas tiempo-concentracion plasmatica de Clortetraciclina (A) y Doxiciclina (B)* el altimo dia de
tratamiento (de 168 a 180h y de 96 a 120h post inicio de administracion, respectivamente)
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Es dificil encontrar en la literatura concentraciones plasmaticas de animales administrados
en pienso con clortetraciclina y alojados en grupo ya que en la mayoria de estudios
publicados los animales se alojaban individualmente. Sin embargo, el modo en que los
animales estdn alojados también influye en la ingesta de pienso y por tanto en la
efectividad del tratamiento. EI consumo de un animal alojado en grupo no es independiente
del de los demas, ya que los cerdos tienen un comportamiento social jerarquizado. El rango
social que ostentan en el corral (y las luchas que se dan para establecerlo) es uno de los
mayores factores de variabilidad en el consumo de pienso y por tanto de exposicion
plasmaética al antimicrobiano (del Castillo et al., 2006; Soraci et al., 2014). Es habitual en
la préctica que los tratamientos antimicrobianos se administren en piensos en periodos
donde se mezclan animales (ej. destetes o0 entrada a engorde) y donde estas jerarquias se
deben establecer por lo que es de esperar diferencias en la exposicion a los tratamientos

incluso en los animales sanos.

En el estudio con animales sanos la variabilidad inter-individual en las concentraciones
plasmaticas de clortetraciclina para cada grupo de tratamiento no fue tan elevada como
cabria esperar segun lo anteriormente expuesto. Sin embargo, en el estudio del Castillo y
Wolff (2006) observaron que esta variabilidad era muy dependiente de la marca comercial
de premezcla medicamentosa utilizada y lo atribuyeron a una mejor absorcién oral del

farmaco de dos de las premezclas frente a las otras dos restantes.

5.3.2 Farmacocinética de clortetraciclina

Ninguno de los parametros farmacocinéticos calculados (AUC, Chax, Cmin Y MRT)
presentaron valores significativamente diferentes entre los grupos de animales sanos, lo
cual indicaria que no existieron interferencias farmacocinéticas entre los antimicrobianos
coadministrados en los piensos. Esto concuerda con lo descrito en la literatura para la
tilosina, la cual, a diferencia de otros macrélidos, no altera el metabolismo de los farmacos
administrados conjuntamente (Anadon y Reeve-Johnson, 1999), ademas de que la
clortetraciclina no se metaboliza en el higado sino que se elimina inalterada

mayoritariamente por via renal (Agwuh y MacGowan, 2006).
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Tabla 40: Parametros farmacocinéticos de clortetraciclina normalizados por la dosis

Grupo AUC/Dosis Cmax/Dosis MRT

CTC + Ozn 0.87 0.04 0.97

CTC +TLS + OZn 0.90 0.04 0.93

CTC + TLS + C + OZn 0.86 0.04 0.88
Kilroy et al. (1990)* 0.64 0.07 0.27

T
Nielsony Gyt iansen. 1996 045 025

Nielsen y Gyrd-Hansen (1996)" 0.28 0.02 0.33

!Administracién oral Gnica
*Administrado a 800 ppm en pienso, a una dosis teodrica de 40 mg/kg

Cuando se comparan los parametros normalizados por la dosis con valores encontrados en
la literatura se observa que la Crax €n el presente estudio es menor que en la mayoria de
publicaciones (Kilroy et al., 1990; Sutter y Wanner, 1990 en Nielsen y Gyrd-Hansen,
1996), lo cual se explicaria por el hecho de que en el presente estudio la dosis se reparte en
diferentes tomas de alimento durante 24 horas mientras que en los otros se trata de una
dosis oral Unica forzada. En el caso de la AUC, en cambio, cabria esperar un valor similar
0 mas bajo en nuestros grupos de tratamiento, ya que las AUC pueden estar subvaloradas
debido a limitaciones en nuestro muestreo en comparacion con los estudios publicados con
mas puntos de muestreo; sin embargo, son mayores, lo cual podria ser debido a una mayor

absorcion de la clortetraciclina en los grupos administrados en el presente estudio.

La legislacion es muy restrictiva a la hora de autorizar la comercializacion de un
antimicrobiano, sobre todo en lo que respecta a su seguridad, eficacia y riesgo de
generacion de resistencia. Sin embargo, no se tiene en cuenta, en los estudios regulatorios
necesarios, el hecho de que probablemente se van a administrar conjuntamente con otros
farmacos y por tanto, tampoco se tienen en cuenta los posibles efectos de las interacciones

sobre el comportamiento farmacocinético de cada uno de los farmacos.

En cambio, en la préctica, las combinaciones de al menos dos premezclas medicamentosas
son mas que frecuentes (ver apartados 5.1 y 5.2). Asi, mientras que un producto comercial
combinado s6lo puede ser autorizado si se demuestra un efecto aditivo o sinérgico de los
antimicrobianos que lo forman, en las combinaciones de premezclas realizadas en la

fabrica de pienso se desconoce a priori si existe esta ventaja terapéutica o por el contrario
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pueden darse casos de antagonismos, incremento de toxicidad o falta de eficacia de las

premezclas combinadas.

La Unica manera de asegurar la compatibilidad de una combinacion de diferentes farmacos
es mediante la realizacion de estudios de compatibilidad y estabilidad quimica,
farmacocinéticas por separado y en combinacion, establecimiento de tiempo de espera para
la combinacidn, ademas de valorar las posibles relaciones de interaccion farmacodinamica

frente a las bacterias diana.

No deja de ser un contrasentido que haya directrices muy claras para la autorizacién de
productos combinados (European Medicines Agency, 2006), mientras que la decision de
usar diferentes productos comerciales conjuntamente se deja mas a criterio del veterinario,
basandose en recomendaciones como “Debe evitarse la utilizacion de antimicrobianos de
amplio espectro y de combinaciones de antimicrobianos (con la excepcion de

combinaciones fijas en medicamentos veterinarios autorizados)” (Union Europea, 2015b).

54 Estudio en animales enfermos

Uno de los objetivos del presente trabajo de tesis fue el de valorar el efecto de la
enfermedad sobre el comportamiento farmacocinético de los farmacos coadministrados y
las consecuencias que conlleva sobre la potencial eficacia del tratamiento y el riesgo de

generacion de resistencias microbianas.

