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Resumen

La administracién de subdosis en las granjas porcinas contribuye a la formacion
de resistencia bacteriana contra antibacterianos. Se compard la diferencia en la
palatabilidad de florfenicol a dos diferentes dosis, utilizando varios tipos comerciales
de florfenicol. Se midié el consumo de agua medicada, y la dosificacién real no
detectada a partir del plasma de los cerdos por medio del estudio microbioldgico de
Bennett. EIl consumo promedio de agua antes del tratamiento fue de 5.5 - 5.7 L/dia.
La temperatura tuvo una relacién lineal positiva con el comportamiento del consumo
de agua en todos los grupos durante la etapa de medicién basal, dicha relacién se
perdié al comenzar la dosificaciéon con florfenicol en el dia 11. Se observd respuesta all
sabor, analizando el consumo de agua, al agregar florfenicol. El cambio menos
notable correspondid al tratamiento A1Colmax®, mientras que para el tratamiento B2
Nuflor® fue menos notable la disminucion en el consumo. Los tfratamientos A1, C1y C2
no presentaron diferencias entre consumo de agua sin medicacion y medicada. La
temperatura ambiente influyd el consumo de agua en los fratamientos Al y C2. La
relaciéon entfre temperatura ambiente y consumo de agua fue negativa en A2
medicado, con una R2 mayor que en A2 sin medicar. En B1 la R? fue pobre, y en B2 la
relacion negativa fue mds marcada. El grupo B2 sin medicar presentd mejor relacion
enfre temperatura ambiente y consumo de agua. En el andlisis de regresion lineal
simple entre consumo de agua y temperatura ambiental para cada fratamiento sin
mediacion se observd que en todos los casos la correlacion lineal fue positiva, cuando
se inicid con la medicacion en el agua, dos de los fratamientos, C2 Nutricol® y A2
Colmax®, presentaron correlacion lineal negativa de 37%. Las presentaciones de
florfenicol utilizadas afectaron negativamente la palatabilidad del agua, siendo los

productos menos palatables Ay C, especiaimente cuando la dosis se triplico.

El efecto en la palatabilidad condujo a una disminucién en el consumo de

agua por parte de los cerdos, lo cual ocasiond una subdosificacion del florfenicol.
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Abstract

Low-dose antibacterial agents given in pig farms contribute on formation of
bacterial resistance. We compared palatability of different brands of florfenicol at two
doses and determined the influence of taste on the consumption of medicated water
and try to detect florfenicol metabolites on plasma of freated pigs using Bennett's
microbiology. Before start treatment, average water consumption was 5.5 - 5.7 L/day.
Rise on temperature present positive lineal correlation on water intake in all freatments
during measure of basal intake stage, but this relationship was lost when water was
added with florfenicol. It was observed a decrease on water intake when florfenicol
was added. The less noticeable change was for A1Colmax ® treatment, while
treatment B2 Nuflor® almost not report reduces on consumption. Treatments Al, C1
and C2 did not present intake differences between non medicated water and
medicated one. Temperature influences water intake on treatments Al and C2.
Relationship between temperature and water intake was negative in medicated A2,
with a greater R? than A2 without florfenicol. R2 was poor for B1, and for B2 negative
relationship was more obvious. Not medicated B2 freatment showed better
temperature/water consumption relationship. A simple linear regression analysis using
water consumption and environmental temperature for each not medicated
freatment present, in all cases, a positive linear correlation; but when medication
started two of the treatments, C2 Nutricol ® and A2 Colmax ®, showed negative linear
correlation of 37%. Florfenicol brands used affected unfavorably palatability of water,

being it less palatable, especially on A and C treatments when dose was friplicate.

Effect on the palatability lead on pigs a lessen water intake, which resulted on

florfenicol low-dosage.



1. Infroduccion

La produccidén porcina en paises industrializados y del tercer mundo ha
cambiado en los Ultimos anos; esto ha generado que grandes grupos de animales se
alojen bajo condiciones intensivas, con poblaciones de cerdos muy densas, o que
aumenta la incidencia y facilita el contagio de trastornos respiratorios y enfermedades
sistémicas de transmision aérea dentro de la piara (Donham, 1991) y entre piaras
(Jorsal 'y Thomsen, 1988; Flori et al., 1995). Actinobacillus pleuroneumoniae vy
Micoplasma hyopneumoniae se asocian comunmente con cuadros subclinicos de
enfermedades y su presencia constante, aunada a otros patdgenos considerados
como flora normal, agentes virales, efectos ambientales y manejo inapropiado de la
medicina preventiva de la piara ocasionan enfermedades (Nienaber y Hahn, 1984;
Sumano y Caballero, 1997; Paige et al., 1999), que van a generar una elevada
mortalidad, deficiente ganancia de peso, mala conversidn alimenticia, aumento en el
numero de dias en que los cerdos llegan a rastro, excesivo gasto por medicamentos y
altos decomisos en rastros (Paige et al., 1999; Wallmann, 2006). Todo esto se va a ver
reflejado en pérdidas econdmicas.

En México, las neumonias representan la principal causa de muerte en cerdos,
y el uso indiscriminado de antibacterianos ha fomentado la aparicion de cepas
bacterianas resistentes. La resistencia bacteriana causada por el recurrente mal uso
de antibidticos, particularmente como recurso en la llamada metafilaxia o profilaxis
estratégica, facilita el establecimiento y prevalencia de las enfermedades
respiratorias (Schwarz et al., 2004; Alali et al., 2008; Tang et al., 2009).

Debido a la infraestructura de las granjas porcinas, existen tres estrategias
importantes para evitar o disminuir las enfermedades respiratorias. Estas estrategias
dependerdn de la regidén donde se localicen y el tipo de granja y son:

e Bioseguridad, control de instalaciones, flujo interno y externo de la
granja.

e Medicina preventiva contra antigenos especificos, uso de vacunas vy
bacterinas.
e Farmacoterapia con antibidticos premezclados en el alimento o el agua
de bebida (Agersz et al., 1998; Hayes et al., 2009).
1



Algunos de los antibidticos comUnmente utilizados en la medicina preventiva y
en la terapéutica contra agentes bacterianos involucrados en patologias del sistema
respiratorio de porcinos como A. pleuropneumoniae, administrados via parenteral o
en el alimento, son tetraciclinas, ampicilina, eritromicina, peniciina G, gentamicinag,
lincomicina, neomicina, estreptomicina y tiamulina. Los antibidticos de uso recurrente
en el agua de bebida son tianfenicol, enrofloxacina, fosfomicina, lincomicina, sulfas-

trimeroprim y florfenicol (Wallgren et al., 1999; Li et al., 2002; Rosengren et al., 2007).

El registro del consumo de agua en las granjas porcinas para los medicamentos
administrados en el agua de bebida es de suma importancia para garantizar que se
alcancen dosis terapéuticas apropiadas y se opfimicen las bondades de los

antibacterianos, evitando la sub dosificacion.

1.1.Consumo de agua

El agua cumple varias funciones dentro del organismo animal. Entre las mds
importantes podemos citar a la funcion estructural, al formar parte de los tejidos;
también proporciona el medio para la movilizaciéon de nutrientes y productos de
desecho, mantiene constante la temperatura corporal y el equilibro dcido-base,
lubrica las articulaciones y es el medio esencial donde tienen lugar las reacciones

bioquimicas de los procesos digestivos y metabdlicos (Nagai et al., 1994).

En el cuadro 1 se presentan las concentraciones de agua en los tejidos

muscular y graso del cerdo.

Cuadro 1. Porcentaje (%) de agua contenida en musculo y grasa del cerdo.

.. . - Minerales y Total
Tejido Agua Proteina Lipidos carbohidratos

Muscular 70 20 8 2 100

Graso 15 2 75 8 100

(Nagai et al., 1994)



El agua que se obtiene de la humedad natural de los alimentos (4%) y aquella
proveniente del metabolismo oxidativo de los nutfrientes (o agua metabdlica)
proporciona de 16 al 19 % de las necesidades del animal, lo que podria no ser mucho
si se compara con lo aportado por el agua de bebida, que cubre 77 a 80% de sus
necesidades. A pesar de ello, los tres fipos de suministro de agua (agua de bebida,
agua de los alimentos y agua metabdlica) son necesarios para mantener un

adecuado equilibrio fisiolégico.

El mantenimiento del equilibrio hidrico es extremadamente importante, ya que
pequenos cambios en el mismo pueden causar serios danos en la salud del cerdo,
siendo los mecanismos internos de regulaciéon de la sed y de la orina altamente

sensibles.

Cincuenta y seis por ciento del agua se elimina por la orina, 30% por la
respiracion y 5% por las heces, reteniéndose 9% por necesidad de crecimiento
(Zdzislaw et al., 1995). En general los cerdos jévenes necesitan mds agua por

kilogramo de peso vivo que los animales mds viejos (Nienaber y Hahn, 1984).

Con un consumo ad libitum de agua, un cerdo en la fase de engorda consume
de 2.2 a 2.8 litros de agua por kilo de materia seca ingerida, mientras que un lechdn
ingiere de 3 a 3.5 veces mds agua que alimento (Almond, n.d). Es decir, para la 1¢
semana post-destete la relacion agua/alimento es de 4:1 mientras que para la 4°

semana es de 6:1 (Zdzislaw et al., 1995).

En los cerdos, el consumo de agua tiene lugar aproximadamente entre las 7:30
y 16:30 horas (Agersg et al., 1998) y esta relacionado directamente con la

temperatura ambiental y el consumo de alimento.

En cuanto a la temperatura, en condiciones de termoneutralidad, las
necesidades de agua de bebida son de alrededor del 10% del peso vivo. Con el
aumento de temperatura ambiental se incrementa el consumo, existiendo dos
pafrones de consumo en funcion de la temperatura ambiental (Nienaber y Hahn,
1984):



e Termoneutralidad, temperatura ambiental < 27 °C: Empiezan a beber entre
5-6 am, alcanzando el pico al medio dia y por la tarde se reduce el

consumo hasta que anochece.

e Calor, temperatura ambiental = 27 °C: Aparecen dos picos de consumo,
entre 8-9 am y 5-8 pm. Al medio dia y noche se produce una caida de

consumao.

El requerimiento del vital liquido en la etapa del destete (7- 10 kg) es de 0.12 a
0.14 litros por kilo de peso vivo al dia (Carr, 1994). Estas estimaciones no toman en
cuenta el desperdicio, que se reporta en la literatura de 25 a 60%, especialmente en
bebederos de chupdn (Torrey y Widowski, 2006). En el cuadro 2 se muestran algunos

factores que pueden incrementar la demanda de agua (Quiles y Hevia, 2006).

Cuadro 2. Factores que afectan el consumo ad libitum de agua en cerdos destetados

Incremento Reduccion

Estrés por calor Estrés por frié
Hambre Agua tibia o caliente
Aburrimiento Agua muy salada
Dieta alta en proteinas Enfermedades

Dieta alta en minerales

Comida en pellets

En la mayoria de las naves de transicion, donde los cerdos se alimentan ad
libitum, el consumo de agua permite predecir y controlar el crecimiento de los cerdos,
de mejor manera que el consumo de alimento (Brooks y Carpenter, 1990). Mientras
que la ingesta de alimento depende de la cantidad y de las caracteristicas del
comedero, el agua queda generalmente bajo el confrol directo de los cerdos,
suponiendo que los bebederos se mantengan en buenas condiciones (Leibbrandt et
al., 2001).



Para registrar el consumo de agua por etapa y/o nave se necesita un medidor
instalado en la conduccion de agua de bebida, el cual sélo incluya el agua
destinada para los chupones o bebederos de la nave. En el cuadro 3 se detallan los
requerimientos de agua para cada fase de produccién, asi como el caudal y la altura

ala que deben colocarse los bebederos de chupdn (Brumm, 2006).

Cuadro 3. Reqguerimientos minimos de agua para cada fase de producciéon

Fase Peso (Kg) Consumo (L/dia)  Caudal (ml/min) Altura del piso al Altura del
chupdén (cm. 45°) chupdn(cm. 90°)
Gestaciéon - Variable 1.5-1.0 90 70
Lactacion - 12-20 1.0-2.0 90 75
Lechones - Variable 0.5-0.7 15 10
Transiciéon 5 1.0-2.0 0.5-1.0 30 25
Transicion 7 1.5-2.5 0.5-1.0 35 30
Engorda 15 2.5-30 0.5.1.0 45 35
Engorda 20 3-4 0.5.1.0 50 40
Engorda 25 3-4 0.5.1.0 55 45
Engorda 50 5-7 0.5.1.0 65 55
(Brumm, 2006)

El registro de las lecturas del consumo diario de agua es importante asi como el
desarrollo de métodos para mostrar los valores totales diarios en grdficos, los cuales
ayudan a evidenciar cambios en los consumos de agua (Brumm, 2006). La
disminucion del consumo de agua por tres dias consecutivos o un descenso en el
consumo de agua de 30 a 40% de un dia para ofro son indicadores del estado de

salud, con repercusion directa en el crecimiento de los cerdos (Nagai et al., 1994)



1.2.Terapéutica

El mayor control regulatorio sobre la distribucién de fdrmacos y la
documentacién requerida para terapia son tendencias mundiales. Armonizacion es la
palabra usada en el mundo para describir el esfuerzo hacia los estdndares
internacionales en la regulacién de la terapia animal. El Codex alimentarius,
publicado por la Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacién de Alimento y
Agricultura, estd frabajando hacia la formulacién de dichos estdndares en la terapia

internacional (Straw y Taylor, 2006).

Para el Codex alimentarius, una base de conocimientos de cuatro puntos y un
proceso de razonamiento se vuelven necesarios en la decisidn de la terapia a aplicar:
1) Conocimiento completo de la farmacologia; 2) diagndstico médico objetivo como
base para la terapia; 3) familiaridad con la implementacién de todas las regulaciones
pertinentes, como fambién de los métodos sistematizados para la documentacion de
la terapia y 4) una apreciacion de las ramificaciones econdmicas de la terapia (FAO,
2000).

