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Resumen

Aunque ya se han realizado diversos estudios para definir las
variables farmacocinéticas de la enrofloxacina, existen importantes
diferencias entre autores. La existencia de estas diferencias indica que se
puede manipular la forma de dosificacion de la enrofloxacina en aves para
lograr ventajas cinéticas. Si se considera adicionalmente, como apreciacidon
empirica, la posibilidad de que exista un aumento en las resistencias
bacterianas a enrofloxacina, resulta de interés evaluar si la dosificacion
estratégica de este antibacteriano podria modificar en algunas variables
farmacocinéticas de importancia con lo que se le diera a la enrofloxacina
un mejor uso y con ello la posibilidad de una mayor eficacia clinica. Para
tal fin se realizd un pequefic escrutinio de la tendencia en las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI's) en dos de los patbdgenos
compartidos entre €l hombre y las aves: Campylobacter sp v Escherichia
coli.; v se puso a prueba la hipdtesis de que la dosificacién de
enrofloxacina en una concentracion dos veces la habitual (0.2%]), pero a la
misma proporciéon en miligramos por kilogramo (10 mg/kg), podria elevar
los valores de la concentracion plasmatica maxima {Cpmax) v acortar el
tiempo para dicho valor {Tmax). Mas atin se podrian elevar los valores de
biodisponibilidad en términos de area bajo la curva (AUC). Para tales fines
se llevaron a cabo 47 CMI's para Campylobacter sp. y 45 para Escherichia
coli, provenientes de 92 brotes de campo en 5 estados. Se obtuve una
media de 0.26+0.04 para MICse% vy de 1.42%0.43 para MICaox para
Escherichia coli y 0.26 * 0.04 para MICso% y de 1.8410.43 para MICoo%
para Campilobacter sp , si consideramos un punto de inflexién de 0.5
ug/ml (para la ciprofloxacina de acuerdo a la NCCLS), se obtuvo un 57.6
% de resistencia para Campylobacter sp. y un 53.3 % de resistencias

para Escherichia coli. Se llevaron a cabo 6 farmacocinéticas de con 240

pollos de engorda (1) la cinética de la enrofloxacina original como punte de



referencia; (2) la cinética de una enrofioxacina clorhidrato en polvo en
concentracion habitual y al doble de la concentracidén habitual; (3) la
farmacocinética de una enrofloxacina simil en forma habitual v al doble
de la habitual y (4) la farmacocinética de una enrofloxacina quimicamente
equivalente, lo que se demostré mediante la identificaciéon de picos con
analisis de cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Los resultados
indican que la hipotesis es verdadera vy que los valores de Cpmax son 426%
mayores cuando se administra la enrofloxacina en concentracion doble a
la habitual en comparacién a lo observado cuando se le aplica en
concentracion habitual. El valor de Tmax no se modifica sustancialmente y
la biodisponibilidad es muy similar entre grupos. Sin embargo se detecta
un efecto de metabolismo de primer paso en todos los preparados excepto
en el producto original y el equivalente quimico. Se concluye que este
efecto se debe a los vehiculos en un caso y al hecho de ser una sal
clorhidrato en el otro, dado que fueron las Unicas diferencias. Se modificé
de manera importante la vida media de la fase de distribucién-eliminacion

(T4B), lo que modifica sustancialmente los tiempos de retiro calculados

entre productos.

(3%



1. INTRODUCCION:

1.1. Generalidades

Entre los farmacos mas utilizados en la clinica de aves destacan los
antimicrobianos. Uno de los grupos mas utilizados, ademéas de las
tetraciclinas y la mezcla de lincomicina-espectinomicina, es el de las

quinolonas y fluoroguinclonas (1).!

Las quinolonas y fluoroquinolonas son, sin lugar a dudas, uno de los
grupos de antimicrobianos mas prolificos de la década de los 80°s y 90°s
{1, 2, 3). A todos los derivados del acido 4-quinolinico, incluyendo el
precursor inicial, el dcido nalidixico (Figura 1), en Latinoamérica y Espana
se les ha dividido por cuestiones de espectro y comercializacién en tres

generaciones, de la siguiente manera:

La primera generacién inicia con la aparicién del acido nalidixico v
analogos sintéticos como los acidos pipemidico, piromidico y oxolinico los
cuales ademas de generar resistencia rapidamente no lograra
concentraciones antibacterianas sistémicas en el hombre por lo que

solamente se les considera utiles como antisépticos urinarios (3, 4, 5).

La segunda generacién se distingue por tener un flvior en la posicién
62 el cual constituye el avance entre la primera y segunda generacién ya
que con ¢él se mejora la unién a la ADN-girasa en 2 a 17 veces y la
penetracion celular de 1 a 70 veces con respecto a las quinolonas que no

lo tienen. Entre las quinolonas de segunda generacion se  pueden

chom de mercadeo estadistico, 1998. Sur 127 No 65, Col Minerva, México D.F. 09810,
* Sitio dentro de la molécula en los que es posible afiadir algan otro radical para buscar nuevas acciones
antibacterianas
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mencionar: ciprofloxacina, norfloxacina, flumequina, cinoxacina,

tsufloxacina, enoxacina y lifloxacina (3, 4).

El flGor en la posicion 6 y un radical 4-metil-piperazin-1-il en la
posicién 7 distingue a las quinolonas de tercera generacidon ; con esto se
logra el doble de concentracién plasmatica por comparacién sobre los
agentes de segunda generacién, bajo iguales condiciones experimentales y

se aumenta la potencia in vitro (1, 3, 4).

De las generaciones descritas, la tercera es la de mayor éxito
comercial y terapéutico en medicina veterinaria. En particular, la
fluoroguinolona méas utilizada en avicultura en todo el mundo, la
enrofloxacina (1-3, -ciclo- propil-6-fluoro-1, -dihidro-4 -oxo-7 ( 4-etil-1-
piperazinil )3 - quinolona-acido-carboxilico)(en inglés: 1-Cyclopropyl-7-(4-
ethyl-1-piperazinyl)-6-fluor-1,4-dihidro-4-oxo-3-quinolinecarboxylic acid)
(Figura 2). Este agente es el antimicrobiano mas potente conocido a la
fecha v se desarrollo a partir de la ciprofloxacina™ para su utilizacion en
animales (2, 6). Entre las caracteristicas méas destacadas de la
enrofloxacina esta el hecho de que actia por concentracidon, gjerciendo un
rapido efecto bactericida contra Gram negativas aerobias y micoplasmas,
incluyendo algunas que son resistentes a otros antimicrobianos y a
quinolonas v fluoroquinolonas de primera y segunda generacién (7, 8, 9,
10). Como muestra de su notable efecto antibacteriano, en €l Cuadro 1 se
presentan algunos datos de la literatura con respecto a su actividad
antimicrobiana. Cabe destacar de este cuadro, que las sensibilidades
asentadas son de bacterias obtenidas a partir de aislamientos en
multiples especies domésticas, la informacién escrita sobre potencia
antibacteriana y sobre resistencias en aves,es muy limitada a pesar del

uso que se le da a este antimicrobiano (7). Adicionalmente, los datos

* Farmaco de uso exclusivo en humanos, excepto en México



provienen de diversas partes del mundo y no se limita a México o a

Latinoameérica.
1.2. Mecanismos de accién

Al igual que las demas fluoroquinolonas, la enrofloxacina inhibe la
enzima sintetasa de la ADN-girasa, de lo cual se deriva su gran poder
bactericida (4, 6, 7, 10). A diferencia de las quinolonas no fluoradas, la
enrofloxacina actiia tanto en la subunidad A, como en la B de la
topoisomerasa II. Esta caracteristica le confiere una actividad a la cual
las bacterias tienen menos mecanismos de resistencia (3, 1). El
mecanismo general como actian las quinolonas esta dado por la
interferencia a nivel de las dos cadenas de ADN de doble hélice que deben
separarse para permitir su replicacién o transcripcién. El ADN en reposo
se encuentra apelotonado por medio de un enrrollamiento positivo de la
cadena. Al iniciar la divisién celular la enzima bacteriana ADN-girasa
induce superenrrollamientos negativos en el ADN, esto es una reaccién
ATP dependiente que logra la separacion de ambas cadenas de ADN para
permitir el pasaje de un segmento de ADN a través de la fractura, el cual
es posteriormente liberado. Como ejemplo se podria mencionar que la
ADN-girasa de Escherichia coli estda compuesta de dos subunidades Ay
dos B. Las subunidades A, que contienien la funcién de corte de cadenas
de girasas, son €l sito de accién de las quinolonas de primera generaciéon ,
algunas de segunda y la mayoria de las de tercera generacién Pero esta
ultima generacion también actlan sobre la subunidad B haciendo mas
vulnerables la ADN-girasa. De manera simplificada se puede decir que
dicho material se encuentra apelotonado y que la funcién de la ADN-
girasa es convertirlo en lineal v girarlo en sentido contrario a la torsién
normal de la doble hélice para permitir que el material genético de la
bacteria se replique, transcriba, repare y recombine. Asi la inhibicién de

estos procesos bloquea multiples funciones celulares, muchas de e¢llas



vitales para las bacterias, de ahi el efecto bactericida de las quinolonas.
Ademas las fluoroquinolonas actiian a dos niveles de la ADN-girasa y se
considera que matan a la bacteria por un efecto combinado de inhibicién
metabdlica mas la destruccidn del material nuclear y aan de la ADN-

girasa (3, 4, 6, 7).

En general las quinolonas y en especial las de tercera generacion
no se inactivan en presencia de suero, actian independientemente del
tamano del inoculo y pueden ejercer efecto antibacteriano a mnivel

intracelular (1, 3,11).

La relacién existente en la acumulaciéon de quinolonas en las células
ha sido un punto de investigacién continua. Se ha propuesto que las
gquinolonas penetran a la célula bacteriana por tres vias: la via hidrofilica
por canales de porinas, la via hidrofobica por la membrana fosfolipidica y
por concentraciones, las dos primeras rutas involucran la hidrofobicidad y
la tercera involucre el desplazamiento de cationes divalentes en la

membrana lipopolisacarida de la bacteria {6)

La resistencia a las quinolonas es mas rapida que a las
fluoroquinolonas; de hecho, se sabe que de manera natural la resistencia a
las fluoroquinolonas de tercera generacién tiene una frecuencia de
mutacidén inferior a 1x10°. Aunque experimentalmente se ha logrado
seleccionar bacterias resistentes, no se ha descrito la incativacién
enzimatica de las guinolonas y fluorogquinolonas por bacterias. (3} Se
puede anadir que las fluoroquinolonas en lo general y en particular la
enrofloxacina, son los antibacterianos que menos resistencias generan
(1). No se conocen plasmidos de resistencia para esta fluoroquinolona,
pero se postula que pueden seleccionar mutantes resistentes en una
pequenia poblacién  bacteriana s1 se les expone a cantidades

subterapéuticas. (1, 3)



En algunas especies, quiza incluyendo las aves, la enrofloxacina es
biotransformada en parte a ciprofloxacina , esto ha sido tomado como
argumento base para el uso de ciprofloxacina en aves, en México. (2, 7,
10,12)

1.3. Situacioén actual de la enrofloxacina.

Es importante sefialar que la enrofloxacina ha sido finalmente
aceptada por la FDA para su uso en problemas especificos en la clinica de
aves. Esta Institucion requirié casi dos décadas para permitir su uso en
esta especie. Las razones que retardaron esta decision incluyen el hecho
de que las cepas bacterianas resistentes pueden pasar a los consumidores
y provocar que los tratamientos con ciprofloxacina en el hombre se vuelvan
ineficaces. Se han publicado articulos en los que se menciona que el
Campylobacter sp. se vuelve resistente después de tan solo una exposicion
a fluoroquinolonas (13), asimismo, se ha postulado que se han complicado
en los tratamientos con fluoroquinolonas en casos graves de diarreas

provocadas por Campilobacter sp en el hombre(14).