La mayoria de animales presentaban retraso en el crecimiento y palidez generalizada
ademas de algin signo de alteracidn respiratoria, sobre todo disnea (Figura 14). La
temperatura rectal también fue elevada en muchos animales. Por el contrario apenas se

observd sintomatologia de procesos entéricos.
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Figura 14: Frecuencia de cada signo clinico en los animales seleccionados en las diferentes granjas

Esta sintomatologia es compatible con la que se observa en cerdos afectados por el
Complejo Respiratorio Porcino (CRP) que suele aparecer en la fase de transicion y entrada
a engorde (Rosell y Segalés, 2002) y donde estan involucrados diferentes agentes virales,
bacterianos y micoplasmas. Los andlisis serolégicos realizados en la granja de Artesa de
Lleida confirmaron la presencia del virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo
Porcino (PRRS, en sus siglas en inglés), el cual suele actuar como un agente primario
provocando las primeras lesiones en el sistema respiratorio y predisponiendo a una

infeccion por patdgenos secundarios.

A pesar de que tanto las tetraciclinas como la tilosina estarian indicadas para el tratamiento
de algunos de los microorganismos involucrados en esta patologia, las medicaciones en los
piensos se realizaban de manera rutinaria o profilactica y no evitaron la aparicion de la
enfermedad en algunos animales. Es esperable que, sin un diagnostico claro al ser
tratamientos de rutina y en un contexto de complejo de enfermedad (es decir, diferentes
patdgenos actuando de manera sinérgica y sin conocer el peso relativo de cada uno de ellos
en la aparicion de la sintomatologia), la eficacia terapeutica de estas premezclas
medicamentosas sea menor que la que se da en los estudios de eficacia necesarios para su
autorizacion en los que si se conoce la etiologia de la enfermedad. Ademas, como se

detalla en la tabla 41, los patdgenos contra los cuales son efectivos los farmacos utilizados
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difieren segun el producto comercial y las especificaciones de las fichas técnicas. Por
ejemplo la tilosina seria efectiva Unicamente contra Lawsonia spp si la marca comercial es
Pharmasin 250 mg/g (Huvepharma NV), mientras que si es Trelacon G250 (Elanco
Valquimica S.A.), también lo es para Clostridium spp, Pasteurella spp y Mycoplasma spp.
Sin embargo, como ya se ha mencionado con anterioridad, la decisién de utilizar una
marca comercial u otra depende en buena parte de la costumbre de uso (eficacia clinica en

condiciones de campo) y del precio, y menos de la eficacia terapéutica teorica.

Esta falta de eficacia se reflejo en que, cuando se detectaron sintomas de enfermedad, en
las tres granjas se administré un tratamiento terapéutico a todos los animales de la nave sin
retirar el tratamiento en el pienso y sin realizar un diagndstico etioldgico previo. Por
ejemplo, en la granja de Artesa de Lleida la veterinaria responsable sospechd de la
presencia de la enfermedad de Glasser, por lo que se administrd a todos los animales
amoxicilina y dexametasona por via intramuscular. ElI agente causal es Haemophilus
parasuis y las tetraciclinas (ver tabla 41) han sido de los antimicrobianos més utilizados
contra esta bacteria. Sin embargo en Espafia més de un 40% de los aislados clinicos serian
resistentes (Martin de la Fuente et al., 2007) y aunque la amoxicilina por via parenteral
seria un tratamiento de eleccion, también se ha descrito elevada resistencia de esta bacteria

a los B-lactamicos (Martin de la Fuente et al., 2007; San Millan et al., 2007).

En la granja de Bellcaire d’Urgell se administré amoxicilina a los animales en el agua de
bebida durante 7 dias, ademas de las medicaciones en el pienso, mientras que en la granja
de Ponts, todos los animales que presentaban sintomatologia respiratoria fueron también

medicados con dos inyecciones por via intramuscular de florfenicol.
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Tabla 41: Indicaciones de los antimicrobianos utilizados en el estudio de animales enfermos segun la ficha técnica
de cada producto comercial

Granja

Nombre Comercial

Principio Activo

Patégenos

Artesa de Lleida

Trelacon G 250 premezcla

Tilosina

Bacterias Gram +, como Clostridium
perfringens y algunas cepas de bacterias
Gram - como Pasteurella spp*, asi como

Mycoplasma spp* a concentraciones de 16
pg/ml o menores y Lawsonia sp

CLORTETRACICLINA LSP 10%
premezcla

Clortetraciclina

Streptococcus spp*. Haemophilus spp*.
Klebsiella spp. Clostridium spp .
Rickettsia.Clamydias.Mycloplasma spp*.
Protozoos : Theileria Eperythozoom Anaplasma

Colimix 100 mg/g

Colistina

E. coli, Salmonella spp

Bellcaire d'Urgell

Ganamix Clortetraciclina 15%
premezcla

Clortetraciclina

Streptococcus spp*. Haemophilus spp*.
Klebsiella spp. Clostridium spp .
Rickettsia.Clamydias.Mycloplasma spp*.
Protozoos : Theileria Eperythozoom Anaplasma

Lincovall 55 mg/g

Lincomicina

Brachyspira hyodysenteriae, Mycoplasma
pneumoniae*

Ponts

Pharmasin 250 mg/g

Tilosina

Lawsonia intracellularis

Oxitetraciclina 10% MAYMO

Oxitetraciclina

Bacterias Gram (+) y Gram (-):

Sensibles:

(+): Estreptococos* y Clostridios. (-): Brucellas,
Haemophilus* y Klebsiellas.

Moderadamente sensibles:

(+): Corynebacteriumy Bacillus antracis. (-): E.
coli, Pasteurellas*, Salmonellas.

Resistentes:

(+): Proteus y Staphilococcus. (-): Pseudomonas,
Aerobacter aerogenes, Shigella.
Riquettsiaspp.

Clamydeaspp.

Mycoplasma spp.

Protozoos: Theileria Eperytrozzon Anaplasma
Espiroquetas

Actynomices spp.

Nipoxyme 100

Colistina

E.Coli, Salmonella spp., Shigella spp.,
Pseudomona aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae

* Patégenos implicados en el Complejo Respiratorio Porcino

En las granjas donde fue posible registrarlo (Bellcaire d’Urgell y Ponts), el consumo de

pienso medicamentoso fue respectivamente un 58% y un 47% menor a lo esperado para

animales de la misma edad y condiciones de engorde (Anon. The Pig Site, s.f.) y por

consiguiente, el peso de los animales también fue menor (34% y un 36% respectivamente)

en comparacion a los animales sanos. De hecho, la presencia de un proceso patol6gico en

los animales se traduce en una disminucion de la ingesta voluntaria de alimento, por

ejemplo en estados febriles que pueden inducir anorexia (Pijpers et al., 1991) o en el caso

de enfermedad respiratoria, ya que al reducir la capacidad respiratoria se reduce la

capacidad metabodlica (Nyachoti et al., 2004). Ademas, esta disminucion de la ingesta es

mayor en animales con sintomatologia clinica que en situaciones de enfermedad subclinica
(Sandberg et al., 2006).

