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Resumen 

A tin de evaluar la influencia del agua dura sobre la biodisponibilidad de la enrot1oxacina 

en pollos se realizaron una serie de estudios que se mencionan a continuación. 

Se preparó agua dura de acuerdo con estándares internacionales como los establecidos por 

la Organización Mundial de la Salud (WHO/M29), utilizando CaCh y MgCI2'6H 20 

ajustando la cantidad de éstas sales de acuerdo a los resultados obtenidos por el análisis de 

muestras por absorción atómica. Con esto se logró obtener agua de diferentes durezas: 

blanda de 0-30 mg/L, moderadamente blanda 31-60 mg/L; moderadamente dura 61-120 

mg/L; dura 121-180 mg/L y muy dura > 181 mg/L. Se realizaron ensayos in vi/ro con 

enrotloxacina diluida en agua muy dura para evaluar la modificación del efecto 

antimicrobiano en cultivos bacterianos y se encontró que hay un aumento de la actividad de 

la enrotloxacina frente a cultivos de E.coli. Posteriormente se realizaron estudios in si/u con 

duodeno aislado en cámaras especiales que mantuvieron viable el órgano durante 3 horas; 

se evaluó la cantidad de enrofloxacina diluida en agua desmineralizada yagua muy dura. 

que era capaz de atravesar el tejido intestinaL simulando el proceso de absorción. A pesar 

de que in ritro. el agua dura tiende a mejorar la actividad antimicrobiana. in si/u disminuyó 

la tasa de absorción de la enfO'floxacina. En estudios con animales (in vivo) se estableció 

que la absorción de la enrofloxacina es progresivamente inhibida a medida que aumenta la 

dureza del agua, probablemente debido a la formación de complejos de coordinación con 

estequiometría 2: 1 de enrofloxacina con calcio que se cree son poco aptos para atravesar 

membranas. Dado que el calcio aumenta la eficacia in vitro , pero disminuye la 

biodisponibilidad. se realizó otro ensayo en el que se administro borogluconato de calcio y 

enrotloxacina bajo diferentes esquemas de dosificación. Los resultados indican otra vez que 

el calcio interfiere con la absorción. pero mejora la actividad antimicrobiana en el plasma 

una vez que se permite la absorción de calcio. El significado clínico de la actividad 

antimicrobiana plasmática aumentada deberá evaluarse en campo antes de que se pueda 

recomendar esta práctica como promotora del efecto antimicrobiano de la enrotloxacina. 

Palabras clave: enrofloxacina, calcio. absorción, eficacia. 



Abstract 

In order to evaluate the intluence of hard-water on the bioavailability of enrotloxacin in 

chicken. a series of study-trials were carried out as follows. Hard water was prepared as 

directed by international standards (WHO/M29). Then the added amount of caIcium 

chloride and magnesium chloride was corrected according to the amounts of calcium 

obtained through atomic absorption analysis. Hence, hard water of fixed and constant 

calcium and magnesium concentration could be obtained. Using the referred hard water, an 

in silU set of tests were done in chicken duodenum to evaluate the intluence of hard water 

on the absorption of enrotloxacin. During this analysis, it became clear that hard-water 

increases in vi/ro antibacterial activity of enrotloxacin but, this same water reduced 

absorption of this drug. Having these evidences as background, it was established in \'ivo 

that the harder the water. the more pronounced inhibition of enrofloxacin absorption from 

the chickens gut. Evidence gather allows the speculation that absorption of enrotlo:\acin is 

impaired because the formation of caIcium-enrot1oxacin dimmers. that are postulated to be 

less capable of undergoing absorption from this site. How~ver. because the presence of 

calcium increases the in vi/ro antibacterial activity of enrofloxacin. another tri al was 

designed to evaluate the intluence of administering caIcium borogluconate tirst. and \vhen 

the calcium salt had been absorbed (two hours later) to evaluate whether or not the 

antibacterial activity of enrotloxacin in plasma could be enhanced. Results indicate again 

that caIcium interferes with absorption of enrotloxacin but improves its antibacterial 

activity in plasma when a time gap is allowed between caIcium absorption and enrotloxacin 

administration. The clinical meaning of this drug interaction must be evaluated in tield 

bacterial disease outbreaks before the sequential administration of these drugs could be 

recommended for clinical purposes. 

Key words: enrotloxacin. absortion. bioavailability. efticacy. 



INFLUENCIA DEL AGUA DURA EN LA BIODISPONIBILlDAD DE LA 

ENROFLOXACINA EN POLLOS 

1. Introducción 

1. Antecedentes 

En las dos últimas décadas no se han generado nuevas familias de agentes antibacterianos 

destinados para veterinaria. Se menciona que es poco viable la introducción al mercado de 

nuevos principios activos debido al costo que implica su desarrollo tecnológico y cumplir 

con todas las exigencias que se han impuesto en el mundo por los principales órganos 

regulatorios como la Food and Drug Administration (FDA). la European Medecines 

Agency (EMEA), el Codex Alimentarius de la World Health Organization (WHO). El 

último antibacteriano aceptado para su uso en animales productores de alimento fue la 

enrotloxacina (1). 

Hace más de veinte años se introdujo a México y a gran parte de Latinoamérica. la 

enrotloxacina. Este fármaco pertenece al grupo de las tluoroquinolonas y se considera uno 

de los antibacterianos más potentes descubiertos y utilizados a la fecha en medicina 

veterinaria (1). Las fluoroquinolonas son un grupo de antibacterianos sintéticos 

estructuralmente relacionados; su molécula base es el ácido nalidíxico con su núcleo 

básico, el 4-ácido quinolónico (2). La tlumequina fue el primer fármaco fluorado de este 

grupo. aprobado en México y en la mayor parte del mundo para uso veterinario en el 

tratamiento de enfermedades bacterianas en bovinos, caninos, caprinos, cerdos. pollos y 

pavos (3). La tlumequina, la enrofloxacina y otras denominadas fluoroquinolonas 

relacionadas comparten entre sí, la característica de poseer un grupo flúor en la posición 6 

(2). pero las tluoroquinolonas más modernas tienen un grupo piperazinilo o similar en la 

posición 7. lo que les confiere mejores características farmacocinéticas que la flumequina 

(3). Por su potencia in vi/ro y por sus características farmacocinéticas la enrofloxacina es el 



principal exponente de este grupo y en México es uno de los antibacteriano más usados en 

avicultura (4). 

A pesar de los 20 años de uso que tiene en México y Latinoamérica, existen diferentes 

corrientes de pensamiento en cuanto a la conveniencia de su utilización en avicultura (-'). 

Países como Estados Unidos sostienen que el uso de la éste fármaco puede aumentar la tasa 

de resistencia de bacterias clave para la salud pública (5), entre las que destacan cepas 

patógenas de E. eolio Safmonella !'p y Campylobaeter sp (1,4). Sin embargo. datos 

generados en los últimos 3 años en ese mismo país, muestran que aunque la resistencia del 

('ampylohacter sp ha aumentado. las infecciones en humanos provocadas por éste 

microorganismo han disminuido considerablemente a pesar de que el uso de enrotloxacina 

en aves ha ido inevitablemente en aumento (6). Esto ha sido presentado como argumento de 

que el uso de tluoroquinolonas en veterinaria no está promoviendo la aparición de 

problemas de resistencia de patógenos clave en salud pública. 

Inicialmente. la enrotloxacina se administró a dosis de 5 mg/kg/día usando una 

presentación al 5% y actualmente se recomienda a dosis de 10 mg/kg/día con una 

presentación comercial al 10% para lograr una concentración en el agua de bebida al 0.1 %. 

lo que en contraste a lo dicho, sugiere la aparición de resistencias bacterianas (4). Es 

posible que parte del problema de aparición de cepas resistentes se deba a la incapacidad de 

los veterinarios para lograr concentraciones plasmáticas máximas, ya que se sabe que es 

necesario lograr niveles pico máximos con este medicamento denominado concentración

dependiente (7). Así pues se puede apuntar que más que un problema del fármaco en sí. es 

su mal manejo lo que puede limitar su vida útil en veterinaria. Existen datos que sugieren 

que en condiciones ideales para la aparición de variedades resistentes, sólo una de cada 

Ixl0 14 bacterias es potencialmente una mutante que puede modificar el sitio de 

acoplamiento de la enrofloxacina en la enzima topoisomerasa II y/o IV o bien presentar una 

actividad importante de las denominadas bombas de eflujo que expulsan al fármaco de la 

bacteria (8). Sin embargo, la resistencia a nivel clínico no parece depender de la 

transmisión de plásmidos de resistencia. lo que ha limitado la diseminación de cepas 

resistentes (9). 
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Aunque en teoría la tasa de generación de cepas de resistencia para enrotloxacina es baja. 

existen factores que pueden calificarse como determinantes para la generación de dichas 

cepas. por ej: la proliferación de preparados de dudosa calidad (5,10), así como el mal 

manejo del fármaco en campo (10, 11). Como se ha comentado, se ha demostrado que para 

que la enrofloxacina tenga una mayor eficacia. se les debe medicar lo más parecido a una 

forma bolo (4,7, 12). 

Con esta práctica se pretende lograr un valor especialmente elevado de la concentración 

plasmática máxima (Cmax) en el menor tiempo posible (Tmax) (11, 12, 13); se sugiere 

incluso. elevar al 0.2% la concentración en el tinaco mediante su vaciado a la mitad. para 

que se logre con mayor seguridad el efecto de dosis bolo. esto sin aumentar los 10 mg/kg. 

Aún con estas recomendaciones, lograr una dosis bolo ideal. no siempre es posible (13). 

Una de las razones de más peso, es la calidad del vehículo de este fármaco en aves: el agua 

de bebida (1-'). 

Al igual que la mayoría de los fármacos utilizados en aves. la enrofloxacina se dosifica en 

el agua de bebida (15,16). La importancia de su calidad ha sido ponderada por los 

investigadores de farmacología (11,15) y a pesar de ello, en las explotaciones avícolas 

comerciales no se invierte en mejorarla. Las altas concentraciones de bacterias y minerales 

en el agua de bebida pueden tener un efecto negativo sobre los procesos fisiológicos en el 

ave y es factible que interfieran con el efecto de los fármacos que a menudo se le 

incorporan (11). En el caso de implementar una terapia antimicrobiana con enrotloxacina y 

con cualquier otro antimicrobiano. es factible pensar que la presencia de microorganismos 

provoque un desgaste de su potencia antes de que ocurra la absorción en el ave (17). Se han 

realizado estudios en los que se menciona que las fluoroquinolonas, reducen su eficacia en 

presencia de iones metálicos como el Ca2
+ (18) presentes en diferentes proporciones en el 

agua denominada como dura (19), la cual es muy probable que se utilice en la industria 

avícola en muchas partes de México y del mundo, por lo que es factible pensar que no se 

está logrando el efecto máximo de la enrofloxacina. 
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1.2. Características fisicoquímicas de la enrofloxacina 

El nombre químico de la enrotloxacina es l-ciclopropil-6-tluoro- 4- oxo- 7 - (4-etil- 1 -

piperazinil) - 1.4- dihidroquinolina- 3 - ácido carboxílico. Físicamente es un polvo 

cristalino blanquecino. poco soluble en agua (20). Permanece estable por años a una 

temperatura menor a los 30°C y se recomienda protegerla de los rayos ultravioleta debido a 

que es fotosensible·. La enrofloxacina puede existir en 4 formas posibles (protonado. 

zwiterion: ión básico y en forma neutra no ionizada) dependiendo del pH en el cual se 

encuentre (18). Solo se le comercializa y utiliza en medicina veterinaria . (21). La 

introducción de flúor como componente esencial de la molécula y la presencia del grupo 

etil-piperazinilo en la posición 7 permiten una penetrabilidad tisular y celular realmente 

sobresalientes que muy pocas sustancias antimicrobianas pueden alcanzar (20). Eso da 

lugar a ciertas particularidades farmacocinéticas. especialmente vinculadas a su di stribución 

(17). Sus características químicas permiten que interactúe con diferentes moléculas 

produciendo efectos diversos. ya sea cuando se le combina con otros preparados 

farmacéuticos (17) o con elementos presentes en el m~dio donde se deposita (18) (agua ó 

alimento). Se menciona que in vivo tiene un efecto sinérgico con aminoglicósidos. 

cefalosporinas de tercera generación y penicilinas de amplio espectro caliticado como 

impredecible; sin embargo in vilro , es incompatible químicamente con estos fármacos·. No 

resulta difícil encontrar que el veterinario combine enrofloxacina con otras sustancias 

directamente en el depósito de agua. práctica que seguramente resultará en la neutralización 

parcial o total de la enrofloxacina o de ambos fármacos (4). En campo llega a combinarse 

con tilosina±; pero en las bases de datos consultadas (MEOLINE, VETCO. AGRÍCOLA. 

BEASTCE. etc) no se encontraron documentos que respaldaran teóricamente. la eficacia de 

tal práctica. A comparación de otros antimicrobianos. se considera segura para aves y se 

menciona que pollitos de 1 día toleran dosis de hasta 625 mg/kgl21 días administrada en el 

agua de bebida. Sólo es probable la disminución del peso y del consumo de agua en 

comparación con aquellos que recibieron dosis normales· . 