El aumento de cepas resistentes a las fluoroquinolonas coinciden
con el aumento del uso de las mismas tanto en medicina veterinaria como
en humanos. El uso excesivo de enrofloxacina en la industria avicola y la
ruta exclusiva de transmisién de Campilobacter sp de las aves al hombre,
ha sido el argumento base para explicar que las resistencias encontradas
a ciprofloxacina en el hombre se debe a la utilizacion de enrofloxacina en
la industria avicola. Asimismo, se ha encontrado una resistencia cruzada
entre diversas quinoclonas incluyendo a la enrofloxacina; (14) evento que se

consideraba poco probable dados los mecanismos de accién ya referidos.



En contraste con lo anterior, diversos ensayos realizados con
enrofloxacina vy ciprofloxacina en pavos revelan que la sensibilidad
bacteriana se encuentra inalterada (15), asi como también se ha
encontrado una baja frecuencia de resistencias de Campylobacter jejuni'y
Campylobacter lari en la industria avicola en comparacién a estos ultimos
datos se informa de altos niveles de resistencias de Campylobacter coli

aislados en cerdos. (10)

Asimismo, se ha estimado que la resistencia a las quinolonas en la
industria avicola se encuentran en un rango de 28% para la enrofloxacina
v un 50% para el acido nalidixico (17, 18). En México a pesar del uso
intensivo que se le da a la enrofloxacina en la industria avicola no existen
datos publicados de las resistencias generadas por la misma © por
cualquier otra fluoroquinolona. Por lo anteriormente expuesto es claro que
resultaria de interés la comparacién epidemiolégica entre estos dos
escenarios vecinos con un contraste relevante: Estados Unidos de
Norteamérica en el cual no se habia utilizado la enrofloxacina y por el
otro lado México en el cual se ha utilizado v abusado del uso de la
enrofloxacina desde 20 afios, cabe hacer mencidén que en Estados Unidos
se ha aceptado el uso de enrofloxacina recientemente y bajo muchas
restricciones, mientras que en México es el antibacteriano oral para la

industria avicola con mayor numero de sales genéricas. (19, 20)

Dadas estas diferencias resulta clave evaluar si en México ya se han

desarrollado resistencias de Escherichia coli a este antibacteriano.



1.4. Consideraciones farmacolégicas.

Como se menciono, la enrofloxacina es uno de los medicamentos de
mayor uso en el agua de bebida en la avicultura nacional3, aunque se ha
comprobado que su eficiencia puede aumentar al aplicarlo por via
intramuscular. Una practica comin en algunas explotaciones es inyectar
al pollo a la recepcién para mantener un estado de baja poblacion de
Gram negativos en el ave. Esto se logra por la referida eficacia de la
enrofloxacina dependiente de la concentracién maxima (denominada
CPmax) (7, 10). El principal uso que se le ha dado a la enrofloxacina en
México v en el mundo de la avicultura es en el tratamiento de infecciones
por Mycoplasma spp. Principalmente asociadas a Escherichia coli en
infecciones secundarias respiratorias y colisepticemias, también ha sido
considerada como primera opcion en términos de eficacia en pasteurelosis
(10}.

La evaluacién de la eficacia de un antibacteriano en campo esta
sujeta a multiples variables, que van desde la percepcion de la gravedad de
un brote, hasta la denominada redundancia antibacteriana (overkilling).
Esta situacion habia sustentado la negativa de la FDA para aprobar su
uso en pollo de engorda, ciertamente de que se ha implicado a la
enrofloxacina como causante de la aparicidon de cepas resistentes de
Campilobacter spp, que puede afectar al hombre (17,14). Como se
menciono anteriormente la situacidn contraria prevalece en México, pais
en el que se ha utilizado a la enrofioxacina por mas de una década, a
menudo irracionalmente, por subdosificacion o por uso continuo. El
resultado de esta practica “ libre ” de uso ha generado informes de baja
eficiencia en toda la republica, con lo cual se corre ¢l riesgo de terminar
con la vida util del antibacteriano mas potente de la historia de la

quimioterapia. Parte de la explicacion para la generacion de resistencias a

9



la enrofloxacina es la dosificacidn poco agresiva y mal disefiada en
términos farmacocinéticos. Esto es, se dosifica a las aves a un nivel
minimo, o con una mala estrategia de dosificacién generando valores
bajos de Cpmax v por lo tanto concentraciones tisulares bajas, que a su vez
se traducen en menor potencia y permanencia en los sitios de infeccién,

facilitando la aparicion de mutantes resistentes.

Mediante la determinacién y manipulacion de variables
farmacocinéticas, como la vida media, biodisponibilidad, Tmasx, CpPmax, S€
pueden modificar las indicaciones de uso de la enrofloxacina y generar
esquemas racionales tendientes a evitar la aparicion de cepas

resistentes.(7,21)

En sintesis, a pesar de que las fluoroquinolonas modernas tienen
una elevada potencia y una baja generacién de resistencia bacteriana. El
uso indiscriminado que se les ha dado, ha generado finalmente algunas
resistencias bacterianas y por ello una disminucién en su eficacia clinica®.
Cuando se introdujo inicialmente la enrofloxacina a la medicina veterinaria
nacional, las presentaciones utilizadas eran al 5%; en la actualidad el
mercado estd dominado por presentaciones al 10%. Esta estrategia puede
haber obedecide a cuestiones mercadotécnicas®, pero quiza lleva
implicitas algunas diferencias farmacéuticas, como las que a continuacién

se exponer:

i.- En los medicamentos que se absorben por transporte
activo, la velocidad de absorcién depende de la concentracion.
2.- La absorcion de un preparado variara de acuerdo con los

vehiculos (bloequivalencia) y con las sales del producto {solubilidad)

1 Reporte de Mercadeo Estadistico, 1998. Sur 127 No.65 Col. Minerva, México D.F, 09310

! Comunicacién personal de: MVZ Jaime Beltran. Pilgrim’s Pride San Luis Potosi MVZ Luis Ocampo
Camberos. Jefe del Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la FMVZ, UNAM.

5 Reporte de Mercadeo Estadistico, 1998, Sur 127 No.65 Ceol.Minerva, México D:F. 09810,



Si existen diferencias farmacocinéticas entre un mismo preparado,
pero dosificado a distintas concentraciones, la enrofloxacina puede tener
una potencia clinica mayor, con tan solo manipular el sistema de
dosificacion. Esto adquiere particular relevancia si se toma en cuenta que
las fluoroquinolonas actlian mas eficientemente cuando logran valores
elevados de Cpmax esto es si la concentracién minima inhibitoria se
duplica se obtienen concentraciones optimas bactericidas, con el
consecuente beneficio terapéutico (1).Resulta de valor entonces, estimar si
la dosificacién de las aves a la misma dosis habitual {10 mg/kg) pero en
una solucién mas concentrada, puede simular de mejor manera el efecto
de una dosis “bolo” en campo y generar asi Cpmax superior a la obtenida al
proporcionar enrofloxacina a la misma dosis pero en menor concentracion,;

esto es administrada en un mayor volumen.



2. HIPOTESIS:

1.- Es factible obtener Cpmax mayores en un Tgax menor, al aumentar la

concentracion y no la dosis de enrofloxacina en aves medicadas.

2.- Existen diferencias farmacocinéticas en las variables de concentracion
plasmatica méaxima (Cpmax), tiempo al que se logra la concentracion
méaxima (Tmax) ¥ el area bajo la curva {(AUC) en diversos preparados

farmacéuticos de enrofloxacina.



3. EXPECTATIVA EMPIRICA:

1.- Los patrones de las concentraciones minimas inhibitorias para
enrofloxacina de la Escherichia coli v Campylobacter spp., aislados de

campo en México sugieren la posible existencia de resistencias

bacterianas.



4. OBJETIVOS:

- Evaluar mediante modelos farmacocinéticos si al aumentar la
concentraciéon al doble durante la dosificacion de aves, se encuentra
una mayor Cpmax en una Tmax menor, en comparacién a lo observado en

la concentracion habitual (ambas de 10 mg/kg) .

. Evaluar y comparar las farmacocinéticas de varios preparados

farmacéuticos de enrofloxacina.

- Evaluar empiricamente los patrones de concentraciones minimas
inhibitorias de la enrofloxacina para Escherichia coli y Campylobacter
sp. en cepas de campo v determinar en su comportamiento la existencia
de resistencias a enrofloxacina comparandolos con datos reportados

internacionalmente.




S. MATERIAL Y METODOS:

5.1 Farmacocinética;

5.1.1 Dosificacion y obtencion de los sueros

La fase experimental de campo se realizd en las instalaciones de la
Granja Veracruz de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Nacional Autdénoma de México.

Se utilizaron 240 aves machos de la raza Arbor- Acress, con un peso
promedio de 750 g, de 3 semanas de edad, clinicamente sanos, a los
cuales se les confirmd no-medicaciéon antibacteriana previa al inicio del

experimento.

Las aves fueron inmunizadas conforme a las practicas habituales del

marnejo de la granja.

GRUPO 1.- Constdé de 40 aves seleccionadas aleatoriamente, un dia
previo a la dosificacién se pesaron y marcaron individualmente,
separandolas en 4 grupos de 10 aves cada uno. Se les dosifico
individualmente por medio de una sonda a razon de 10 mg/kg a partir de

una solucién con una concentracién de 0.1 mg/ml del producto 16.

GRUPO 2.- Constd de 40 aves secleccionadas aleatoriamente, un dia
previo a la dosificacion se pesaron y marcaron individualmente,

separandolas en 4 grupos de 10 aves cada uno. Se les dosifico

¢ Piroflox 20% solucién concentrada®. PiSA agropecuaria S.A, de C.V.



individualmente por medio de una sonda a razén de 10 mg/kg a partir de

una solucién con una dosis de 0.2 mg/ml del producto 17,

GRUPO 3.- Constdé de 40 aves seleccionadas aleatoriamente, un dia
previo a la dosificacion se pesaron y marcaron individualmente,
separandolas en 4 grupos de 10 aves cada uno. Se les dosifico
individualmente por medio de una sonda a razén de 10 mg/kg a partir de

una solucion con una dosis de 0.2 mg/ml del producto 28.