119




Tesis Doctoral D. Ramirez

5.4.1 Concentraciones plasmaticas

Esta disminucién de la ingesta se tradujo en unas concentraciones plasmaticas menores en

los animales enfermos comparados con los animales sanos.

Concentraciones plasmaticas de CTC/OTC en animales sanos (S) y enfermos (E),
corregidas por la dosis S1(10 mg/kg), E2(15 mg/kg), E3 (16 mg/kg), E4 (13 mg

0,050 OTC/kg)
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Ultimo dia de administraciéon del pienso medicado (h)

E2: granja Artesa de Lleida; E3: granja Bellcaire d’Urgell; E4: granja Ponts
Figura 15: Concentraciones plasmaticas de clortetraciclina/oxitetraciclina corregidas por la dosis en animales

sanos y enfermos tras la administracion ad libitum de pienso medicamentoso a base de diferentes
combinaciones de antimicrobianos
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5.4.2 Farmacocinética de clortetraciclina/oxitetraciclina

Los valores promedios obtenidos de AUC, Cmaxy Cmin fueron superiores en los animales
sanos que en los enfermos, como se observa en la tabla 42. Estas diferencias son esperables
si, como se ha mencionado, los estados febriles disminuyen la ingesta al inducir anorexia.
Sin embargo, Pijpers et al. (1991) encontraron que en cerdos con neumonia la AUC de la
OTC administrada en dosis Unica oral era mayor que en animales sanos y lo atribuyeron a
un enlentecimiento del vaciado gastrico que daria mas tiempo a la OTC para ser absorbida.
Tabla 42: Parametros farmacocinéticos de clortetraciclina u oxitetraciclina en cerdos sanos y enfermos tras la

administracion ad libitum de pienso medicamentoso a base de diferentes combinaciones de
antimicrobianos

) Parametro (corregido por la dosis)
Dosis de
GI"UpO CTC/IOTC AUCO-I Cmax cmin
(mg/kg pv) (Mg-h/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
Media D.E. Media D.E. Media D.E.
S1: CTC + OZn 116+1.1 0.87 0.14 0.04 0.01 0.03 0.01
S1: CTC + TLS + OZn 125+1.9 0.85 0.14 0.04 0.01 0.03 0.004
(Sjlz:nCTC *TLS+CH 131434 0.86 0.13 0.04 0.01 0.03 0.004
E2:CTC+TLS+C+0OZn 15.2* 0.55 0.27 0.03 0.01 0.01 0.01
E3: CTC + LCM 16.36 +4.00 0.45 0.28 0.02 0.01 0.02 0.01
E4: OTC + TLS + C + OZn 128+1.6 0.55 0.23 0.03 0.01 0.02 0.01

* Dosis estimada
E2: granja Artesa de Lleida; E3: granja Bellcaire d’Urgell; E4: granja Ponts

Ademas, la variabilidad interindividual de estos pardmetros fue mayor en los animales
enfermos, donde por ejemplo para la AUC las desviaciones estandar fluctuaron entre un 41%
y un 62% del valor medio calculado en los animales enfermos mientras que en los
animales sanos fue menor de un 17% en los tres grupos. Este incremento en la variabilidad
(ya importante en animales sanos) puede atribuirse por un lado a las diferencias en el
consumo individual de pienso de cada animal y por otro a que el estado de enfermedad
afecte al flujo sanguineo, al transito gastrointestinal o a la funcion de algunos érganos
como el higado o el rifion que varien la disposicion del farmaco en cada animal (Pijpers et
al., 1991).

En la granja de Ponts se utilizd una combinacion de antimicrobianos que incluia
oxitetraciclina en lugar de clortetraciclina. Este cambio fue detectado durante la fase de

obtencion de muestras y tras revisar la documentacion del pienso con el ganadero. Por
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norma general las medicaciones rutinarias en las granjas integradas se deciden segun el
criterio del el servicio técnico veterinario de la fabrica de piensos (ver apartado 5.1) y el
ganadero no suele revisarlas. En este caso, el cambio se debié a que no se disponia de
clortetraciclina en la fabrica por lo que se cambi6 por oxitetraciclina. Esta decision, por
tanto, no fue basada en criterios farmacocinéticos o de eficacia terapéutica y sin embargo,
en muchas ocasiones se utilizan indistintamente (del Castillo, 2000). Aunque en nuestro
estudio en animales enfermos las concentraciones plasmaticas y los parametros
farmacocinéticos obtenidos de oxitetraciclina fueron similares a los de clortetraciclina, esta
descrito que la clortetraciclina es mas biodisponible y se distribuye en mayor medida, lo
cual explicaria unas concentraciones del farmaco en sangre y pulmon mayores que en el
caso de la oxitetraciclina (del Castillo y Wolff, 2006). Estas diferencias hacen que la
clortetraciclina se demuestre mas eficaz que la oxitetraciclina para la mayoria de bacterias
implicadas en el CRP (Wolff, 2003).

55 Estudio farmacocinético/farmacodinamico

En las tablas 43 y 44 se detallan las bacterias y micoplasmas contra los cuales serian
efectivas las premezclas medicamentosas de clortetraciclina y oxitetraciclina con
autorizacion vigente en Espafia para su uso en porcino, segun la ficha técnica de cada una

de ellas (Gltima consulta realizada en noviembre 2015).

Resulta curioso observar las diferencias entre los productos comerciales a base de
clortetraciclina frente a los patdégenos contra los que serian efectivos, segln sus respectivos
RCP. Siendo la mayoria de ellos productos genéricos, el espectro de accién deberia ser
similar para todos al tener la misma composicion cualitativa y cuantitativa en principio
activo, la misma forma farmacéutica y ser bioequivalentes con respecto al producto de
referencia. No obstante, en la practica, como se ha mencionado con anterioridad, el
veterinario no tiene en cuenta esta informacion y su eleccion se basa mas en su experiencia
previa (efectividad clinica en condiciones de campo) y en el coste del tratamiento que en la

eficacia tedrica de cada producto comercial.
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Tabla 43: Actividad antimicrobiana de premezclas medicamentosas de clortetraciclina

Microorganismo

Clortetraciclina LSP 10%

(Laboratorios Serra Pamies, S.A.)

Ganamix Clortetraciclina 15%
(Laboratorios Calier, S.A.)

Aurofac 250 mg/g
(Zoetis Spain, S.L.)

CEN-X-185
(Cenavisa, S.L.)

Clorvall 50 g/kg
(Mevet S.A.U.)