• hltp :l/\\ \\ \\ . rua.gt1vlcvlll 
• 1:\\ it~ri nn : lllok~ lIla qu~ pns~~ tanto cargas positivas como negativ as. 
IlIlp \\ \\ \\ l'h:11' I hel .1"1.11' ()L11JIj!I,Il\'DfU!l.mL 

· Rdi;r~ncia p~rsonal: Dr . .I aime C:ortez. Av icola Texcoco. 2002. 
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1.3. Farmacodinamia 

Su efecto bactericida es dependiente de la concentración (16) y en comparación con otros 

antimicrobianos aún del mismo grupo, se necesitan concentraciones más bajas para que 

logre su efecto ·(10). Inhibe enzimas claves para la reparación y replicación del material 

genético bacteriano (16, 20), de las cuales las más importantes son la topoisomerasa 11 

(también conocida como DNA girasa) y la topoisomerasa IV (20). Se sabe que estas 

enzimas desdoblan el material genético bacteriano (DNA), el cual se encuentra en forma de 

madeja y literalmente lo desenredan convirtiéndolo en una forma lineal, que permite un 

adecuado arreglo espacial del ADN dentro de la célula bacteriana para lograr su copia y 

replicación (20). Además, interfiere con la respiración bacteriana y altera la integridad de 

sus membranas (22). El ácido carboxílico en la posición 3 y el grupo cetona en la posición 

4 son necesarios para la inhibición de dichas enzimas; los grupos químicos presentes en la 

posición 1 y 7 se relacionan con la cinética y espectro (16). 

1 A. Espectro antimicrobiano de la enrofloxacina 

La enrofloxacina es una fluoroquinolona bactericida con excelente actividad contra 

bacterias Granf y buena contra bacterias Gram + y Mycoplusmu sp • (11). No tiene atinidad 

por las células del hospedador. Resulta útil en el tratamiento de enfermedades producidas 

por bacterias intracelulares (16). En avicultura se utiliza principalmente para el tratamiento 

de colibacilosis y micoplasmosis·. Actualmente la dosis recomendada es de 10 mg/kg 

cuando el producto comercial se encuentra al 10%, con lo que se logra una concentración 

final de 0.1 % en el agua de bebida (10), pero en campo se han usado empíricamente hasta 

25 mg/kg. lo que nuevamente sugiere una reducción de su eficacia clínica (9) lo que 

pudiera sugerir el uso de preparados de enrofloxacina de dudosa calidad (10) o disminución 

de la actividad antimicrobiana en presencia de minerales (18) .. 

• http ://\\\\\\ .rda.gll\ /C\111 
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1.5. Farmacocinética de la enrofloxacina en aves administrada por vía oral 

En cuanto al comportamiento farmacocinética de la enrotloxacina en aves cuando se 

administra vía oral en el agua de bebida, se menciona que se distribuye rápida y 

ampliamente hacia la mayoría de tejidos. Su velocidad de absorción es más rápida cuando 

se administra por vía subcutánea (T 1/2 abs= 0.36 h) o intramuscular (T 1/2 abs= 0.37 h) que 

cuando se administra por vía oral (T 1/2 abs= 0.92 h) (23). Se calculan los porcentajes de 

biodisponibilidad en 59.58% (24) para la vía oral, 80.78% para la subcutánea y 87.51 % 

para la intramuscular (23). Sin embargo, existen distintos datos en la literatura y varían de 

acuerdo al autor (véase cuadro 1). 

1.6. Biodisponibilidad 

Dado que la enrotloxacina es un antibacteriano concentración dependiente (16) es 

fundamental definir su biodisponibilidad y con ello asegurar respuestas clínicas repetibles e 

ideales. Según la FDA (Food and Drug Administration) , biodisponibilidad puede detinirse 

como "la velocidad y cantidad a la cual un fármaco o componente acti vo absorbido a partir 

de la forma de dositicación que lo contiene, se hace disponible en la circulación sistémica e 

idealmente en su lugar de acción". Resulta evidente que el acceso del fármaco a la 

circulación sistémica es un proceso que puede cuantificarse fácilmente, dado que es posible 

tomar muestras de sangre y determinar la concentración del fármaco en ella (25); no así las 

respuestas clínicas dado que en ellas se presentan muchas variables de difícil control. 

A tin de detectar y cuantificar a la enrotloxacina puede utilizarse la cromatografía líquida 

de alta resolución (HPLC) (26), pero SI además se necesita evaluar el efecto 

microbiológico, se requiere la utilización de técnicas microbiológicas cuantitativas de 

actividad antimicrobiana como la descrita por Bennet el al (27). De acuerdo con Quintín 

M. ,( 1999). existe un efecto potenciado entre la enrotloxacina y la ciprotloxacina 

(metabolito) y este efecto se manifiesta como concentración real de actividad 

antimicrobiana y por ello es un método que da una perspectiva más clara clínicamente de 

los valores derivados de estudios farmacocinéticas (28). 

6 



Existen numerosos factores a tomar en cuenta cuando se realiza un tratamiento por vía oral 

en aves, ya que en conjunto o por separado afectan la absorción y biodisponibilidad de los 

fármacos ; entre se pueda mencionar a los relacionados con el principio activo. como son el 

tipo de sal y pureza de la misma, solubilidad, estabilidad y las posibles interacciones con 

elementos presentes en el medio en el que se le deposita (25), ya sea por una elevada 

concentración de minerales, bacterias o materia orgánica (11); también se encuentran los 

relacionados con el individuo, como son: tipo de ave, edad, estado de salud y fisiológico, 

por mencionar algunos (15). 

1.7. Vías de administración en aves 

Las aves pueden medicarse individualmente o por parvada; para el pnmer caso puede 

utilizarse cualquier vía conocida (intramuscular, intravenosa, oral, tópica, etc), pero en aves 

comerciales es evidente que se prefiere la vía oral. Cuando se proporciona un tratamiento se 

espera un efecto rápido (15). 

Se sabe que el comportamiento farmacocinético de cualquier fármaco varía dependiendo de 

la vía de administración; un claro ejemplo es la reducción del 87% de la biodisponibilidad 

de la enrofloxacina cuando se administra por vía intramuscular, a un 59.58% cuando se 

administra oralmente (24). Esta reducción de biodisponibilidad se acentúa aún más con la 

administración en el alimento (11). Se considera inadecuado proporcionar enrofloxacina en 

el alimento ya que no se logran los picos deseados en la Cmax (16) debido a que se sabe 

que se producen interacciones de la enrofloxacina, principalmente con minerales y porque 

la forma en que se consume el alimento no generará un efecto de "dosis bolo"(13). A la 

fecha no se ha logrado la formulación de preparados que protejan al principio activo para 

que no se vean afectadas las propiedades farmacológicas requeridas de elevadas Cmax y 

rápido tlllax (14). Por lo tanto cuando se administra enrofloxacina por vía oral, es aconsejable 

que se aplique vía agua de bebida y de forma tal que se asemeje lo más posible a una 

aplicación tipo bolo. lo cual puede lograrse restringiendo el agua antes de la medicación, 

asegurando agua fresca y limpia, bebederos a una altura adecuada, etc. (13). Obviamente 

por ésta vía y en comparación con el alimento, hay menos elementos con los que se pudiera 
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interferir, sin embargo, esto' aplica cuando la calidad del agua es muy buena, como la 

utilizada en pruebas de laboratorio, de lo contrario podemos encontrar elementos que 

desgasten el efecto farmacológico (11). Se considera que medicar en el agua de bebida es 

una práctica económica (4, 11, 13,15, 29, 30, 31 ,32). Sin embargo, si se toman en cuenta 

las fallas en los tratamientos y por ende las repeticiones de los mismos. la ventaja 

económica puede ser solo aparente. 

1.8. Calidad del agua de bebida 

Para que un tratamiento en el agua sea eficaz, se requiere que su calidad sea al menos 

aceptable y que los contaminantes se encuentren dentro de los rangos establecidos para las 

aves (31, 32, 33). La calidad del agua está determinada por varios criterios y resulta difícil 

detinir que es lo que constituye el agua de bebida de buena calidad para las aves. ya que 

muchos de los estándares han sido derivados de los desarrollados para otras especies. 

especialmente de los humanos (32). En la práctica se considera que es suficiente con que el 

agua sea clara. fresca, no tenga olor y no presente material contaminante visible (31). No 

obstante. se deben cuantificar los microelementos que pueden convertirse en nocivos. si se 

encuentran en grandes cantidades (32) amen de que pueden afectar la eficacia de un 

tratamiento. Los datos obtenidos en cuanto a las concentraciones permisibles de algunos 

elementos y de microorganismos presentes en el agua de bebida para aves. difieren en un 

rango muy amplio (15,32,33). En el cuadro 2 se resumen algunas de estas características. 

Un factor importante que debe considerarse, es que el consumo del agua varía en función 

del tipo y edad del ave, temperatura ambientaL foto periodo y procesos patológicos (30). 

Tomando en cuenta estos aspectos, es de esperarse que la dosis administrada generalmente 

no corresponde a la calculada (11). Debe señalarse que las recomendaciones que emiten los 

laboratorios respecto al uso de la enrofloxacina en el agua de bebida, no incluían 

observaciones sobre la calidad que debe tener la misma; sin embargo, dada la importancia 

de los resultados obtenidos en tratamientos con agua de dureza elevada. se han visto en la 

necesidad de implementar dentro de sus pruebas de control de calidad, la estabilidad y 

eficacia de sus productos diluidos en agua dura. 
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A la presencia de Ca2+. Mg~+ y sus sales (carbonatos, bicarbonatos, cloruros. sulfatos y 

ocasionalmente nitratos) en el agua, se le llama dureza (34,35,36). Estos metales se 

incorporan cuando el agua se filtra por las diferentes capas terrestres. El A13+ Y Fe3
+ son 

considerados como iones causantes de dureza. pero en menor grado •••. De acuerdo con el 

tipo de sal presente se le conoce como dureza carbonatada o dureza no carbonatada; véase 

cuadro 3 (34) Y la clasificación más aceptable del agua dura por la cantidad de sales se 

presenta en la cuadro 4 (34, 36). 

Cuando se requiera de un estándar de referencia sobre la calidad del agua para aves. la 

información debe tomarse con precaución ya que no se sabe en que se basan algunos 

documentos para establecer sus límites máximos. pudiendo ser muy altos; por ejemplo. se 

encontró que niveles de dureza de 1500 ppm son aceptables (32). esto se refiere sólo al 

hecho de que no produce efectos en la salud del ave. pero no se evalúa el efecto de los 

minerales implicados en los tratamientos que pudieran administrarse por este medio. Es 

importante el control de la dureza del agua ya sea por la posible reducción de eficacia de 

los productos que en ella se depositan o porque la precipitación de las diferentes sales 

puede dañar el sistema de distribución del agua. siendo la principal causa de obstrucción de 

los bebederos (31). con lo que la dureza puede llegar a convertirse en un verdadero 

problema económico para la explotación"'. 

En el presente estudio se le dio especial importancia a la dureza producida por el Ca2
+ 

debido a que se tiene como antecedente que este mineral interactúa con las 

tluoroquinolonas produciendo efectos que pudieran parecer contradictorios; en humanos 

limita la biodisponibilidad de estos antimicrobianos (22), pero por otro lado. facilita el 

ingreso a la bacteria y aumenta el efecto antibacteriano (8, 37). Así, resulta congruente 

plantear la hipótesis de que la biodisponibilidad de la enrofloxacina puede alterarse si se 

administra en agua dura; los cambios en la concentración/actividad antimicrobiana en el 

plasma pueden cuantificarse fácilmente mediante métodos microbiológicos (28) . 

••• htlp :l/\\ \\ \l . till!! . lIadl.ln:\/sanitaria!pra~ticaV . htmL 

• htlp :l/\\ \\ \\ .pl1rtal\ I:tcrinaria.comlscctillns.php"op=v il:\\ article&artid= 172 
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A pesar de los estudios realizados hasta la fecha no resulta claro que por un lado se obtenga 

una mejor actividad antimicrobiana in vi/ro con la ayuda de minerales y por el otro se 

observe una reducción de la absorción de enrof1oxacina (18). 

Es congruente asumir que es necesario estudiar el impacto clínico - farmacológico que el 

agua dura y sus iones tienen sobre la actividad antimicrobiana in vi/ro de la enrotloxacina 

así como sobre su biodisponibilidad y eficacia. 
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11. .1 ustificación 

Una vez logrado un diagnóstico preciso de que existe una infección bacteriana. una terapia 

eficiente depende del buen manejo del o los antibacterianos (11) . En particular para los 

antimicrobianos concentración-dependientes como la enrofloxacina es imprescindible 

lograr concentraciones pico (Cmax) lo más elevadas posible (13,16). Para ello se requiere 

de un manejo cuidadoso del acto de dosificar la enrofloxacina, que incluye su aplicación a 

tiempo, buen manejo el agua de bebida y tener certeza de que se usa la dosis suficiente 

durante el tiempo necesario hasta alcanzar la recuperación (11, 13). Generalmente se cree 

que se cumplen con los puntos mencionados, pero no se toman en cuenta las posibles 

interacciones. El panorama resulta confuso si se observa que por un lado se menciona una 

disminución de la biodisponibilidad de las fluoroquinolonas en presencia de iones 

divalentes (17), mientras que por otro lado se postula que la presencia de Ca2
+ y Mg2 es 

esencial para penetrar a la bacteria (8). Por lo tanto. se consideró de importancia para la 

avicultura definir la intluencia de los minerales en la actividad antimicrobiana y 

biodisponibilidad de la enrofloxacina. 

1 1 



111. Hipótesis 

La dureza del agua modifica la eficacia in vi/ro de la enrofloxacina frente a cultivos 

de bacterias que afectan a las aves. 

Puede evaluarse el efecto in silu de la enrofloxacina diluida en agua dura para 

simular la modificación de la absorción. 

Puede alterarse la biodisponibilidad en pollos de la enrotloxacina diluida en agua 

dura. 

La administración estratégica de Ca2
+ a pollos modifica la actividad antimicrobiana 

de la enrotloxacina. 

IV. Objetivos 

Evaluar comparativamente la modificación de la eficacia in vi/ro de la 

enrotloxacina diluida en agua desmineralizada y con una dureza determinada de 195 

ppm frente a cultivos de bacterias clave en la avicultura. 