GRUPO 4.- Consté de 40 aves seleccionadas aleatoriamente, un dia
previo a la dosificacion se pesaron y marcaron individualmente,
separandolas en 4 grupos de 10 aves cada uno. Se les dosifico
individualmente por medio de una sonda a razén de 10 mg/kg a partir de

una solucidon con una dosis de 0.1 mg/ml del producto 3°.

GRUPOQO 5.- Consto de 40 aves seleccionadas aleatoriamente, un dia
previo a la dosificaciébn se pesaron y marcaron individualmente,
separandolas en 4 grupos de 10 aves cada uno. Se les dosifico
individualmente por medio de una sonda a razén de 10 mg/kg a partir de

una solucién con una dosis de 0.2 mg/mi del producto 39.

GRUPO 6.- Constd de 40 aves seleccionadas aleatoriamente, un dia
previo dosificacidn se pesaron y marcaron individualmente, separandolas
en grupos de 10 aves cada uno. Se les dosifico individualmente por medio
de una sonda a razén de 10 mg/kg a partir de una solucién con una dosis

de 0.1 mg/ml del producto 410

? Piroflox 20% solucion concentrada ®. PiSA agropecuaria S.A

¥ Piroflox 5% solucién concentrada ®. PiSA agropecuaria S.A. de C.V.
* Piraflox 50% polva soluble ®. PiSA agropecuaria S.A de C.V.

" Baytril®d Bayer. México,



Se tomo individualmente el tiempo de dosificacidn de cada ave, los sub-
grupos en los cuales se divididé cada grupo constituyeron cada uno de los
tiempos de sangrado, dividiéndose asi en :25 minutos, 45 minutos, 1.5
horas, 3 horas, 6 horas, 9 horas, 12 horas y 24 horas. Cada ave fue
sangrada al tiempo que correspondia a su hora de muestreo con exactitud
v diferencia de 1 minuto. Se obtuvieron aproximadamente 2 m! de sangre
por ave, la cual se sometié a centrifugado durante 10 minutos para la
obtencioén del suero, el cual fue colocado en frascos con tapdn de rosca de
1ml, identificados cada uno de ellos con el grupo al que pertenecia, el
tiempo de sangrado y el nimero de ave sangrada, se mantuvieron en una

hielera para posteriormente ser congelados (-4°C) hasta su analisis.

5.1.2. Procesamiento de los sueros.

La fase de laboratorio se realizd en el area de Control de Calidad dentro
de las instalaciones de Laboratorios PiSA, mediante el método
microbioldgico de Bennet et al. {22) que segin Kiung et al. {23) es tan

sensible como el uso de HPLC.

5.1.3 Obtencion del estandar para las pruebas de Bennet et al (22).

5.1.3.1 Preparacion del agar:

- El agar utilizado fue MacConkey (Bioxon)!! preparado a razén de 50 g/l,
su metodo de preparacién se describe a contunuacion:

- Pesar el medio deshidratado (50g) en una balanza analitica, una vez

obtenida la cantidad deseada, se coloca en un matraz y se afora con

agua destilada a 1 litro. Se agita hasta obtener una mezcla uniforme.

- Dejar reposar de 10 a 15 minutos.

"* Becton Dickinson de México, SA de CV.
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~ Poner a calentar en la plancha agitando frecuentemente esperar a
que comience a hervir la mezcla, sin dejar de agitar, dejar calentar
un minuto para posteriormente quitar de la estufa

- El agar se deja enfriar un poco {que no comience a gelatinizarse ),
para posteriormente ser colocado en frascos con tapdén de rosca de
200 ml y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos 15 1b
de presion, conforme se va necesitando el agar se mete a licuar (en

la autoclave a 121 °C durante 10 minutos 15 1b de presién).

5.1.3.2. Cultivo bacteriano:

- Se utilizd una cepa bacteriana ATCC {American Type Culture Collection)
25922 de Escherichia coil.

- Colocar 1 asada del cultivo de Escherichia coli en un tubo de ensayo
con tapén de rosca que contiene 5 ml de agua desionizada.

- Por medio de los estandares de Mc Farland!? realizar los ajustes
necesarios a la dilucién para obtener una concentracion al 0.5 de Mc

Farland.

Principio de los estandares: la densidad de una suspension
microbiana es comparada con una ampolla de turbidez
conocida y que tiene el mismo diametro, los pasos a seguir

son los siguientes:

» Tomar el patrén elegido (0.5).

e Preparar suspension bacteriana en ampolla de igual
diametro.

* Homogeneizar bien.

+ Agitar fuertemente la ampolleta patrén

12 ry: .
BioMéricux



e Comparar la turbidez colocando las ampolletas (patrén
al 0.5 de Mc Farland y tubo con cultivo bacteriano de
Escherichia coli) delante de un fondo negro.

e Ajustar la suspencién bacteriana hasta que tenga la
misma turbidez del patrdén, agitar nuevamente el patréon

antes de proceder a una nueva comparacion.

5.1.3.3. Preparacion de las placas:

- Un dia previo a su utilizacién esterilizar los refractarios cuadrados
(pyrex 21 X 20 cm) junto con los tubos de ensayo para las diluciones y
para la preparacion del cultivo bacteriano.

- Licuar el agar v colocarlo en los refractarios 200 mil del agar por
refractario.

- Dejar enfriar el agar durante 10 minutos

- Realizar la siembra, con isopo estéril, colocar en el centro de la placa
200 ul de la suspensiéon con la bacteria {tratando de quedar distribuido

de forma homogénea )

5.1.3.4. Preparacion de las diluciones :

- Pesar 20 mg del estandar de enrofloxacina puro (99 %).

- Colocar 100 ml de agua desiconizada en un matraz volumétrico de 100
ml y disolver en él los 20 mg de enrofloxacina (para que se disuelva es
necesario agregar 0.5 m! de una solucién de NaOH al 5 %, previo a la

adicion del agua desionizada).



Marcar 10 tubos de 10 ml numerandolos del 1 al 10, adicionar a cada
uno de ellos 1 ml de agua destilada, a un tubo de 15 ml se le numera
con el Oy sele agregan 9 ml de agua destilada.

Del matraz se toma 1 ml y se agrega al tubo marcado con el niimero 0,
se agita y de este se toma 1 ml vy se agrega al tubo marcado como 1, se
agita y de este se toma 1 ml y se agrega al matraz marcado con el

numero 2 y asi sucesivamente hasta tener las 10 diluciones.

Teniéndose finalmente las siguientes concentraciones por tubo.

Tubo nimero Concentracioén

Matraz 200 ug/ml

Tubo O 20 pg/mli

Tubo 1 10 pg/ml

Tubo 2 5 ug/ml

Tubo 3 2.5 ug/ml

Tubo 4 1.25 pg/ml

Tubo 5 0.625 ug/ml
Tubo 6 0.3125 ug/ml
Tubo 7 0.15625 ug/ml
Tubo 8 0.078125 ug/ml
Tubo 9 0.0390625 ug/ml
Tubo 10 0.01953125ug/ml




5.1.3.5. Incubacidn de la placa

- Una vez preparado el cultivo bacteriano estandarizado vy preparada la
placa, se le divide en dos (por la parte inferior con un marcador
indeleble) y a cada lado se realizan 10 pozos por medio de un
sacabocados

- Se marca por la parte inferior de la placa con plumines indelebles a
cada pozo, numerandolos de el 1 al 10, en cada pozo se colocan 100 ul
de cada uno de los tubos los cuales tienen que corresponder en nUmero
tubo:pozo.

- Para tener finalmente un pozo con cada una de las diluciones, iniciando
en forma decreciente (10 pug/mt a 0.01953625 ug/ml).

- En la otra mitad de la placa realizar exactamente lo mismo, tomandose
esta como la repeticién.

- Tapar la placa con papel filtro estéril { para evitar que la condensacion
del agua moje el cultivo e impida la lectura de los halos de inhibicién)} y
sabre este colocar papel aluminio.

- Incubar durante 24 horas a 37 °C.

- Transcurridas las 24 horas realizar la lectura de los halos de inhibicién
con ayuda de un Bernier digital, se anotan los milimetros de halo de
cada una de las diluciones y de su repeticion.

- [Este procedimiento se repite 4 ocasiones mas, para tener finalmente 10

procesamientos cada una de las diluciones.



5.1.4. Procesamiento de las lecturas de los halos de inhibicion.

- Se obtienen los promedios y desviacién estandar del diametro del halo
de inhibicién de cada una de las diluciones.

- Con estos datos y con ayuda de los programa Microcal Originl3? y Exel]l4
se obtiene una grafica en milimetros de halo de inhibiciébn wvs

concentracion.

5.1.5. Procesamiento de los sueros.

- Se preparan las placas con la misma concentracion bacteriana y del
mismo modo en que se prepararon las placas para obtener el estandar
mediante las pruebas de Bennet et al (22).

- Cada placa se dividi6 en dos y se marcé inferiormente con plumines
indelebles a que grupo de muestra correspondia ( de la 1 a la 6).

- En cada divisién se hicieron 20 pozos, y se marcaron a que numerc de
ave corresponde cada uno de ellos.

- De los 20 pozos 10 correspondian a cada una de las aves y los otros
diez correspondieron a su repeticion.

- Por cada pozo se colocaban 100yl de suero .

- Las placas se metian al horno durante 24 horas, pasadas las cuales se
realizaba la medicion del diametro de cada uno de los halos de

inhibicién obtenidos, registrandose los datos.

"* Microcal origin version 4.0. Scientific and Technical Graphics in Windows. Icrocal Software Inc.
" Microsoft Excl. 1985-97
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- Este procedimiento se repitid para cada uno de los grupos y las 8

lecturas realizadas en cada uno de ellos.

5.1.6. Procesamiento de los resultados:

- De los resultados obtenidos por tiempo de sangrado y por grupo se
obtuvieron los promedios y desviaciones estandar en mm de halos de
inhibicion v por extrapolacion a la figura3; en la que se presenta el
estandar de referencia de enrofloxacina se obtienen los ng/mil de cada
una de las muestras.

- Posteriormente los resultados expresados en ug/ml se procesaron en el
programa PKAnalyst!S, en donde se obtuvieron las graficas de
concentracidn vs tiempo y el cual proporciondé los datos
farmacocinéticos y estadisticos para cada uno de los productos
utilizados.

- Dados los modelos proporcionados por este programa se encontrdo que
los mayores valores de confiablilidad {r = 0.90) se encontraron al aplicar

los modelos 3 ¥ 5 (ver anexo 1y 2).