Actinobacillus
pleuropneumoniae

X

X

X

Bordetella bronchiseptica

Erysipelothrix
rhusiopathiae

x

Escherichia coli

x

Haemophilus parasuis

Leptospira spp

Lawsonia intracellularis

Mycoplasma spp

Pasterella multocida

Streptococcus suis

X [ X [ X[ X[ X | X

Klebsiella spp

Clostridium spp

X | X | X | X

Chlamydia spp

X | X | X | X[ X | X

Rickettsia spp
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Tabla 44: Actividad antimicrobiana de premezclas medicamentosas de oxitetraciclina

. . . Oxitetraciclina BMP 10% Oxitetraciclina Oxiteve Oxitevall Z-19
- - Apsamix Oxitetraciclina 20% - . . .
Microorganismo (Andrés Pintaluba, S.A.) (Laboratorios Serra 100 mg/g Mayma (Laboratorios premezcla 200 (Laboratorios e
T Pamies, S.A.) (Laboratorios Maymé, S.A.) ITEVE, S.A) (Mevet S.A)) | Industrias Iven, S.A.)
Bordetella 8
bronchiseptica
Escherichia coli X" X" X" X" X" X"
Hz:)e;gs:ii;us 58 XS X X X X
Leptospira spp X X X X X
Mycoplasma spp x° X X X X X
Pl “ 3 - - - -
Streptococcus suis X X X X x° X
Klebsiella spp x° x° X x° X X
Clostridium spp X X X X x? X
Chlamydia spp X X X X X
Rickettsia spp X X X X X
Brucella spp x° x° X x° X X
Salmonella spp X" X" X" X" X" X"
CorynepraF::terium XM XM ™ ™ XM v
Bacillus anthracis X" X" X" X" X" X"

*: sensible; ™: moderadamente sensible
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Las tetraciclinas, como antimicrobianos bacteriostaticos, son consideradas tiempo-
dependientes (del Castillo, 2000) con un prolongado efecto post-antibiético (PAE), por lo
que la relacion AUC/MIC es el indice PK/PD que mejor definiria su eficacia (del Castillo,
2000; Jacobs, 2003). Sin embargo, dado que los pardmetros farmacocinéticos estan
interrelacionados, no siempre es facil discriminar cuél de ellos describe mejor la eficacia
antimicrobiana. Ademas, parece que este indice no estd bien descrito para muchos
patdgenos en animales, por lo que otros autores consideran que el T>MIC define mejor la

eficacia de las tetraciclinas (Apley, 2015).

En el presente trabajo de tesis, Clortetraciclina LSP 10% (en animales sanos y en animales
enfermos de la granja de Artesa de Lleida) y Ganamix Clortetraciclina 15% (en animales
enfermos de la granja de Bellcaire d’Urgell) fueron los dos productos comerciales a base
de clortetraciclina utilizados en la fase experimental. De los patogenos frente a los cuales
serian efectivos, segun sus respectivos RCP, se obtuvieron los indices PK/PD para
Haemophilus parasuis y Streptococcus suis. Segun estos valores, extremadamente bajos,
estos tratamientos con clortetraciclina en pienso no serian eficaces a las dosis
administradas. De manera similar para el producto comercial a base de oxitetraciclina
utilizado en animales enfermos en la granja de Ponts (Oxitetraciclina 100mg/g MAYMO),
su uso no resultaria eficaz en presencia de cualquier patologia donde estuvieran implicados
Haemophilus parasuis, Mycoplasma o Pasterella multocida (ver tablas 36 y 37 del
apartado 4.5.1 de Resultados).

Lo mismo ocurre con el resto de patdgenos para los cuales se han podido recopilar valores
de MIC para clortetraciclina y oxitetraciclina. Cabe sefialar que estos valores se obtienen
de estudios realizados en diferentes paises, con diferente nimero de aislados obtenidos,
con condiciones de uso de antimicrobianos también distintas y distanciados en el tiempo.
Aunque la extrapolacion a la situacion real no puede ser directa, es evidente que, para
algunos patdgenos y dado el uso generalizado de las tetraciclinas en Espafia, estos indices

son adn peores.

Seria el caso de P. multocida, donde la MICgyy pas6 de 1 pug/mL a finales de los 80 a 8
pg/mL en 2004 (Vera Lizarazo et al., 2006), siendo ademas del doble del valor reportado
para EEUU (Mills et al., 2008) utilizado en nuestros calculos. Gutiérrez-Martin et al. (2006)

125



Tesis Doctoral D. Ramirez

también observaron un aumento de la resistencia de A. pleuropneumoniae a tetraciclinas en
Espafia con un 26.3% de aislados resistentes en 1993 hasta llegar al 73.8% en 2004 y con

una MICsg que crecio de 1 a 32 pg/mL durante este periodo.

Los indices PK/PD obtenidos reflejan ademés la variabilidad observada en las
concentraciones plasmaticas y en los pardmetros farmacocinéticos. Asi por ejemplo, el
valor medio de AUC/MIC para clortetraciclina frente a B. bronchiseptica obtenido en
animales sanos, aunque cercano, no llega al valor minimo de 25-30 considerado para
individuos inmunocompetentes (Craig, 1998), aunque los valores individuales de algunos
si lo sobrepasan. Lo mismo ocurre con el T>MIC, que deberia ser de al menos un 50% del
intervalo de dosificacion para individuos inmunocompetentes o de un 100% en caso de no
serlo (Cunha & Mattoes, 2002). Dicha variabilidad, directamente relacionada con el estado
de salud, la via de administracion y con el comportamiento alimenticio de los animales,
hace dificil asegurar una respuesta terapéutica favorable que garantice que todos los

animales sean tratados satisfactoriamente.

5.6 Repercusiones del uso de antimicrobianos en pienso en la

actualidad

Tras lo expuesto anteriormente podemos decir que, en realidad, estos antimicrobianos
estarian actuando como simples promotores de crecimiento, ayudando al sistema
inmunitario a controlar la presién infectiva de los patdgenos, ya que a concentraciones sub-
MIC reducirian la tasa de crecimiento bacteriano aunque sin inducir una disminucion de la
poblacion bacteriana (del Castillo, 2000). Ademas, podrian estar facilitando la fagocitosis y
la muerte intracelular de las bacterias dado su efecto postantibiotico por estimulacién de
leucocitos (PALE), el cual suele ser mayor en antimicrobianos con prolongado PAE, como
es el caso de las tetraciclinas (McKellar et al., 2004). Es decir, a pesar de que a las dosis
administradas en el presente trabajo no se asegura la curacion clinica de los animales, si
existe un efecto de control de la enfermedad debido al efecto indculo por el cual, a menor
carga bacteriana durante fases tempranas de la enfermedad, menor dosis y concentracion

de antimicrobiano se requiere para ser efectivo (Martinez et al., 2013).
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Como contrapartida, estas concentraciones subterapéuticas, administradas durante periodos
prolongados han favorecido la aparicion de resistencias, por la permanente presion de
seleccidn que ejerce sobre la flora bacteriana, la cual se produce incluso a concentraciones
extremadamente bajas (Gullberg et al., 2011). Looft et al. (2012) demostraron que dosis
subterapéuticas de la combinacion de clortetraciclina, sulfametazina y penicilina
administrada en pienso a lechones provocaba un cambio en la flora bacteriana y que los
genes implicados en los mecanismos de resistencia aumentaron y fueron mas diversos en
los animales medicados frente a los no medicados. Ademas, algunos genes demostraron su

potencial para resistencias cruzadas a otros antibiéticos no administrados en el pienso.