Evaluar in si/u la cantidad de enrotloxacina diluida en agua desmineralizada yagua 

muy dura que es capaz de atravesar una barrera orgánica simulando el proceso de 

absorción. 

Medir la biodisponibilidad de la enrotloxacina cuando se administra a pollos en el 

agua de bebida con diferentes grados de dureza. 

Evaluar si la administración estratégica de Ca2
+ a pollos modifica la actividad 

antimicrobiana de la enrofloxacina. 
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v. Materiales y métodos 

5.1. Evaluación in vitro del efecto antimicrobiano de la enrofloxacina diluida en agua 

muy dura 

5.1.1. Preparación de agua dura sintética por el método M/29 descrito por la 

Organización Mundial de la Salud -WHO/M/29 

Se necesitan cloruro de calcio anhidro grado reactivo (CaCh), cloruro de magnesio 

hexahidratado grado reactivo MgCh . 6H20 yagua desmineralizada. Se disuel ven 

304 mg de CaC!:! y 139 mg de MgCl2 . 6H20 en 1 litro de agua desmineralizada. 

Con esta fórmula se obtiene agua con una dureza de 371 mg/L (ppm) calculada 

como ppm de carbonato de calcio CaCO)c 'J. 

5.1.2. Cálculo matemático de dureza 

De acuerdo al método M/29 se obtiene agua con una dureza de 371 mg/L; no se 

describe como se calculó tal cantidad pero puede inferirse que se determinó de la 

siguiente forma para el Ca2
+ 

a) calcular el peso molecular del CaCh 

b) determinar la concentración de Ca2
+ en éste de acuerdo a la cantidad agregada 

c) calcular el peso del CaCO) 

d) utilizando la cantidad de Ca2
+ dada por el CaCh determinar la cantidad de ci+ 

equivalente en CaCO). 

Para el Mg2
+ 

a) determinar el peso molecular del MgCI2·6H20 

b) determinar la concentración de Mg2
+ en el MgCI2·6H20 de acuerdo a la cantidad 

agregada y se aplica la siguiente formula que proporciona la cantidad de dureza 

dada por cualquier mineral diferente al Ca2
+ pero expresado en ppm como CaCOJ 

(36): 

hllp ://\\ \\ \\ . WHO. in tlc ld/docs/\\ hop~s/n .:\\ docs/m.:thods.spccs/M.:thodM29.pdf 
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ppm como CaC03= X mg/L • _....:::5,-",0 __ _ 
) + 

peso del Mg- /2 

5.1.3. Métodos para la cuantificación de la dureza 

El método colorimétrico de titulación de la dureza del agua con EDT A es uno de los 

más utilizados por la facilidad de llevarlo a cabo en campo ya que no requiere de 

aparatos. Se menciona que es una técnica confiable basada en el cambio de la 

coloración de las muestras a evaluar, dado por la reacción de los minerales con el 

EDT A Y un indicador!; sin embargo. se decició llevar a cabo el cálculo de dureza 

determinando la concentración de Ca2
+ por absorción atómica debido a que con la 

titulación con EDT A los resultados pueden variar dependiendo de la apreciación de 

la persona que realice el experimento··. 

5.1.4. Cuantificación de Ca2
+ y Mg2

+ por absorción atómica 

La absorción atómica es una técnica analítica instrumental capaz de analizar 

cualitativa y cuantitativamente hasta 67 elementos de la tabla periódica detectando 

hasta ppm. (38). 

El CaC03 es el compuesto más abundante en el agua dura (34, 35, 36), pero no 

puede cuantiticarse como tal por esta técnica ya que solamente se detecta y 

cuantifica el Ca2+; una vez que se obtienen las lecturas de este mineraL la 

concentración en forma de carbonato se determina matemáticamente (36). Este 

procedimiento se llevó a cabo para confirmar que la cantidad de Ca2
+ esperada. 

coincidía con la detectada y en caso de ser necesario ajustar la cantidad de sales para 

lograr una dureza adecuada. 

~ http://members.trip.com/dureza.htm 
•• hllp \\\\1\ . Il~t 1ll¡!l~r; I h:;.I·ll$\ II .. l).: l akl\).htn.l 
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5.1.5. Preparación de las muestras de agua muy dura para su análisis por 

absorción atómica 

Se preparó agua muy dura de acuerdo al método M/29 descrito por la Organización 

Mundial de la Salud -WHO/M/29° 0. con la cual teóricamente se obtendría una 

dureza de 371 mg/L como CaCO). Se tomó una alícuota de 10 mL. se añadieron 

aproximadamente 500 ¡..tL de HCl para eliminar cualquier partícula de materia 

orgánica y se procedió a realizar la lectura. Se utilizó un espectro fotómetro de 

absorción atómica ajustado a una longitud de onda de 422.7 nm, flama de 

aire/acetileno, con lámpara de cátodo hueco y abertura espectral señaladas en el 

manual de operación del fabricante (39). 

5.1.6. Dilución de la enrofloxacina en agua muy dura preparada en laboratorio 

yagua desmineralizada 

Para poder establecer la reducción de la eficacia de la enrofloxacina debida a la 

presencia de minerales en el agua debe hacerse un estándar con agua 

desmineralizada. Se utilizaron 100 mL de cada tipo de agua (desmineralizad y muy 

dura) y se añadieron 100 ¡..tI de enrofloxacina al 10% para lograr una concentración 

final al 0.1 % de acuerdo al siguiente cálculo: 

Dosis recomendada = 10 mg/kg = 10 mg - 1 L 

X - 0.1 L 

X = 10 mg 

Concentración de enrofloxacina = 100 mg - 1 mL 

10 mg- X 

X = 0.1 mL = 100 ¡..tL 

hltp :l/\\ \\ w. WHO. intk td/docs/whopl!s/n.:w docs/methods .SDecs/~ k thodM29.pdf 
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5.1. 7. Preparación del medio de cultivo 

El agar utilizado para el cultivo bacteriano fué el MüIler Hilton. Para prepararlo se 

pesaron 38 gramos del mismo en una balanza analítica y se depositaron en un 

matraz. Se le añadió 1 litro de agua destilada, se agitó hasta que se observó una 

solución uniforme y se dejó reposar de 10-15 mino Se colocó sobre una plancha. la 

cual al mismo tiempo que calentó. agitó el contenido del matraz. Se dejó hervir y se 

retiró de la plancha. Se esterilizó en autoclave. El agar se dejó enfriar cuidando que 

no se gelatinizara y se vació en un refractario estéril tipo Pirex® de 21 X 20 cm; se 

cuidó que no se formaran burbujas en la superficie ya que pudieron interferir con la 

lectura de los halos de inhibición. 

5.1.8. Preparación del estándar bacteriano y siembra de bacteria 

Se utilizó una ce(?a bacteriana A TCC (American T}pe Cullure Colleclion) 25922 de 

Eseheriehia eolio Para facilitar la siembra bacteriana. se utilizó una solución de ésta. 

la cual contiene una cantidad conocida de bacterias y que se prepara de la siguiente 

forma: en un tubo con tapón de rosca se colocaron 5 mL de agua destilada y una 

asada de cultivo bacteriano joven de Escherichia eoli: se agitó con un Vortex hasta 

que se observó sin grumos. Por medio de los estándares de Mc Farland se realizaron 

los ajustes necesarios a la dilución para obtener una turbidez del 0.5 de ésta escala: 

esto se hizo comparando en un fondo negro la solución bacteriana preparada con el 

estándar. Otro método para hacer la solución bacteriana es depositar 10 ml de agua 

destilada en un tubo; aplicar una asada de bacteria y agitar con un Vortex durante 30 

segundos; introducir al espectofotómetro esperando que la transmitancia sea del 60-

65%, la cual corresponde a una concentración bacteriana de lX10 1
-l. 

Una vez que el agar estuvo frío y solidificado se depositaron 150 ¡.tL de la 

suspensión bacteriana con una micropipeta y con la ayuda de un hisopo estéril se 

distribuyó homogéneamente sobre todo el agar, dividiéndolo en mitades y 

realizando movimientos partiendo del centro a la periferia. Una vez terminado este 

procedimiento se hicieron pequeños pozos con un sacabocados en los cuales se 
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depositará 100 ¡..tL de las muestras a evaluar. La placa se incuba a 37°C124 horas 

esperando obtener un crecimiento uniforme de bacterias. Si se producen halos de 

inhibición. éstos se miden utilizando un Bernier digital para obtener mayor 

precisión. 

5.2 Evaluación in situ del efecto antimicrobiano de la enrofloxacina diluida en agua 

muy dura 

5.2.1. Preparación del intestino 

Se utilizaron 20 pollos de 20 días de edad y se hicieron 2 grupos de 10 individuos. 

Los pollos se sacrificaron en diferentes días debido a que fue un proceso laborioso y 

a que se necesitaron sacrificar uno a uno. Inmediatamente después de sacrificados se 

obtuvo un fragmento intestinal de duodeno, al cual se le hizo una atadura en el 

extremo distal; en el extremo proximal se fijó una sonda flexible de 3 mm de 

diámetro, la cual sirvió para administrar la solución de enrofloxacina en el lumen 

intestinal; se administraron 100 ¡..tI de enrofloxacina diluida en agua desmineralizada 

y 100 ¡..tL de enrotloxacina en agua muy dura. El fragmento intestinal se tijó a la 

cámara con la ayuda de 2 ganchos y se mantuvo viable con solución Tyrode'" 

previamente calentada hasta 32°C y oxigenada con una bomba. Esta cámara 

permitió un adecuado intercambio de solución. evitando la acumulación de desechos 

tisulares (Fig 1). 

Los grupos evaluados fueron: intestino en el que se aplicó la enrofloxacina diluida 

en agua desmineralizada e intestino en el que se aplicó la enrofloxacina diluida en 

agua muy dura. 

• Solución salina utilizada para experimentos de fisiologia. cultivos tisulares y preservación de tejidos: sus 
ingredientes son: NaCl : KCI ; CaCI 2'6H 20 : MgCI 2'6H 20: NaHC03; NaH 2P04; Glucosa yagua 
desminerali zada. 
htt p: ' ,\ \\',\ . \\ honamedit.com.'~\ 11(\.c fll12 120 , htrn L 

17 



Se tomó el tiempo de inicio y se realizaron muestreos a los 15. 30 Y 45 min.. l. 1.5. 

2. 2.5, Y 3 h., tanto de la solución que se encuentra en el lumen intestinal como de la 

que se encuentra en la cámara de órganos aislados, obteniéndose 40 ¡..tI; con este 

procedimiento se obtuvieron muestras en las que fue posible cuantificar la 

enrofloxacina presente a un lado y al otro de la pared intestinal; cada una de las 

muestras se evaluaron por el método microbiológico de Bennet (27). 

5.3. Evaluación in vivo del efecto antibiótico de la enrofloxacina diluida en agua dura 

La preparación del agua con diferentes grados de dureza. del medio de cultivo, del estándar 

bacteriano. siembra de la bacteria y la solución final de enrofloxacina se llevó a cabo de 

acuerdo a lo descrito para la evaluación in vi/ro . 

5.3.1. Dosificación de las aves, obtención y procesamiento de muestras 

La fase experimental se llevó acabo en las instalaciones el CEIEPA de la Facultad 

de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. Se utilizaron 250 pollos Arbor Acress de 3 semanas de edad con un peso 

promedio de 850 ± 12 gramos, clínicamente sanos y los cuales no recibieron 

medicación antimicrobiana al menos 2 semanas antes de comenzar el estudio. Un 

día antes se pesaron individualmente y se dividieron aleatoriamente en 5 grupos con 

50 aves cada uno. Los grupos correspondieron a los grados de dureza quedando de 

la siguiente forma: grupo 1 en el cual se administro agua muy dura; grupo 11 con 

agua dura. grupo III con agua moderadamente dura. grupo IV con agua poco dura y 

grupo V con agua blanda o suave. 

Con el fin de favorecer el consumo de agua, se dietaron a las aves 6 horas antes de 

comenzar el estudio y el agua se retiró 3 horas antes. Se realizaron diluciones de 

enrofloxacina en el agua con diferentes grados de dureza utilizando un producto al 

10%. La dosis es de 10 mg/kg logrando una concentración final al 0.1 % y se les 

proporcionó individualmente a las aves utilizando una sonda semi rígida unida a una 
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jeringa de 10 mililitros graduada que ayudó a administrar la dosis exacta a cada ave. 

Dicha sonda llegó hasta proventrículo donde finalmente se depositó la solución 

medicada. Se separaron a las aves que regurgitaron la solución. Los pollos se 

puncionaron en las venas del ala o yugular y el volumen obtenido fue de al menos 3 

mL de sangre/ave. Los tiempos de sangrado fueron a las 0.5,1, 1.5. 2, 2.5, 3. 3.5, 

4.5, 6. 8, 12 y 24 horas realizando 3 sangrados por grupo y por tiempo. con un 

intervalo máximo entre las tomas de muestras de 2 mino Tres horas después las aves 

tuvieron acceso al alimento y al agua. 

Una vez obtenidas las muestras de sangre se depositaron en tubos vacutainer 

estériles con rosca previamente identificados para evitar errores. Se centrifugaron 

durante 20 min hasta que se separaron el paquete celular del suero. Éste último se 

colocó en tubos · "Eppendorf' estériles de 1 mL previamente identificados: la 

cantidad promedio de suero que se obtuvo fue de 0.6 mL. Se mantuvieron en 

refrigeración hasta que fueron utilizados. 