5.1.7. Determinacién de la pureza de la enrofloxacina utilizada:

Para evitar errores inherentes a la identidad y concentracion de las
enrofloxacinas contenidas en las presentaciones utilizadas se realizaron
cromatograrnas de cada una de las presentacién, las pruebas fueron

realizadas en laboratorios PiSA S.A de C.V. en Guadalajara.

En el anexo 3 se presenta un cromatograma tipo y se¢ detallan las

concentraciones de enrofloxacina y ciprofloxacina de cada muestra.

9
L



5.2. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias.

5.2.1. Para Escherichia coli.

Se realizaron cultivos bacterianos de cepas de Escherichia coli de
campo las cuales fueron sometidas a pruebas de concentraciones minimas

inhibitorias con diversas concentraciones de enrofloxacina.

Las cepas fueron obtenidas directamente de campo, las cuales
fueron donadas por los siguientes laboratorios: Laboratorios PiSA,
Laboratorios Aranda y Laboratorios Vrot, anotandose el lugar de

procedencias de cada uno de los aislamientos.

La Escherichua Coli, como la mayoria de las enterobacterias no son
exigentes en sus requerimientos nutricionales. Para su aislamiento se

requiere generalmente de medios de cultivo selectivos y diferenciales.

En este caso el medio de cultivo utilizado fue-: Muller-Hinton 6.

A fin de determinar la potencia antibacteriana de la enrofloxacina
ante diversas cepas de campo de Escherichia coli v cepas ATCC de la
misma bacteria (estandares de referencia), se llevaron a cabo la
determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias mediante el

metodo de macro-dilucidn en tubo.

'* Micro Math PK Analyst. Scicntific Software.
'® Becton Dickinson de México, SA de CV.
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La determinacion de las CMI's para las bacterias se realizaron
utilizando pruebas  de macrodilucion en tubo basandonos en la

metodologia planteada por la NCCLS17.

5.2.1.1. Obtencién del indoculo bacteriano.

Para la obtencidon del inéculo de la bacteria se realiza el mismo
procedimiento que se utilizd en las pruebas de Bennet et. al (22) diluyendo
una hasada de la muestra de la bactaria en agua desionizada y

ajustandola a 0.5 de Mc Farland.

5.2.1.2 Preparacion de los tubos de las macrodiluciones.

Para la preparacién de los tubos en los cuales se realizan las

macrodiluciones es necesario preparar caldo nutritivo!®

De la misma manera que en la cinética, se prepara el stock de
enrofloxacina (20 pg/ml}. Se va a tener un tubo para cada una de las
diluciones de enrofloxacina y cada uno de ellas debe contener ademas de
lml de la dilucién correspondiente de enrofloxacina, 5 ml de caldo
nutritivo y 1 m! de la suspencién de la bacteria, ademas de tener un tubo
control de la bacteria (solo contiene el caldo nutritivo y 1 ml de la
suspension de bacteria) y un tubo control sin bacteria (solo contiene el
caldo nutritivo ). Una vez que se tiene todo esto en los tubos se meten a
incubar durante 18 a 24 horas para posteriormente hacer la lectura. Para
realizar las lecturas de crecimiento bacteriano se requiere anadir 1 ml de
una solucién de formaldehido al 0.5% a cada uno de los tubos incluyendo
los controles para detener el crecimiento bactariano, posteriormente con la

ayuda de un fotocolorimetro se realizan las lecturas en las cuales se

7 Janury 1996. ISBN 1-56238-292-6. Order Code SC3-L
¥ Caldo Nutritivo, Bioxon®, Cat 103-1. Peptona de gelatina 5.0 g. Extracto de carne de res 3.0 g.



tubos control contra los experimentales y se registra hasta el minimo
crecimiento bactariano. Las diluciones utilizadas de enrofloxacina fueron
5, 3.75, 2.5, 1.875, 1.25, 0.9375, 0.625, 0.46875, 0.3125, 0.234375,
0.15625, 0.1171875, 0.78125, 0.05915625, 0.390625 ug/ml. Se

registraron las CMI's para cada una de las muestras.

5.2.2. Para Campylobacter spp:

Para el aislamiento e identificacion de las diversas
campilobacteriosis, se requieren medios selectivos y la incubacién debe
efectuarse en una atmoésfera con reduccion de Oz (5% de Oz en CO:2 (10%
de COg2). Una manera relativamente sencilla de producir la atmésfera de
incubacién consiste en colocar las placas en un ambiente de anaerobiosis
sin el catalizador, v de producir el gas con un paquete generador del
mismo. La incubacion de las placas primarias se efectué una temperatura
de 42 a-43°C . Aunque C. Jejuni crece bien a temperaturas de 36 a 37 °C,
la incubacién a mayor temperatura impide el crecimiento de una gran

variedad de bacterias que también se encuentran en las heces.

Las colonias obtenidas en el medico de cultive fueron caracteristicas,
esto es: tienden a ser incoloras o grises, ser acuosas y extenderse o ser
redondas y convexas, y en algunos casos ambos tipos de colonias fueron

encontradas en las placas de agar (24, 25, 26).

La determinacion de las CMI's para las bacterias se realizaron
utilizando pruebas de macrodilusién en tubo basandonos en la

metodologia planteada por la NCCLS19.



5.2.2.1. Obtencion del indculo bacteriano.

Para la obtencién del inéculo de la bacteria se realiza el mismo
procedimiento que se requiere en las pruebas de Bennet et. al(22)
diluyendo una muestra de la bactaria en agua desionizada vy ajustandola a
0.5 de Mc Farland.

5.2.2.2 Preparacion de los tubos de las macrodiluciones.

Para la preparacién de los tubos en los cuales se realizan las
macrodiluciones es necesario preparar Campylobacter Agar Base?0 v el
estandar de Campylobacter sp tal v como se estandariza en la prueba de

Bennet el al. antes mencionada.

De la misma manera en que se trabaja con la prueba de Bennet et al
(22) se prepara el “stock” de enrofloxacina (20 ug/ml). Se va a tener un
tubo para cada una de las diluciones de enrofloxacina y cada uno de ellas
debe contener ademas de 1ml de la dilusion correspondiente de
enrofloxacina, 5 ml de caldo nutritivo?! y 1 ml de la suspencion de la
bacteria, ademds se debe tener un tubo control de la bacteria (solo
contiene el caldo nutritivo y 1 ml de la suspensién de bacteriaj y un tubo

control sin bacteria (solo contiene el caldo nutritivo ).

Una vez que se tiene todo lo anterior en los tubos se meten a incubar
durante 18 a 24 horas para posteriormente hacer la lectura, la incubadora
se regula para tener un medio que proporcione anaerobiosis para el

crecimiento de la bacteria una atmoésfera con reduccién de Oz (5% de O

" Janury 1996. ISBN 1-56238-292-6. Order Code SC3-L
* Campylobacter Agar Base®. DIFCO. 1820-07-9
3 Bioxon.- Becton Dickinson de México SA de CV



en CO2 (10% de CO2). Para realizar las lecturas de crecimiento bacteriano
se requiere anadir 1 ml de una solucién de formaldehido al 0.5% a cada
uno de los tubos incluyendo los controles para detener el crecimiento
bacteriano, posteriormente con la ayuda de un fotocolorimetro en el cual
se comparan los tubos control contra los experimentales y se registra

hasta el minimo de crecimiento bactariano.

Las diluciones utilizadas de enrofloxacina fueron 35, 3.753, 2.5, 1.875,
1.25, 0.9375, 0.625, 0.46875, 0.3125, 0.234375, 0.15625, 0.1171875,
0.78125, 0.05915625, 0.390625 ng/ml. Se registraron las CMI's para

cada una de las muestras procesadas.



5.3. Analisis estadisticoe :

Para los CIM's se utilizaro estadistica descriptiva (media, mediana y

moda).

Para los datos farmacocinéticos se utilizo un modelo de 3 factores
fijos con 5 repeticiones y sus interacciones . Utilizando la siguiente

formula estadistica :

Yija= \+Dit+ Pyt Tit(D-P)y+(D-ThacH(P- Tyt (D-P-Tigpe+ Eijia
Donde :
Y= respuesta de la i-esima dosis al j-esimo producto al k-esimo tiempo
en la l-esima repeticion.
M = media general.
D; = efecto de la dosis.
P; = efecto del producto.
Tk = efecto del tiempo de sangrado.

Eyu = error aleatorio ~ N (c,5%).

Los datos obtenidos fueron procesados en los programas, JMP22 y

Primer of biostatistic?3.

22 IMP 6 SAS Institute . Version 3.1.6.2.
¥ primer of Biostatistic 1992 Mc Graw Hil), 1992. Version 3.02.



6. RESULTADOS:

6.1. Farmacocinética:

En total se llevaron a cabo 6 estudios farmacocinéticos en 4
productos comerciales utilizados, ya sea a concentracién habitual usada
en granjas (lg/l} o a una concentraciéon del doble (2g/1). Para esto se
utilizaron 240 aves con un peso entre 0.510 y 1.20 kg con un promedio
global de 0.771 + 0.101 kg.

A las aves se les pesé individualmente y se les dosifico mediante una
sonda rigida de manera tal que se calcula un error minimo en la relacion
mg/kg (Anexo 4). Cada ave fue sangrada dos veces procurandoc un

intervalo entre el primer y segundo sangrado, lo més distante posible.

Dada la cantidad de aves sangradas por tiempo predeterminado se
requirié6 y contdé con la asistencia de 4 técnicos y se calculé que la
diferencia entre el primer y ultimo sangrado por grupo no fue mayor a 3
minutos; esto es un 15% del intervalo mas corto entre sangrados, que fue
de 20 minutos al inicio del muestreo. Este mismo valor es infinitamente

mas pequeno para el intervalo mas grande (0.41%).

La estandarizacién de la curva de Bennet et al (22) que relaciona
concentracién actividad vs mm/halo de inhibicién se presenta en la Figura
3 v deriva de los datos en el Cuadro 2. La regresion lineal en dicha figura
tiene una confiabilidad del 99%. Para obtener dicha confiabilidad y para la
validacion de la técnica analitica se utilizé un modelo de regresion lineal

por un método cuadratico (ver Anexo 3) segun lo marcan las normas de la



FDA para la validaciéon de procedimientos analiticos™ (ver Anexo ©). Los
limites de esta curva se establecieron en 10 pg/ml en lo superior y

llegaron a 0.31 pg/ml en lo inferior.

Para la corroboracién de la confiabilidad de el método se realizaron
ensayos agregando muestras conocidas de enrofloxacina a sueros
obtenidos de aves no medicadas. En todos los casos se obtuvieron
porcentajes de recuperacién que fluctuaron en torno a una media de

99.64 + 0.974. Estos ensayos se presentan en el Cuadro 3.