1.3.Dosificacion de antibacterianos en el agua de bebida

El consumo de agua en animales clinicamente enfermos y con enfermedades
agudas disminuye considerablemente. A pesar de ello, sigue siendo la manera mads
viable de medicar estas poblaciones, ya que la terapia parenteral implica mayor

inversion en tiempo, manejo y equipo, lo que incrementa los costos (Pijpers, 1992).

La eleccidén y utilizacidon de los fdrmacos adicionados al agua de bebida
depende de la capacidad de éstos para disolverse y mantener su estabilidad vy
niveles terapéuticos. Los sistemas de bebederos y tuberias deben mantenerse limpios,
protegidos de la luz y el calor ambiental, prefiriéndose las instalaciones pldsticas o de
PVC, ya que la herrumbre vy las instalaciones galvanizadas disminuyen drdsticamente
la biodisponibilidad de algunos antibacterianos (Russell, 1992; Sumano y Caballero,
1997; Sumano et al., 2000).



Existen cuatfro puntos importantes que inciden directamente sobre una

adecuada medicacion de los antibidticos en el agua de bebida (Brander et al., 1982):

Palatabilidad del producto

Disposicion del agua

Inadecuada colocacion de los bebederos
Calidad del agua

OO~

Algunas de las ventajas de la medicacién en agua de bebida es que requiere
poco manejo, el antibidtico se incorpora fdcil y rdpidamente dentro de Ias naves,
permite la redosificacion constante. Algunas de sus desventajas son que no se
controlan el consumo, el desperdicio o la dosificacion individual; el fdrmaco requiere
tener un sabor agradable (palatabilidad) y se requieren adecuados sistemas de
distribucién y registro (Schiffman et al., 2000; Hayes et al., 2003).

1.4. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es una adaptacion de los microorganismos a los
nuevos productos con el fin de asegurar su persistencia a lo largo del tiempo (Straw y
Taylor, 2006).

La resistencia natural o intrinseca es una propiedad especifica de las bacterias
y su aparicion es anterior al uso de los antibidticos, como lo demuestra el aislamiento
de bacterias resistentes a los antimicrobianos de una edad estimada de 2000 anos
encontradas en las profundidades de los glaciares de |las regiones drticas de Canadd.
Ademds, los microorganismos que producen antibidticos son por definicion resistentes

y es0 les permite tener ventajas competitivas(Jawetz et al., 2002).

La aparicion de la resistencia adquirida en una bacteria se produce a fravés de
mutaciones (cambios en la secuencia de bases de cromosoma) y por la frasmisidon de
material genético extracromosémico procedente de otras bacterias. En el primer
caso, la resistencia se trasmite de forma vertical de generacién en generacion. En el
segundo, la frasferencia de genes se realiza horizontalmente, a través de pldsmidos u
otro material genético movible como integrones y transposones; esto Ultimo no solo
permite la frasmision a ofras generaciones, sino tambien a otras especies

bacterianas(Jawetz et al., 2002).



De esta forma una bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios
antibidticos sin necesidad de haber estado en contacto con ellos (Jawetz et al., 2002).

Algunos de los mecanismos para desarrollar resistencia a los antibidticos son:

e Produccién de enzimas que destruyen el fdrmaco activo

e Cambio en la permeabilidad hacia el antibacteriano

e Desarrollo de enzimas metabdlicamente activas diferentes a las que inactiva el
antibacteriano

¢ Modificacién quimica del blanco sobre el que actua el antibacteriano

e Desarrollo de vias metabdlicas diferentes que pasan por alto la reaccion
inhibida por el farmaco

1.5. Origen de la resistencia a los farmacos

l.  Resistencia de origen no genético alos antibacterianos

La mayor parte de los antibacterianos requieren de bacterias en replicaciéon
activa para mostrar sus acciones. Por consiguiente, los microorganismos
metabdlicamente inactivos (fuera de su estado de multiplicacion) pueden ser
fenotipicamente resistentes a los farmacos. Sin embargo, su descendencia es
completamente susceptible. Estos microorganismos “persistentes” son resistentes al
tratamiento y no pueden ser erradicados por los farmacos. No obstante si comienzan
a multiplicarse (p. €]., en pacientes inmusuprimidos) son totalmente susceptibles a los

mismos farmacos (Aarestrup et al., 2002; Aarestrup et al., 2008).
ll.  Resistencia de origen genético alos farmacos
a) Resistencia cromosémica

La mayor parte de los microorganismos resistentes a los fdrmacos surgen como
resultado de cambios genéticos y de los procesos sulbsecuentes de seleccidon por los
antimicrobianos. Esta resistencia se desarrolla como resultado de una mutacion
espontdnea en un locus que confrola la susceptibilidad a un antimicrobiano
determinado. La presencia del antimicrobiano sirve como mecanismo de selecciéon al

suprimir los microorganismos susceptibles y favorecer el crecimiento de los mutantes

8



resistentes al fdrmaco. ComUnmente los mutantes cromosdmicos son mads resistentes
en virtud de los cambios en un receptor estructural para el fdrmaco (Aarestrup et al.,
2000; Aarestrup et al., 2002; Jawetz et al., 2002).

b) Resistencia extracromosémica

Las bacterias casi siempre contienen elementos genéticos extracromosdémicos
denominados pldsmidos. Algunos pldsmidos llevan genes para la resistencia a uno y a
menudo a varios farmacos antibacterianos. Los genes de pldsmidos de resistencia
antfimicrobiana con frecuencia controlan la sintesis de enzimas capaces de destruir
dichos fdrmacos. El material genético y los pldsmidos se pueden transferir mediante

transduccién, transformacion y conjugacion (Kadlec et al., 2009).
c) Resistencia cruzada

Los microorganismos resistentes a un determinado farmaco también lo pueden ser a
otros fdrmacos que compartan un mismo mecanismo de accidén. En algunos fipos de
farmacos el nucleo activo de la sustancia quimica es tan similar (p. ej., tefraciclinas)

que se puede esperar una amplia resistencia cruzada (Frana et al., 2004).
lll.  Limitacion de la resistencia a los farmacos

En toda infeccidén, el surgimiento de la resistencia a los farmacos puede reducirse al
minimo de las siguientes maneras: 1) mantener concentraciones lo bastante grandes
del fdrmaco en los tejidos como para inhibir a la poblacién nativa y a la primera
generacion de mutantes; 2) administrar simultdneamente dos farmacos que no
produzcan resistencia cruzada, para que cada uno retarde el surgimiento de cepas
mutantes resistentes al ofro fdrmaco (p. €j., rifampicina e isoniacida en el fratamiento
de la tuberculosis) y 3) evitar la exposicion de los microorganismos a un farmaco
particularmente valioso, cuyo empleo debe limitarse a situaciones especificas
(Wallmann, 2006).



IV.  Implicaciones clinicas de la resistencia a los farmacos

Existen evidencias de géneros bacterianos que afectan a humanos que han creado
resistencia a diversos antibidticos, tales como: gonococos resistentes a la
espectinomicina y algunas quinolonas; meningococos resistentes a las sulfonamidas y
rifampicina; estafilococos resistentes a penicilina, tefraciclinas y vancomicing;
neumococos resistentes a penicilina G, tfrimetroprim-sulfametoxazol, eritromicina vy
tetraciclinas, bacterias entéricas gramnegativas resistentes a tetraciclinas |
incorporadas en los alimentos para animales). En EUA el empleo confinuo de
complementos de tetraciclinas en los alimentos de animales quizd contribuya a la
propagacion de pldsmidos de resistencia y de Salmonelas resistentes a los fdrmacos,
en medicina veterinaria (Aquino et al., 2002). Algunos investigadores reportan en aves
(Gallay et al., 2007), cerdos en diferentes etapas de crecimiento (Baumgartner ef al.,
2007; Hendriksen et al., 2008) y trabajadores de las mismas granjas (Padungton y

Kaneene, 2003) cepas de bacterias resistentes a antibidticos.
V. Actividad antimicrobiana in vitro

La actividad antimicrobiana se cuantifica in vitro para determinar 1) la potencia de
un antibacteriano en solucion; 2) su concentracion en liquidos y/o fejidos del cuerpo,
y 3) la suscepftibilidad de un microorganismo determinado a las concentraciones

conocidas del fdrmaco (Priebe y Schwarz, 2003).

El andlisis de la actividad de agentes antimicrobianos in vivo es mucho mds complejo
que las circunstancias in vitro algunos factores que intervienen en la interaccion
fdrmaco- patdégeno y huésped son: 1) Ambiente, 2) actividad metabdlica del
huésped, 3) distribucion del farmaco, 4) localizacién de los microorganismos y 5)

sustancias que interfieren (Shin et al., 2005).



VI.  Alteracion de la flora microbiana

Los efectos del origen de la resistencia bacteriana por medio de esta via han sido
demostrados en los frabajos de Aarestrup y colaboradores (2000), al encontrar
enterococos resistentes a la vancomicing, tetraciclina y otros antibidticos en las heces
de cerdos, pollos y seres humanos. En los tres especimenes se halld el mismo gen
(VAN-A) de resistencia a la vancomicina. El mismo autor en ofro estudio encontrd
cepas resistentes de Escherichia coli en seres humanos, como consecuencia del uso
de antibidtico en la produccidn de alimentos para animales.

1.6. Palatabilidad

La palatabilidad se define como un conjunto de caracteristicas organolépticas
de una sustancia, independientemente de su valor nutritivo, que hacen para un

determinado individuo que dicha sustancia sea mds o menos placentera.

Como se observa en el cuadro 4, el cerdo es una de las especies con mayor
numero de botones gustativos, contando aproximadamente con 5,000 en las papilas
fungiformes, 10,000 en las papillas circunvaladas y 4,800 en las papilas foliadas, contra
1,600, 6,000 y 3,000 que poseen los seres humanos, respectivamente (Chamorro et al.,
1993; Fontanillas y Roura, n.d).

Cuadro 4. Diferencia en la cantidad y fipo de papilas gustativas presentes en humanos y cerdos

Especie Papilas fungiformes Papilas circunvaladas Papilas foliadas
Humano 1600 6000 4800
Cerdo 5000 10000 3000

La rama timpdnica responde con mayor intensidad a los estimulos dacidos
mientras que el nervio glosofaringeo responde mayoritariamente a los compuestos
amargos. Ambos nervios responden también al glutamato sédico y a ciertos
compuestos dulces, como la fructosa, sacarosa y glucosa, mientras que ofras
sustancias dulces como la taumatina, neoesperidina o sacarina producen poca
estimulacion. En los cerdos las preferencias a distintas soluciones acuosas dulces
responden tanto a concenfraciones crecientes como decrecientes de sacarosa,

glucosa o sacarina sédica en agua (Goatcher y Curch, sin fecha).
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1.7. Olfato

La capacidad de deteccion olfativa de los cerdos, es mucho mayor si la
comparamos con la del hombre, tal vez debido a que cuentan con mayor niUmero

de conexiones entre células olfativas y células mitrales (Parfet y Gonyuo, 1991).

Durante la ingestion del alimento, a través de la comunicacion retrofaringea
entre la cavidad nasal y bucal, se produce un refuerzo del aroma percibido y se crea
una asociacién compleja entre gusto y olor. Los estimulos pueden ser complejos y
existe una estrecha relacién entre los distintos érganos de los sentidos y mds

concretamente entre el sentido del olfato y del gusto.

1.8. Antecedentes del florfenicol

El florfenicol es un andlogo del tianfenicol y se relaciona estructuralmente con
el cloranfenicol. A diferencia del cloranfenicol, el florfenicol posee un metilsulfonilo en
substitucion del p-nitro, lo que en el ser humano evita la produccidon de anemia
apldasica por residuos. Es una molécula neutra con una alta solubilidad en lipidos, lo
que le confiere una excelente distribucion a tejidos y fluidos orgdnicos (Hayes et al.,
2003).

Existen estudios farmacocinéticos en diferentes especies y se ha utilzado en
algunas de ellas, tales como cerdos, ovinos, camarones, caprinos conejos patos,
pollos de engorda y bovinos. Es un nuevo antibidtico para uso exclusivo en veterinaria
(Voorspoels et al., 1999). En 1995 se autorizd su uso inyectable para el fratamiento de
enfermedades respiratorias en bovinos y en cerdos en el ano 2000 (Priebe y Schwarz,
2003).

El florfenicol se recomienda para el tfratamiento de enfermedades respiratorias
en ganado (Rooney et al., 2005). Sin embargo, hay evidencia que también es efectivo
en cerdos porque su actividad antibacteriana afecta a patdégenos de las
enfermedades respiratorias  de los cerdos, tales como  Actinobacillus

pleuropneumoniae y Pasteurella multocida. Por su espectro es evidente que puede
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resultar de una gran eficacia en el tratamiento y prevencion de enfermedades del
cerdo y, de hecho, tiene un importante lugar en la clinica porcina cuando se le
administra como premezcla. No obstante, los productores y médicos veterinarios han
empezado a incursionar en la medicacién via agua de bebida en esta especie

(Voorspoels et al., 1999; Kijima-Tanaka et al., 2003; Jiang et al., 2006).

Cerdos con pleuroneumonia y resistentes a antibidticos como el tianfenicol
mejoraban considerablemente empleando florfenicol en el alimento a dosis de
(50mg/Kg) (Ueda et al., 1995). El florfenicol administrado en el agua de bebida puede
variar en su eficacia debido a factores como el pH, la concentracidon de cloro, las
aguas duras y la presencia de algunos materiales, como |dmina galvanizada los

cuales afectan su estabilidad y biodisponibilidad.

Existen estudios que sugieren que el florfenicol en dosis de 20 ppm provee una
adecuada proteccién contra A. pleuroneumoniae, pero no elimina los signos clinicos
ni las lesiones de los animales, mientras que concentraciones de 40 ppm, incrementan
la eficacia, disminuyendo las lesiones y signos causados por este agente (Liv et al.,
2003).

El principal obstdculo es que, a diferencia de lo observado en aves
comerciales, el cerdo muestra una elevada capacidad para detectar sabores en el
agua y a menudo se reduce drdsticamente su consumo cuando el agua ha sido

medicada, incluso llegando a rechazarla por completo (Agersg et al., 1998).