Este tipo de muestreo permite realizar mediciones y llevar un seguimiento de los 

principales parámetros farmacocinéticos (Cmax, T max. AUC) que se evalúan en un 

estudio de este tipo (25). La relación actividad/concentración de la enrotloxacina y 

metabolitos vs. tiempo se analizó con el software PKAnalyst*. con el modelo 5 (r < 

0.95). La formula general es (40): 

Concentración (tiempo) = Dosis * KA F. * tiempo 
Volumen 

Donde KAE = KAB = Kdim 

-1( • tiempo e A[ 

Dicho programa reporta área bajo la curva (AUC). constante híbrida para la fase terminal 

de eliminación (P). vida media de eliminación (T '/:~), tiempo promedio de residencia 

(MRT). concentración sérica máxima (Cmax), tiempo para alcanzar la Cmax (T max), vida 

media de absorción (T'/zabs), Y momento bajo el área curva (AUMC). La AUC se confirmó 

utilizando el método trapezoidal a través de Microsoft-EXCELL. 

. Micro i\lath . Scit:lltilic Software. SALT Lakl! City. UTA. USA.1995. 
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VI Resultados 

6.1. Evaluación in y,'itro 

6.1.1. Lecturas de absorción atómica para comprobar la cantidad de Ca2
+ en el agua 

dura. 

Conforme a la metodología descrita por la Organización Mundial de la Salud -WHO/M/29° 

° se preparó la muestra de agua muy dura (371 mg/L). En el cuadros 5 se presentan las 

lecturas correspondientes. 

De acuerdo a lo obtenido por absorción atómica. las muestras preparadas por el método 

WHO/M/29 o 1) . tienen un 86.30 % de exactitud a lo esperado para el calcio. 

109.7 mg (esperado) - 100% 

94.68 mg (obtenido) - X 

x= 86.30 % 

6.1.2. Determinación de Mg2
+ en agua dura preparada. 

Conforme a la metodología descrita por la Organización Mundial de la Salud -WHO/M/29 

° .) se preparó la muestra de agua muy dura (371 mg/L). En el cuadro 6 se presentan las 

lecturas correspondientes para comprobar que la cantidad de Mg2
+ agregada correspondía a 

la esperada. 

De acuerdo a lo obtenido por absorción atómica, las muestras preparadas por el método 

WHO/M/29° 0. tienen un 94.64 % de exactitud a lo esperado para el magnesio. 

16.62 mg (esperado) - 100% 

15.73 mg (obtenido) - X 

X= 94.64 % 

:X.I ', 
0"\:.', 

hltp :l/\\ WW. WHo. in t/C ldldocs/\\ hopes/nc\V tlocs/melhutls. spccs/MelhodM29.pdf 

hltp :l/\\ \\ w. \\'110. in t/Cldldocs/whopcs/nc\\ docs/methods.specs/McthodM 29.pdr 
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6.1.3. Cálculos para ajustar la cantidad de Ca2
+ y Mg2

+ para obtener agua muy dura 

(195 ppm). 

Los resultados obtenidos por absorción atómica se utilizaron para ajustar la dureza a 195 

mg/L; se calculó de la siguiente forma: 

a) se calculó el peso molecular del CaCI2 

Ca 40.08 x 1 = 40.08 

CI 35.45 x 2 = 70.90 

1 10.98 g/mol 

b) se determinó la concentración de Ca2+ en éste de acuerdo a la cantidad agregada 

110.98 g de CaCb - 40.08 g de Ca+ 

0.304 g de CaCh - X 

X = 0.1097 g de Ca+ = 109.7 g/mol (esperado) 

c) se calculó el peso molecular del CaCOJ 

Ca 40.08 x 1 = 40.08 

C 12 x 1 = 12 

O 16 x 3 = 48 

100.08 g/mol 

d) utilizando la cantidad de Ca2+ dada por el CaCb se determinó la cantidad de Ca2+ 

equivalente en CaCOJ . 

100.08 g de CaCOJ - 40.08 g de Ca+ 

X - 109.7 mg 

X = 273 mg de Ca2
+ como CaCO) 

'+ Para el Mg-

a) se determinó el peso molecular del MgCI2·6H20 

Mg 24.31 x 1 = 24.31 

CI 35.45 x 2 = 70.90 

H 1 x 12 =12 

O 16 x 6 = 96 

203.2 g/mol 
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b) se detenninó la concentración de Mg2
+ en el MgCh·6H20 de acuerdo a la cantidad 

agregada 

203.2 g de MgCh ·6H20 - 24.31 de Mg 2+ 

Si se ponen 0.139 g de MgCh . 6H20 - X 

X = 16.62 mg de Mg
H (esperado) 

Para el análisis típico de agua la conversión a CaC03 de cualquier ión diferente al Ca2
+ 

puede efectuarse con la fónnula postulada por Romero RJ.A (36). 

24.32g (Mg2+) 50 = 98.5 mg/L como CaC03. 

12.16 

Al sumar 98.5 + 273 = 371.5 mg/L de dureza como CaC03 coincidió con lo reportado por 

la WHO O0 . 

Partiendo de las 371 ppm de dureza se tiene que: 

371 ppm - 100 % de dureza 

273.94 ppm- X % (273.94 ppm es la dureza correspondiente al Ca2+) 

X= el 80.02 % de la dureza está dada por el CaCh 

371. 3 ppm- 100 % de dureza 

68.36 ppm- X % 2+ (68.36 ppm es la dureza por el Mg ) 

X= el 19.98 % de la dureza está dada por el MgCh·6H20 

Para obtener agua con una dureza de 195 ppm 

195 ppm - 100 % de dureza 

X - 80.02 % 

X= 156 ppm corresponden al CaCh 

CaCh 

0.304 g 94.68 mg (obtenido por absorción atómica) 
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X 156 mg 

X= 500.88 g/mol de CaCh 

Magnesio 

195 - 100 % de dureza 

X - 19.98 % 

X= 39 ppm corresponden al MgCh'6H20 

MgCh'6H20 Mg2
+ 

0.139 g 15.73 mg (obtenido por absorción atómica) 

X 39 mg 

X= 344.62 g/mol de MgCly6H20 

Por lo tanto se utilizaron 500.88 mg de CaCh y 344.62 mg de MgCl2'6H20 en un litro de 

agua desmineralziada y no 304 mg de CaCh y 139 mg de MgCh . 6H20 como 

originalmente se menciona en materiales y métodos. 

6.1.4. Evaluación de la actividad in vitro de la enrofloxacina en aguas muy duras (195 

ppm de CaC03) y en agua desmineralizada frente a cultivos de E. eoli. 

Conforme a la metodología ya descrita y basada en los principios de Bennet el al (1966). 

se realizaron 20 ensayos (10 para cada tipo de agua) de la actividad antimicrobiana in vi/ro 

en difusión en agar, diluyendo la enrofloxacina en agua muy dura o en agua 

desmineralizada. Los resultados se presentan en el cuadro 7 y en la figura 2 puede 

observarse la relación lograda para ambas corridas. 
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6.1.5 Conclusión estadística del ensayo in vitro 

La comparación de los resultados mediante un análisis de varianza indica que existe una 

diferencia estadísticamente significativa entre las curvas logradas con los halos obtenidos 

con enrotloxacina diluida en agua muy dura y los logrados con agua desmineralizada ( P < 

0.05). 

El análisis por las pruebas de Dunnet y Bonferroni indican que existen diferencias entre 

ambas curvas con una P< 0.05. 

Las regresiones lineales de cada una de las curvas muestran que solo el resultado de 

enrotloxacina en agua desmineralizada brinda una regresión lineal de 0.99. mientras que 

con la enrotloxacina en agúa muy dura es de 0.94. lo cual indica una mayor variación en los 

datos. 

Resultados de la regresión lineal 

a) Enrofloxacina diluida en agua desmineralizada 

R DE N P 

0.99 0.68 10 <0.0001 

b) Enrofloxacina diluida en agua con una dureza de 195 ppm. 

R DE N P 

0.95 0.65 10 <0.0005 
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6.2. Evaluación in situ; determinación de la absorción de la enrofloxacina en intestino 

aislado de pollo 

Dado que existe una combinación de iones presentes en la solución Tyrode (NaCl; KCl; 

CaCly6H20; MgCh'6H20; NaHC03; NaH2P04). fue necesario evaluar si estos interferían 

con la actividad antimicrobiana de la enrofloxacina. En en el cuadro 8 y la figura 3 se 

presentan los datos comparativos de la actividad antimicrobiana in vitro de la enrofloxacina 

diluida en Tyrode, en agua desmineralizada y en agua muy dura elaborada. Se puede 

apreciar una disminución de la actividad antimicrobiana de la enrofloxacina diluida en 

solución Tyrode. 

El análisis de varianza indica que las diferencias entre las curvas son estadísticamente 

significativas (P < 0.05). Las pruebas de Dunnet y BonferronÍ. muestran que existe una 

diferencia estadísticamente significativa entre la curva obtenida con enrofloxacina diluida 

en agua muy dura (195 ppm) y enrofloxacina diluida en solución Tyrode; mientras que no 

existen diferencias estadísticamente significativas entre la curva obtenida con enrofloxacina 

diluida en agua desmineralizada yagua muy dura ó con la solución Tyrode. 

Se realizó una curva de recuperación de enrofloxacina en solución Tyrode (Fig. 4), a fin de 

poder estimar la verdadera concentración de enrofloxacina en este medio en los estudios de 

intestino aislado. 

Se evaluó la inhibición de crecimiento de Escherichia coli utilizando muestras de 40 JlL de 

contenido intestinal y de la cámara de órganos, lo cual corresponde a la fracción no 

absorbida y absorbida (respectivamente). 

En el cuadro 9 se presentan los datos de la enrofloxacina diluida en agua desmineralizada 

tanto del interior del intestino (duodeno) aislado de pollo como del exterior. 

En el cuadro lOse presentan los datos de la enrofloxacina diluida en agua muy dura tanto 

del interior del intestino (duodeno) aislado de pollo como del exterior. 

En latigura 5 se grafican esta información. 
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El análisis estadístico que compara las absorciones de la enrotloxacina en agua muy dura y 

desmineralizada, mediante las pruebas de Bonferroni t-test y Dunnet, revelan que existe una 

disminución apreciable y estadísticamente significativa (P < 0.05) de la absorción de la 

enrofloxacina cuando se le diluye en agua muy dura, en comparación a lo observado con 

agua desmineralizada 
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6.3. Evaluación de la absorción de la enrofloxacina diluida en agua muy dura 

6.3.1. Ajuste de sales para obtener agua con diferentes grados de dureza. 

Para la evaluación in vivo se trabajaron diferentes grados de dureza; las partes por millón 

con las que se evaluó la eficacia in vivo fueron : 16.5, 35. 120, 175 Y 195. De acuerdo a los 

porcentajes que corresponden a cada sal, se calcularon las cantidades que deberán 

agregarse. 

1) 16.5 ppm - 100 % de dureza deseada 

X - 80.02 % 

X= 13.2 ppm corresponden al CaCh 

CaCh 

110.98 g 

0.304 g 

X= 0.109 g 

40.08 g 

X 

X= 109 mg (Es lo que se espera) 

Lectura de absorción 

94.68 mg de Ca 2+ (promedio de 4 lecturas) 

CaC\:! 

0.304 g 94.68 mg 

X 13.2 mg ( que provienen del (0.02%) 

X= 42.38 mg de CaCh 

Magnesio 

16.5 - 100 % de dureza 

X - 19.98 % 

X= 3.3 ppm corresponden al MgCly6H20 
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- - _. - - - - - - - - - -

MgCIz'6H20 Mg2
+ 

203.21 

139 mg x 
24.31 

X= 16.62 mg es lo que se espera. 

Lectura de absorción 

15 .73 mg de Mg2
+ (promedio de 4 lecturas) 

MgCly6H20 

0.139 g 

X 

Mg2+ 

15.73 mg 

3.3 mg 

X= 29.16 mg de MgCIz'6H20 

2) 35 ppm - 100 % de dureza 

X - 80.02 % 

X= 28 ppm corresponden al CaCIz 

CaCIz 

0.304 g 

X 

94.68 mg 

28 mg 

X= 89.90 mg de CaCIz 

Magnesio 

35 - 100 % de dureza 

X - 19.98 % 

X= 7 ppm corresponden al MgC12 '6H20 

MgCIz'6H10 Mg2
+ 

0.139g 15.73mg 

X 7mg 

X= 61.85 mg de MgCIz'6H20 
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3) 120 ppm - 100 % de dureza 

X - 80.02 % 

X = 96.02 ppm corresponden al CaCh 

CaCh Ca2
+ 

0.304 g 94.68 mg 

X 96.02 mg 

X= 308.30 mg de CaCh 

Magnesio 

120 - 100 % de dureza 

X - 19.98 % 

X= 23.98 ppm corresponden al MgCb·6H20 

MgCh·6H20 Mg2
+ 

0.139g 15.73mg 

X 23.98 mg 

X= 211.90 mg de MgCh·6H20 

4) 175 ppm - 100 % de dureza 

X - 80.02 % 

X= 140.03 ppm corresponden al CaCh 

CaCh 

0.304 g 

X 

94.68 mg 

140.03 mg 

X= 449.61 mg de CaCh 

Magnesio 

175 - 100 % de dureza 

X - 19.98 % 

X= 34.97 ppm corresponden al MgCh·6H20 
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MgCh'6H20 

0.139 g 

X 

Mg2+ 

15.73 mg 

34.97 mg 

X= 309.01 mg de MgCh'6H20 

Los aportes de cada sal se resumen en el cuadro 1 l. 

Los resultados obtenidos de la administración de enrofloxacina administrada en agua con 

diferentes grados de dureza se encuentran en el Anexo A que contiene el artículo titulado 

"Influence Of Hard Water On The Bioavailability Of Enrofloxacin In Broilers". H. 