En el Cuadro 4 se presentan las concentraciones séricas obtenidas
para las replicas en cada una de las farmacocinéticas realizadas, en dicho
cuadro se presentan los valores promedios en microgramos por mililitro
derivados de la extrapolacién de los milimetros de halos de inhibicion a los

valores de concentracién en la curva patrén ya mencionada .

En la Figura 4 se presentan las comparaciones de concentraciones
séricas de enrofloxacina entre los grupos 1y 2 y en la Figura 5 entre los
grupos 4 y 5, en las que se puede observar el aumento en las
concentraciones séricas de enrofloxacina en los grupos en los cuales se
dosifico al doble de concentracién (grupos 2 y 5) contra los grupos

dosificados con la dosis utilizada comercialmente (grupos 1 y 4).

En la Figura 6 se presentan las curvas comparativas entre los
grupos 2, 3 v 5 (dosis de 0.2 g/ml) y en la Figura 7 las curvas
comparativas entre los grupos 1, 4 y 6 (dosis de 0.1 g/mi), con lo cual se
puede ver que siendo el mismo principio activo se cuenta con diversas

biodisponibilidades.

" htip-/fwww.fda.gov/eum/fda/infores/guidelines/guida64.pdf.



Estos datos fueron analizados utilizando el paquete computacional
PKAnalyst, posterior al analisis de los diversos modelos, se eligid €l modelo
cinético que proporcionara una mejor confiabilidad estadistica a los
resultados obtenidos (R = 0.9}, que en este caso fueron los modelos 3 y 5,
si los datos de las concentraciones plasmaticas se unen entre si por lineas
rectas en todos los casos, se presenta una caida drastica entre 0.75y 1.5
horas y las concentraciones regresan a los niveles esperados a las 3 horas.
Estas variaciones se pueden observar en las Figuras 8, 9, 10, 11, 12y 13
Este fendmeno no se detecta en dos de las presentaciones, el farmaco
utilizado como original enrofloxacina al 5% (grupo 6)I! y una sal de

clorhidrato de enrofloxacina en presentacion al 20%?2.

En la Figura 14 se muestra graficamente que los valores obtenidos
de la prueba de Bennnet et al (22) por grupo y entre los grupos no son
estadisticamente significativos (P> 0.05) entre si, a excepcion de el grupo 5
(P< 0.05) €l cual si es significativamente diferente a los otros 5 grupos,
pero este analisis solamente se refiere a los valores de concentraciones
plasmaticas sin tomar en cuenta el tiempo de muestreo. Apoyandonos en
los programas antes mencionados se obtuvieron los valores comparativos
cinéticos de los 6 grupos, tales resultados se encuentran contenidos en el
Cuadro 5. Tomando en cuenta los valores antes mencionados se puede
decir que, los resultados obtenidos son estadisticamente significativos,
encontrandose una P = 0.0001 en la comparacion entre grupos vease

Cuadro 6.

! Bayer, de México SA de CV. Y una sal de clorhidrato de enrofloxacona
? Piroflox 5% solucién concentrada®. PiSA agropecuaria S.A. de C.V.

(3]
)



6.2. Concentraciones minimas inhibitorias.

Los resultados obtenidos de las resistencias bacterianas a
enrofloxacina en diversos estados de la Republica Mexicana se encuentran
en el Cuadro 7. Tomando como punto de inflexion 0.5 pg/ml (para la
ciprofloxacina de acuerdo a la NCCLS), se obtuvo un 57.6 % de resistencia

para Campylobacter sp. y un 53.3 % de resistencias para Escherichia coli..

33



7. DISCUSION:

Durante la fase de sangrado se trataron de mantener las condiciones
Optimas y la mayor precisién posible, tanto en la dosificacién como en la toma
de muestras. Dada la velocidad que es requerida para realizar las maniobras
fue necesaria la ayuda técnica de 4 personas y un coordinador, anotando los
tiempos exactos de sangrado con respecto al instante de la dosificacién.
Adicionalmente al terminar la administracién de enrofloxacina algunas aves
llegaron a regurgitar parte del medicamento depositado directamente en el
proventriculo, estos animales fueron eliminados del protocolo. Los tiempos de
sangrado debieron haber influido poco en la variabilidad biolégica antes
mencionada, en virtud de que la variacién en el tiempo de toma de muestras
fue notablemente breve. Habitualmente los sangrados entre aves de un

mismo grupo no difirieron mas de 2 — 3 minutos.

Posteriormente, el manejo de los sueros fue rapido y bajo conservacién
fria (4 °C), a pesar de que es reconocida la estabilidad de la enrofloxacina a las

condiciones ambientales estandar.

En lo referente a la prueba de Bennet et al {22) se constatdé que es
posible generar datos repetibles con un minimo de error intraensayo (P=
0.0001) y una recuperacién cercana al 100 % (27). Uno de los unicos
inconvenientes que se observaron y que se solucioné inmediatamente fue que
al incubar las placas se producia una condensacién que en algunas ocasiones
llegd a provocar problemas al momento de la lectura de los halos de
inhibicién. Esto fue solucionado colocando papel filtro estéril en la tapa de
aluminio a fin de absorber el agua de condensacién, impidiendo que esta se

precipitara sobre el agar.
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L



Durante el procesado de los sueros se corrieron las muestras
coordinando su realizacién en un mismo dia para un tiempo de muestreo
determinado de todos los sueros en todos los grupos, con el fin de evitar

cambios metodologicos.

Se ha descrito {23, 28) que la confiabilidad del método utilizado es
similar al logrado con HPLC (high pressure liguid Chromatography), con la
ventaja de que el costo es mucho menor y se procesan las muestras mas
rapidamente. Esta técnica, sin embargo, solo detecta la o las fracciones
activas y no distingue la presencia de metabolitos inactivos. Empero, para el
enfoque clinico de este ensayo, resulta prioritario lo primero y poco relevante

lo segundo.

Considerando que en la avicultura moderna, las aves son criadas bajo
condiciones extremadamente intensivas, utilizando el minimo espacio vital
posible durante 35-40 dias para alcanzar el maximo crecimiento y produccion
posibles, casi cualguier problema infecto-contagioso se disemina rapidamente
reduciendo el margen de ganancia o bien causando enormes perdidas
econémicas!. Evidentemente, la mortalidad, la morbilidad, las ganancias de
peso e indices de conversion son las variables econdémicas maéas sensibles de
estas explotaciones. De tal suerte, si se requiere evaluar la eficacia clinica de
un antibacteriano en avicultura, se deben ponderar ademas de la eficacia
clinica per se estas variables como parte esencial del analisis de eficacia y de
la relacién costo:beneficio. No obstante, no son pocas las situaciones en las

gue el veterinario no contempla este aspecto integralmente.

Dada la velocidad de los eventos que se pueden suceder en la
produccién avicola, a menudo no se medica en funcién de un diagnéstico
preciso, sino como respuesta a una percepcién empirica de que esta por

presentarse un brote de alguna enfermedad en la parvada. Como no es posible



permitir que una parte de la parvada se desarrolle sin medicacién y sirva de
testigo no tratado, nunca llega a saberse en realidad si la intervencién
antibacteriana fue oportuna o tan solo fue una percepcién de que se evité un
problema mayor, a este tipo de medicacién se le denomina metafilactica2. Asi,
la combinacion de la presidon comercial por hacer de la avicultura un negocio
cada vez mas rentable v la amplia disponibilidad de la enrofloxacina han
hecho que se utilice este recurso antibacteriano no solo de manera terapéutica
como lo indica la FDA en Estados Unidos, sino de forma metafilactica y aun
“preventiva. Las posibles consecuencias negativas para la salud publica
entonces serd la generacién de resistencias bacterianas y la disminucion de la

eficacia clinica de esta molécula a corto o0 mediano plazo en medicina humana.

En el mismo sentido, cabe mencionar que resulta mas grave aun
utilizar a la enrofloxacina de manera “preventiva” mediante el uso de

premezclas.

Las especies de Campylobacter son causantes comunes de diarreas en
humanos teniendo posiblemente una mayor importancia epidemiolégica
incluso que Saimonella y Shigella juntas (7, 10, 29, 30). En algunos casos la
diarrea inducida, no requiere la aplicacién de antibacterianos, pero en
pacientes en los que el problema perdura resulta esencial su uso. La
campilobacteriosis es considerada una enfermedad zoonética y entre sus
reservorios se cuentan a las aves, los cerdos y las cabras. En estudios
efectuados en Europa en los afios de 1982-83 no se encontraron cepas
resistentes a ciprofloxacina ni en humanos ni en aves. Sin embargo, en 1987-
89 las resistencias se volvieron algo comun. Muchas enterobacterias
incluyendo Salmonella spp. y Shigella spp. siguen siendo altamente

susceptibles a ciprofloxacina, pero Campylobecter spp. a generado ya

l http://stirrup.home.texas.net
° Medicacion aplicada al detectarse los primeros signos de enfermedad en una parvada

' (ht1p:/980409 htmBy Jill Lee April 9, 1998 )




resistencias teniendo unos valores de CMlgg de 0.25 a 0.5 pug/ml (31). En el
Cuadro 8 se presentan las diferencias entre la susceptibilidad bacteriana a
enrofloxacina en aves y en el hombre; en el Cuadro 9 se detallan los patrones
de las concentraciones minimas inhibitorias de varias especies de
Campylobacter sp. y en el Cuadro 10 se resume la distribucion de las CMls de
123 aislamientos de Campylobacter coli y 202 aislamientos de Campylobacter

Jjejuni de origen animal y humano en Dinamarca.

Se menciona que el aumento de la resistencia puede provenir del uso de
compuestos quinolénicos, en particular de la enrofloxacina. No obstante, no se
puede excluir la participacién del uso de la norfloxacina, ciprofloxacina,
enoxacina y otros muchas {fluoroquinolonas en los tratamientos para
campilobacteriosis humana y otras patologias (1, 7, 31}. Es de destacarse que
la enrofloxacina fue finalmente aceptada por la FDA en 1999 para su uso en
problemas especificos en la clinica de aves. Esta aprobacién requirio casi dos
décadas y entre las razones de mas peso para generar esta tardanza esta el
temor, fundamentado en ocasiones en hechos, de que las cepas bacterianas
resistentes pueden pasar a los consumidores y provocar que los tratamientos
con ciprofloxacina en el hombre se vuelvan ineficaces. Asimismo, se ha
encontrado que las resistencias a las quinolonas en la industria avicola se
encuentran en un rango de un 28% para la enrofloxacina y un 50% para el
acido nalidixico {31, 30). En México a pesar del uso intensivo que se le ha
dado a la enrofloxacina no existen estudios suficientes que aporten datos de

las resistencias generadas por la misma o por cualquier otra quinolona.

Se ha estimado que la frecuencia de generacién espontanea de
resistencias bacterianas a la enrofloxacina es extraordinariamente baja;
cuando mas 1 bacteria por cada Ix 1012 bacterias expuestas a una
concentraciéon subterapéutica (1, 32, 33, 34). Empero, dados los factores
mencionados y considerando que es el farmaco mas vendido en México para

tratamiento de enfermedades en el agua de bebida, la situacién puede variar.