1.9.Caracteristicas quimicas del florfenicol

El nombre quimico del florfenicol es (d-tre-2,2-N-c-a(fluormetilo)-p-hidroxi-
pp(fenetilo)acetamida). Su férmula condensada es: Ci2Hi4CLFNOLS (Figura 1), con
peso molecular de 358.2 daltones y punto de fusion entre 153y 154 °C. El pH es de 3 a
9; es soluble en solventes orgdanicos (polietilenglicoles, N-metilpirrodilona), poco soluble
en agua, pero con una solubilidad relativamente elevada en lipidos., el coeficiente

de particion octanol agua es de 2.36 (Park et al., 2008).



O

NH — CCHCl
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Figura 1. Formula quimica del florfenicol

1.10. Mecanismo de accidén antibacteriana y espectro

El florfenicol se une irreversiblemente a la subunidad 50s ribosomal, por lo que
inhibe la sintesis de proteinas bacterianas. Ataca a la enzima peptidil-transferasa,
evitando la transferencia de aminodcidos en la formacion de cadenas peptidicas y la
subsecuente formacion de proteinas. Los receptores bacterianos son los mismos que
para el cloranfenicol; es un antibidtico bacteriostatico. Su espectro de accion
anfimicrobiana es mds potente y amplio que el del cloranfenicol y el del tianfenicol
frente a bacterias gram-negativas y gram-positivas. Algunos de los géneros
bacterianos sensibles al florfenicol implicados en el complejo respiratorio porcino son
Actinobacillus pleuropneumoniae, Salmonella cholerasuis y typhi, Streptococcus suis,
Haemophilus sp y Klebsiella pneumoniae. Existen estudios en los que se encontré que
el punto de corte de la concentracion minima inhibitoria (CMI) considerada a partir
de la primera dilucién en donde ya no hubo crecimiento bacteriano fue < 2 ug/mL

MIC 50 Y MIC 90 del .5 ug y 0.12 a 4 ug/mL, respectivamente (Hayes et al., 2009).

En el cuadro 5 se presentan los valores de la CMI referidos en la literatura para

algunas especies bacterianas que afectan el sistema respiratorio de los cerdos.



Cuadro 5. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de florfenicol para ciertos patégenos que afectan vias
respiratorias en cerdos

Patégeno CMI 50 (ng/ml) CMI 90 ( ug/ml)
*Pasteurella multocida 0.25-1 0.5
0.25-0.5 0.5
0.78
** Actinobacillus pleuropneumoniae 0.2-1.56 0.5
0.12-1.0
* Bordetella brochiseptica 1.0-3.2 8
1.0-4.0 2

*(Shin et al., 2005); **(Priebe y Schwarz, 2003)

1.11. Farmacocinética

El florfenicol administrado a los cerdos de forma oral se absorbe rapida vy
completamente del tracto gastrointestinal, de donde pasa al forrente sanguineo y es
distribuido a los tejidos y érgano blanco. Las concentfraciones son relativamente mas

altas en bilis, rindn, intestino delgado y orina (Hayes et al., 2009).

Administrado via oral en cerdos alcanza su pico maximo de concentracion en
suero alas 3 horas y su vida media de eliminacion es de 64 - 80 horas En cerdos sanos,
la concenfracion mdaxima plasmdatica es de 10.84 ug/ml. El florfenicol presenta una
amplia distribucion en funcién de los valores calculados del volumen de distribucion y
del volumen de distribucion en fase estacionaria (1.17 L/Kg y de 0.95 L/Kg

respectivamente) (Park et al., 2008).

En el cuadro 6 se muestran algunos de los pardmetros farmacocinéticos
detectados por el método de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) a partir
de plasma de cerdos a los que se les administrd florfenicol a diferentes dosis en bolo

por via oral.



Cuadro 6. Pardmetros farmacocinéticos encontrados por HPLC en plasma por varios autores a partir de la
dosificacion de florfenicol via oral en bolo en cerdos sanos.

] i (Jiang et al., (Jiang et al., (Voorspoels et al.,
Poromef.ro de (Liu ef al., 2003) (Jiang et al., 2006) 20046) 1999)
referencia 2006) )

En ayuno (b) Pospandrial(b) (15mg/kg)

AUC(mg/ml) 65.89 £12.79 132.1£17.6 91.4+7.5 88.5+2.2 100.5£16.1
T1/2B(h) 2.87 +1.64 10+ 2.1 6+£0.3 6.4+0.9 5.5+4.2
Cmax (mg/ml) 10.84£2.71 9.9+24 15.1+£0.7 7.5+1.7 14.8+2.6
Tmax (h) 1.5+0.6 1.2+0.8 2 0.7 3.040.9

AUC - Area debdjo de la curva, concentracién-tiempo extrapolada al infinito; T1/2B - vida media de
eliminacion en la fase B; Cmax - Concentracién mdxima en el plasma; Tmax - tiempo de mdxima
concentracién.

Para conseguir una terapéutica adecuada con florfenicol soluble se requiere
lograr concentraciones séricas terapéuticas, mismas que deberdn mantenerse por lo
menos durante 75% del dia, ya que se ha senalado que es cuando el fdrmaco fiene
un efecto oOptimo; esto es, su relacion farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD) es
tiempo dependiente: debe de estar 3 a 4 veces por arriba de la CMI por lo menos

durante 4 horas.

1.12. Tiempo de retiro y residuos

En los cerdos el tiempo de retiro recomendado es de 16 dias post aplicacion
inframuscular. En el cuadro 7 se muestran los limites mdaximos de residuos (LMR) en los
tejidos del cerdo para productos de consumo humano permitidos por la EMEA
(European Medicines Agency, por sus siglas en ingles).

Cuadro 7. Limites mé&ximos de residuos permitidos en tejidos de cerdo utilizados en productos para
consumo humano (EMEA)

Sustancia activa  Residuo marcador  Especie Tejido Limites Md&ximos de Residuos
MdUsculo 300mg/ml
Fluorfenicol Amina-fluorfenicol  Porcinos Piel y grasa 500 mg/mll
Higado 2000 mg/ml




1.13. Clasificacion de los antibioticos dependientes de la

concentracion/tiempo

La concentracion minima Inhibitoria (CMI), es definida como la concentracion
mds baja del fdrmaco capaz de inhibir el crecimiento bacteriano, esta CMI permite
observar el comportamiento de los antibacterianos en relacién con ciertas cepas
bacterianas in vitro y que difiere de su comportamiento in vivo debido a diversos

factores.

El grupo de antibacterianos clasificado como concentracién-dependiente
(fluoroquinolonas, aminoglicdsidos) se caracterizan por conseguir la muerte
bacteriana en poco tiempo y dependiente de la concentracion del fdrmaco, por lo
que se requieren altas concentraciones del farmaco en plasma vy tejidos, con lo que

se incrementa la actividad bactericida (Kasiakou et al., 2005).

1.14. Usos clinicos en cerdos

El florfenicol se utiliza en el tratamiento de enfermedades respiratorias
asociadas a Actinobacillus pleuroneumoniae y Pastereulla multocida (Voorspoels et
al., 1999; Liu et al., 2003). Se encuentran en presentacion oral para agua de bebida a
concentracion de 23 mg/ml o 400 mg por galén de agua (100 ppm.), administrdndose
por 5 dias. En la presentacion inyectable inframuscular, a dosis es de 15 mg/kg,
repitiendo a las 48 horas. En la presentacion para alimento, la dosis recomendada es
de 20 mg /Kg. En el cuadro 8 se muestran las presentaciones mas recientes en el

mercado para uso del florfenicol en cerdos, dosis y vias de administracion.



Cuadro 8. Presentacién comercial del florfenicol, via de administracion y dosis recomendadas

Presentacién Via de administracién Dosis
Premezcla para alimento Oral 20 mg/Kg
Inyectable Intra muscular (IM) 15 mg/Kg
Solucién para agua de bebida Oral 10 - 23 mg/Kg

(Foster, 2008)

Diferentes laboratorios farmacéuticos han logrado formular preparados a base de
florfenicol soluble, argumentando que evitan que el consumo de agua se deprima vy,
gracias a ello, se logren concentfraciones séricas terapéuticamente acordes con la
relacién PK/PD mencionada. El ensayo que se describe a continuacion pretende
demostrar la diferencia en la palatabilidad de tres preparados de florfenicol soluble, lo
cual afecta directamente el consumo de agua vy, por lo tanto, la dosificacion real,

incidiendo en los valores séricos del fdrmaco en los cerdos medicados.



2. Justificacion

A pesar de que existen antibacterianos de uso exclusivamente veterinario, se
han encontrado genes de resistencia bacteriana aaCc4 (aparamicina) y hphB
(higromicina) co-fransferidos tanto en animales como en seres humanos. En este
sentido, la Comisidon de la Unidn Europea en el mes de marzo de 2002 hizo hincapié en
la necesidad de desarrollar alternativas vdlidas a los antibidticos promotores del

crecimiento. Estas alternativas deben cumplir dos requisitos fundamentales:
e Ser eficaces y, por tanto, ejercer un efecto positivo sobre la producciéon animal.
e Carecer de riesgo para la salud humana, la salud animal y el medio ambiente.

En este sentido, se pueden considerar dos alternativas no excluyentes al uso de

los antibidticos como promotores de crecimiento:

A.- Implantacion de nuevas estrategias de manejo en produccion animal,
encaminadas a reducir la incidencia de las enfermedades en los animales, de forma
que se pueda evitar el empleo de los antibidticos con fines terapéuticos y las pérdidas

en los niveles de produccién ocasionadas por las enfermedades.

B.- Utillizacion de otras sustancias que tengan efectos similares a los antibidticos
promotores de crecimiento sobre los niveles productivos, pero que no acarreen los
problemas de resistencia. En cuanto a las sustancias alternativas, destacan como
principales opciones el empleo de probidticos y prebidticos, los dcidos orgdnicos, las
enzimas y los extractos naturales. Estos productos alternativos se pueden utilizar

individualmente o en mezclas sinérgicas segun los casos (Delsol et al., 2005).

Las dosis metafildcticas se definen como la aplicacién de un antibacteriano en
masa en un aumento estratégico para prevenir la instauracion del cuadro clinico
(Catry et al., 2008). Sus objetivos son: reducir la morbilidad, mejorar el rendimiento,
suplir la inexperiencia del personal y mejorar los beneficios. Sin embargo, el manejo en

la administracion de dosis metafildcticas errdneas son las que han contribuido a la
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formaciéon de resistencia bacteriana contra los antibacterianos utilizados a lo largo de
los anos y en las diferentes especies bacterianas, ya que en la prdctica las dosis
utilizadas para la metafilaxia o dosis como promotores de crecimiento son dosis a la
mitad de las terapéuticas lo que resulta en una subdosificacién (Voorspoels et al.,
1999; Herradora y Martinez-Gamba, 2003).

Por lo anteriormente mencionado, es importante probar en cerdos fdrmacos
con adecuada palatabilidad y verificar el consumo de agua por etapa en las granjas
para calcular las dosis de antfibacterianos adecuadas, que permitan alcanzar las
concentraciones terapéuticas requeridas para evitar la resistencia bacteriana en la
industria porcina, disminuyendo costos y aumentando su efectividad contra las

enfermedades de vias respiratorias.
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3. Hipotesis

La palatabilidad de los diferentes preparados de florfenicol soluble influyen de
manera directa sobre el consumo de agua medicada y, por ende, sobre la
dosificacion real obtenida detectada a partir de los pardmetros farmacocinéticos

obtenidos.
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4. Objetivo General

Demostrar la diferencia en la palatabilidad de fres preparados solubles de
florfenicol para agua de bebida en cerdos y la importancia de conocer el consumo
de agua de los cerdos en las granjas para calcular la dosis requerida con el fin de

establecer dosis terapéuticas.
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5. Objetivos especificos

Obtener el consumo de agua de los cerdos en estudio en situaciones reales en

una granja antes de la administracion del florfenicol en el agua de bebida.

Registrar el cambio en el consumo de agua en los cerdos en estudio después

de la administracion de tres preparados de florfenicol.

Comparar la diferencia en la palatabilidad del florfenicol a dos diferentes dosis,

comparando dos genéricos con el de patente.

Obtener pardmetros farmacocinéticos del florfenicol en el plasma de los cerdos

por medio del estudio microbioldgico de Bennett con las dos dosis administradas.
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6. Material y Métodos

Los experimentos se llevaron a cabo en el Centro de Ensefanza, Investigacion y
Extensién en Produccién Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM, ubicado en el Km. 2 de la carretera Jilotepec-Corrales, en
Jilotepec, Estado de México. El centro se encuentra en los 99° 31' 45" de longitud oeste
y 19° 57' 13" latitud norte, a una altura de 2,250 metros sobre el nivel del mar. El clima
de la regién es templado en verano y extremoso en invierno; la temperatura media es
de 18° C y varia entre los 12° C y los 24° C. El régimen de lluvias comprende de junio a
septiembre y el promedio de precipitacion pluvial es de 608 mm, iniciando las

primeras heladas en octubre y prolongdndose hasta marzo.

Se ufilizaron 24 cerdos, hembra y machos, hibridos, cruza madre Landrace -
Yorkshire y padre linea terminal de Pietran, Duroc y Ham, de 48 dias de edad (18 dias
post-destete) y peso promedio de 22.9 Kg. Los tratamientos fueron asignados en forma
aleatoria en seis corraletas de 1.48 x 1.48 metros con piso de rejilla, con 4 cerdos en
cada una. Los animales no habian sido fratados previamente con antibacterianos y
se enconfraban desparasitados e inmunizados conforme a las prdcticas de manejo
de la granja. Al momento de iniciar el estudio consumian alimento pre-iniciador, con
base en sorgo - soya, cubriendo las necesidades de la etapa correspondiente

(National Research Council, 1988).

Para el suministro de agua se emplearon bebederos de chupdn con una
capacidad de 8,800 mL, ubicados a 25 cm de altura del piso. Para el suministro de
alimento se utilizaron comederos tipo tolva, con cinco espacios, ambos para la etapa

correspondiente al destete.