Sumano. L. Gutiérrez, R. Aguilera, R. Rosiles, M.J. Bemard, J . Gracia. Poultry Science. 83 . 

726-733 . 2004 (45). 
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6.4. Resultados de la ev'aluación de la administración estratégica de Ca2
+ y 

enrofloxacina en pollo de engorda. Véase anexo B que contiene el artículo titulado: 

" Enhacement of enrofloxacin serum antibacterial activity in calcium primed broilers". 

Aguilera, R., Gutiérrez, O. L., Sumano, L. H. (Próximo a ser publicado en el Journa! o{ 

Velerinary Research) (46). 
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VII. Discusión 

Una de las principales dificultades a vencer para obtener resultados poco variables en un 

ensayo biológico es la estandarización de métodos y sustancias que se han de incluir. En 

este estudio representó un factor clave la determinación de la dureza del agua, misma que 

no fue obtenida de campo sino preparada en el laboratorio. La principal razón para no 

utilizar agua obtenida en campo es la falta de homogeneidad de los componentes de esa 

agua, no sólo en lo que se refiere a las sales que pueda contener sino también a la carga 

bacteriana y la presencia de otros residuos que harían difícil la interpretación de resultados. 

De tal suerte, se utilizó la metodología descrita por la Organización Mundial de la Salud -

WHO/M/29 o o para elaborar agua de diferente dureza y se comprobó la concentración de 

iones de Ca2
+ y Mg2

+ por absorción atómica. Así pues, se pudo tener la certeza de manejar 

agua con una dureza conocida lo que permitió poca variación en los diferentes ensayos 

realizados. 

Por otro lado, la técnica analítica elegida fue la de Bennet el al, (27) basada en 

correlacionar la actividad antimicrobiana in vilro (mm de halo de inhibición en agar) con 

una concentración conocida de enrofloxacina. La confiabilidad del método para 

enrofloxcaina resultó muy elevada (R=O.99), lo que concuerda con Küng, K.J el all (41) 

quienes validaron la técnica microbiológica y postularon que para fluoroquinolonas de 

tercera generación existía una elevada correlación entre lo logrado con el método 

microbiológico y lo obtenido por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Sin 

embargo, la similitud entre lo obtenido por HPLC y el método microbiológico conlleva a 

un error del lOó 15% siendo el último método el que sobreestima la concentración de 

enronoxacina. Esto ocurre debido a que existe suficiente evidencia como para sugerir que 

el metabolito de la enrofloxacina, la ciprofloxacina y la enrofloxacina tienen una actividad 

potenciada o sinérgica in vilro (41). Es posible, sin embargo, que esta diferencia sea poco 

apreciable en aves ya que se ha demostrado que la tasa de biotransformación de 

enronoxacina a ciprofloxacina en esta especie es mucho menor que en otros animales 

domésticos (42, 43, 44). 

hltp:l/\\ \\ \\ . WfIO.in t/ctd/docs/\\hopes/new docs/methods.spccs/Mi.!lhodM29 pdr 
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Hasta antes de los estudios realizados en este trabajo se tenía la idea de que la presencia de 

aguas duras podía afectar la calidad de la respuesta clínica lograda con enrotloxacina. pero 

no se tenía una descripción clara del porqué podía suceder este fenómeno ni se había 

cuantificado la posible reducción de la eficacia (4, 11, 17). Los resultados in vitro obtenidos 

en la fase correspondiente de este estudio comprueban que la enrofloxacina tiene una mejor 

acción en presencia de iones de Ca2
+ y Mg2

+ que se encuentran en aguas dura. lo que 

aparentemente pudiera contradecir las sospechas de reducción de eficacia manifestada por 

otros autores (17, 18). Sin embargo, cuando se realizan los estudios con intestino aislado. se 

logran 2 importantes observaciones: 

1) los iones presentes en la solución Tyrode disminuyen la cantidad de enrotloxacina que 

atraviesa la pared intestinal 

2) dicha reducción es menor cuando, a pesar de que se tiene al intestino en solución Tyrode. 

se administra enrotloxacina en agua desmineralizda. 

No obstante, estas evidencias, fue necesario realizar un ensayo in vivo para ver si el efecto 

se repetía en condiciones de irrigación integra y c<?n el potencial de enrotloxacina 

inalterado. Se observó una reducción lineal en los valores de AUC y Cnax. así como los 

cambios en el resto de las variables (T Y2P , RT, MRT.P) lo que sugiere que existen 

interacciones entre la enrofloxacina y los minerales presentes en el agua dura por la 

formación de entidades químicas nuevas (complejos de coordinación con estequiometría 

2: 1). La formación de grupos químicos con Ca2
+ Ó Mg2

+ disminuyen la absorción a través 

del epitelio GI; lo cual coincide con los resultados obtenidos en las pruebas con intestino 

aislado de pollo. 

Puede resumirse que al menos en el presente estudio realizado con pollos, hubo una 

reducción de la biodisponibilidad cuando la enrofloxacina se administra en agua dura. En 

países desarrollados, la calidad del agua no es un factor limitante para la instalación de una 

granja avícola; la enrofloxacina no se usa en ellos. 

En el caso de suplementos minerales en solución, se encontró Ca2
+ en forma de gluconato y 

es el que se decidió utilizar debido a que en forma de carbonato es difícil solubilizarIo y 

que se requeriría de la adición de un poco de ácido que pudiera alterar los resultados. Uno 
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de los objetivos de éste estudio fué el de evaluar el efecto que se obtenía cuando se 

administraba la enrotloxacina con ci+, pero a diferentes tiempos. Se demostró que si el 

gluconato de Cal
+ se dosifica 2 horas antes que la enrotloxacina, se obtiene una actividad 

antimicrobiana mejor que si se aplica sola, ó simultáneamente con el gluconato de Cal
+. Se 

comprobó además que el Ca2
+ inhibe la absorción de enrofloxacina a través del epitelio GL 

pero, ésta mejora aproximadamente en 2 horas; es probable que altas concentraciones 

sanguíneas de Ca2
+ mejoren la actividad antimicrobiana de la enrotloxacina y su 

metabolito. ciprotloxacina. Ésta última conclusión coincide con lo publicado por Pletz. el al 

(47) quienes realizaron estudios con la gemifloxacina, quinolona de uso humano y CaCO) 

para evaluar como se modificaba la absorción y encontraron que existen diferencias 

significativas en la biodisponibilidad de éste antimicrobiano si se administra sola, 

simultáneamente con el CaCO) ó a diferentes tiempos. En humanos. al igual que en pollos 

se mejora la biodisponibilidad cuando se administra 2 horas antes el CaCOJ que la 

gemitloxacina. 

La eficacia de la enrotloxacina requiere Cmax elevadas (10, 13 Y 14) de acuerdo con Bias y 

Vaquero (-'8) existen ciertas normas en el uso de antimicrobianos que pueden prevenir el 

surgimiento de resistencias bacterianas y uno de los puntos en los que hacen énfasis es que 

"las concentraciones elevadas de antimicrobianos pueden ser capaces de suprimir la 

generación de resistencias y su evolución. Y en particular dosis elevadas durante la primera 

y segunda dosificaciones evitan la resistencias" (48). Esto es particularmente cierto para 

tluoroquinolonas (13,22). porque son las concentraciones medias (ni altas ni bajas) las que 

favorecen la selección de bacterias resistentes (48, 49, 50). En México es factible suponer 

que por la deficiente calidad de las enrofloxacinas (51) y su falta de bioequivalencias (5, 

10, 52) se esté generando el medio apropiado para minimizar la eficacia del último 

antibacteriano diseñado para salud animal hace más de 2 décadas, la enrofloxacina. 
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Cuadro l. Valores farmacocinéticos de enrofloxacina en aves a diferentes dosis 

por vía oral por varios autores 

Variable 

Dosis (rng/kg) 

AVC 

(f.1g·h/rnL) 

Vd,\rea (Llkg) 

Vd" (Llkg) 

a (hr- I
) 

B (hr- I
) 

A (f.1g/rnL) 

B (f.1g/rnL) 

TYz a (hr) 

TYz B (hr) 

TYz abs (hr) 

(rnLlrnin//kg) 

Cpmax (f.1g/rnL) 

T max (hr) 

F(%) 

Bugeyeta.1 

(23). 

10 

12.23 ± 3.68 

* 

* 

* 

* 

* 

* 
0.44 ±O.II 

1. ¡ 7 ± 0.40 

9 .2'+ ±2.07 

0.92±0.049 

* 

1.34 ±0.44 

1.50 ± 0.29 

* 

Abd-el Aziz et al 

(24). 

10 

16.60±0.55 

* 

* 

* 

0.0 1 6± .003 

2.30±0. 17 

2.48±0. 12 

* 

4.29±0.097 

* 

0.36±0.01 

1.69±0.082 

2.52±.075 

59.58±4. 16 

a ~ constant~ híbrida d~ la fase de distribución : ~ = constante híbrida de la fase de ~lil11inación T"1 a = 

vida Ill~dia de distribución T'/2B = Vida media de la fase de eliminación: T ~/2ah, = Vida media de 

absorción: Vd\r<a = volumen de distribución aparente. Vd,,= volumen de distribución ~ n d ~stado es tabl~ : 

AUe = área bajo la curva concentración/tiempos el = depuración: ePlna, = conc~ntració l1 plasmática 

máxima: Tilla, = Tiempo al que se alcanza la ePllla, F = biodisponibilidad. 

----------



- - ---- ----- - --- - - -

Cuadro 2. 

Calidad del agua de bebida para pollo de acuerdo a distintos autores. 

Característica Rango Característica Rango 

Dureza máxima 180 ppm como CaC03 Nitritos < 0.05 mg/L 

pH 5-7 Nitratos < 50 mg/L 

Fe < 1 mglL Cloruros < 200 

Sulfatos < 30 mg/l Fosfatos < 2 mg/L 

Coliformes < 100 ufc/mL Mg-+ 125 mg/IllL (Illax) 

Ca-+ 600 Illg/L Na+ 50 mg/mL (Illax) 

Cuadro 3. 

Tipos de dureza y sales presentes 

Tipo de dureza Metales Sales 

Carbonatada Ca-+ y/o Mg- t HCOJ y /o CO] 

No carbonatada Na+ y/o K+ S04 y/o CI y/o NO] 

Cuadro 4. 

Clasificación de la dureza de acuerdo a la dureza expresada en ppm de CaCOj 

Denominación ICaCOjl 

Blanda 0-30 mg/L) 

Moderadamente blanda 31-60 mg/L 

Moderadamente dura 61- 120 mg/L 

Dura 12 I -180 mg/L 

Muy dura >181 mg/L 



------------------------ -

Cuadro 5. 

Cuantificación de calcio por absorción atómica en muestras preparadas de agua muy 

dura (371 mglL) 

Muestra 1 I Absorbancia . Img/L I IMuestra 2 IAbsorbancia Img/L I 
0.22 93.57 0.14 95.16 

Concentració Absorbancia Concentración Absorbancia 

11 

5 0.02 R 0.99 5 0.04 R 0.98 

10 0.04 10 0.08 

40 0.11 40 0.14 

200 0.48 200 0.30 

Muestra 3 I Absorbancia Img/L I !Muestra 4 !Absorbancia !mg/L 
0.22 97.16 0.22 92.83 

COl1cel1tració A bsorbancia Concentración Absorbal1cia 

n 

5 0.01 R 0.99 5 0.02 R 0.98 

10 0.03 10 0.06 

40 0.12 40 0. 17 

200 0.47 200 0.48 

Promedio 93.57 95.16 97. 16 92.83 94.68 



Cuadro 6. 

Cuantificación de magnesio por absorción atómica en muestras preparadas de agua 

muy dura (371 mglL) 

Muestra 1 ~bsorbancia Img/L I IMuestra 2 IAbsorbancial mg/L I 
0.97 15.37 0.73 15 .75 

Concentración Absorbancia Concentración Absorbancia 

0. 11 R 0.98 0 . 12 R 0.98 

2 0.24 2 0.25 

6 0.38 6 0.39 

10 0.61 10 0.46 

Muestra 3 ~bsorbancia Img/L I IMuestra 4 !AbsorbanCialmg/L 

0.94 15.71 0.98 16.1 

Concentración Absorbancia e oncelltrac iÓIl A bsorballc ia 

0. 17 R 0.96 0 .22 R 0.94 

2 0.28 2 0.37 

6 0.59 6 0.40 

10 0.60 10 0.60 

Promedio 15.37 1 5.75 1 5.71 1 6. 1 15.73 



Cuadro 7. 

Evaluación de la actividad antimicrobiana in vitro de enrofloxacina diluida en agua 

desmineralizada yagua muy dura 

Concentración en 
Agua desmineralizada Agua muy dura 

Media de halos de inhibición de Media de halos de inhibición 
,..g/mL 

crecimiento en mm crecimiento en mm 

200 28.22 a 35.39 b 

100 15.97 a 29.55 b 

50 7.36 a 24.26 b 

!~ 
-) 3.42 a 17.78 b 

12.5 1.26 a 14.63 b 

6.25 0.09 a 10.52 b 

3.12 Oa 5.68 b 

1.62 Oa 4.33 b 

0.81 Oa 1.7 b 

0.45 Oa 0.51 b 
.. 

LIterales dIstIntas IndIcan dlterenctas entre grupos 

de 



Cuadro 8. 

Media de halos de inhibición del crecimiento in Jitro 

Tyrode Agua muy dura Agua 

desmineralizada 

Concentración Media de Media de halos Media de halos 

en J.1g halos de de inhibición de inhibición en 

inhibición en enmm mm 

mm 

200 17.3 a 35.39 b 28 .21 ab 

100 14.57 a 29.55 h 15.97 ah 

50 8.63 a 24.26 b 7.36 ab 

25 4.81 a 17.78 b 3.42 ab 

12.5 1.24 a 14.63 b 1.26 ab 

6.25 0.04 a 10.52 b 0.09 ab 

3.12 Oa 5.68 b O ab 

1.62 Oa 4.33 b O ab 

0.81 Oa 1.7b O ab 

0.45 Oa 0.51 b O ab 

Literales distintas indican diferencias entre grupos. 