La valoracion de las concentraciones minimas inhibitorias de
enrofloxacina para Escherichia coli y Campilobacter sp indican que es factible
asumir que los patrones de resistencias han aparecido en México. Esta
apreciacion empirica se basa en los altos porcentajes de resistencias
encontradas en las pruebas efectuadas en los estades de Querétaro, Celaya,
Torreon, Morelos v Guadalajara, donde se encontré que considerando un
punto de inflexiéon de 0.5 upg/ml (para la ciprofloxacina de acuerdo a la
NCCLS), se obtuvo que un 57.6 % de las cepas estudiadas de Campylobacter sp
son resistentes a enrofloxacina vy un 53.3 % de las cepas estudiadas de

Escherichia coli son resistentes a enrofloxacina.

Para que la enrofloxacina y las fluoroquinolonas tengan una mayor
eficacia, se les debe medicar en forma de bolo* (en los anexos 7, 8 v 9 se
mencionan algunas caracteristicas relevantes del tracto digetivo en aves),
procurando una concentracion plasmatica maxima {Csmax) en el menor tiempo
posible (tmax) (36, 37). Es esta una de las razones por las cuales no se permite
el uso de la enrofloxacina en premezclas en paises como Estados Unidos de
Norteameérica y Canada 5,6, En funcién de esto, a la premezcla se le considera
como una presentacién farmacéutica equivocada, susceptible de generar la
aparicion de cepas bacterianas resistentes a los antibacterianos mas potentes

de la historia, las fluoroquinolonas, en especial la enrofloxacina. ( 38, 39)

Resulta aparentemente congruente decir que la eficacia de un farmaco
depende de la dosis administrada, la susceptibilidad del patégeno al mismo y
de si se logran mantener las concentraciones minimas inhibitorias u optimas

antibacterianas en la sangre y los tejidos (40}. Empero, muchos otros detalles

* Toda la dosis del dia en una sola toma o inyeccion,
* http/www fda.govicvm.
¢ hitp:/antimicr htm Thursday, January 14, 1999




tendran que tomarse en cuenta; por ejemplo: si el antibacteriano tiene accion
en el medio celular especifico si el consumo de agua de las aves enfermas no
ha sido alterado. Al respecto, vale la pena destacar que la mayoria de los
célculos de consumo de agua proviene de observacionés en aves sanas (41,
36), en muchas ocasiones se medica junto con aditivos minerales, los cuales
se ha demostrado que disminuyen la biodisponibilidad del farmaco {(42). Por
tanto se debe ajustar la dosis o concentracion del farmaco que el médico
coloct en el tinaco o el dosificador a dicha variable. Es menester considerar la
calidad del agua también como ya se menciond v si las instalaciones de la
tuberia son las adecuadas. Adicionalmente, en México se presenta la
necesidad de ponderar si la presentacién farmacéutica tiene la calidad
necesaria. Para la enrofloxacina, se ha demostrado una enorme variacién en
los componentes de las presentaciones farmacéuticas, incluso anadiendo
moléculas afines como ciprofloxacina (3, 43). Pero mas grave aun es el hecho
de contar con una variedad de calidades de la enrofloxacina per-se. A la fecha
se puede contar con enrofloxacinas de origen chino, hindt, espafol, aleméan,
brasilefio, etc., y diversas formulaciones, todas ellas con potencias
notablemente distintas . Como a menudo ocurre con los farmacos, existe una

correlacion directa entre precio y calidad del principio activo.

Asi, el escenario que se puede presentar en una explotacién es la
aplicacién incorrecta de la enrofloxacina, con un resultado clinico negativo
que provoque la especulaciéon de que se ha generado resistencia bacteriana del
agente a tratar, cuando en realidad la aparente ineficacia de este agente tuvo
otro origen. Por ejemplo, se pueden haber sumado los errores al aplicar
enrofloxacina de baja potencia, en un tinaco de lamina galvanizada, que no
tiene tapa y que expone a la luz ambiental a la enrofloxacina, no se purgaron
las tuberias y el agua utilizada en la explotacion es de elevada dureza.
Adicionalmente, no se restringe el agua (0.5-1 hora) y las aves no la ingieren
con avidez para lograr la administracién lo mas parecida a un bolo, situacion

ésta que puede significar la diferencia para muchos antibacterianos y en
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especial para la enrofloxacina para la que es mas conveniente tener un valor
elevado de Csmax que una permanencia prolongada en el organismo (1, 29, 32,
44). Ademas de estos errores, es comin encontrar que el veterinario se le
ocurra combinar a la enrofloxacina con otras sustancias en el tanque, practica
que muy a menudo resulta en la neutralizacién parcial de la enrofloxacina
dado que la molécula es relativamente reactiva (36, 44). Con este panorama la
confiabilidad o reproducibilidad de respuestas clinicas al antibacteriano mas

potente destinado para medicina veterinaria, sera entonces, muy baja.

La enrofloxacina  (1-ciclopropilo-7-(etilo-1-piperazinilo}-6-fluoro-1,4-
dihidro-4-oxo-3-acido quinolincarboxilico) es un derivado fluorinado del
nucleo quinolino-acido carboxilico que fue desarrollado para uso exclusivo en
medicina veterinaria (45). Tiene buena absorcion en gran variedad de
animales domeésticos después de su administracion oral o parenteral. Su alta
biodisponibilidad y buena penetracion en los tejidos, resulta en buenas

concentraciones plasmaticas (27, 37, 31, 45).

En el Cuadro 7 se detallan los valores farmacocinéticos encontrados por
varios autores. La enrofloxacina es parcialmente matabolizada en el higado a
ciprofloxacina, un farmaco de gran uso terapéutico en humanos. La excrecién
renal es su mayor ruta de eliminacién, tanto por filtracién como por excrecidén
tubular (37)

Los estudios farmacocinéticos han demostrado que las concentraciones
de enrofloxacina en el suero y en los tejidos se encuentran arriba de
0.25ug/ml en los CMI's de la mayoria de los microorganismos Gram negativos,

validando asi su eficacia (1, 37)
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La evaluacion de la farmacocinética de enrofioxacina después de
inyeccion intravenosa de 10 mg/kg en un modelo de dos compartimentos
muestra que primero se distribuye en tejidos perfundidos y sangre (fase de
distribucién rapida) con una vida media de distribucién (T%a) de alrededor de
5.58 min. Sus volimenes aparentes de distribucién son elevados (v.g., Vdss =
voliimen de distribucion en el estado estable, 2.43 1/kg v Vdauc = volumen de
distribucion area, 2.7 1l/kg), lo que indica una gran distribucién de
enrofloxacina fuera del plasma (37, 31). La vida media de eliminacién (T%2f)
observada en aves fluctia entre 4.05 hrs y 10 horas (7, 43), sin embargo en
este ensayo la vida media para todas las enrofioxacinas evaluadas fluctua
entre 12.5 y 5.58 hrs, con lo anterior se puede mencionar que se garantizan
concentraciones tisulares importantes, al menos, por 24 horas. Los valores
tan prolongados de la T%f se atribuyen al bajo grado de filtracién glomerular
en aves con respecto al de los mamiferos (45). El porcentaje de transferencia
de enrofloxacina del compartimento central al periférico ocurre,
aparentemente, de manera tan rapida como en direcciéon inversa (Kiz2 v Kz1), lo

que confirma su elevada difusién y liposolubilidad (7, 29, 45 ).

La velocidad de absorcidon de la enrofloxacina es mas rapida posterior a
la aplicacién subcutanea o intramuscular en comparacion con la oral (T% abs
IM = 0.37 h; T% abs SC, 0.36 h y T% abs PO, 0.92 h). Se calculan los
porcentajes de biodisponibilidad en: IM = 87.51%; SC = 80.78% y PO =
S59.58% (7, 29). En este ensayo no se determina la biodosponibilidad de la
enrofloxacina por la via oral dado que no se realizd una cinética intravenosa,
pero si se comparan las blodisponibilidades promedio obtenidas cuando €l
farmaco se aplica en dosis de 0.2 g/ml o dosis de 0.1 g/ml. En este sentido se
obtuvo una Csmax mayor (426 %)en los antibiéticos aplicados a dosis de 0.2
g/ ml sobre los que aplicaron a dosis de 0.1 g/ml. Pero en 1o que respecta a la

TY2B fue similar en los 6 grupos, encontrandose también que los 4 productos

no son bioequivalentes (P= 0.0009, en cuanto a diferencia entre grupos).
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La rapida absorcién y buena biodisponibilidad de la enrofloxacina le
confieren una notable ventaja en casos severos en los que las aves
disminuyen drasticamente su consumo de agua. En el higado se alcanzan las
concentraciénes maximas de enrofloxacina, seguido de pulmén y rindn y la
mas baja en cerebro {(42). De acuerdo con algunos estudios la enrofloxacina
desaparece completamente de todo el tejido después de 3 dias; sin embargo, el
periodo de retiro de rastro en Estados Unidos es de 12 dias. Si se considera
una T¥fB de 10 hrs, entonces el tiempo de retiro sera de 200 hrs (8 dias
aproximadamente) conforme a lo descrito por Sumano y Ocampo (1) quienes
proponen 20 T¥:p de retiro para los farmacos con cinética de primer orden y

sin fase de eliminacion (v} (32).

Cabe destacar que no se encontraron notables diferencias en la TP
entre las enrofloxacinas evaluadas, aunque en particular una de las
enrofloxacinas similares (grupo 5) presentd una T%B diferente a los demés
grupos ( grupos 1, 2, 3, 4 y 6). Resulta factible pensar que estas diferencias no
pudieron haberse dado por la identidad quimica del principio activo, dado que
el analisis de identidad y concentraciéon que se realizdé mediante HPLC reveld
la pureza y confiabilidad de las presentaciones usadas. Sin embargo, es
posible que los vehiculos propicien la diferencia referida, aunque se tendrian

que realizar los analisis correspondientes.

Comparando su administracién en el agua de bebida a una
concentracién de 100 ppm, con la aplicacién via IM de una dosis equivalente,
se ha observado que fueron similares los valores de Csmax ¥ la persistencia de
enrofloxacina en concentraciones plasmaticas bactericidas contra Pasteurella
spp y coliformes, aviares (37). En este ensayo se demuestra que la
administracién concentrada de enrofloxacina en el agua de bebida aumenta €l

nivel de Csmax (en proporciones extremas de 0.9 ug/ml a 3.75 pg/ml, entre el
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grupo 1 vy 2J, con lo que la hipdtesis plantecada en este trabajo resulto
verdadera. Las implicaciones de este hallazgo pueden tener repercuciones
importantes a nivel clinico dado que con la simple maniobra de reducir a la
mitad el contenido de un tinaco y agregar la misma cantidad de enrofloxacina,
se tendra un Csmax mayor y con ello una eficacia que puede pasar de buena a
excelente o de ineficaz a eficaz en virtud del conocimiento de que el doble de la

CMI se convierte en concentracién optima bactericida.
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Figura 1.- Formula estructural del acido nalidixico.