A cada corral se asignd en forma aleatoria un fratamiento distinto, seis en total,
distribuidos como sigue: tres grupos con dosis de (11.08 mg/kg) de florfenicol de tres
laboratorios distintos, el de patente y dos genéricos y tres grupos triplicando la dosis
(33.24 mg/kg) con la finalidad de observar la palatabilidad e influencia directa sobre

el consumo del agua a mayor concentracion de florfenicol.
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Se midid el consumo de agua en los 6 grupos durante 10 dias para obtener el

consumo basal promedio por kilo de peso vivo.

El dia 10 alos 6 grupos se les restringid el agua a partir de las 20 horas, y el dia
11 alas 8.00 am se le administré a cada grupo el florfenicol con la dosis asignada,
mezcldndolo previomente por agitacion e incorpordndolo en el agua de bebida,
durante 5 dias, se observd y registro el tiempo en el que cada grupo terminaba de

consumir el agua medicada.

El dia 15 a los 6 grupos se suspendid el aporte de agua a las 20 horas,
reiniciando su administracién el dia 16 a las 8:00 horas esta vez usando agua
medicada, para tomar muestras de sangre a diferentes tiempos recuperando el suero
y posteriormente se llevo a cabo el estudio microbioldgico de Bennet (Bennett et al.,
1966). Durante los 15 dias del estudio se registraron la temperatura ambiente y la
humedad relativa. El estudio se realizdé en varias etapas, mismas que se describen a

confinuacion.

6.1.Etapa 1. Adaptacion y cuantificacién del consumo basal

Los cerdos se sometieron a una etapa de adaptacion de 5 dias previo al inicio
del estudio (48 dias de edad), con la finalidad de evitar el estrés por cambios del
medio ambiente, alimentaciéon y manejo. Para cada grupo se cuantificd el consumo
basal de agua diariamente, durante 7 dias, empleando tinacos de pldstico de 8,800
ml por cada corral, supervisando su nivel en 4 horarios diferentes (8:00, 12:00, 16:00 y
20:00 horas) y rellenando manualmente hasta su borde superior en cada revision. Los
tinacos se ubicaron a 25 cm de altura del piso y a 5 cm de altura del cerdo mas

pequeno, estando a la vista en cada corral.

6.2.Etapa 2. Criterios para la dosificacion

Las indicaciones para administrar los productos comerciales en el agua de bebida
son las siguientes. A partir del producto comercial que viene al 10 % se debe

administrar de 50 a 100 mL del producto comercial en 100 L de agua de bebida. Esta
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dilucion equivale a una concentracion de 5- 10 g /100mL de agua, por lo que cada
cerdo alcanza, segun el laboratorio dosis de 200 mg por cerdo. Los tinacos que se
utilizaron en este estudio fueron de 8,800 mL de agua, por lo que se le administraron 10
mL del producto comercial equivalente a 1,000 mg de florfenicol. La concentracion
de florfenicol en cada mL de agua medicada fue de 0.11mg/mL. Los corrales y
tratamientos se asignaron aleatoriaomente, constando el experimento de seis
tratamientos (A1, B1, C1, A2, B2, C2), para los cuales (A) (B) y (C) corresponden a 3
productos comerciales, cada uno subdividido a su vez en dos niveles
correspondientes a las dosis utilizadas, siendo (1) con dosis de 11.08 mg/Kg vy (2) 33.24

mg/Kg, cuadro 9.

Cuadro 9. Dosis de florfenicol por tfratamiento

Tratamientos Dosis

Al Colmax®
B1 Nuflor® 11.08 mg/Kg
C1 Nutricol®

A2 Colmax®
B2 Nuflor® 33.24 mg/Kg
C2 Nutricol®)

Las dosis utilizadas en el presente estudio tomaron en cuenta la dosis
recomendada por laboratorios comerciales (10 mg/Kg) y la sugerida en la literatura
revisada (20 mg/Kg). El criterio para las dosis utilizadas en el nivel (1), fue la dosis
comercial, que representa la dosis minima, y para el nivel (2) la dosis fue friplicada
para observar el efecto de la palatabilidad de los tratamientos evaluados, como se

observa en el cuadro 10.
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Cuadro 10. Comparativo entre dosis de florfenicol (mg/Kg)

. Total de peso Recomendado Recomendado por Dosis utilizada
Tratamientos

vivo (Kg) la literatura laboratorio en el estudio
Al Colmax® 90.2 1,804 902.0 999
B1 Nuflor® 86.4 1,728.0 864.0 957
C1 Nutricol® 76.9 1,538 769 852
A2 Colmax® 93.4 5,604 2,808.0 3,104
B2 Nuflor® 98.6 5916 2,958 3,277
C2 Nutricol® 103.6 6.216.0 3,108.0 3,443

* Dosis utilizada en el estudio incluyendo merma de 25% en el consumo de agua.

6.3.Etapa 3. Cuantificacion del consumo de agua medicada

a) Al dia 10 de la medicién del consumo de agua basal se pesaron los
cerdos de cada corral, y se les retird el agua a las 20:00 horas del dia 10y a las
8:00 horas del dia 11 se les administré el agua medicada en los tinacos,
previomente homogenizada con los florfenicoles, registrando el fiempo en el que
cada grupo terminaba el agua medicada, para posteriormente llenar el tinaco
con agua sin farmaco. El dia 11 se administrdé el medicamento en el agua segun
los tratamientos ya descritos y se registré el fiempo en el que consumieron el
agua medicada, antes de llenar los bebederos nuevamente con agua sin

medicamento.

Es necesario senalar que la unidad de observacion fueron los mismos 4 cerdos

de la unidad experimental

b) Se obtuvo el consumo de ml/kg/h de agua con florfenicol basdndose en
el tiempo en el que cada grupo de cerdos termind de consumir el agua
medicada y se calculd la cantidad fotal de agua consumida por cada individuo

en una hora.
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C) Se obtuvo la concentracién de medicamento encontrada en cada mL

de agua medicada utilizando la siguiente ecuacion:
Concentracion mg/mL = mg florfenicol / ml agua en los tinacos de cada corral

d) La unidad de andlisis fue el consumo de agua de los 4 cerdos de la
unidad experimental. Se calcularon los promedios y desviaciones estdndar del
consumo de agua en mL/kg/h en los seis grupos de cerdos, y para los dias 11 al
15 se reqistrd el tiempo que requiridé cada grupo de cerdos de cada tratamiento

para lograr el consumo total del agua medicada.

Consumo/h = Consumo total de agua (mL) /nUmero de horas que tardaron en

consumirla.

e) Los cerdos de cada corral se pesaron los dias 1, 5, 10 y 16. A partir de
estos pesos se estimaron los de los dias infermedios, que se fomaron en

consideracion para calcular el consumo en mL/kg/h de los dias 11 al 15.

f) Para evaluar el comportamiento de los valores observados en el
consumo de agua de los é tratamientos durante los 5 dias de medicaciéon se
ajustdé un modelo de regresion lineal simple o en su caso un modelo cuadrdtico.
El criterio para la aplicacién de uno u otro fue el comportamiento de los datos

observados y el coeficiente de determinacion (R?).

El modelo de regresion lineal simple utilizado fue:

Y, =4, +p xt+g, 0<t<5

Donde

B = Efecto del intercepto al origen, valor desconocido.

A= Efecto de regresion de los dias de aplicacion del florfenicol en el consumo

de agua. Valor desconocido.
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t t=012345.

~NUmero de dias en que se aplicé el florfenical,

€ = Error experimental ocurrido en el tiempo t0<t<5

(&) =0,Var(e,) = c*

. Es una variable aleatoria

tal que y no correlacionadas.

Y, t

~ Consumo de agua en el dia

var(Y,) = o*

. Es una variable aleatoria tal que la

esperanza de Yo =Fo+ AL, y No correlacionadas.

El modelo cuadrdtico utilizado fue:
Y, =f,+ Bt+ B P +g, 0<t<5

Donde

vhBo Bt B, €son términos iguales a los del modelo de regresion lineal simple

descritos anteriormente.

'Bllefec’ro de cuadrdtico de curvatura de la variable fiempo, valor

desconocido.

2 —
¥ =Esia variable tiempo elevado al cuadrado, 0<t=<5
Para el procesamiento y andlisis estadistico de los datos se utilizd el paquete

computacional JMP version 7 (SAS, 2007).
Etapa 4. Obtencion de muestras de sangre

El dia 16 se tomaron muestras de sangre de cada individuo de la vena cava
craneal, obteniendo en promedio 8 mL en tubos estériles y sin anticoagulante con los
siguientes intervalos: basal — 35 minutos — 1.5 horas — 3 horas — 6 horas —9 horas.
Inmediatamente después de la coleccion, cada una de las muestras se centrifugd a
3000 rpm, se recuperd e identificd el suero, y se congeld a -4° C, hasta su andlisis, 5
dias después.
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6.4.Etapa 5. Concentracion sérica de florfenicol

La concentracién de florfenicol en cada muestra de suero se determind
mediante el andlisis microbioldgico cuantitativo/cualitativo descrito por Bennet et al.,
(1996), el cual mide la concentracion en términos de la actividad antibacteriana in

vitro del fdrmaco.
A. Agar

El agar utilizado fue Mueller Hinton (Bixon), preparado segun indicaciones que

marca el producto.
B. Culfivo bacteriano

Se utilizé una cepa bacteriana ATCC (American Type Culture Collection)
Bacillus subtilis 6633.

C. Estadndar bacteriano (Obtencion de la espora de Bacillus subtilis 6633 )

En un tubo de tapdn de rosca se colocaron 5 mL de agua destilada y una
asada del cultivo bacteriano Bacillus subtilis (resembrado 24 horas antes). Se resembro
en una caja de Petri y se cultivd a temperatura ambiente el crecimiento se recogid
con una espdafula y se centrifugo durante 20 minutos a 3500 rom, se decanto el
sobrenadante y se resuspendid el sedimento con 50 mL de caldo de cultivo estéril,
calentando la suspension por 30 min a 70°C posteriormente se refrigerd por dos para
después impregnar la placa del agar una vez estandarizado por medio de los indices
de Mc Farland (Bio Mériux) y se realizaron los ajustes necesarios para obtener una

concentracion al 0.5 de Mc Farland.

La turbidez obtenida se leyd por medio de un espectrofotbmetro a una
transmitancia del 60 — 65%, la cual corresponde a una concentracién bacteriana de 1
x10 10,
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D. Preparacioén de las placas

En un refractario estéril tipo Pirex® de 21 x 20 cm se colocaron 300 ml de agary
se dejo enfriar durante 10 minutos. Sobre el agar ya frio se colocaron 200 yL de la
suspensidon de la espora bacteriona y con un hisopo estéril se distribuyd
homogéneamente sobre todo el agar dejando reposar a temperatura ambiente por

dos horas.
E. Preparacién de las diluciones

Se pesaron 20 mg de sal pura de florfenicol (Shering Plough), se colocaron en
vaso de precipitados y se vertieron 10 ml de agua desionizada. Se marcaron 10 tubos
de 5 mL y un tubo de 15 mL con el nUmero 0. En el tubo numerado con el 0 se
colocaron 9 mL de agua desionizada y en cada uno de los demds tubos se colocd
ImL de la solucién contenida en el vaso de precipitados y se coloca en el tubo 0. Se
homogenizd y de ese tubo se obtuvo 1 mL que se agradd al fubo 1; se homogenizd y
se fomo 1 mL del tubo agregdndolo al tubo 2; de esta forma sucesivamente hasta

completar 7 tubos, obteniendose las diluciones que aparecen en el cuadro 10.
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Cuadro 11. Diluciones del estdndar del florfenicol para la preparaciéon de las placas

Identificacion Concentraciéon (ug/ml)
Vaso de Precipitados 200
Tubo O 20
Tubo 1 10
Tubo 2 5
Tubo 3 2.5
Tubo 4 1.25
Tubo 5 0.625
Tubo 6 0.3125
Tubo 7 0.15625
Tubo 8 0.078125
Tubo 9 0.0390625
Tubo 10 0.01953125

(Bennett et al., 1966)

F. Preparacién de las placas

Una vez preparada la placa y con ayuda del sacabocados se realizaron a lo
largo del refractario dos hileras con 10 pozos cada una. En cada pozo se colocaron
100 yl de cada una de las diluciones por duplicado. Se trabajaron 5 placas en el
mismo dia con la misma metodologia, con la finalidad de tener un total de 10
lecturas. Se incuban durante 24 horas a 37° C, posteriormente a la incubacion se

miden los halos de inhibicién por pozo y por placa.
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G. Procesamiento de las lecturas de los halos de inhibicion

Se obtuvieron medias y desviaciones estdndar del didmetro de halos de
inhibicion de cada una de las diluciones. A partir de los cudles y con ayuda de los
programas Microcal Origin ' y Excel 2, se obtuvieron las grdficas de mL de halos de

inhibicidon vs concentracion.
H. Procesamiento de los sueros

Se prepararon las placas con la misma concentracion de bacteria del mismo
modo que se prepararon las placas para obtener el estdndar por el método de
Bennet et al., se redlizaron los pozos y en la placa se sembraron 100 yL de suero
obtenido en cada tratamiento a diferentes tiempos de sangrado, incubando durante

24 horas, para posteriormente realizar las lecturas de los mm de halos de inhibicién.

1 Microcal Origin versién 4.0 Scientific and Technical Graphics in Windows. Microcal software Inc.
2 Microsoft Excel.1985-97
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7. Resultados

7.1.Etapa 1. Adaptacion y cuantificacion del consumo basal

Fueron analizados los consumos de agua por tratamiento durante la totalidad
del experimento y en sus dos etapas, a partir de ellos se calculd el porcentaje de
disminucidn en el consumo de agua antes y después de la medicacion con

florfenicol, cuadro 9 y figura 2.

Cuadro 12. Promedio (Desviaciéon estdndar) para consumos de agua (mL/Kg/h) por dia, por tratamiento.