Otra conclusién que se desprende de los resultados obtenidos es que los RCP de los
productos comerciales a base de clortetraciclina y oxitetraciclina para administracion en
pienso que existen en el mercado espafiol deben ser revisados, sobre todo por lo que
respecta las dosis y duracion de los tratamientos propuestos. A pesar de que el texto del
RCP ha sido revisado muy recientemente en algunos casos, por ejemplo, Clorvall 50 g/kg
en 2014 y Aurofac 250 mg/g en 2013, las dosis recomendadas de uso son las misma que en
el caso de Clortetraciclina BMP 10% cuyo ultima revision del texto fue en 1994, mientras
que la susceptibilidad a las tetraciclinas de bacterias como A. pleuropneumoniae ha
disminuido considerablemente en un periodo de tiempo similar (Gutiérrez-Martin et al.,
2006). Esta disminucion de la efectividad de la clortetraciclina ha sido constatada en el
presente trabajo de tesis, donde en algunas de las empresas encuestadas la dosificacion
rutinaria en pienso estaba siendo de 600 ppm en lugar de 400 ppm. Por otra parte, aunque
en la mayoria se refieren a dosis terapéuticas, la ficha técnica de Aurofac 250 mg/g indica
que la misma dosis esté indicada tanto para el tratamiento como para el control (metafilaxis)
del complejo respiratorio porcino, cuando seguramente estas dosis seran diferentes ya que
el PK/PD breakpoint (es decir el valor de AUC/MIC o T>MIC) seré diferente si el objetivo
es la erradicacion del patogeno o el control de la enfermedad. Estas dosis, a nivel
regulatorio se obtienen a partir de estudios de titulacion de dosis (partiendo de una dosis
que se cree eficaz e incluyendo una dosis inferior y una superior) en los cuales se utiliza un
disefio paralelo donde se compara la dosis con la respuesta (eliminaciéon o reduccion del
agente causal). Sin embargo, la dosis seleccionada como la mas efectiva no tiene por qué
ser la 6ptima, ya que obligatoriamente sera una de las que se estén testando y es muy

dependiente del nimero de animales que se incluyen en el estudio.
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La disminucion o falta de eficacia de un medicamento deberia ser reportado, en el caso
espafol, a la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) a
través de los mecanismos establecidos por el Servicio Espafiol de Farmacovigilancia
(SEFV). De hecho, la legislacion vigente (Espafia, 2015) considera un deber de los
veterinarios, ganaderos y laboratorios farmacéuticos el comunicar cualquier sospecha de
reaccion adversa, entre las que se incluye la falta de eficacia, que pudiera indicar la
aparicion de resistencias. Estas notificaciones, una vez evaluadas por el SEFV pueden dar
lugar a la solicitud de nuevos estudios postautorizacion, revisiones de los RCP de los
productos autorizados o incluso la suspension de la autorizacion o su extincion definitiva.
Sin embargo, de las 1148 notificaciones de efectos adversos que recibio el SEFV en 2014,
solo un 2% hacian referencia a antimicrobianos, y de ellos, en sélo tres casos (del mismo
principio activo), el texto del RCP tuvo que ser revisado, aungue ninguno de estos casos
estaba relacionado con una falta de eficacia. Por tanto, parece evidente que este mecanismo
no esta resultando efectivo, posiblemente por desconocimiento del sistema por parte de

veterinarios y ganaderos, por falta de datos objetivos o por falta de tiempo o interés.

La normativa europea también permite la modificacion de los RCP (también el folleto y el
etiquetado) de los productos autorizados cuando se sospecha de un posible riesgo para la
salud humana o animal. El riesgo de aparicion de resistencias es el principal motivo por el
que se pueden iniciar procedimientos de arbitraje tras los cuales la Comision Europea
puede decidir modificar una autorizacion, revisar el RCP o suspender la comercializacién
de un antimicrobiano. Algunos de los RCP que, hasta la fecha, han sufrido modificaciones
tras este procedimiento hacen referencia a antimicrobianos de importancia critica para la
medicina humana como es el caso de quinolonas, cefalosporinas de tercera y cuarta

generacion, colistina y tilosina.

Por otra parte, las ultimas directrices de la Unidén Europea respecto al uso prudente de
antimicrobianos en la practica veterinaria (Union Europea, 2015b) recomiendan, entre
otras medidas, evitar el uso de antimicrobianos de amplio espectro, que su uso nunca sea
profilactico, y que estos tratamientos no sean masivos, si no que se aisle y se trate por via
parenteral a los animales afectados. A nivel espafiol, y dentro del Plan estratégico y de
accion para reducir el riesgo de seleccién y diseminacion de la resistencia a antibioticos

(AEMPS, 2014), se pretende que el uso profilactico s6lo se pueda dar en situaciones y
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enfermedades en las cuales este uso sea justificado y necesario. Sin embargo, en la préctica
es dificil seguir estas pautas y ademds tiene un coste econdmico elevado, como lo
demuestran las experiencias previas de los paises nordicos. De hecho, la prohibicién de los
promotores de crecimiento en estos paises marco un punto de inflexion y, aunque segun
Aarestrup et al. (2010) la productividad de granjas danesas no se vio afectada por esta
prohibicion, Hughes y Heritage (2004) si argumentan, al observar el caso de Suecia, que se
produjo un aumento considerable de la mortalidad tras la prohibicién, a pesar de las
mejoras en el bienestar de los animales. Obviamente, las mejoras genéticas, de
instalaciones y de las précticas de manejo desde la prohibicion a la actualidad han
contribuido a aumentar la prolificidad de las cerdas y la viabilidad de los lechones a la vez
que se disminuia el uso de antimicrobianos en estos paises. No obstante, el coste de estas
mejoras es elevado, como demuestra el hecho de que los costes de produccion de paises
como Suecia, Finlandia o Dinamarca (en los cuales se basan la mayoria de las
recomendaciones) son de los més altos de la Unidn Europea, muy por encima de Espafia,
que en el periodo 2010-2014 presentd los costes de produccién més bajos de toda la Union
(SIP Consultors, 2014). Ademas, el sistema de produccién en Catalunya y Espafia difiere
mucho del de estos paises, donde el nimero de explotaciones es mucho menor, de menor

tamafio y con mano de obra mucho mas cualificada.