Cuadro 9. 

Fracción absorbida y no absorbida de enrofloxacina diluida en agua desmincralizada 

Enrofloxacina en agua Enrofloxacina en agua 

desmineralizada dentro desmineralizada fuera 

del intestino (no del intestino (absorbida) 

Tiempo absorbida) 

(h) Media de Concentración Media de Concentración 

los halos en Jig/mL los halos en Jig/mL 

de de 

inhibición inhibición 

0.25 36.09 4 13.7 29.26 342 .16 

0.5 32.77 385.04 25.17 149.11 

0.75 30.18 271 .34 22.63 77.3 

J 28.02 198.99 17.68 29.38 

1.5 25.32 120.64 17.2 26. 7 

2 22.28 80.2 13.93 12.06 

2.5 17.01 y, 
.:..).- 12.12 8.68 

.., 
12.24 9.04 9.91 5.26 .) 



Cuadro 10. 

Enrofloxacina en agua Enrofloxacina en agua muy dura 

muy dura dentro del fuera del intestino (absorbida) 

Tiempo (h) 
intestino (no absorbida) 

Media de los Concentra Media de los Concentración en 

halos de ción en halos de ~g/mL 

inhibición ~g/mL inhibición 

0.25 33 .75 398.34 24.32 125. 17 

0.5 31.81 323.23 21.67 58.99 

0.75 28.07 203.32 19.28 43.26 

1 26.37 146.39 17.84 31.15 

1.5 21.41 64.89 15 .8 18.82 

2 17.61 27.72 11.79 7.73 

2.5 13 .89 11.84 8.55 3.86 
., 

9.15 4.5 6.57 2.37 -' 



- ---------- ------

Cuadro 11. 

Cantidad de sales ajustadas de acuerdo a las lecturas obtenidas por absorción atómica 

para producir agua dura con diferentes grados de dureza así como grupo asignado 

para su evaluación jn yjyo. 

Clasificación CaCh MgCh·6H2O Dureza total Grupo 

del agua dura (mg) (mg) CaC0 3 experimental 

Blanda o suave 42.38 29.16 16.5 V 

Poco dura 89.90 61.85 35 IV 

Moderadamente 308.30 211.90 120 III 

dura 

Dura 449.61 309.01 175 [[ 

Muy dura 500.88 344.62 195 I 
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Figura 1. Esquema de la cámara de órganos aislados. 

1) Sonda en la que se fijó el extremo proximal del intestino y que si rvió para administrar la 

enrotloxacina en solución: 2) sonda conectada a bomba para oxigenar la solución Tyrode: 3) sonda 

para la administración de solución Tyrode a una velocidad de 10 gotas por minuto: 4) cámara de 

órganos aislados: 5) sonda que sirvió para drenar la solución Tyrode de la cámara de órganos a una 

velocidad de 10 gotas por minuto, 
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Influence of hard water on the bioavailability of enrofloxacin in broilers. 

Sumano LH, Gutierrez OL, Aguilera R, Rosiles MR, Bernard BM, Gracia MJ. 

Poult Sci. 2004 May;83(5):726-31. 

Department of Physiology and Phannacology, Veterinary College, National 

Autonomous University of Mexico, Mexico City 04510, Mexico. 

sumano@servidor.unam.mx 

To define the impact that use of different levels of hard water has on the 

bioavailability of the antibacterial, enrofloxacin, in poultry, an oral bioavailability

pharmacokinetic study of the drug was carried out. Two hundred fifty c1inically 

healthy broilers, divided into 5 groups, were individually dosed orally \-vith 10 

mg/kg of enrotloxacin diluted to 0.1 %. The enrofloxacin was diluted with water of 

increasing hardness in accordance with an intemational grading system. After 

dosing, blood samples were obtained at predetennined times. Serum was recovered 

and quantified for enrofloxacin by means of an agar diffusion bacteriological 

method. The composite serum concentrations of enrofloxacin and metabolites vs. 

time relationships were analyzed USlOg software for compartmental 

phannacokinetics. Results show that there were statistically significant differences 

in the following phannacokinetic variables: maximal serum concentrations 

(Csmax), area under the time vs. concentration curves, and half-lives of the 

elimination phases. The means of these values showed a linear decay of Csmax 

from one group to the next as water hardness increased. Chemical analysis of water 

calcium and magnesium ions revealed the fonnation of coordination groups. Lack 

of interference with the microbiological activity in vitro of enrofloxacin diluted in 

hard water indicated that diminished absorption may be partly responsible for 

reduction in bioavailability. These results stress the need for proper water supply 

when enrofloxacin is used and point out a factor that must be taken into account 

when c1inical outcomes do not comply with expectations. 
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8 Abbreviation key: 

9 ATCC = American Type Culture Collection. 

10 AUC = Area under the curve. 

11 AUMC = Area under the moment curve. 

12 CSma = Maximal serum concentration . 

13 RT = Residence time. 

14 RTL T = Residence time to last T. 

15 Tma, = Time to reach Csma,. 

16 T Y,abs = Absorption half-life. 

17 T ~;' [3 = Elimination half-life. 

18 ¡3 = Hibrid rate constant for terminal elimination phase. 



-------------------------- -- --

2 ABSTRACT 

3 To define the impact that use of difTerent levels of hard-water have on the 

4 bioavailability of the antibacterial, enrofloxacin, in poultry an oral bioavailability-

5 pharmacokinetic study of the drug was carried out. Two hundred and fifty clinically 

6 healthy broilers, divided in five groups were individually dosed oral (PO) with 10 

7 mg/kg of enrofloxacin diluted to 0.1 %. The enrofloxacin was diluted with water of 

8 increasing hardness in accordance with an international grading system. After dosing, 

9 blood samples were obtained at pre-determined times. Then serum was recovered and 

10 quantified for enrofloxacin by means of an agar diffusion bacteriological method. The 

11 composite serum activity/concentrations of enrofloxacin and metabolites VS. time 

12 relationships were analysed using software for compartmental pharmacokinetics. 

13 Reslllts show that there were statistically significant differences in the following 

14 pharmacokinetic variables: maximal serum concentrations (Csmax) , area under the time 

15 vs. activity/concentration curves (AUC), and half-lives of the elimination phases 

16 (TY2(3). The mean of all these values showed a linear decay of CSmax from one group to 

17 the next as water-hardness increased. Chemical analysis of water~calcium and 

18 magnesillm ions reveals the formation of coordination groups. Lack of reduction of 

19 microbiological activity in vitro of enrofloxacin diluted in hard water indicates that 

20 diminished absorption may be partly responsible for reduction in bioavailability. These 

21 results stress the need for proper water supply when using enrofloxacin and point out a 

22 factor that must be taken into account when clinical outcomes do not comply with 

23 expectations. 

24 

25 Keywords: Bioavailability, broilers, enrofloxacin, hard-water. 

26 

27 INTRODUCTION 

28 Enrofloxacin is perhaps the most potent antibacterial so far used in veterinary 

29 medicine and certainly the last one available for poultry medicine during the last two 

30 decades. In many countries, the use of enrofloxacin is restricted only for treatment of 

31 severe outbreaks of Mycoplasma sp. or bacterial dise~ses. It must be administered 

32 under the supervision of a licensed veterinarian. In contrast, in developing countries it is 

33 overused, particularly after the protection of the patent ended (Sumano and Gutierrez, 

34 2000). 

3 



Quality of generic preparations has been shown to be questionable in many cases 

2 (Sumano et al., 1994, Sumano and Ocampo, 1995). Predictably, lack of bioequivalence 

3 in poultry has been demonstrated for various preparations of enrofloxacin (Sumano et 

4 al., 2001). Due to the low costbenefit ratio derived from developing new antibacterials 

5 for the food-animal production sector, research tends to focus on human medicine. 

6 Hence, no new antibacterials agents have been introduced for the poultry industry in a 

7 long time, and it is unlikely that in the foreseeable future a new antibacterial drug will 

8 be available for this sector (Bax et al., 2000; Taylor et al., 2002; Clough, 2002,). This 

9 fac!, and the fear of cross-resistance of key pathogens (Salmonel/a sp., Escherichia coli 

10 and Campylobacter sp.) to others fluoroquinolones used in human medicine have 

11 prompted a debate in various countries as to whether or not to limit or ban enrofloxacin 

12 for the treatment of bacterial infections in poultry (J0rgensen et al., 2002: Pezzotti et al., 

13 2002) In contrast, in many countries, enrofloxacin is being used as the routine choice to 

14 treat almost any bacterial diseases in poultry (Sumano and Gutierrez, 2000: Sumano 

15 and Gutierrez, 2001). Anecdotally, lack of c1inical efficacy due to bacterial resistance 

16 has been claimed, but to the best of our knowledge, such data have not been published. 

17 

18 In our view, rather than bacterial resistance, lack of c1inical efftcacy may be 

19 explained by a combination of other factors, such as the quality of a given preparation 

20 and the manner in which the drug is handled. For example: it has been stated that water 

21 quality must be ensured to obtain the maximum effect of this and most antibacterial 

22 drugs (RusselL 1992; Wages, 1997: Sumano and Gutierrez, 2000). Strategic restriction 

23 of water can mimic the bolus dose effect of enrofloxacin desired in broilers. thus 

24 obtaining a greater maximal plasma concentration (CsmaJ of the drug (Sumano and 

25 Gutierrez, 2000). It has also been shown that increasing the concentration of the drug in 

26 the water tank from 0.1 to 0.2% will increase CSmax (Sumano and Gutierrez, 2003). 

27 

28 Previously mentioned actions are based on the assumption that reasonable good 

29 water quality is available. To date, the magnitude ofthe negative effect ofwater-quality, 

30 in particular water-hardness, on the bioavailability of enrofloxacin has not been defined. 

31 Hence, the aim ofthis trial was to characterize such impact in broilers. 

32 
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MATERIAL AND METHODS 

2 The study was given ethical approval by the Internal Committee of Postgraduate 

3 Studies of the Veterinary School at the National Autonomous University of Mexico. 

4 Two hundred and fifty clinically healthy Arbor-Acress broilers, weighing 

5 approximately 750 g ± 12 g were used to assess the bioavailability of enrotloxacin in 

6 four grades ofwater-hardness as classified in Table l. 

7 

8 Birds had not been exposed to any antibacterial agent for two wk. Animals were 

9 randomly divided into five groups of 50 animals each. Each group had three replicates. 

10 obtaining in the end three separate plasma vs. time relationships per group. To minimize 

11 absorption variability due to enrotloxacin-feed interactions (Randandt et al.. 1992). 

12 animals were fasted for 6 h before dosing, and water was \vithdrawn 1 hr prior to the 

13 administration of the drug. Three h later, they had immediate access to water and feed. 

14 Each chicken was individually weighed and then received a single oral bolus dose of 

15 enrotloxacin by means of a semi-rigid tubing attached to a syringe. Enrotloxacin l was 

16 prepared by adding Baytril® (10% enrotloxacin of Bayer of Mexico) to water 

17 containers having di fferent grades of water-hardness to achieve a concentration of 0.1 %. 

18 Groups were as follows: Group 1 very hard water (195 ppm); Group 11 hard water (175 

19 ppm); Group 111 moderately hard water (120 ppm); Group IV low hard water (35 ppm) 

20 and Group V sweet water (16.5 ppm). The dose of 10 mg/kg of a 0.1 % solution was 

21 directly placed into the proventriculus in a total volume of approximately 7.5 

22 mLlchicken as measured with a 10 mL syringe. Water hardness was achieved as 

23 suggested by Morley and Terry (2002) and graded into four categories as presented in 

24 Table l. Animals were observed for lOto 20 min and only a few birds regurgitated the 

25 medication; they were not included in the trial. To achieve a close timing interval 

26 between administration of the drug and blood sampling from the wing or jugular vein. 

27 assistance from 10 technicians and clock-watch timing was ensured. Thus, differences 

28 between the targeted and the actual blood sampling times were never more than 2 mino 

29 Approximately 1.5 to 2.0 mL blood samples were' taken from three birds per time at 0.5, 

30 l. 1.5, 2. 2.5, 3, 3.5. 4, 5, 6, 8, 12, and 24 h in three separate trials. Usually two. and 

31 occasionally three samples were taken from each chicken, being timed as far apart as 

I l3aytriIJl. .. from Baycr México 
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possible. Blood samples were immediately centrifuged, approximately 0.6 mL of serum 

2 recovered, identitied. and frozen until analysed. 

3 

4 Determination of enrotloxacin on each sample of serum was carried out in 

5 triplicates using the quantitative/qualitative microbiological agar diffusion analysis, 

6 described by Bennet et al. (1966), using Escherichia coli A TCC 25922 as the test 

7 microorganism and 0.1 mL chicken serum as case sample. A reference linear regression 

8 between 0.04 Ilg/mL (regarded as limit of detection) and 10 IlglmL, with a percent 

9 recovery of96 ± 3.5 and intra-assay error smaller than 5%, was achieved. 

10 

11 The composite serum activity/concentrations of enrotloxacin and metabolites VS. time 

12 relationships was analysed using software from PKAnalyst", and titted best (r < 0.95) in 

13 model 5. The general formula is: 

14 

15 

16 

17 

18 

Concentration (time) = Dose * KAE * time 
Volume 

-K • tllne e AE 

19 This program reports area under the curve (AUC), hybrid rate constant tor 

20 terminal elimination phase W), elimination half-life (T ~,p ), mean residence time (MRT). 