Figura 2.- Formula estructural de la enrofloxacina
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10. CUADROS




Cuadro 1.

Concentraciones minimas inhibitorias de diversas bacterias a

Enrofloxacina

Bacteria CMIs, CMI, x CMI |
(ug/ml) (ug/mi) (1g/ml)

Escherichia coli * * 0.06
Klebsiella sp * * 0.06
Salmonella sp * * 0.03
Proteus sp * = 0.25
Serratia marcesens * * 0.12
Citrobacter sp * * 0.25
Yersinia sp * * 0.01
Campylobacter sp * * 0.25
Pseudomona euroginosa * * 0.75
Brucella canis * * 0.25
Bordetella bronchiseptica * * 0.50
Haemophillus sp * * 0.03
Pasteurella multocida * * 0.02
Pasteurella haemolitica * * 0.008
Vibrio parahaemolitycus * * 0.06
Treponema hyodysenterice | * * 0.20 |
Bacillus serus * * 4.00 N
Staphylococcus aureus * * 0.25
Streptococcus sp * ¥ 0.12
Corynebacterium pyogenes 1 * * 0.75
Listeria monocytogenes * * 0.75
Erysipelotrix sp * * 1.75
Mycoplasma sp * * 0.06
Actinobacillus sp * * 0.25
Bacteroides sp * * 0.03
Clostridium perfringens * * 1.60
Chlamidia psittaci * * 0.50
Mycoplasma hyopneumoniae 0.025 0.01 0.25
Mycoplasma dispar 0.05 * *
Mycoplasma gallisepticum 0.39 0.10 *
Campylobacter coli 0.25 4 *
Haemophilus paragallinarum 0.015 0.001 *
| Campuylobacter jejuni 0.25 0.39 *

* - no sc tiene informacién al respecto
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Cuadro 3.

Ensayos de recuperacién de enrofloxacina

Promedio

Desviacion estandar 0.1732 3.644
8 7.8 97.5
8 8.2 102.5
8 8.1 101.25
8 7.8 97.5

Promedio 7.975 99.687

Desviacion estandar 0.2061 0.173
10 10.05 100.5
10 10.1 105
10 9.9 99
10 9.7 97

Promedio 9,937 100.37

Desviacion estandar 0.179 3.40
15 14.9 99.33
15 15.2 101.33
15 14.7 98
15 14.9 99.33

Promedio 14.925 99.5

Desviacion estandar 0.206 1.374

Media 99.64
B + DE 0.974

63



¥9

0000 £6'C LER'O | Sev'Tl 000°0 £€6'C 680°0 ¢9'0 6e1°0 10’8 #61'0 cL'8 144
6P1'0 (4] £60'c | SG6'61 9600 A €610 68’8 6610 ST01 3€T0 6L°6 A
1990 $89'8 0L9C G081 10170 G858 8290 LE9'6 00L'0 S0t $09°0 786 o
908°1 ¢SS'IT 06T | 8EVLI 916’0 | TSS'IIT el vi6'Cl YoOp'1 OvCEl 90¢'1 96°¢Cl 9
Syo'e | ovlTl 0ES'E | LoL'el OLT'T 9Ll FPEC LO°GY eLe'T | 9SF9I 8807 PLPI €
LO00'C | ¥54°01 L0C’E 89°L1 0FL0 ¢ ¥SL01 FRAN POT+1 +OF'1 8LL'CT 891 LPel S
0061 SELTI 0LE°T 1991 2081 SeLCl 9L1°2 Fee'SI 966°1 vevel 9zo6'0 oIt SL'0
70L0 186'%1 1 P! L¥8¥I 0ST'T 186°¢1 €0 6¢C ST I1S4°€ | +T091 $80°1 6911 o
{uazun) (tru) (o) {urm) {vre) ()
{tr/8n) wo | UORIQMWUT | {u/8r) wo (| UQIOIUUL | (yuu /g we | VQIOIQIUT [ (fuwe/Jed) vo | UQMIQMEL | ([uif3i) uo | UOWIQIVE | fjou/3d) ue | ROOIqIYUT
wejodenxzy | ISP OB8H wejodenxy | 3P OleH pejodenxy | 9P OBH wejodenxy | 9P OBH wejedenxyg | 9P O[EH weppdenxy | 2P ofeH SVAOH
odiiy. . . podmzp: g aduin Z odnip 1 odnag odwary,

1e8e uUs UOISWIP 10d BUIOEXO[JOIUD P BUBIIS)OEGIIUE BIORD]Jd B[ ap Iepue)sa [op epeisnfe ugsaidarx

ap eAIND pun uv uworoeoderyxs op Ijsed e SLPIUDIGO ‘SIAR US BOLIPS BUIDBXO[JOIUD 9P SOUOIOBIJUIIU0D

p oxpen)




€9

g oipen)d

. (o -

5960 8L6°0 0¢6°0 0670 LS80 986°0 b5y
swmn

£e's 90'9 8C°¢ 89'¢€ 9¢'v +'9 SUIpIsIYy
1101 SO ¥8C L6 vC 198 L4 0L 8T'EL DNV
96’81 0I89% 6’9 ce'sl 09Il €Sl onv
{sexoy)

b 0 ¢'1 cH'C € CL'1 it e |
{jwm /3n)

e +'9 ST +'C GL'E 60 DENsSD
(sexoy)

S'S 8 S c'S 14 S'b . qeuy
- (seaoy)
S0 S0 S0 £8°0 bt #

et'c IT'1 LLE 81 £49VY]

6L'1 LC'1 YA A oaab: !

9Ty 1S 9 b L8'T !

fw&@ﬂu@ ¢ odnin 7 odnun 1 odnuin s[qeLrep

Isdreuyid ewrersoxd
19p oipawi 10d S0AE US PUIOEXO[JOIUD P SLOLIPS SOUOIOBIJUIOUOD SB[ IP SOPIUII(O SOJIJIUID SIIO[EA




99

98's 00°SZ = 00°C — 00°8Z IsAg
9g°'s 00°SZ = 00'E - 00°8T £sag

- S00°0 > d PelIaqI[ 9p SOpeIS § U00 688°9T = H < -1 Brled
- 'S 0S°ZTZ = 0S°S ~ 00°82 I1sag
bb's 0S'TT = 09°S - 00'8T QSA g

S00'0 > d pelIaqI[ op SopeIZ § U0D [9L'ST=H '~ eigd
ob'S 0S°'LI= SO'S - 00'ET I1sag
o9's 0S'LI= SO'S - 00'EZ 9SAT
ob's 0S'ZZ= S0'S - 00'8ST I1sAg
9p'S 0S°'2Z= SO'S - 00'8T g9 sag

V L 7'900°0,> d'PRIIOqI] AP SOpPBIZ § U0D $OS'8T = H °-s) vled
L8'S 00°'0Z = 00'E€ ~ 00°EZ psag
LS'S 00°0Z = 00’8 - 00'8% 18AS
LS'S 00°SZ = 00°€ ~ 00°8T psag

" .S§00°0 >-d PEMII °p SOpeId § U0d TEO SEE°'8T=H DINV ®vied

og'e 00°'0Z = 00'€ - 00'ET vSAg
98'S 00'0Z = 00'8 - 00°8Z 1sAaSg
9g'g 00'SZ = 00°'E - 00°'8Z psag

LR G00°0 > d'PEIIqI] 9p sopeIS § uod TEO'SZ = H  UUs) eied
9g°'S 0I'IZ = 06'S ~ LT £saY
9g°'g 06'1Z = 01'S ~- LT TEAT

6000 > d PeIIq]I op-sopeid g oo L8g'bT = H g%l eied
0%'S | 0T'LI =00'8-0T'ST gsag
9¢°'g 0Z'1Z = 00°8 - 02T°ST 1sSAg
9g'S 08'LT = 00’8 ~ 08'ST gsag
08'1IZ = 00 ¢ 08'SZ

S3AE UD BOLIYS BUIDEXO[JOIUS P SEOIIUIO SB[ op OAIjeIeduIod ODIISIPRISH
‘g oxpen)



'STO06CO'0  ‘STOSIHSO0 ‘STIRLZO0  ‘SLRILITO ‘STISTI 0
‘CLEPET'O ‘STIC0 ‘SL89P'0 ‘STO0 ‘SLEA0 ‘STT ‘SA8'T ‘ST ‘CL'E ‘G :sepezijeal seuoisnjig

GL'€GT L8
9g .81 €0 ‘ST L8'T ‘€T0 ‘€T0 ‘TS0 ‘TE0 6 erelefepens
YR AN
0¢ GT'T 1€0 | ‘ST'1‘ST'T ‘IE'0 ‘€20 ‘€T 0 ‘€T 0 6 SO[2I0]
GL'€ ST CT LT
ze L8'T €Z'0 | 'ST'T ‘eT'0 ‘ST°0 ‘S1°0‘ST'0 ‘€20 oT ugalia],
.8'1 ‘G’
6C STl €C'0 | ‘ST1 ‘ST'T ‘€T°0 ‘€20 ‘'€T'0 ‘€T0 8 NG R
m.wnm.m «m.m
Ge /80 | €20 | ‘€6'0 ‘T90 ‘€T 0ST'0‘IT'0‘11°0 6 ore}aIsnd
1€ /8T I1€0 [ST'STL8T‘SCIL0 ‘€T 0 ‘€C0 L eieferepeny
SL'e ‘08T
6C 181 €0 | ‘481 ‘290 ‘€2°0 ‘€2°0 ‘€0 ‘1£°0 3 SO[RION
Sz °'S'C ‘ST
0¢ 18T IE€0 | 4871481 10 1€0‘I€0 ‘€T 0 6 UQaII0 ],
L8'T°'GL'e'S'e ST L8 T L8]
Ge .81 €C°0 | ‘€20 ‘€Z°0 ‘CT0 ‘€T0 ‘€T°0 ‘€20 Al BABIDD
GL'€ ST ST ST
'£8°'1 '€2°0 ‘€2°0 ‘€T°0 ‘€T°0 ‘€T'0 0JE}21900

BUIOEXO[JOIUD ® SEURIIIIOE( SEIOUDISISOY

L, oxpend



11. ANEXOS




ANEXO 1

PK Analyst Model #3

One Compartment with First-Order Input and First-Order Output

KAB elim RS
0 5> 1 —

Independent Variable: Time

Dependent Variable:  Concentration

Parameters: Volume, Dose, K i, K4

Calculated Quantities: AUC, Kelim_half K4 B _half TConc Max:
Conc Max, AUMC, Residence time,
AUC to_last T, AUMC it last T,
Residence time_to last T