En 2015, Espafia, superd por primera vez a Alemania como mayor productor porcino de la
Union Europea (Anon., 2016) vy, sin embargo, las cifras de consumo de antimicrobianos en
este pais no difieren mucho de las de Espafia (European Medicines Agency, 2013b). Parece
evidente, por tanto, que una restricciéon mayor del uso profilactico de antimicrobianos

puede tener un impacto considerable en la competitividad del sector porcino espafiol.

La Unién Europea ha aplicado el “principio de precaucion” para prohibir el uso de
promotores de crecimiento, reducir al minimo el uso de antimicrobianos en animales y
disminuir los posibles riesgos de fallo terapéutico tanto en animales como en humanos. En
cambio, en Estados Unidos se siguen utilizando dosis subterapéuticas de antimicrobianos
en animales productores de alimentos alegando que no existen datos empiricos que
demuestren el riesgo para la salud de las personas (Cox y Popken, 2010), mas al contrario,

estos autores, argumentan que la prohibicion existente en Europa tampoco ha ayudado a
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mejorar la salud humana, poniendo de ejemplo el caso de Dinamarca, donde el uso

hospitalario de antimicrobianos crecio un 63% entre 1997 y 2007.

Se estima que producir 1 kg de carne de cerdo es un 41% mas caro en la Union Europea
que en Estados Unidos, y que solo el hecho de tener una legislacion més restrictiva, en
Europa se encarece la produccion de carne en 13€/100 kg (Pazos Moran y Fernandez Poza,
2015). Si finalmente se acaba firmando el acuerdo de libre comercio entre la Unidn
Europea y Estados Unidos (Transatlantic Trade and Investment Partnership-TTIP) y
después de todos los esfuerzos realizados en Europa para controlar la aparicion de
resistencias antimicrobianas, lo que repercuten directamente en los costes de produccion de
los ganaderos europeos, cabria preguntarse por los mecanismos que deberian poner en
marcha las autoridades europeas para favorecer el consumo de carne porcina europea

frente a la de Estados Unidos, mucho maés barata y supuestamente menos saludable.
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6 CONCLUSIONES

1.  El sistema de integracion porcina, mayoritario en Catalunya, y el hecho de que la
empresa fabricante de pienso sea la propietaria de los animales pueden favorecer que
esta via de administracion sea la mas utilizada en porcino ya que permite estandarizar

tratamientos y tratar a un numero elevado de animales con costes relativamente bajos.

2. La producciéon anual de piensos medicamentosos de las empresas encuestadas
representd un 18.2% del total de pienso para porcino producido en Catalunya y un
27.5% de la produccidn total de los destinados a las primeras etapas de vida (1 a 70
dias de edad o 20 kg de peso).

3. Todas las empresas utilizaban antimicrobianos y/o 6xido de zinc de manera rutinaria

y preventiva desde el nacimiento hasta las primeras semanas de entrada a engorde.

4. El 100% de los animales de las empresas encuestadas consumieron, como minimo 2

antimicrobianos durante los primeros 70 dias de vida.

5. Se identificaron 11 antimicrobianos de ocho clases diferentes utilizados como
premezclas medicamentosas en los piensos, de los que tres clases, B-lactamicos,
polimixinas y macrélidos estan clasificados como antimicrobianos de importancia
critica (CIA).

6. La amoxicilina y la colistina fueron los antimicrobianos méas utilizados hasta los
70 dias de vida y el uso de colistina se alargaba hasta los primeros 15 dias de engorde,
es decir se utilizaba al menos durante los 3 primeros meses de vida de los animales.
El uso de tetraciclinas fue también mayoritario (66%) al final de la transicion (42-70

dias de vida).

7. La combinacion de amoxicilina, colistina y 6xido de zinc fue mayoritaria en los
piensos hasta los 42 dias de vida. A partir de esta edad, los tratamientos se
diversificaron, siendo la combinacion de clortetraciclina, amoxicilina y lincomicina
la mas frecuente en el pienso starter (42 a 70 dias) y la combinacion

fenoximetilpenicilina y colistina en el pienso de entrada a engorde.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

A pesar de que tanto las incompatibilidades entre antimicrobianos como la
dosificacion y la duracion de los tratamientos se describen en la ficha técnica de los
productos comerciales, el 42% de las combinaciones utilizadas por las empresas
encuestadas contenian al menos un antimicrobiano con efecto antagénico al resto y la
duracion de los tratamientos fue muy superior al recomendado para algunos

antimicrobianos.

En animales sanos, ningun parametro farmacocinético (AUC, Cnax, Cmin Y MRT) de
la clortetraciclina se vio afectado por la coadministracion de tilosina, colistina y

Oxido de zinc.

La presencia de enfermedad aumento la variabilidad en los perfiles cinéticos de la
clortetraciclina, pero las magnitudes de la AUC, Cnaxx Y Cmin fueron

significativamente menores que en los animales sanos.

La clortetraciclina o la oxitetraciclina, a las dosis recomendadas, no resultarian
eficaces contra los patdgenos descritos en las fichas técnicas de los productos

comerciales utilizados en los piensos.

Estas dosis subterapéuticas de clortetraciclina no aseguran la curacién clinica pero
tienen un efecto de control de la enfermedad. Como contrapartida, actuarian

favoreciendo la aparicion de resistencias.

Estas dosis subterapéuticas no evitaron la aparicion de enfermedad respiratoria, a
pesar de que tanto las tetraciclinas como los macrélidos son farmacos de eleccion
para el tratamiento del CRP. Ademas, a estos animales se les administraron 1 0 2

antimicrobianos mas sin retirar el tratamiento en el pienso.