Tratamientos Consumo de agua Consumo de agua  Consumo de agua Disminucién en consumo
durante todo el sin medicacién medicada de agua antes y durante

exgirz?ssr)\’ro (Primeros 8 Dias) (Ultimos 5 dias) lamedicacion (%)
Al Colmax® 10.46 £0.92 10.75+0.78 9.99 £0.99 7.1
A2 Colmax® 9.04 £0.99 9.43 £0.58 8.42 £1.24 10.7
B1 Nuflor® 10.35+1.08 11.02 +£0.67 9.26 £0.55 16.0
B2 Nuflor® 9.17 £1.29 9.94 +£0.58 7.94+1.16 20.1
C1 Nutricol® 8.46 £1.51 9.36 £0.97 7.02+1.08 25.0
C2 Nutricol® 9.20+0.72 9.48 £0.50 8.76 £0.84 8.0

7.2.Etapa 3. Cuantificacion del consumo de agua medicada

En el cuadro 12 se presentan los promedios de los consumos de cada corral
(ml/kg/h) sin medicar y medicados, asi como los diferenciales entre estas dos
variables. En todos los corrales hubo un diferencial negativo, es decir, el consumo de

agua disminuyd con la medicacion.

Las medias aritméticas para el consumo de agua sin medicar y medicada con
distintas dosis de florfenicol, el coeficiente de correlacion de estas variables y la

temperatura ambiente promedio se presentan en las figuras 3 a 14, respectivamente.
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Cuadro 13. Estadistica descriptiva para aumento de peso por corral, sin y con medicina

Tratamiento Dias de Promedio Desviacion estdndar
fratamiento
Al Colmax® 8 10.75 0.782
Al Colmax® M 5 9.99 0.993
A2 Colmax® 8 9.43 0.584
A2 Colmax® M 5 8.42 1.235
B1 Nuflor® 8 11.02 0.671
B1 Nuflor® M 5 9.26 0.554
B2 Nuflor® 8 9.93 0.584
B2 Nuflor® M 5 7.94 1.156
C1 Nutricol® 8 9.36 0.927
C1 Nutricol® M 5 7.02 1.077
C2 Nutricol® 8 9.48 0.504
C2 Nutricol® M 5 8.76 0.843
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Figura 2. Grdfica con estadistica descriptiva para consumo de agua por corral, sin y con medicina.
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Grdficas de regresion lineal simple entre consumo de agua y temperatura
ambiental para cada tratamiento, antes (izquierda, nUmeros nones) y después de la

medicacion (derecha, nUmeros pares).
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Figura 15. Regresion lineal simple entre consumo de agua y aumento de peso por dia, para todos los dias
de tratamiento. R?=0.075674.

7.3. Etapa 4 y 5. Obtencion de muestras de sangre y determinacion de

concentracion sérica de florfenicol

El andlisis microbioldgico de Bennet, no reveld halos de inhibicion medibles en

ninguno de los sueros obtenidos.
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8. Discusion

Este trabajo es un estudio exploratorio de la importancia del consumo de agua
y la palatabilidad de los antibacterianos proporcionados en el agua de bebida para
cerdos en etapa de destete y su relacion con las dosis terapéuticas, bajo condiciones

reales de una granja en produccion.

El proyecto dio inicio con cerdos de 36 dias de edad promedio, mismos que
fueron pesados, y los tratamientos y corrales fueron aleatorizados. A partir de ese
momento comenzé la etapa de adaptacion (5 dias). Al 6° dia se dio inicio a la fase
experimental, con la medicién del consumo de agua; pero 2 dias después, algunos
de los animales presentaron trastornos gastrointestinales, suspendiéndose el estudio,
que se reinicid varios dias después. Es por esto que al iniciar este estudio los cerdos
contaban con 47 dias de edad, quedando sélo 24 animales disponibles, mismos que
nuevamente se pesaron y aleatorizaron en los tfratamientos y corrales. Se inicid la
medicion del consumo de agua aparente, terminando los 10 dias cuando los cerdos
tenian 57 dias de edad. Es por esto que cuando se realizé la estadistica descriptiva
para analizar el consumo de agua se eliminaron los dos primeros dias de la base de
datos, pues el consumo de agua se encontraba disminuido por la relotificacion y la
jerarquizacion. Debido a las limitaciones de la disponibiidad de cerdos que
cumplieran los criterios de inclusion para este experimento y las instalaciones no fue
posible disponer de suficiente evidencia experimental. Sin embargo, la falta de
estudios similares en la literatura enfatiza la importancia de este trabajo como el inicio

de futuras investigaciones en dreas y temas afines.

El consumo promedio de agua en mi/Kg/h se muestra en el cuadro 3. Segin
diversos autores, los consumos de agua en la etapa de destete son de 1-5 L / dia
(Nienaber y Hahn, 1984; Zdzislaw et al., 1995; Almond, sin fecha). En este estudio bajo
las condiciones de la granja experimental, los consumos antes del tratamiento se

encontraron entre 5.5 -5.7 L/ dia, lo que coincide con lo mencionado en la literatura.
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Entre los factores que influyen en la cantidad de veces que los cerdos acuden
al bebedero se encuentran: las caracteristicas del alojamiento, la temperatura
ambiental, el tipo de bebedero, la ubicacion del bebedero y el peso de los cerdos,
entre ofros. Es un hecho que es complicado medir el consumo de agua, por lo que es
mds apropiado designarlo como gasto de agua. Se llega a mencionar que el
desperdicio de agua de bebida de un bebedero de chupdn llega a ser hasta de 60%.
En este estudio los bebederos de chupdn que se utilizaron permitieron controlar mejor
la cantidad que ingresaba, ya que los tinacos se rellenaban manualmente segin
fuera disminuyendo su nivel. Es por esto que se considerd solo el 25% de desperdicio y
no el 60%. Ademds, a medida que los cerdos fueron creciendo, el chupdn resultd ser
cada vez mds pequeno para ellos, comparado con el que se utiliza comercialmente

en esta etapa.

En este estudio la temperatura ambiental promedio registrada fue de 21.64° C
+0.75, dentro de la zona de termoneutralidad de los cerdos. Como se muestra en |las
Figs. 3 a 14, en cada fratamiento se observa que la temperatura es la misma en la
nave, sin embargo, una vez que es aplicado el florfenicol los consumos varian. La
temperatura tfuvo una relaciéon directa con el comportamiento del consumo de agua
en todos los grupos a lo largo de los 10 dias; sin embargo, esa relacion se perdié al
comenzar la dosificacion con florfenicol en el dia 11 (Figs. 3 y 4). Asimismo, en el
consumo de agua, se observa respuesta al sabor cuando se agrega el florfenicol, el
cambio menos notable corresponde al fratamiento A1Colmax®, mientras que el
tratamiento B2 Nuflor® es notable la disminucion del consumo, por o que se asume

fue menos palatable

Tal como se observa en el cuadro 16, los tratamientos A1, C1 y C2 no fuvieron
diferencias en la R? entre consumo de agua normal y medicada. La temperatura
ambiental ejercié un efecto similar en ellos y la medicacion con florfenicol no modific
el consumo de agua. Por alguna razén, la temperatura ambiente influyd mas en el
consumo de agua en los tratamientos A1 y C2 que en el Cl. La relacidén entre

temperatura ambiente y consumo de agua fue negativa en A2 medicado, con una
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R2 mayor que en A2 sin medicar; podria concluirse que la adicion de este producto al
agua afectd su consumo. La relacidén entre temperatura ambiente y consumo de
agua fue negativa en los tratamientos B. En B1 casi se pierde la relacién entre las
variables (la R2 fue muy pobre), pero en B2 la relacién negativa fue mds marcada.
Esto podria significar que el producto comercial afectd negativamente la
palatabilidad del agua y la dosis alta tuvo mayor efecto que la dosis baja. El grupo B2
sin medicar presentd mejor relacién entre la temperatura ambiente y el consumo de

agua.

Cuadro 15. R2 entre consumo de agua y temperatura ambiente

Tratamiento  Sin medicar Medicado

Al 0.497 0.437
A2 0.129 0.373*
B1 0.287 0.031*
B2 0.682 0.369*
Cl 0.229 0.290
C2 0.435 0.439

* La asociacién fue negativa.

Al utilizar un andlisis de regresion lineal simple enfre consumo de agua y temperatura
ambiental para cada fratamiento sin mediacion se observd que en todos los casos la
correlacion lineal fue positiva, lo que indica que el consumo de agua se incrementd
en todos los grupos conforme la temperatura aumento. Sin embargo, cuando se inicid
con la medicacion en el agua, dos de los tratamientos, C2 Nutricol® y A2 Colmax®,
presentaron una correlacion lineal negativa de 37%, que no puede ser explicada por
el aumento en la temperatura, por lo que tal disminucidén seguramente se asocié a la

presencia del preparado de florfenicol en el agua de bebida (Fig. 3 a 14).

Para todos los tratamientos el Ultimo dia de consumo basal de agua se fomé como
referencia para hacer las comparaciones pertinentes con relacion al primer dia de la

fase del consumo de agua con florfenicol. En ell primer dia con agua medicada se
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observd, en general, una disminucion en el consumo, tal y como se muestra en la
Figura 2 y cuadro 12, donde se refleja una disminucién de entre 7 vy 20% en el
consumo. Esto demuestra que la disminucion en el consumo de agua estuvo
directamente relacionada con el cambio de sabor por efecto de los tres diferentes

preparados de florfenicol.

En comparacién con la ganancia de peso reportada por Brumm (2006) de 559 g - 613
g/ dia para cerdos de entre 20 y 30 kilos de peso, los cerdos en este estudio tuvieron
una ganancia de peso de aproximadamente 900 g/dia, como se observa en la Fig.
15,en la que se detalla el peso promedio por tratamiento durante los 15 dias del
estudio. La figura muestra que a mayor peso, mayor fue el consumo de agua. Sin
embargo, en el cuadro 14 de consumo de agua se aprecia que los promedios de
consumo en los fratamientos con agua medicada disminuyeron, independientemente

de los dias que transcurrieron y de la ganancia de peso.

Por ofro lado los pardmetros farmacocinéticos reportados senalados en el
cuadro 6 se obtuvieron utilizando una sola dosis en bolo PO, lo cual garantiza que la
dosis fotal de florfenicol se deposita en el estbmago y posteriormente es absorbida.
Asimismo, la evaluacién de los sueros se realizd por el método de HPLC, el cual

detecta metabolitos inactivos del florfenicol.

Debido a que el Iforfenicol es un farmaco tfiempo- dependiente las
concentraciones sericas deben estar por lo menos dos veces por arriba del valor de
las CMI de los principales agentes patogenos, en el 75% del intervalo de dosificacion,
lo cudl no se alcanzo en el presente estudio pues la ingesta del florfenicol a
concentraciones de 11.83 y 33.24 mg/kg en el agua de bebida por 5 dias no permitié
qgue el florfenicol llegara de manera rdpida en el tiempo y la concentracién que ofros
autores reportan, pues las variables de consumo de agua por tratamiento y el peso
de los cerdos ocasionaron que la dosis inicial se redujera. Por otro lado, el método
utilizado para detectar el florfenicol en el suero y obtener los pardmetros
farmacocinéticos fue el estudio microbioldgico de Bennet (1966), el cual detecta sdlo

el florfenicol activo, y tiene un limite de sensibilidad es de 2 ug/mL. Debido a que la via
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de administracién de florfenicol en este estudio fue a través del agua de bebida,
cuyo consumo se vio disminuido por los motivos arriba senalados, el método de
Bennet no sirvid para encontrar valores de florfenicol detectables en el plasma.
Desafortunadamente casi no hay informaciéon en la literatura teécnica en relacion a la
medicacion oral atraves del agua de bebida que hagan referencia al consumo de la
misma con relacion a la palatabilidad de los medicamentos y su posterior deteccion

en el plasma en condiciones reales de las granjas.
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9. Conclusiones

Las presentaciones de florfenicol utilizadas en este estudio afectaron
negativamente la palatabilidad del agua, siendo los productos menos palatables A 'y

C, especialmente cuando la dosis se triplico.

El efecto en la palatabilidad condujo a una disminucidon en el consumo de

agua por parte de los cerdos, lo cual ocasiond una subdosificacion del florfenicol.

La palatabilidad de los antibacterianos deberia ser mdas alta, ya que en este
estudio se observd que la palatabilidad influye de manera importante en el consumo

de agua, lo cual repercutid en la subdosificacion del florfenicol.

Con las dosis que sugieren los productos comerciales en |la etiqueta no se
alcanza la CMI, estas subdosificaciones terminardn por inhabilitar un antibacteriano

aun muy valioso en la clinica.

Consideramos necesario realizar pruebas de eficacia con animales afectados
por los patdégenos que afectan las vias respiratorias en los cerdos a fravés de agua
medicada en las condiciones experimentales de este trabajo y utilizar como método
de deteccion HPLC
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10.Recomendaciones

Es necesario realizar estudios de consumo de los antibacterianos en
condiciones normales de granja, para que con las dosis recomendadas por los
laboratorios, independientemente del manejo y etapa en la que se utilicen,
realmente se alcancen dosis terapéuticas, para asi disminuir o aminorar los problemas
de resistencia bacteriana, con sus consecuencias en la salud publica, tan comunes

en nuestro pais.
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Resumen

La administracién de subdosis en las granjas porcinas contribuye a la formacion
de resistencia bacteriana contra antibacterianos. Se compard la diferencia en la
palatabilidad de florfenicol a dos diferentes dosis, utilizando varios tipos comerciales
de florfenicol. Se midié el consumo de agua medicada, y la dosificacion real no
detectada a partir del plasma de los cerdos por medio del estudio microbiolégico de
Bennett. El consumo promedio de agua antes del tfratamiento fue de 5.5 - 5.7 L/dia.
La temperatura tuvo una relacion lineal positiva con el comportamiento del consumo
de agua en todos los grupos durante la etapa de medicién basal, dicha relacién se
perdid al comenzar la dosificacion con florfenicol en el dia 11. Se observé respuesta al
sabor, analizando el consumo de agua, al agregar florfenicol. EIl cambio menos
notable correspondid al tratamiento A1Colmax®, mientras que para el fratamiento B2
Nuflor® fue menos notable la disminucién en el consumo. Los tratamientos A1, C1y C2
no presentaron diferencias entre consumo de agua sin medicacion y medicada. La
temperatura ambiente influyd el consumo de agua en los tratamientos A1 y C2. La
relacion entre temperatura ambiente y consumo de agua fue negativa en A2
medicado, con una R2 mayor que en A2 sin medicar. En B1 la R? fue pobre, y en B2 la
relacion negativa fue mdas marcada. El grupo B2 sin medicar presentd mejor relacion
entre temperatura ambiente y consumo de agua. En el andlisis de regresiéon lineal
simple enfre consumo de agua y temperatura ambiental para cada tratamiento sin
mediacion se observd que en todos los casos la correlacion lineal fue positiva, cuando
se inicié con la medicacién en el agua, dos de los tratamientos, C2 Nutricol® y A2
Colmax®, presentaron correlacion lineal negativa de 37%. Las presentaciones de
florfenicol utilizadas afectaron negativamente la palatabilidad del agua, siendo los

productos menos palatables Ay C, especialmente cuando la dosis se triplico.