21 maximal serum concentration (Csma-J, time to reach CSmax (T max), absorption half-lite 

22 (TY,abs). and the area under the moment curve (AUMC). AUC was confirmed using the 

23 trapezoidal method through Microsoft-EXCELL. 

24 

26 

27 

28 

29 

Mean values of serum concentrations of enrotloxacin VS. time from the tive 

groups (1 to V), were compared using one-way analysis of variance, through the 

software package JMp3 while pharmacokinetic values were compared using Bonferroni 

t-tests, after an anal isis of variance. 

30 Additionally. nuclear magnetic resonance NMR studies were performed using 

31 enrotloxacin diluted in sweet and in very-hard water in a Varian Inc. apparatus~. Also, 

e MieroMath . Seientitie Software. SALT Lake City. UTA. USA. 199S . 
.\ .1 MI' Statistic Molle Visual 1989-1995 SAS Institute Ine. Cary. NC. USA. 
~ Varian Ine. MoJel Varian Unity INOVA 300 MHz 
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modelling studies of molecular mechanic using the Spartan Pro Wave function Inc . 

2 software. 

3 

4 RESULTS 

5 Table 2 shows the mean and standard deviation of serum concentration/activity 

6 of enrotloxacin in time of the three tri al s per group and of the five preparations of 

7 enrotloxacin. Figure l shows these profiles ofthe concentration/activity ofenrotloxacin 

8 and active metabolites, where the 13 data points obtained were used to calculate the 

9 time-concentration/activity curve. Table 3 lists the relevant pharmacokinetic values 

10 derived from compartmental analysis of the data. Comparisons of pharmacokinetics 

11 variables using Bon Ferroni t-test among groups showed that there are statistically 

12 significant differences In CSmax, T Y2¡3, Tmax, RT, MRT, AUC and AUMC values 

13 decreased from group to the next as a water-hardness increased in a statistically 

14 significant manner (P< 0.05). Some changes were detected in ¡3 value, which may be 

15 more related to artefacts of the standard deviation than to real di fferences. CSmax and 

16 AUC values showed a linear decay, as shown in Figure 2, where the confidence 

17 regression values were respectively r= 0.972 and r= 0.974. 

18 

19 Results derived from 1 H MNR and molecular mechanics are summarized in 

20 Figure 3. Apparently coordination compounds mainly with calcium, and to a certain 

21 extent with magnesium are being formed with enrotloxacin in hard water. A 

22 coordination compound are usually methal-carbon with one or more ligands, where the 

23 carbon is donating electrons to the metal (Miessler et al , 1999). 

24 

25 DISCUSSION 

26 When water passes through or over deposits such as limestone, there are 

27 higher levels of Ca2
+ and Mg2

+., the basic components that classify water as hard. The 

28 term comes from the idea that the calcium and magnesium ions in water combine with 

29 soap molecules making it difficult to form suds. Total water-hardness is defined as the 

30 sum of all ions derived from calcium and magnesium carbonate, even if it contains 

31 other ions, and their concentrations expressed in ppm. In this context, it is safe to state 

32 that these results are likely to corre late closely with hard-water obtained under field 

33 conditions. Hence, the impact that this particular aspect of water-quality has on the 
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bioavailability of enrofloxacin can be extrapolated to the clinical setting with 

2 predictable reduction in the absorption of enrofloxacin and hence in c1inical efficacy. 

3 

4 The linearly reduced values of AUC and CSmax and the minimum changes 

5 found in the rest of the assessed variables (T'I2~, RT, MRT, ~) suggest that chemical 

6 interaction between enrofloxacin and elements of hard water are occurring. As shown in 

7 Figure 3, spectra are noticeably different whether enrofloxacin is diluted in sweet water 

8 or in hard water, particularly at the level of the protons c10se to the carboxilate group. 

9 This suggests the formation of a new chemical entity. A complex with calcium or 

10 magnesium is proposed. The rest of the changes observed in the spectrum reveal a 

11 different array of charges as compared with enrofloxacin alone. Molecular mechanic 

12 studies reveal that Ca++ coordination and Mg++ coordination compounds are being 

13 formed. The former being more stable than the latter. The probable structure of these 

14 coordination compounds is shown in Figure 3. Our in vitro results indicate that hard 

15 water interferes very little with the antibacterial activity of enrotloxacin. Hence the 

16 coordination groups formed may show a reduced absorption through the GI epithelium. 

17 However, it is important to distinguish this unfavourable interaction with either or both. 

18 magnesium and calcium, with the proposed manner in which various fluoroquinolone-

19 metal complexes retain or even gain antibacterial activity (i.e., copper, bismuth). In this 

20 latter case, it has been postulated that the mechanism of action of quinolones could be 

21 mediated by a transition metal-ion (Turel, 2002). 

22 

23 Summarizing, water-hardness reduces bioavailability of enrofloxacin in 

24 broilers. In developing countries water quality is not regarded as an important limiting-

25 factor to select the area where a poultry farm will be located. Yet it is in these countries 

26 where enrofloxacin is overused. Proper regulations to handle enrofloxacin worldwide 

27 are mandatory ifthe outcome ofa major public health problem wants to be avoided. and 

28 to extend the usefullife ofthis antibacterial agent. 

29 
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Table l. Classification for water hardness and chemical components added to achieve different grades of hardness . 

Water c1assitication (ppm ofCaC03)1 

Sweet (O - 17.1 ppm) 
Low hard (20 - 60 ppm) 

Moderately hard (60 - 120 ppm) 
Hard (120 - 180 ppm) 

Very Hard ( 180 and over ppm) 

Experimental 
group 

V 
IV 
111 
11 
1 

I Water Clasitication. Morley and Terry, 2002. 

Components/L 
CaCb (g) MgCI2 -6H20 (g) 

0.022 0.010 
0.0475 0.021 
0. 115 0.071 

0.235 0.107 
0.266 0.121 

Total hardness 
achieved (ppm) 

16.5 
35 
120 

175 
195 
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Table 2.Mean ± SO ofthe serllm activity/concentrations ofenrotloxacin in pOllltry (f-lg/mL) with difterent grade ofhardness 

(grollp 1, 11, 111, IV and V)5 at1:er a single bollls of enrotloxacin (10 mg/kg)6. 

Time (hours) Group la± SO_ Group Je± SO Group IlI b ± SO _~~ollP_IVc± SO Group Vd ± SO 
0.5 0.46 ± 0.04a 0.517 ± 0.05a 0.62 ± 0.04° 0.71 ± 0.04' 0.85 ± 0.05d 

1 1.28 ± 0.15a 1.37 ± 0.191 ah 1.48 ± 0 . 181 abc 1.56 ± 0 .0 124bc 1.68 ± 0.24' 
1.5 1.64 ± 0.42a 1. 7 ± 0.461 a 2. 12 ± 0.451 ab 2.4 7 ± 0 .0 124b

, 2.84 ± 0.51' 
2 2.17 ± 0.27a 2.29 ± 0.311 ab 2.547 ± 0.436b 2.94 ± 0.0 124c 3.57 ± 0.36<1 

2.5 3.21 ±0.5a 3.32±0.54I ab 3.42 ± 0.666ab 3.54±0.76yh 3.94±0.57h 

3 2.78 ± 0.71 a 2.95 ± 0.41 ab 3.64 ± 0.535b' 3.87 ± 0.632' 4.07 ± 0.78' 
3.5 2.12 ± 0.52<1 2.54 ± 0.545 <1b 2.67 ± 0.67ab 3.04 ± 0.767b.: 3.75 ± 0 .59' 
4 1.52 ± 0.35a 1. 75 ± 0.3 75ab 2.12 ± 0.5° 2.24 ± 0.597b 3.08 ± 0.42b 

5 1.2 ± 0.14a 1.34 ± 0.165a 1.87 ± 0.24° 2.01 ± 0.33i' 2.64 ± 0.21' 
6 0.85 ± 0.12<1 0.89 ± 0. 145a 1.21 ± O. 17b 1.54 ± 0.1797': 1. 98 ± 0 . 19<1 
8 0.2 1±0.04a 0.31±0.065 b 0.87±0.047' 0.97±0.0567d 1.24±0.ll c 

12 Oa Oa 0.31 ± 0.0 12b 0.51 ± 0.0217' 0.62 ± 0.025<1 
24 Oa Oa Oa Oa Oa 

5 Gmup 1 \'cr) harJ \\alcr (llJ5 ppm): Group 11 harJ walcr (175 ppm): Gmup 111 moJcralcl) harJ \\alcr ( 120 ppm): (¡mup 1 V low harJ walcr (35 ppm) anJ ümup V S\\ccl 

\\alcr ( 16,5 ppm), 

" Diflcrcnllcllcrs inJicalc slalislicall) sign ificanl JifICrencc (1'< 0,(5) 
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Figure l. Mean serum concentration/activities vs. time variables ofenrofloxacin obtained in chiken alter a single oral bollls dose ofthe drllg 

di 11Ited to 0.1 % with di fferent grades of water-hardness, Grollp 1. very hard water (195 ppm); Grollp 11. hard water (175 ppm); Grollp 111. hard 

water (120 ppm); Grollp IV moderately hard water (65 ppm); Grollp V sweet water (16.5 ppm). AII prcparations were dose at 10 mg/kg throllgh 

a cannula directly placed into the proventricllllls. 
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Table 3. Pharmacokinetic variables of enrotloxacin obtained in chicken after a single oral bollls dose of the drllg dilllted to 0.1 % with different 

Variable 

13 
T Yd} (h) 
CSmax (f..lg/mL) 
Tmax (h) 
AUC 
AUMC 
RT 
RTLT 

grades of water-hardness (grollps 1 to 1 V/ and in sweet water (grollp V{ AII preparations were dose at 10 mg/kg 

Group 1 
X ± SO 

0.069 ± 0.005 a 
1.55 b ±0.14 

2.22 c± 0.21 
2.24 a± 0.20 
13.58 c± 3.35 

61.11 d± 17.54 
4.49 b± 0.69 
1 1.07 a ± 0.49 

through a cannula directly placed into the proventriculusx 

Group 11 
X ± SD 

0.067 a ± 0.004 
1.6 b± 0.12 

2.39 c± 0.26 
2.31 a ± 0.21 

15.03 bc ± 2.89 
69.60 cd ± 16.04 

4.62 "± 0.57 
12.26 a ± 0.49 

. Group 111 
X ± SO 

0.070 a ± 0.004 
1.76 a± 0.09 
2.73 b± 0.25 
2.56 a±0.19 
18.86 b± 3.02 

95.80 c ±17.54 
5.07 an ± 0.59 
5.06 b± 0.61 

Group IV 
X ± SO 

0.071 a ± 0.004 
1.78 a±0.14 
2.99 n± 0.31 
2.57 a± 0.33 

20.99 b± 3.87 
108.2 b ± 18.71 
5.15 ab ± 0.71 
5. \3 b ± 0.51 

Group V 
X ± SD 

o.ona ± 0.005 
1.9"±0.10 

3.51 a± 0.28 
2.54 a ± 0.25 

26.21 a ± 3.25 
143.89 a ± 18.47 

5.48 ab ± 0.67 
5.45 b± 0.57 

Hibrid rate constant for terminal elimination phase (13); elimination half-life (T':¡J); maximal serum concentration (CslllaJ; time to reach Cs""" (Tilla,); absorption 

half-life (T.:abs);" area under the curve (AUC); area under the moment curve (AUMC); Residence time (RT) and residen ce time to last T (RTL T). 

7 Group 1 Vl:ry hun.l waler ( 195 ppm): ( imup 11 hura waler (175 ppm): (¡roup 111 moJeratcl) harJ \\ aler ( 120 ppm): Group 1 Y low hard waler (35 ppm) and (¡roup Y swcet 

water ( 16.5 ppm). 

~ DilTerellt lcuers inJieale slalislil:ally signilil:anl dilTerl:nce (1)< 0.(5) 
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Abstraet 

The aim of this trial was to assess the effect that calcium gluconate priming of broilers has 

on the antibacterial activity of a standard dose of enrofloxacin. Hence, a series of oral 

pharmacokinetic studies were carried out in four groups of broilers medicated individually 

through an oral cannula as follows: group A, medicated only with enrofloxacin 10 mg/kg; 

group B, receiving immediately one after the other, calcium gluconate (200 mg/kg) and 

enrofloxacin 10 mg/kg; group C, dosed first with calcium gluconate (200 mg/kg) and 1 hr 

later enrofloxacin (10 mg/kg); and group O, dosed first with calcium gluconate (200 mg/kg) 

and 2 h later enrofloxacin (10 mg/kg). Broilers were bled at different times after the dose of 

enrofloxacin and antibacterial activity. measured as concentration of enrotloxacin, was . 

measured by an agar diffusion assay. Results revealed that group O the greatest values of 

maximum serum concentration (Csmax), area under the coneentration VS. time curve (AUC) 

and area under the moment curve (AUMC). These values were statistically higher than the 

corresponding ones derived from groups A, B and C (P< 0.05). Taking CSmax and AUC 

values of group A as reference baseline, an inerease of 24 % and 50% respectively was 

obtained in group D. Group B had the lowest CSmax. AUC. AUMC and elimination half lite 

(TY2P) and these values were statistically different from groups A, C and o (P < 0.05). The 

TY2P was statistieally longer in groups C and O as compared with A and B, and the former 

groups were also different between each other (P< 0.05). These results show that if calcium 

glueonate is first dosed to broilers and two hours later enrofloxacin is administered (as in 

group O), a more pronounced antibacterial activity of enrofloxaein can be obtained. A 

ehallenge of this sequential dosing se heme in a field trial may reveal its clinical value. 