Las fichas técnicas de los productos comerciales a base de clortetraciclina y
oxitetraciclina administrados en pienso deben ser revisadas para asegurar que las
dosis recomendadas son realmente eficaces en el contexto de aumento de resistencias

existente en la actualidad.
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Tabla 1. Encuesta a empresas productoras de pienso
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Tabla 2. Formulario de recogida de datos en explotaciones porcinas

Fecha Visita:

Capacidad total:

Capacidad por corral:

Tipo de explotacian (ciclo cerrado, engorde):

Localizacidn:

Capacidad por Nave:

Raza:

Fecha de entrada:

Peso a la entrada (kg):

Harina/Granulado:

Tipo (g]. prestarter, starter, engorde, etc):

Fecha inicio de consumo de pienso medicamentoso:

Tm Pienso recibido:

Tratamientos en pienso (premezclas utilizadas)

Nombre Premezcla

Principio Activo

Dosificacion (ppm)

Abastecimiento de agua:

Tratamientos en agua (e]. acidificantes):
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Tabla 3. Formulario de recogida de datos de animales enfermos

N2 Corral: N2 Animal:

MNumero de animales en el corral:

Numero de animales con sintomatologia:

Inicio de Sintomas: Fecha inicio de consumo de pienso medicamentoso:

Tos s ] o[ ]

Tipo de Respiracién® | 1 ‘ 2 | 3 |

Secrecion nasal Serosal:l Purulental:'
Temperatura Rectal (2C) |:|

Grado de actividad” | 1 ‘ 2 | 3 |
Heces | 1 ‘ 2 | 3 |
aTipo de Respiracion 1: Normal  2: Disnea 3: Disnea severa

®Grado de actividad 1: Normal  2:Disminuida 3: Postrado

“Heces 1: Normal 2:Blandas 3: Diarrea
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Tabla 4: Signos clinicos individuales de animales enfermos

peludo y delgada, retraso

1 1 M 0 1 1 33 &N crecimiento -

2 1 M 0 1 1 35.8 retraso en crecimiento -

3 1 M 0 1 1 385 retraso en crecimiento -

4 1 M 0 1 1 353 retraso en crecimiento -

5 1 M 0 1 1 385 retraso en crecimients -

& 1 M ] 1 1 375 retraso en crecimients -

7 1 M ] 1 1 L retraso en crecimients -

8 13 M ] 1 1 356 retraso en crecimiento -

El 13 M 0 0 1 1 388 retraso en crecimients -

10 13 M 0 0 1 1 355 retraso en crecimients -

11 13 M 0 0 1 1 40.7 retraso en crecimiento -

12 13 M 0 0 1 1 403 retraso en crecimiento -

13 4 F 0 0 1 1 385 retraso en crecimiento -

14 4 M 0 0 1 1 358 retraso en crecimients -

15 5 M 0 [v] 1 1 375 retraso en crecimients -

16 1B M 0 0 1 1 385 retraso en crecimients -

17 1B F 0 0 1 1 382 retraso en crecimients -

18 1B F 0 1 1 354 retraso en crecimiento -

15 1B F 0 1 1 385 retraso en crecimiento -

20 1B M [ 1 B 15 | retrasoencrecmients -

21 1B F 1 ] 1 1 387 retraso en crecimients -

22 1B F 1 ] 1 1 359 retraso en crecimients -

Artesa de Leida 23 1B M ] 1 1 0.6 retraso en crecimients -

24 1B L] 1 1 1 1 35.7 retraso en crecimients -

TEtraso en creaniento,

a5 1B M 0 1 [i] 1 1 355 hermnia umbilical -

26 1B M 1 0 1 1 355 retraso en crecimiento -

27 168 M 1 0 1 1 40.8 retraso en crecimients -

28 1c8 F ] 1 1 321 retraso en crecimients -

29 168 F 0 ] 1 1 405 retraso en crecimients -

30 168 F 0 ] 1 1 385 retraso en crecimients -

31 168 F 0 0 1 1 355 retraso en crecimients -

32 168 F 0 1 0 1 1 356 retraso en crecimients -

33 168 F 0 1 0 1 1 353 retraso en crecimients -

34 168 F 0 0 1 1 40.2 retraso en crecimiento -

35 3B M 0 0 1 1 35.7 retraso en crecimiento -

36 3B M 0 1 0 1 IE :5: | remsoencsimieno -

37 148 M 0 1 v} 1 1 383 retraso en crecimiento -

38 148 M 0 1 1 358 retraso en crecimients -

33 138 M 0 1 0 1 1 35.8 retraso en crecimients -

40 138 M 0 1 0 1 1 381 retraso en crecimiento -

41 128 M 0 0 1 1 35.2 - -

42 118 M 0 1 0 1 1 38 retraso en crecimiento -

43 118 M 0 1 0 1 1 386 retraso en crecimients -

4 118 M 0 1 [ 1 E 31z | retrasoencrecmiento -

45 EB F 1 ] 1 1 385 retraso en crecimients -
1 10 F 0 1 1 1 1 358 palide 194
2 10 F 0 1 2 1 333 [opsia apical de los pavellon| 26.7
3 10 F 0 1 37.7 Hipotémico, pilido 151
Bellcaire d"Urgell 4 10 M 0 1 1 1 382 palido 16.3
(Peso esperado 5 1] M 0 1 1 1 395 palido 133
de los animales & 10 M 0 1 1 1 387 palido 20.3
para |a fase 7 10 M 0 1 1 1 39.9 - 26.3
productiva: 30 [ 10 [ 0 1 1 1 385 palido 134
kgl E] 10 M 0 1 2 1 385 palido, encorvada 131
10 10 M 0 1 2 1 353 paido y pequeiio 13.3
11 10 F 0 1 2 1 355 palido y muy pequeiic 114
12 10 F 0 1 1 1 38.7 - 226
1 14 M 0 1 1 1 388 pequedio y peludo 121
2 14 M 0 1 1 1 39.8 pequefio y peludo 114
3 14 F 0 1 1 1 35.0 pequeiio y peludo 13.2
Pants 4 14 M 0 1 1 1 39.2 pequeiio y peludo 13.4
|Peso esperado 5 14 M 0 1 1 1 387 pequefio y peludo 112
de los animales 6 14 F 0 1 1 2 40.2 pequefio y peludo 123
para la fase 7 14 F 0 1 1 2 40.1 pequedio y peludo 130
productiva: 200 8 14 M 0 1 1 1 35.0 pequedio y peludo 9.9
kgl 9 14 F 0 1 1 1 39.8 pequeiio y peludo 14.2
10 14 F 0 1 1 1 3.1 pequeiio y peludo 12.9
11 14 M 0 1 1 1 EEE] pequeiio y peludo 121
12 14 L 0 1 1 1 351 - 15.6
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APENDICE 2 ] )
VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS
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Figura 1. Clortetraciclina

CLORTETRACICLINA
EXTRACCION liquido-Hquide
SEPARACTION HPLC
DETECCION uv
ESTANDARD
INTERND Deoxiciclina
VALIDACION
LINEALIDAD
RANGO CALIER ACION 0,2-10 pg/ml
INTECEETO 001226
PENDIENTE 0,2265
COEF. CORR 0, 90005
PRECISION INTRADIA INTERDIA
0.2 pg/ml 538 154
1 pg'ol 391 1,05
10 pg/ml 528 0,79
EXACTITUD INTRADIA
0.2 pe/ml 3,13
1 pg/ml 147
10 pgfml 0,70
LQ=0,2 pg'ml LD = 0004 pzml
ESTABI IDAD MATEIZ - 90 dias a -20°C

Figura 1: Muestra Blanca

Figura 2: Muestra de plasma fortificada a 1 pg/ml

Figura 3: Muestra problema
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Figura 2. Oxitetraciclina

. . : — T T Y Y A
EXTRACCION liquido-liquido =
SEPARACION HPLC .
DETECCION uv -
ESTANDARD :
INTERHO Diiciclina
VALIDACION N
LINEALIDAD !