El efecto en la palatabilidad condujo a una disminucidon en el consumo de

agua por parte de los cerdos, lo cual ocasiond una subdosificacion del florfenicol.
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Abstract

Low-dose antibacterial agents given in pig farms conftribute on formation of
bacterial resistance. We compared palatability of different brands of florfenicol at two
doses and determined the influence of taste on the consumption of medicated water
and fry to detect florfenicol metabolites on plasma of treated pigs using Bennett's
microbiology. Before start treatment, average water consumption was 5.5 - 5.7 L/day.
Rise on temperature present positive lineal correlation on water intake in all freatments
during measure of basal intake stage, but this relationship was lost when water was
added with florfenicol. It was observed a decrease on water infake when florfenicol
was added. The less noticeable change was for A1Colmax ® treatment, while
treatment B2 Nuflor® almost not report reduces on consumption. Treatments Al, CI
and C2 did not present intake differences between non medicated water and
medicated one. Temperature influences water intake on treatments Al and C2.
Relationship between temperature and water intake was negative in medicated A2,
with a greater R2 than A2 without florfenicol. R2 was poor for B1, and for B2 negative
relationship  was more obvious. Not medicated B2 treatment showed better
temperature/water consumption relationship. A simple linear regression analysis using
water consumption and environmental temperature for each not medicated
freatment present, in all cases, a positive linear correlation; but when medication
started two of the freatments, C2 Nutricol ® and A2 Colmax ®, showed negative linear
correlation of 37%. Florfenicol brands used affected unfavorably palatability of water,

being it less palatable, especially on A and C freatments when dose was triplicate.

Effect on the palatability lead on pigs a lessen water intfake, which resulted on

florfenicol low-dosage.



1. Infroduccion

La produccién porcina en paises industrializados y del tercer mundo ha
cambiado en los Ultimos anos; esto ha generado que grandes grupos de animales se
alojen bajo condiciones intensivas, con poblaciones de cerdos muy densas, lo que
aumenta la incidencia y facilita el contagio de trastornos respiratorios y enfermedades
sistémicas de transmision aérea dentro de la piara (Donham, 1991) y entre piaras
(Jorsal y Thomsen, 1988; Flori et al., 1995). Acfinobacillus pleuroneumoniae vy
Micoplasma hyopneumoniae se asocian comunmente con cuadros subclinicos de
enfermedades y su presencia constante, aunada a otfros patdégenos considerados
como flora normal, agentes virales, efectos ambientales y manejo inapropiado de la
medicina preventiva de la piara ocasionan enfermedades (Nienaber y Hahn, 1984;
Sumano y Caballero, 1997; Paige et al., 1999), que van a generar una elevada
mortalidad, deficiente ganancia de peso, mala conversidon alimenticia, aumento en el
numero de dias en que los cerdos llegan a rastro, excesivo gasto por medicamentos y
altos decomisos en rastros (Paige et al., 1999; Wallmann, 2006). Todo esto se va a ver

reflejado en pérdidas econdmicas.

En México, las neumonias representan la principal causa de muerte en cerdos,
y el uso indiscriminado de antibacterianos ha fomentado la aparicion de cepas
bacterianas resistentes. La resistencia bacteriana causada por el recurrente mal uso
de antibidticos, particularmente como recurso en la llamada metafilaxia o profilaxis
estratégica, facilita el establecimiento y prevalencia de las enfermedades
respiratorias (Schwarz et al., 2004; Alali et al., 2008; Tang et al., 2009).

Debido a la infraestructura de las granjas porcinas, existen tres estrategias
importantes para evitar o disminuir las enfermedades respiratorias. Estas estrategias
dependerdn de la region donde se localicen y el fipo de granja y son:

e Bioseguridad, control de instalaciones, flujo interno y externo de la
granja.

e Medicina preventiva contra antigenos especificos, uso de vacunas y
bacterinas.
e Farmacoterapia con antibidticos premezclados en el alimento o el agua
de bebida (Agersa et al., 1998; Hayes et al., 2009).
1



Algunos de los antibiéticos comUnmente utilizados en la medicina preventiva y
en la terapéutica contra agentes bacterianos involucrados en patologias del sistema
respiratorio de porcinos como A. pleuropneumoniae, administrados via parenteral o
en el alimento, son tetraciclinas, ampicilina, eritromicina, penicilina G, gentamicing,
lincomicina, neomicina, estreptomicina y tiamulina. Los antibidticos de uso recurrente
en el agua de bebida son tianfenicol, enrofloxacina, fosfomicina, lincomicina, sulfas-

trimeroprim y florfenicol (Wallgren et al., 1999; Li et al., 2002; Rosengren et al., 2007).

El registro del consumo de agua en las granjas porcinas para los medicamentos
administrados en el agua de bebida es de suma importancia para garantizar que se
alcancen dosis terapéuticas apropiadas y se opfimicen las bondades de los

antibacterianos, evitando la sub dosificacion.

1.1.Consumo de agua

El agua cumple varias funciones dentro del organismo animal. Entre las mds
importantes podemos citar a la funcidn estructural, al formar parte de los tejidos;
también proporciona el medio para la movilizacién de nutrientes y productos de
desecho, mantiene constante la temperatura corporal y el equilibro dcido-base,
lubrica las articulaciones y es el medio esencial donde tienen lugar las reacciones

bioquimicas de los procesos digestivos y metabdlicos (Nagai et al., 1994).

En el cuadro 1 se presentan las concentraciones de agua en los tejidos

muscular y graso del cerdo.

Cuadro 1. Porcentaje (%) de agua contenida en musculo y grasa del cerdo.

.. . . Minerales y Total
Tejido Agua Proteina Lipidos carbohidratos

Muscular 70 20 8 2 100

Graso 15 2 75 8 100

(Nagai ef al., 1994)



El agua que se obtiene de la humedad natural de los alimentos (4%) y aquella
proveniente del metabolismo oxidativo de los nutrientes (o agua metabdlica)
proporciona de 16 al 19 % de las necesidades del animal, lo que podria no ser mucho
si se compara con lo aportado por el agua de bebida, que cubre 77 a 80% de sus
necesidades. A pesar de ello, los tres tipos de suministro de agua (agua de bebida,
agua de los alimentos y agua metabdlica) son necesarios para mantener un

adecuado equilibrio fisioldgico.

El mantenimiento del equilibrio hidrico es extremadamente importante, ya que
pegquenos cambios en el mismo pueden causar serios danos en la salud del cerdo,
siendo los mecanismos internos de regulacion de la sed y de la orina alfamente

sensibles.

Cincuenta y seis por ciento del agua se elimina por la orina, 30% por la
respiracion y 5% por las heces, reteniéndose 9% por necesidad de crecimiento
(Zdzislaw et al., 1995). En general los cerdos jovenes necesitan mds agua por

kilogramo de peso vivo que los animales mds viejos (Nienaber y Hahn, 1984).

Con un consumo ad libitum de agua, un cerdo en la fase de engorda consume
de 2.2 a 2.8 litros de agua por kilo de materia seca ingerida, mientras que un lechén
ingiere de 3 a 3.5 veces mds agua que alimento (Almond, n.d). Es decir, para la 1¢
semana post-destete la relacién agua/alimento es de 4:1 mientras que para la 4°

semana es de 6:1 (Zdzislaw et al., 1995).

En los cerdos, el consumo de agua tfiene lugar aproximadamente entre las 7:30
y 16:30 horas (Agersg et al, 1998) y estd relacionado directamente con la

temperatura ambiental y el consumo de alimento.

En cuanto a la temperatura, en condiciones de termoneutralidad, las
necesidades de agua de bebida son de alrededor del 10% del peso vivo. Con el
aumento de temperatura ambiental se incrementa el consumo, existiendo dos
patrones de consumo en funcion de la temperatura ambiental (Nienaber y Hahn,
1984):



¢ Termoneutralidad, temperatura ambiental < 27 °C: Empiezan a beber entre
5-6 am, alcanzando el pico al medio dia y por la tarde se reduce el

consumo hasta que anochece.

e Calor, temperatura ambiental = 27 °C:. Aparecen dos picos de consumo,
entre 8-2 am y 5-8 pm. Al medio dia y noche se produce una caida de

consumo.

El requerimiento del vital liquido en la etapa del destete (7- 10 kg) es de 0.12 a
0.14 litros por kilo de peso vivo al dia (Carr, 1994). Estas estimaciones no toman en
cuenta el desperdicio, que se reporta en la literatura de 25 a 60%, especialmente en
bebederos de chupdn (Torrey y Widowski, 2006). En el cuadro 2 se muestran algunos

factores que pueden incrementar la demanda de agua (Quiles y Hevia, 2006).

Cuadro 2. Factores que afectan el consumo ad libitum de agua en cerdos destetados

Incremento Reduccién

Estrés por calor Estrés por frid
Hambre Agua tibia o caliente
Aburrimiento Agua muy salada
Dieta alta en proteinas Enfermedades

Dieta alta en minerales

Comida en pellets

En la mayoria de las naves de transicién, donde los cerdos se alimentan ad
libitum, el consumo de agua permite predecir y controlar el crecimiento de los cerdos,
de mejor manera que el consumo de alimento (Brooks y Carpenter, 1990). Mientras
que la ingesta de alimento depende de la cantidad y de las caracteristicas del
comedero, el agua queda generalmente bajo el contfrol directo de los cerdos,
suponiendo que los bebederos se mantengan en buenas condiciones (Leibbrandt et
al., 2001).



Para registrar el consumo de agua por etapa y/o nave se necesita un medidor
instalado en la conduccién de agua de bebida, el cual sélo incluya el agua
destinada para los chupones o bebederos de la nave. En el cuadro 3 se detallan los
requerimientos de agua para cada fase de produccidon, asi como el caudal y la altura

a la que deben colocarse los bebederos de chupdn (Brumm, 2006).

Cuadro 3. Requerimientos minimos de agua para cada fase de produccidn

Fase Peso (Kg) Consumo (L/dia)  Caudal (ml/min) Altura del piso al Altura del
chupdn (cm. 45°) chupdn(cm. 90°)
Gestaciéon - Variable 1.5-1.0 90 70
Lactacion - 12-20 1.0-2.0 90 75
Lechones - Variable 0.5-0.7 15 10
Transicién 5 1.0-2.0 0.5-1.0 30 25
Transicién 7 1.5-2.5 0.5-1.0 35 30
Engorda 15 2.5-3.0 0.5.1.0 45 35
Engorda 20 3-4 0.5.1.0 50 40
Engorda 25 3-4 0.5.1.0 55 45
Engorda 50 5-7 0.5.1.0 65 55
(Brumm, 2006)

El registro de las lecturas del consumo diario de agua es importante asi como el
desarrollo de métodos para mostrar los valores totales diarios en grdficos, los cuales
ayudan a evidenciar cambios en los consumos de agua (Brumm, 2006). La
disminucion del consumo de agua por tres dias consecutivos o un descenso en el
consumo de agua de 30 a 40% de un dia para ofro son indicadores del estado de

salud, con repercusion directa en el crecimiento de los cerdos (Nagai et al., 1994)



1.2.Terapéutica

El mayor contfrol regulatorio sobre la distribucion de fdarmacos y la
documentaciéon requerida para terapia son tendencias mundiales. Armonizacion es la
palabra usada en el mundo para describir el esfuerzo hacia los estdndares
infernacionales en la regulaciéon de la terapia animal. EIl Codex alimentarius,
publicado por la Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacién de Alimento y
Agricultura, estd trabajando hacia la formulaciéon de dichos estandares en la terapia

internacional (Straw y Taylor, 2006).

Para el Codex alimentarius, una base de conocimientos de cuatro puntos y un
proceso de razonamiento se vuelven necesarios en la decision de la terapia a aplicar:
1) Conocimiento completo de la farmacologia; 2) diagndstico médico objetivo como
base para la terapia; 3) familiaridad con la implementacién de todas las regulaciones
pertinentes, como también de los métodos sistematizados para la documentacién de
la terapia y 4) una apreciacion de las ramificaciones econdmicas de la terapia (FAO,
2000).

1.3.Dosificacion de antibacterianos en el agua de bebida

El consumo de agua en animales clinicamente enfermos y con enfermedades
agudas disminuye considerablemente. A pesar de ello, sigue siendo la manera mds
vioble de medicar estas poblaciones, ya que la terapia parenteral implica mayor

inversion en tiempo, manejo y equipo, lo que incrementa los costos (Pijpers, 1992).

La eleccién vy utilizacién de los fdrmacos adicionados al agua de bebida
depende de la capacidad de éstos para disolverse y mantener su estabilidad y
niveles terapéuticos. Los sistemas de bebederos y tuberias deben mantenerse limpios,
protegidos de la luz y el calor ambiental, prefiriéndose las instalaciones pldsticas o de
PVC, ya que la herrumbre vy las instalaciones galvanizadas disminuyen drasticamente
la biodisponibilidad de algunos antibacterianos (Russell, 1992; Sumano y Caballero,
1997; Sumano et al., 2000).



Existen cuatro puntos importantes que inciden directamente sobre una

adecuada medicacion de los antibidticos en el agua de bebida (Brander et al., 1982):

1. Palatabilidad del producto

2. Disposicion del agua

3. Inadecuada colocacion de los bebederos
4. Calidad del agua

Algunas de las ventajas de la medicacion en agua de bebida es que requiere
poco manejo, el antibidtico se incorpora facil y rdpidamente dentro de las naves,
permite la redosificacion constante. Algunas de sus desventajas son que no se
controlan el consumo, el desperdicio o la dosificacién individual; el fdrmaco requiere
tener un sabor agradable (palatabilidad) y se requieren adecuados sistemas de
distribucion y registro (Schiffman et al., 2000; Hayes et al., 2003).