Equation:
_ , Dose e K oTi K, eTi
Concentration(Time) = AE Kenm®Time _ oK gpTime
VOlume AB - Kelim
Synopsis:

This model allows the elimination rate, K, lim» the absorption rate,
K yp, and the ratio Dose/Volume to be found given a number of

measurements of the concentration in the compartment over a period
of time. It also reports the area under the curve, AUC, the half life of
elimination, K[, half; the half life of the absorption, K 4p half; the
time when the concentration reaches its maximum, T, Conc Max, the
maximum concentration, Conc Max, the area under the moment
curve, AUMC, the residence time, Residence_time, the area under the
curve to the last time point, AUC_to_last T, the area under the
moment curve to the last time point, AUMC to_last_T, and the
residence time to the last time point, Residence_time to last T.
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ANEXO 2

PK Analyst Model #5
One Compartment with Equal First-Order Input and First-
Order Output
K AB Kel im
0 — 1 —>>

Independent Variable: Time

Dependent Variable:  Conceniration

Parameters: Volume, Dose, K4p

Calculated Quantities: AUC, KAE palf. TConc Max, Conc_Max,
AUMC, Residence_time,
AUC to last T, AUMC to last T,
Residence_time_to last T

Equation:
_ _ Doseo K ;. #Time _y _orume
Concentration(Time) = AE g~ KageTim
Volume
where K ,; = K3 = K ;i
Synopsis:

This model allows the elimination rate or absorption rate (the two are
equal in this case), K yp and the ratio Dose/Volume to be found given
a number of measurements of the concentration in the compartment
over a period of time. It also reports the area under the curve, AUC,
the half life of the elimination or absorption, KA paf, the time at
which the maximum concentration is reached, TCoue Max the

maximum concentration, Conc_Max, the area under the moment
curve, AUMC, the residence time, Residence_time, the area under the
curve to the last time point, AUC to_last T, the area under the
moment curve to the last time point, AUMC to last T, and the
residence time to the last ime point, Residence _time_to last T.
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ANEXO 3

Muestras 3 eniragas de Enrofloxacino Fecha de Analisis: 14 v 15 Enero 2000
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Anexo 4.

Relacion de pesos de las aves / dosis. Por gurpo
Peso(ke) | Dosis(mt) [Pesogkg)1 Pe TDGSIs(ml). | Peso(kg) | Dosis(mi). ﬁ%{)(kﬁ)‘ Dosis (i) [PESO(ke) [Dosis(mI);
L E7] B ) I 5 YT R 7 —0%71[ 71 53 I % 751 I X5
.79 79| 0578 289|  0.758 0.956 438 002 7.02
0846 846 0.75 375 0824 0856 438 0.71 71
0861 861 0.64 32[ 068 37 ] 0] 0848 327 o0&z 82
0759 759 0886 F43) 0702 331 0.63 63| 0.703] 3515 0827 837
0 866 866] 0871 4355 0871|4355 064 64| 068 34 065 63
0.758 758]  0.908 754 052 28 0899 399 0702 350 0.64 )
0824 824 082 31 082 4] 0843 g5 o071 355 065 65
068 G8[ 0899 4495 0899] 4495 082 82 0827 4135  0.861 861
0.702 702|088 3215 0843 4215|0745 745 099 495 04835 €33
0827 827|  0.745 3725 0745 3725 0.9 79[ 061 3.05] 0346 846
0.71 71 059 395 1014 507 0.832 §33] 0871 4353 0.61 6.1
059 99 0832 416] 0996 493 03849 845 0638 34 062 62
0.836 836 0.79 395 099 495 0955 955 063 3I3) 0832 832
0703 703]  0.849] 4245 03836 42E[ 0.866 366 067 335 0827 827
0848 348 03861 4305 0.848 424] 0861 861 063 315 0824 €24
0.68 68[ 0759 3795] 0827  #135] 0849 849 0843 4213 079 79
0.762 762 757 285 071 355 0824 §24] 0824 ERT) 077 7.7
0768 768]  0.758 379 071 355] 0827 827] 0%z 41 0768 768
0.764 704 0824 i12] 0703] 3505 0.79 79 0.758 3] 0762 762
0628 628 0.68 34| o070z 3510759 759 0.68 34 0759 7.59
0899 899 6702 351 068 34| 0758 758] 0.702 331 071 71
0584 334 0827|4135 068 34 o702 702] 082 71 0721 721
0914 914 0.7 35 0002 331 068 68 0871 4355 0733 733
0.68 68 671 355| 0.703] 3515 0.68 3] 0908 754 074 74
0762 762 0.856 428 071 335 071 71] 0899 4495  0.758 7.58
0.768 768]  0.703 3313 082 FI[ 0703 703 0843 4215  0.704 7.04
0 704 704 0848 424[  0827] 4135 0.702 TOZ[ 0.745]  3.425]  G.703 703
0692 692 068 34| 075 373 082 82 06 3T o0z 702
0721 T 0702 351 0.856 428 0827 §27]  0.996 458 0.7 7
0.7 77| 0827|  4.133| 087t 4355 0848 848) 099 495 062 6.92
0.733 7.33 071 355 088 443 [ 0] 0.836 228 68 68
0835 835 073 365 0899 4495 062 62 0848 424 .68 8
07 7 072 36| 072 36 085 &35 071 355 0.658 638
0.658 .58 i 3 57 35| 0908 908  0.75 375 0628 628
074 74 0886 a43] 064 32 089 399 0877 4135 .43 63
0.76 76 0870 4355 0.63 315 0886 586] 0703] 3513 07 7
0.945 T4 0.90% 454 063 ENE L 871 068 34 075 75
062 6.2 082 4] 085 425 086 €36 068 37 0.62 62
0Es €3] 0899  4493] 0578 789 6l 61] 0702 3351 0.580 58

75



- ANE‘}XO 5 :
Whole-Model Test dil*dil*dit"dit
25 ) 25
u s 1
x“f T < ]
A
20— 8 20—
| S
[ ] ‘,‘F - -
15 - "fﬁ.
ST
“1 el
g - g
E 10 Al -
1
5 *““e‘f"f ]
S
S
ﬂ E ﬁ/i,, f 5
o j
{ T T T J 1 J 7 0 1 ) i T T I T T
Q 5 10 15 20 25 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140
halos Predicted dil*dil*dil*dil Leverage
(Analysss of Variance ) Effect Test
Source DF  Sum of Squares Mean Square F Ratio Sum of Squares F Ratio DF Prob>F
Model 4 3013.1858 753296 2722345 106.31169 384201 1 <0001
Error 65 179.8606 2767 Prob>F \
LC Total 69 3193.0464 <.0001
\ B
'y 'y
G dirdi Mra
25 25
20 20
rl
2 8
] £
5 ] 5 |
0 T T ¥ T T T T T 0 T T |
25 100 105 110 11.5 120 125 130 135 14.0 10 11 12 13 14
dil*dil*dil Leverage dil*dil Leverage
, L
Effect Test Effect Test
Sum of Squares FRatio DF Prob>F Sum of Squares ¥ Ratic DF Prob>f
L 122.39852 44.2337 1 <0001 165.02345 59.6380 1 <0001
L IU—




. ANEXO 5

25
207
1577
'E -
E
10—
5
0 I L
0 7 § 9 10
Effect Test
Sum of Squares FRatic DF Prob>F
346.26011 125.1353 1 <0001
\ S
Response: halos
Summary of Fit )
RSquare 0.943671
RSquare Adj 0.940205
Root Mean Square Error 1.663456
Mean of Response 11.831
LObscrvations {or Sum Wets} 70
-
Lack of Fit
Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio
Lack of Fit 2 116.65100 583255 58.1321
Pure Error 63 63.20961 1.0033 Prob>F
Total Emor 65 179.86061 <.0001
Max RSq
0.9802
\ -
" ™
{Parameter Estmates )
Term Estmate StdEmor tRatic Prob=|t|
Intercept 0991062 0.636418 -1.56 (.1243
dil*dil*dil*dit 087503 0014117 520 <0001
dil*dir*dil 1.616483  0.24304% 6.65 <0001
dif*dil 9253719 1.19827 172 <0001
dil 20,6345 1.844608 11.19 <0001
-
—_
[(Effect Test
Source Nparm DF  Sum of Squares F Ratio Prob>F
dil*dil*dij*dil i 1 i106.31169 38.4201 <0001
dil*dil*dil 1 1 122.39852 44 2337 <0001
dil*dil 1 1 165.02345 59.6380 <0001
dil i i 34626011 125.1353 < 0001 J
\.
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ANEXO 6

LINEARITY

A lincar relationship should be evaluated across the range (see section 3) of the analytical procedure. It may be
demonstrated directly on the drug substance (by dilution of a standard stock solution) and/or separate weighings
of synthetic mixtures of the drug product components, using the proposed procedure. The latter aspect can be
studied during investigation of the range.

Linearity should be evaluated by visual inspection of a plot of signals as a function of analyte concentration or
content. If there is a linear relationship, test results shouid be evaluated by appropriate statistical methods, for
example, by calculation of a regression line by the method of least squares. In some cases, to obtain linearity
between assays and sample concentrations, the test data may need to be subjected to a mathematical
transformation prior to the regression analysis. Data from the regression line itself may be helpful to provide
mathematical estimates of the degree of linearity.

The correlation coefficient, y-intercept, slope of the regression line and residual sum of sguares should be
submitted. A plot of the data should be included. In addition, an analysis of the deviation of the actual data
points from the regression line may also be helpful for evaluating linearity.

Some analytical procedures, such as immunoassays, do not demonstrate linearity afier any transformation. In
this case, the analytical response should be described by an appropriate function of the concentration (amount)
of an analyte in a sample.

For the establishment of linearity, a minimum of 5 concentrations is recommended. Other approaches should
be justified,

78



Anexo 7
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PH del contenido digestivo en aves con alimento en el aparato digestivo

Buche 4.57
Proventriculo 4.40
Molleja 2.60
Duodeno 5.76-6.01
Yeyuno 5.78-5.90
Ileon 6.27-6.42
Recto o colon 6.26
Ciego 5.71
Bilis 5.88

Enzimas del aparato digestivo de las gallinas

Anexo 8

Saliva Amilasa

Proventriculo (jugo gastrico) Pepsina

Molleja v extractos Pepsina

Tejido o jugo intestinal puro Amilasa
Invertasa
Tripsina

Pancreas ( jugo pancreatico) Amilasa
Invertasa
Tripsina
Lipasa

| Bilis Amilasa
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ANEXO 9

Longitudes del aparato digestivo en aves de dos edades distintas.

20 dias (cm)

Aparato digestivo completo 8.5 210
Angulo del pico al buche 7.5 20
Angulo del pico al proventriculo 11.5 53
Duodeno 12 20
Ileon y yeyuno 49 120
Ciego Recto 5 17.5

4 11.25
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