RANGO CALIBRACION 0,2-10 pg/ml A .
INTECEPTO 0,01226 Z f e B iy
PENDIENTE 0,2265 [P £
COEE. CORR 000006 A -

1 pgiml 301 1,05 N

10 pgiml 528 0,79

EXACTITUD INTRADIA

0.2 pgml -3,13 .

1 pg/ml 147 .

10 pgml 0,70 10 S F
1Q=02pgml  LD=0.05pugml Vo .
ESTABILIDAD MATEIZ - 15 diss a 20°C ) | : 0 !
Figura 1: Muestra Blanca ' ' ‘ ! ! -

Figura 2: Muestra de plasma fortificada a 1 pg/ml g T s

Figura 3: Muestra problema
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Figura 3. Tilosina

, TILOSINA Figura 3 Ties
EXTRACCION liquide-liquido T

SEPARACION HPFLC i
DETECCION uv . ' _ f

e
ESTANDARD 2 ot | |
I 'I'{'l- I I
VALIDACION . | L v
minmm o ! I [ .-_.-. ..\ - ﬁ." o

RANGO CALIER ACION 0.01-1 pg'ml P
INTECEFTO -0.0005313 e
PENDIENTE 112 oo
COEF. CORE 090000
FRECISION INTRADIA INTERDIA s
0,01 p/ml 1239 4,05 :
0,1 pg/ml 10.63 130 n
1 pg/ml 804 8.06 e, [
EXACTITUD INTRADIA :
0,01 p/ml 16.67
0,1 pgiml £33 e o [ I
1 pg/ml B30 10 ey | | i R )
LQ =0,01 pzml LD = 0.0026 pgml PR S o
ESTABILIDAD MATRIZ - 30 dias a -20°C CCim am awm 4w T ebe T el TR T Tk ww oarme oom

o TIUAS KA 35T

BITTRLLA 2L b
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Figura 2: Muestra de plasma fortificada a 1 pg/ml 7 mir] : !
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Figura 3: Muestra problema T fi X N
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APENDICE 3
CONCENTRACIONES DE CLORTETRACICLINA Y OXITETRACICLINA
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Tabla 1. Concentraciones individuales de clortetraciclina en animales sanos (Granja Ca N’ Arola)

1 NG NG NG
2 NG NG ME

3 NC NG MG

< 4 NG NC NE
g @ 5 NG NC NC
g E 8 NG NC ME
7 NG NG ME

8 NG NG ME

8 NG NG ME

10 NG NG NE

11 037 038 0.27

12 0.31 0.30 0.31

13 0.38 0.47 0.31

o 14 0.50 0.47 0.42
go 15 0.53 0.47 0.44
20 16 0.60 0.51 051
Q 17 0.41 041 0.30
18 0.58 0.40 0.38

19 0.50 0.40 0.32

20 0.48 0.38 0.42

047 0.42 037

0.11 0.06 0.08

21 0.46 0.40 0.40

22 0.34 0.43 0.38

— 23 048 0.52 0.40
o2 24 0.62 0.77 0.45
g 'if %5 0.40 0.40 n.:z2a
2 26 0.60 0.47 0.50
Q E 27 0.58 0.42 049
28 0.52 042 0.38

29 0.48 0.43 0.48

30 0.38 0.46 0.48

048 048 043

0.08 011 0.07

3 048 051 046

_ 32 0.48 0.40 0.34
D 33 0.41 0.38 041

A ; 4 0.74 0.52 0.38
o K s 0.35 0.55 047
g9 38 050 0.62 0.49
o ] a7 D44 0.44 0.82
E 38 0.63 0.56 0.43
20 0.47 0.37 0.35

40 0.40 0.44 0.35

0.50 048 043

0.12 0.08 0.08

NC: Concentraciones no cuantificables
TLS: Tilosina; CTC: clortetracicling; C: Colistina
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Tabla 2. Concentraciones individuales de clortetraciclina en animales enfermos (Granja Artesa de Lleida)

1 0.42 060 0.52
2 0.7 o1e 041
3 016 0.27 029
4 0.25 0.52 0.52
5 0.30 031 0.34
(i NC 013 014
T 0.55 075 0.08
8 0.12 017 029
] D21 0.23 0.58
10 0.30 040 048
11 0.16 037 037
12 011 011 MC
13 0.05 0.08 0.08
14 NC 0.35 028
15 0.02 o7 020
16 0.20 037 028
17 0.08 029 0.4
18 0.12 018 0.08
12 0.32 0.35 040
20 014 021 028
M 0.47 057 044
22 0.54 062 0.81
23 0132 037 0.38
24 012 033 029
25 0.24 0.34 043
28 0.29 042 0.81
27 0.24 0.36 040
28 0.32 045 049
29 0.40 044 0.40
30 0.51 0.67 0.63
n 0.26 038 038
a2z 0.40 01D 039
33 o 0.65 012
kL 0.30 0.1 0.48
a5 022 041 047
k] NC 038 o.o7
= 0.24 040 057
38 022 0.26 0.34
ag 0.22 048 0.50
40 045 081 043
4 0.49 0.85 0.88
42 oo 06D 010
43 NC 0.29 0.10
44 NC 0.05 0.7
45 0.52 0.45 0.74
0.29 0.43 0.40
0.14 0.19 0.22

NC: Concentraciones no cuantihcables
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Tabla 3. Concentraciones individuales de clortetraciclina en animales enfermos (Granja Bellcaire d’Urgell)

1 036 0.3z 0ar
2 0.7 0.26 022
3 0.05 0.26 0.0z
4 D328 0.35 0.05
5 012 0.08 0.05
[ 021 016 028
7 063 0.56 0.58
8 023 043 041
a D48 052 043
10 024 0.25 027
11 D021 0.24 019
12 0.27 0.17 0.19

0.29 0.31 0.25

0.16 0.14 0.17
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Tabla 4. Concentraciones individuales de clortetraciclina en animales enfermos (Granja Ponts)

1 0.42 0.51 037
2 0.35 0.14 D.28
3 0.19 027 0.18
4 0.32 057 0.40
5 0.09 0.34 0.11
L] 0.32 044 0.09
T 0.35 044 D42
B 0.30 0.27 0.10
| 0.06 0.13 0.01
10 0.14 0.24 0.08
11 0.24 040 0.30
12 0.23 0.35 0.18

0.25 0.34 0.21

0.11 0.14 0.14
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