1.4. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es una adaptacion de los microorganismos a los
nuevos productos con el fin de asegurar su persistencia a lo largo del tiempo (Straw y
Taylor, 2006).

La resistencia natural o intrinseca es una propiedad especifica de las bacterias
y su aparicion es anterior al uso de los antibidticos, como lo demuestra el aislamiento
de bacterias resistentes a los antimicrobianos de una edad estimada de 2000 anos
enconfradas en las profundidades de los glaciares de las regiones drticas de Canadad.
Ademds, los microorganismos que producen antibidticos son por definicion resistentes

y eso les permite tener ventajas competitivas(Jawetz et al., 2002).

La aparicidon de la resistencia adquirida en una bacteria se produce a través de
mutaciones (cambios en la secuencia de bases de cromosoma) y por la trasmision de
material genético extracromosdémico procedente de otras bacterias. En el primer
caso, la resistencia se tfrasmite de forma vertical de generacion en generacion. En el
segundo, la frasferencia de genes se realiza horizontalmente, a través de pldsmidos u
ofro material genético movible como integrones y transposones; esto Ultimo no solo
permite la frasmision a ofras generaciones, sino también a otras especies

bacterianas(Jawetz et al., 2002).



De esta forma una bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios
antibidticos sin necesidad de haber estado en contacto con ellos (Jawetz et al., 2002).

Algunos de los mecanismos para desarrollar resistencia a los antibidticos son:

e Produccidén de enzimas que destruyen el fdrmaco activo

e Cambio en la permeabilidad hacia el anfibacteriano

e Desarrollo de enzimas metabdlicamente activas diferentes a las que inactiva el
antibacteriano

e Modificacion quimica del blanco sobre el que actua el anfibacteriano

e Desarrollo de vias metabdlicas diferentes que pasan por alto la reaccidon
inhibida por el fdrmaco

1.5. Origen de la resistencia a los farmacos

I.  Resistencia de origen no genético a los antibacterianos

La mayor parte de los antibacterianos requieren de bacterias en replicacion
activa para mostrar sus acciones. Por consiguiente, los microorganismos
metabdlicamente inactivos (fuera de su estado de multiplicacion) pueden ser
fenotipicamente resistentes a los farmacos. Sin embargo, su descendencia es
completamente susceptible. Estos microorganismos “persistentes” son resistentes al
tratamiento y no pueden ser erradicados por los fdrmacos. No obstante si comienzan
a multiplicarse (p. ej., en pacientes inmusuprimidos) son totalmente susceptibles a los

mismos farmacos (Aarestrup et al., 2002; Aarestrup et al., 2008).
Il. Resistencia de origen genético a los fdrmacos
a) Resistencia cromosémica

La mayor parte de los microorganismos resistentes a los fdrmacos surgen como
resultado de cambios genéticos y de los procesos subsecuentes de seleccién por los
antimicrobianos. Esta resistencia se desarrolla como resultado de una mutacion
espontdnea en un locus que controla la susceptibilidad a un antimicrobiano
determinado. La presencia del antimicrobiano sirve como mecanismo de selecciéon al

suprimir los microorganismos susceptibles y favorecer el crecimiento de los mutantes
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resistentes al fdrmaco. ComUnmente los mutantes cromosémicos son mds resistentes
en virtud de los cambios en un receptor estructural para el fdrmaco (Aarestrup et al.,
2000; Aarestrup et al., 2002; Jawetz et al., 2002).

b) Resistencia extracromosémica

Las bacterias casi siempre contienen elementos genéticos extracromosdémicos
denominados plasmidos. Algunos pldsmidos llevan genes para la resistencia a uno y a
menudo a varios farmacos antibacterianos. Los genes de pldsmidos de resistencia
antimicrobiana con frecuencia controlan la sintesis de enzimas capaces de destruir
dichos farmacos. El material genético y los pladsmidos se pueden transferir mediante

transduccion, fransformaciéon y conjugacion (Kadlec et al., 2009).
c) Resistencia cruzada

Los microorganismos resistentes a un determinado fdrmaco también lo pueden ser a
otros fdrmacos que compartan un mismo mecanismo de accion. En algunos tipos de
farmacos el nicleo activo de la sustancia quimica es tan similar (p. €j., tetraciclinas)

que se puede esperar una amplia resistencia cruzada (Frana et al., 2004).
lll.  Limitacion de la resistencia a los fdrmacos

En toda infeccidn, el surgimiento de la resistencia a los farmacos puede reducirse all
minimo de las siguientes maneras: 1) mantener concentraciones lo bastante grandes
del fdrmaco en los tejidos como para inhibir a la poblacién nativa y a la primera
generacion de mutantes; 2) administrar simultdneamente dos fdrmacos que no
produzcan resistencia cruzada, para que cada uno retarde el surgimiento de cepas
mutantes resistentes al otro fdrmaco (p. €j., rifampicina e isoniacida en el tratamiento
de la tuberculosis) y 3) evitar la exposicion de los microorganismos a un farmaco
particularmente valioso, cuyo empleo debe limitarse a situaciones especificas

(Wallmann, 2006).



IV. Implicaciones clinicas de la resistencia a los farmacos

Existen evidencias de géneros bacterianos que afectan a humanos que han creado
resistencia a diversos antibidticos, tales como: gonococos resistentes a la
espectinomicina y algunas quinolonas; meningococos resistentes a las sulfonamidas y
rifampicina; estafilococos resistentes a penicilina, tefraciclinas y vancomicing;
neumococos resistentes a penicilina G, trimetroprim-sulfametoxazol, eritromicina y
tefraciclinas, bacterias entéricas gramnegativas resistentes a tetraciclinas |
incorporadas en los alimentos para animales). En EUA el empleo continuo de
complementos de tetfraciclinas en los alimentos de animales quizd contribuya a la
propagacion de pldsmidos de resistencia y de Salmonelas resistentes a los farmacos,
en medicina veterinaria (Aquino et al., 2002). Algunos investigadores reportan en aves
(Gallay et al., 2007), cerdos en diferentes etapas de crecimiento (Baumgartner ef al.,
2007; Hendriksen et al., 2008) y frabajadores de las mismas granjas (Padungton y

Kaneene, 2003) cepas de bacterias resistentes a antibidticos.
V. Actividad antimicrobiana in vitro

La actividad antimicrobiana se cuantifica in vifro para determinar 1) la potencia de
un antibacteriano en solucién; 2) su concentfracion en liquidos y/o tejidos del cuerpo,
y 3) la susceptibiidad de un microorganismo determinado a las concentraciones

conocidas del fdrmaco (Priebe y Schwarz, 2003).

El andilisis de la actividad de agentes antimicrobianos in vivo es mucho mds complejo
que las circunstancias in vitro algunos factores que intervienen en la interaccion
fadrmaco- patdégeno y huésped son: 1) Ambiente, 2) actividad metabdlica del
huésped, 3) distribucion del farmaco, 4) localizaciéon de los microorganismos y 5)

sustancias que interfieren (Shin et al., 2005).



VI.  Alteracion de la flora microbiana

Los efectos del origen de la resistencia bacteriana por medio de esta via han sido
demostrados en los trabajos de Aarestrup y colaboradores (2000), al encontrar
enterococos resistentes a la vancomicina, tetraciclina y otros antibidticos en las heces
de cerdos, pollos y seres humanos. En los tres especimenes se halld el mismo gen
(VAN-A) de resistencia a la vancomicina. El mismo autor en ofro estudio encontrd
cepas resistentes de Escherichia coli en seres humanos, como consecuencia del uso
de antibidtico en la produccion de alimentos para animales.

1.6. Palatabilidad

La palatabilidad se define como un conjunto de caracteristicas organolépticas
de una sustancia, independientemente de su valor nutritivo, que hacen para un

determinado individuo que dicha sustancia sea mdas o menos placentera.

Como se observa en el cuadro 4, el cerdo es una de las especies con mayor
numero de botones gustativos, contando aproximadamente con 5,000 en las papilas
fungiformes, 10,000 en las papillas circunvaladas y 4,800 en las papilas foliadas, contra
1,600, 6,000 y 3,000 que poseen los seres humanos, respectivamente (Chamorro et al.,

1993; Fontanillas y Roura, n.d).

Cuadro 4. Diferencia en la cantidad y tipo de papilas gustativas presentes en humanos y cerdos

Especie Papilas fungiformes Papilas circunvaladas Papilas foliadas
Humano 1600 6000 4800
Cerdo 5000 10000 3000

La rama timpdnica responde con mayor intensidad a los estimulos dacidos
mientras que el nervio glosofaringeo responde mayoritariamente a los compuestos
amargos. Ambos nervios responden también al glutamato soédico y a ciertos
compuestos dulces, como la fructosa, sacarosa y glucosa, mientras que otras
sustancias dulces como la taumatina, neoesperidina o sacarina producen poca
estimulacion. En los cerdos las preferencias a distintas soluciones acuosas dulces
responden tanto a concentraciones crecientes como decrecientes de sacarosa,

glucosa o sacarina sédica en agua (Goatcher y Curch, sin fecha).
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1.7. Olfato

La capacidad de deteccion olfativa de los cerdos, es mucho mayor si la
comparamos con la del hombre, tal vez debido a que cuentan con mayor nUmero

de conexiones entre células olfativas y células mitrales (Parfet y Gonyuo, 1991).

Durante la ingestion del alimento, a fravés de la comunicaciéon retrofaringea
entre la cavidad nasal y bucal, se produce un refuerzo del aroma percibido y se crea
una asociaciéon compleja entre gusto y olor. Los estimulos pueden ser complejos vy
existe una estrecha relacion entre los distintos érganos de los senfidos y mas

concretamente entre el sentido del olfato y del gusto.

1.8. Antecedentes del florfenicol

El florfenicol es un andlogo del tianfenicol y se relaciona estructuralmente con
el cloranfenicol. A diferencia del cloranfenicol, el florfenicol posee un metilsulfonilo en
substitucion del p-nitro, lo que en el ser humano evita la produccidn de anemia
apldsica por residuos. Es una molécula neutra con una alta solubilidad en lipidos, lo
gue le confiere una excelente distribucion a tejidos y fluidos orgdnicos (Hayes et al.,
2003).

Existen estudios farmacocinéticos en diferentes especies y se ha utilizado en
algunas de ellas, tales como cerdos, ovinos, camarones, caprinos conejos patos,
pollos de engorda y bovinos. Es un nuevo antibidtico para uso exclusivo en veterinaria
(Voorspoels et al., 1999). En 1995 se autorizd su uso inyectable para el tratamiento de
enfermedades respiratorias en bovinos y en cerdos en el ano 2000 (Priebe y Schwarz,
2003).

El florfenicol se recomienda para el tfratamiento de enfermedades respiratorias
en ganado (Rooney et al., 2005). Sin embargo, hay evidencia que también es efectivo
en cerdos porque su actividad anfibacteriana afecta a patdgenos de las
enfermedades respiratorias  de los cerdos, tales como  Actinobacillus

pleuropneumoniae y Pasteurella multocida. Por su espectro es evidente que puede
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resultar de una gran eficacia en el tfratamiento y prevencion de enfermedades del
cerdo y, de hecho, tiene un importante lugar en la clinica porcina cuando se le
administra como premezcla. No obstante, los productores y médicos veterinarios han
empezado a incursionar en la medicacién via agua de bebida en esta especie

(Voorspoels et al., 1999; Kijima-Tanaka et al., 2003; Jiang et al., 2006).

Cerdos con pleuroneumonia y resistentes a antibidticos como el tianfenicol
mejoraban considerablemente empleando florfenicol en el alimento a dosis de
(50mg/Kg) (Ueda et al., 1995). El florfenicol administrado en el agua de bebida puede
variar en su eficacia debido a factores como el pH, la concentracion de cloro, las
aguas duras y la presencia de algunos materiales, como lIdmina galvanizada los

cuales afectan su estabilidad y biodisponibilidad.

Existen estudios que sugieren que el florfenicol en dosis de 20 ppm provee una
adecuada profeccion contra A. pleuroneumoniae, pero no elimina los signos clinicos
ni las lesiones de los animales, mientras que concentraciones de 40 ppm, incrementan
la eficacia, disminuyendo las lesiones y signos causados por este agente (Liv et al.,
2003).

El principal obstdculo es que, a diferencia de lo observado en aves
comerciales, el cerdo muesira una elevada capacidad para detectar sabores en el
agua y a menudo se reduce drdsticamente su consumo cuando el agua ha sido

medicada, incluso llegando a rechazarla por completo (Agersg et al., 1998).

1.9.Caracteristicas quimicas del florfenicol

El nombre quimico del florfenicol es (d-fre-2,2-N-c-a(fluormetilo)-p-hidroxi-
pp(fenetilo)acetamida). Su féormula condensada es: Ci2H14CL2FNO4S (Figura 1), con
peso molecular de 358.2 daltones y punto de fusion entre 153y 154 °C. El pH es de 3 a
9; es soluble en solventes orgdnicos (polietilenglicoles, N-metilpirrodilona), poco soluble
en agua, pero con una solubilidad relativamente elevada en lipidos., el coeficiente

de particion octanol agua es de 2.36 (Park et al., 2008).
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Figura 1. Férmula quimica del florfenicol

1.10. Mecanismo de accidn antibacteriana y espectro

El florfenicol se une irreversiblemente a la subunidad 50s ribosomal, por lo que
inhibe la sintesis de proteinas bacterianas. Ataca a la enzima peptidil-transferasa,
evitando la transferencia de aminodcidos en la formacidn de cadenas peptidicas y la
subsecuente formacion de proteinas. Los receptores bacterianos son los mismos que
para el cloranfenicol; es un antibidtico bacteriostatico. Su espectro de accion
antimicrobiana es mds potente y amplio que el del cloranfenicol y el del tianfenicol
frente a bacterias gram-negativas y gram-positivas. Algunos de los géneros
bacterianos sensibles al florfenicol implicados en el complejo respiratorio porcino son
Actinobacillus pleuropneumoniae, Salmonella cholerasuis y typhi, Streptococcus suis,
Haemophilus sp y Klebsiella pneumoniae. Existen estudios en los que se encontrd que
el punto de corte de la concentracion minima inhibitoria (CMI) considerada a partir
de la primera dilucién en donde ya no hubo crecimiento bacteriano fue < 2 ug/mL
MIC 50 Y MIC 90 del .5 ug y 0.12 a 4 ug/mL, respectivamente (Hayes et al., 2009).