Keywords: Enrofloxacin; Calcium; Concentrations; Broilers 
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Introduction 

Enrofloxacin is one of the most potent antibacterial agents so far used in the poultry 

industry. After its introduction more than 20 years ago, no truly novel family has been 

proposed for poultry medicine and it is unlikely that, in the foreseeable future, a new family 

of antibacterial drugs will be available for this sector (Engberg et al. , 2001 ; Stanley, 2001; 

Barrett and Barrett, 2003). Hence, it is understandable that the use of enrofloxacin should 

be restricted only for treatment of severe outbreaks of Mycoplasma sp. or bacterial diseases, 

and should be administered only by a licensed veterinarian. However, in developing 

countries it is overused, particularly after the patent protection ended (Sumano and 

Gutierrez, 2000). AIso the quality of generic preparations of enrofloxacin has been shown 

to be questionable in many cases (Sumano et al., 1984; Sumano and Ocampo, 1985), and 

lack of bioequivalence of this drug in poultry has been demonstrated (Sumano et al.. 2001). 

Considering that enrofloxacin is a concentration-dependant antibacterial. attempts to 

increase maximum plasma concentrations (Cpma\) have been made, i.e. , using capsaicin 

(Sumano and Gutierrez, 2002) or doubling its concentration in the drinking water of 

broilers from 0.1 to 0.2%, while maintaining the dose in 10 mg/kg (Sumano et al.. 2003). 

Conversely, it has been shown that hard-water reduces bioavailability of this drllg in 

broilers, apparently due toreduced absorption of enrofloxacin-dimers formed with water 

calcium (Sllmano et al., 2004). Paradoxically, antibacterial activity in vilro is enhanced 

when dilutions are made, precisely, in hard-water (unpublished data). In fact, only in the 

presence of the magnesillm metal ion, qllinolones are able to interact efficiently with gyrase 

or the gyrase-ONA complex (Lecomte et al., 1998; Sissia et al., 1998; Michiels, 2002; 

Noble, 2002). Hence, it appears that calcium inhibits absorption of enrofloxacin from the 

gastrointestinal tract of birds, but it may promote its antibacterial activity if additional 

quantities of Ca++ are made available in plasma by administering first calcium-gluconate, 

allowing its absorption, and then administering enrofloxacin. Hence the aim of this trial 

was to test whether or not calcium-primed chicken show an enhanced serum antibacterial 

activity after a standard dose of enrotloxacin. 
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Material and methods 

The study was given ethical approval by the Internal Committee of Postgraduate Studies of 

the Veterinary School at the National Autonomous University ofMexico. Four hundred and 

sixty eight clinically healthy Arbor-Acress broilers, weighing approximately 750 g ± 12 g 

were used to assess the serum antibacterial activity of enrofloxacin expressed as 

concentration. Four types of treatment were studied: group A medicated with enrotloxacin 

(Baytril®, Bayer - Mexico); group B receiving first adose of 200 mg/kg of calcium

gluconate (equivalent to 59.80 mg/broiler) in a total volume of 3 mi and immediately 

enrofloxacin as in group A; group C do sed with calcium-gluconate as in group B and 1 h 

later enrotloxacin as in previous groups; finally group O was treated as group C. but 

enrotloxacin was administered 2 h after calcium-gluconate priming. Each treatment was 

repeated 3 times providing 39 birds for each replicate thus obtaining three separate serum 

concentration vs. time relationships per group. 

Prior to commencement of the experiment the broilers had not been exposed to any 

antibacterial agent for two weeks, were deprived of feed ovemight for six hours and water 

for one hour and then randomly distributed to the four groups. After individual medication, 

broilers had immediate access to water and three hours later access to food was ensured. 

Each chicken was individually weighed and then received either calcium-gluconate and/or 

enrofloxacin as single oral bolus dose by means of a semi-rigid tubing attached to a syringe, 

directed into the proventriculus. Enrofloxacin was prepared as a 0.1 % w/v solution and 

final volumes ranging from 7 to 8 mi prepared and administered to adjust adose of 10 

mg/kg of bird. After administration, the birds were observed for up to 20 min and the few 

that showed regurgitation (4 birds in all) were removed from the experiment. 

For blood sampling 1.5 to 2.0 mi blood were taken from three birds from each treatment at 

the following times after treatment 25, 30 and 45 min, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, and 24 

hours. T o achieve a close timing interval between administration of the drug and blood 

sampling from the wing or jugular vein. assistance from 10 technicians and clock-watch 

timing were ensured. Thus. differences between the targeted and the actual blood sampling 
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times were never more than 2 mm. Blood samples were immediately centrifuged and 

approximately 0.6 mi of serum recovered, identified. and frozen until analyzed. 

Determination of the antimicrobial activity of the serum samples was achieved by the 

microbiological agar diffusion technique as described by Bennet et al. (1966) and using 

Escherichia coli A TCC 25922 as the test organismo A correlation between increasing 

concentrations of enrofloxacin vs. diameter of the inhibition halos are expressed as 

concentration of antibacterial activity or simply, as concentration in !lglml. The limit of 

quantification was 0.04 !lg/ml identified by means of enrofloxacin fortified serum samples. 

which correspond to 6.5 mm of inhibition halo as measured by an electronic digital 

calliper. This value corresponds to the lower limit of the calibration line. whose correlation 

coefficient of the standard" solution of enrofloxacin was r = 0.965 using linear regression by 

Origin 6.0 software. Intra-assay and inter-assay coefficients of variation (3% and 4.5%, 

respectively) were calculated from 5 repetitions. 

The serum concentrations of enrofloxacin VS. time relationships were analyzed lIsing 

compartamental pharmacokinetics through the software from PKAnalyst l, and fitted best (r 

< 0.95) in model 5. The general formula is: 

Concentration (time) = Dose * KAE * time 
Volume 

Where KA E = KAS = Kelim 

-K * time 
e AE 

This program reports area under the curve (AUC), hybrid rate constant for terminal 

elimination phase (~), elimination half-life (T,/,p), mean residence time (MRT), maximal 

serum concentration (Csmax), time to reach CSmax (T max). absorption half-life (T'/2ahs), and 

the area under the moment curve (AUMC). AUC was confirmed using the trapezoidal 

method through Microsoft-EXCELL. 

I MicroMath. Scientific Software, SAL T Lake City, UTA, USA.1995. 
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Mean values of serum conceritrations of enrofloxacin VS. time from the four groups (A. B. 

C and O), were compared using one-way analysis of variance, through the software 

package JMp2
• while pharmacokinetic values were compared using Bonferroni t-tests. after 

an ANOV A analysis. 

Results 

Table I and figure I show the mean and standard deviation of serum antibacterial activity 

of enrotloxaciri and active metabolites, expressed as concentration VS. time. Table 2 lists 

the relevant pharmacokinetic values derived from compartmental analysis of data and 

results from statistical comparisons are highlighted using different letters within rows. 

Group O had values of maximum serum concentration (Csmax). area under the 

cOQcentration vs. time curve (AUC) and area under the moment curve (AUMC). 

statistically higher than the corresponding ones derived from groups A, B and C (P< 0.05). 

Group B had the lowest Csma,. AUC, AUMC and elimination half life (TV2P) values and 

were statistically different from groups A, C and O (P < 0.05). Taking CS lllax and AUC 

values of group A as reference baseline. an increase of 24 % and 50% respectively can be 

obtained in group D. TV2P was statisticalIy longer in groups C and O as compared with A 

and B. but the former groups were also different between themselves (P< 0.05). 

Discussion 

The fear 01' cross-resistance of key pathogens (Salmonella sp., Escherichia coli and 

Campylobacler sp.) to other fluoroquinolones used in human medicine have prompted a 

debate in various countries as to whether or not to limit or ban enrofloxacin for the 

treatment 01' bacterial infections in poultry (Jorgensen et al., 2002; Pezzotti et al.. 2003). In 

contrast. in many countries, enrofloxacin is being used as the routine choice to treat almost 

any bacterial diseases in poultry (Sumano and Gutierrez, 2000). AnecdotalIy, lack of 

2 .IMP Statistic Modc Visual 1989-1995 SAS Institute ¡ne. Cary. NC. USA. 
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clinical efficacy due to bacterial resistance has been claimed. but to the best of our 

knowledge, such data has not been published. In our view, rather than bacterial resistance 

to enrofloxacin, lack of clinical efficacy may be explained by a combination of other 

factors. such as the quality of a given preparation (Sumano et al. , 1984; Sumano and 

Ocampo. 1985) and the manner in which the drug is handled. For example: strategic 

restriction of water, prior to administering enrofloxacin through the drinking water. should 

be implemented to obtain a greater CSmax value, a key feature to achieve best clinical 

efficacy with a concentration-dependant antibacterial (Charleston et al.. 1998) and to 

drastically reduce the appearance of resistant strains of key pathogens (Florea and 

Nightingale, 2004). These maneuvers can offer favorable clinical results based on the 

assumption that reasonable good water quality is available (Russell, 1992; Wages. 1997). 

Water-hardness reduces bioavailability of enrofloxacin by formation of dimers (Sumano et 

al., 2004); yet. the presence of calcium in water as vehicle enhances antibacterial action in 

vi/ro. 

These results show that calcium inhibits the absorption of enrotloxacin from the 

gastrointestinal tract (group B). but if gastrointestinal absorption of calcium is allowed in a 

two-hour period; presumably, higher concentrations of serum calcium will enhance the 

antibacterial activity of enrofloxacin and metabolites, at least at the level of the central 

compartment. lt will be of interest to assess whether the potential formation of calcium

dimers in serum can affect tissue distribution of enrofloxacin and consequently its clinical 

efficacy. Hence. it will be of interest to carry out controlled clinical trials to assess whether 

or not the maneuver of calcium priming chicken has any tangible clinical value. 
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Table l. 
Mean ± 1 standard deviation of serum antibacterial activity of enrofloxacin and active 
metabolites expressed as serum concentration profiles in broilers from four trials: A: 

enrotloxacin 10 mg/kg; B: ca\cium gluconate (200 mg/kg) and enrofloxacin 10 mg/kg 
administered simultaneously; C: ca\cium gluconate (200 mg/kg) and 1 hr later enrotloxacin 

(10 mg/kg); O: ca\cium gluconate (200 mg/kg) and 2 h later enrofloxacin (10 mg/kg). 

Group 
Time A B e D 
hours Mean ±SD Mean ±SD Mean ±SD Mean ±SD 

(flg/ml) (flg/ml) (flg/ml) (flg/ml) 
0.25 1.38 0.14 O O O O 0.54 . 0.087 
0.5 1.42 0.12 O O O O 0.85 0.095 
0.75 1.31 0.08 O O 0.85 0.05 1.5 0.12 
1 1.37 0.08 0.75 0.09 1.56 0.074 1.2 0.11 
1.5 1.86 0.09 1.08 0.08 1.34 0.086 1.98 0.23 
2 2.13 0.2 1.13 0.09 1.97 0.105 2.64 0.34 
3 1.52 0.07 1.42 0.078 1.47 0.046 1.64 0.21 
4 1.43 0.04 1.46 0.11 1.57 0.078 1.81 0.25 
6 0.86 0.03 0.71 0.04 0.95 0.024 1.17 0.16 
8 0.35 0.03 0.43 0.06 0.72 0.026 0.85 0.16 
10 0.06 0.01 0.26 0.03 OA 0.012 0.51 0.09 
12 O O 0.04 0.005 0.03 0.006 0.24 0.08 
24 O O O O O O O O 
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Table 2. 
Mean ± 1 standard deviation pharmacokinetic variables of enrofloxacin in broilers from 

tour trials: A: enrofloxacin 10 mg/kg; B: calcium gluconate (200 mg/kg) and enrofloxacin 
10 mg/kg administered simultaneously; C: calcium gluconate (200 mg/kg) and 1 hr later 

enrotloxacin (10 mg/kg); O: calcium gluconate (200 mg/kg) and 2 h later enrofloxacin (lO 
mg/kg).Different letter in a row point out statistically significant values among groups (P < 

0.05). 

Variable Group 
A B C D 

X ±SD X ±SD X ±SD X ±SD 
KYzH1\'1 2.38 a 0.25 2.09 a 0.31 1.78 a 0.58 3.13 o 0.94 
KYz.\B 0.63 o 0.08 2.lO a 0.26 1.79 a 0.54 0.86 0 0.09 
TYz~ 1.66a 0.13 1.48a 0.09 1.940 0.19 3.30~ 0.37 
T'I,\x 1.64 a 0.21 3.03 b 1.29 2.58 ab 0.74 2.21 ao 0.17 
CS\t\x 2.13a 0.2 1.460 0.11 1.97a 0.105 2.64~ 0.34 
AUC: 10. 10 ab l.25 8.36 a l.07 1l.12° 1.74 15 .17 c 1.83 
AUMC 57.29a 3.42 46.620 4.35 58.14 a 5.21 81.87 c 7.21 
RT 4.34 a l.74 6.06 a l.87 5.16 a 1.12 5.76 a 2.10 
KYzU.lM = Elimination constant; KYzAB = Absorption constant; TYzp = elimination half life: T"._\, = Time 
maximal concentration; CS~IA'\ = maximal concentration; AVC = area under time/concentration curve: 
AVMC = area under the moment curve and RT = residence time. 
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Figure 1. Mean serum antibacterial activity of enrotloxacin and active metabolites. 
expressed as serum concentration protiles in broilers from four trials: A: enrotloxacin 10 
mg/kg; B: calcium gluconate (200 mg/kg) and enrotloxacin 10 mg/kg administered 
simultaneously; C: ca\cium gluconate (200 mg/kg) and 1 hr later enrot1oxacin (10 mg/kg); 
D: calcium gluconate (200 mg/kg) and 2 h later enrotloxacin (10 mg/kg). 
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