En el cuadro 5 se presentan los valores de la CMI referidos en la literatura para

algunas especies bacterianas que afectan el sistema respiratorio de los cerdos.



Cuadro 5. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de florfenicol para ciertos patégenos que afectan vias
respiratorias en cerdos

Patégeno CMI 50 (ug/ml) CMI 90 ( pg/ml)
*Pasteurella multocida 0.25-1 0.5
0.25-0.5 0.5
0.78
** Actinobacillus pleuropneumoniae 0.2-1.56 0.5
0.12-1.0
* Bordetella brochiseptica 1.0-3.2 8
1.0-4.0 2

*(Shin et al., 2005); **(Priebe y Schwarz, 2003)

1.11. Farmacocinética

El florfenicol administrado a los cerdos de forma oral se absorbe rdpida vy
completamente del tracto gastrointestinal, de donde pasa al torrente sanguineo y es
distribuido a los tejidos y érgano blanco. Las concentraciones son relativamente mds

altas en bilis, rindn, intestino delgado y orina (Hayes et al., 2009).

Administrado via oral en cerdos alcanza su pico mdaximo de concentracion en
suero a las 3 horas y su vida media de eliminacion es de 64 - 80 horas En cerdos sanos,
la concentracién mdéxima plasmatica es de 10.84 ug/ml. El florfenicol presenta una
amplia distribucién en funcidn de los valores calculados del volumen de distribuciéon y
del volumen de distribucion en fase estacionaria (1.17 L/Kg y de 0.95 L/Kg

respectivamente) (Park ef al., 2008).

En el cuadro 6 se muestran algunos de los pardmetros farmacocinéticos
detectados por el método de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) a partir
de plasma de cerdos a los que se les administrd florfenicol a diferentes dosis en bolo

por via oral.



Cuadro 6. Pardmetros farmacocinéticos encontrados por HPLC en plasma por varios autores a partir de la
dosificacion de florfenicol via oral en bolo en cerdos sanos.

i ) (Jiang et al., (Jiang et al., (Voorspoels et al.,
Pardmetro de (Liu ef al., 2003) (Jiang et al., 2006) 2006) 1999)
referencia 2006)

En ayuno (b) Pospandrial(b) (15mg/kg)

AUC (mg/ml) 65.89 £12.79 132.1£17.6 91.4+7.5 88.5+22 100.5 £16.1
T1/2B(h) 2.87 +1.64 10+2.1 6+0.3 6.4+£0.9 5.5+4.2
Cmax (mg/ml) 10.84 +2.71 9.9+2.4 15.1+0.7 7.5+1.7 14.8 £2.6
Tmax (h) 1.5£0.6 1.2+£0.8 2+0.7 3.0+0.9

AUC - Area debajo de la curva, concentracidn-tiempo extrapolada al infinito; T1/2B - vida media de
eliminacion en la fase B; Cmax - Concentfracidn mdxima en el plasma; Tmax - tiempo de mdxima
concentracioén.

Para conseguir una terapéutica adecuada con florfenicol soluble se requiere
lograr concentraciones séricas terapéuticas, mismas que deberdn mantenerse por lo
menos durante 75% del dia, ya que se ha senalado que es cuando el farmaco tiene
un efecto optimo; esto es, su relacion farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD) es
tiempo dependiente: debe de estar 3 a 4 veces por arriba de la CMI por lo menos

durante 4 horas.

1.12. Tiempo de retiro y residuos

En los cerdos el tiempo de retiro recomendado es de 16 dias post aplicacion
inframuscular. En el cuadro 7 se muestran los limites mdximos de residuos (LMR) en los
tejidos del cerdo para productos de consumo humano permitidos por la EMEA
(European Medicines Agency, por sus siglas en ingles).

Cuadro 7. Limites mdximos de residuos permitidos en tejidos de cerdo utilizados en productos para
consumo humano (EMEA)

Sustancia activa  Residuo marcador  Especie Tejido Limites Md&ximos de Residuos
MuUsculo 300mg/ml
Fluorfenicol Amina-fluorfenicol  Porcinos  Piel y grasa 500 mg/ml
Higado 2000 mg/ml




1.13. Clasificacion de los antibioticos dependientes de la

concentracion/tiempo

La concentracion minima Inhibitoria (CMI), es definida como la concentracion
mas baja del fdrmaco capaz de inhibir el crecimiento bacteriano, esta CMI permite
observar el comportamiento de los antibacterianos en relacion con ciertas cepas
bacterianas in vitro y que difiere de su comportamiento in vivo debido a diversos

factores.

El grupo de antibacterianos clasificado como concentfracidon-dependiente
(fluoroguinolonas, aminoglicésidos) se caracterizan por conseguir la muerte
bacteriana en poco tiempo y dependiente de la concentracion del farmaco, por lo
que se requieren altas concentraciones del fdrmaco en plasma y tejidos, con lo que

se incrementa la actividad bactericida (Kasiakou et al., 2005).

1.14. Usos clinicos en cerdos

El florfenicol se utiliza en el tratamiento de enfermedades respiratorias
asociadas a Actinobacillus pleuroneumoniae y Pastereulla multocida (Voorspoels et
al., 1999; Liu et al., 2003). Se encuentran en presentacion oral para agua de bebida a
concentracion de 23 mg/ml o 400 mg por galdon de agua (100 ppm.), administrdndose
por 5 dias. En la presentacion inyectable intramuscular, a dosis es de 15 mg/kg,
repitiendo a las 48 horas. En la presentacidén para alimento, la dosis recomendada es
de 20 mg /Kg. En el cuadro 8 se muestran las presentaciones mas recientes en el

mercado para uso del florfenicol en cerdos, dosis y vias de administracion.



Cuadro 8. Presentacion comercial del florfenicol, via de administracién y dosis recomendadas

Presentacion Via de administracion Dosis
Premezcla para alimento Oral 20 mg/Kg
Inyectable Intfra muscular (IM) 15 mg/Kg
Solucién para agua de bebida Oral 10 - 23 mg/Kg

(Foster, 2008)

Diferentes laboratorios farmacéuticos han logrado formular preparados a base de
florfenicol soluble, argumentando que evitan que el consumo de agua se deprima vy,
gracias a ello, se logren concentraciones séricas terapéuticamente acordes con la
relaciéon PK/PD mencionada. El ensayo que se describe a continuacion pretende
demostrar la diferencia en la palatabilidad de tres preparados de florfenicol soluble, 1o
cual afecta directamente el consumo de agua vy, por lo tanto, la dosificacién real,

incidiendo en los valores séricos del f&drmaco en los cerdos medicados.



2. Justificacion

A pesar de que existen antfibacterianos de uso exclusivamente veterinario, se
han encontrado genes de resistencia bacteriaona aaCc4 (aparamicina) y hphB
(higromicina) co-transferidos tanto en animales como en seres humanos. En este
sentido, la Comision de la Unidn Europea en el mes de marzo de 2002 hizo hincapié en
la necesidad de desarrollar alternativas vdlidas a los antibidticos promotores del

crecimiento. Estas alternativas deben cumplir dos requisitos fundamentales:
e Ser eficaces y, por tanto, ejercer un efecto positivo sobre la produccion animal.
e Carecer de riesgo para la salud humana, la salud animal y el medio ambiente.

En este sentido, se pueden considerar dos alternativas no excluyentes al uso de

los antibidticos como promotores de crecimiento:

A.- Implantacién de nuevas estrategias de manejo en produccién animal,
encaminadas a reducir la incidencia de las enfermedades en los animales, de forma
gue se pueda evitar el empleo de los antibidticos con fines terapéuticos y las pérdidas

en los niveles de produccidén ocasionadas por las enfermedades.

B.- Utilizacion de ofras sustancias que tengan efectos similares a los antibidticos
promotores de crecimiento sobre los niveles productivos, pero que no acarreen los
problemas de resistencia. En cuanto a las sustancias alternativas, destacan como
principales opciones el empleo de probidticos y prebidticos, los dcidos orgdnicos, las
enzimas y los extractos naturales. Estos productos alternativos se pueden ufilizar

individualmente o en mezclas sinérgicas segun los casos (Delsol et al., 2005).

Las dosis metafildcticas se definen como la aplicacién de un antibacteriano en
masa en un aumento estratégico para prevenir la instauracion del cuadro clinico

(Catry et al., 2008). Sus objetivos son: reducir la morbilidad, mejorar el rendimiento,
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suplir la inexperiencia del personal y mejorar los beneficios. Sin embargo, el manejo en
la administracion de dosis metafildcticas errdneas son las que han contribuido a la
formacién de resistencia bacteriana contra los antibacterianos utilizados a lo largo de
los anos y en las diferentes especies bacterianas, ya que en la prdctica las dosis
utilizadas para la metafilaxia o dosis como promotores de crecimiento son dosis a la
mitad de las terapéuticas lo que resulta en una subdosificacion (Voorspoels et al.,
1999; Herradora y Martinez-Gamba, 2003).

Por lo anteriormente mencionado, es importante probar en cerdos f&drmacos
con adecuada palatabilidad y verificar el consumo de agua por etapa en las granjas
para calcular las dosis de antibacterianos adecuadas, que permitan alcanzar las
concentraciones terapéuticas requeridas para evitar la resistencia bacteriana en la
industria porcina, disminuyendo costos y aumentando su efectividad contra las

enfermedades de vias respiratorias.
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3. Hipétesis

La palatabilidad de los diferentes preparados de florfenicol soluble influyen de
manera directa sobre el consumo de agua medicada y, por ende, sobre la
dosificaciéon real obtenida detectada a partir de los pardmetros farmacocinéticos

obtenidos.
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4. Objetivo General

Demostrar la diferencia en la palatabilidad de fres preparados solubles de
florfenicol para agua de bebida en cerdos y la importancia de conocer el consumo
de agua de los cerdos en las granjas para calcular la dosis requerida con el fin de

establecer dosis terapéuticas.

22



5. Objetivos especificos

Obtener el consumo de agua de los cerdos en estudio en situaciones reales en

una granja antes de la administracion del florfenicol en el agua de bebida.

Registrar el cambio en el consumo de agua en los cerdos en estudio después

de la administracion de tres preparados de florfenicol.

Comparar la diferencia en la palatabilidad del florfenicol a dos diferentes dosis,

comparando dos genéricos con el de patente.

Obtener pardmetros farmacocinéticos del florfenicol en el plasma de los cerdos

por medio del estudio microbiolégico de Bennett con las dos dosis administradas.

23



6. Material y Métodos

Los experimentos se llevaron a cabo en el Centro de Ensenanza, Investigacion y
Extension en Produccién Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM, ubicado en el Km. 2 de la carretera Jilotepec-Corrales, en
Jilotepec, Estado de México. El centro se encuentra en los 99° 31' 45" de longitud oeste
y 19° 57' 13" latitud norte, a una altura de 2,250 metros sobre el nivel del mar. El clima
de la regiéon es templado en verano y exiremoso en invierno; la temperatura media es
de 18° C y varia entre los 12° C y los 24° C. El régimen de lluvias comprende de junio a
septiembre y el promedio de precipitacion pluvial es de 608 mm, iniciando las

primeras heladas en octubre y prolongdndose hasta marzo.

Se utilizaron 24 cerdos, hembra y machos, hibridos, cruza madre Landrace -
Yorkshire y padre linea terminal de Pietran, Duroc y Ham, de 48 dias de edad (18 dias
post-destete) y peso promedio de 22.9 Kg. Los tratamientos fueron asignados en forma
aleatoria en seis corraletas de 1.48 x 1.48 metros con piso de rejilla, con 4 cerdos en
cada una. Los animales no habian sido tratados previamente con antibacterianos y
se enconfraban desparasitados e inmunizados conforme a las prdacticas de manejo
de la granja. Al momento de iniciar el estudio consumian alimento pre-iniciador, con
base en sorgo - soya, cubriendo las necesidades de la etapa correspondiente

(National Research Council, 1988).

Para el suministro de agua se emplearon bebederos de chupdn con una
capacidad de 8,800 mL, ubicados a 25 cm de altura del piso. Para el suministro de
alimento se utilizaron comederos tipo tolva, con cinco espacios, ambos para la etapa

correspondiente al destete.

A cada corral se asigné en forma aleatoria un tratamiento distinto, seis en total,
distribuidos como sigue: tres grupos con dosis de (11.08 mg/kg) de florfenicol de tres
laboratorios distintos, el de patente y dos genéricos y tres grupos triplicando la dosis
(33.24 mg/kg) con la finalidad de observar la palatabilidad e influencia directa sobre

el consumo del agua a mayor concentracion de florfenicol.
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Se midié el consumo de agua en los 6 grupos durante 10 dias para obtener el

consumo basal promedio por kilo de peso vivo.

El dia 10 a los 6 grupos se les restringiod el agua a partir de las 20 horas, y el dia
11 a las 8.00 am se le administré a cada grupo el florfenicol con la dosis asignada,
mezcldndolo previaomente por agitaciéon e incorpordndolo en el agua de bebida,
durante 5 dias, se observo vy registro el tiempo en el que cada grupo terminaba de

consumir el agua medicada.

El dia 15 a los 6 grupos se suspendid el aporte de agua a las 20 horas,
reiniciando su administracion el dia 16 a las 8:00 horas esta vez usando agua
medicada, para tomar muestras de sangre a diferentes tiempos recuperando el suero
y posteriormente se llevo a cabo el estudio microbioldgico de Bennet (Bennett et al.,
1966). Durante los 15 dias del estudio se registraron la temperatura ambiente y la
humedad relativa. El estudio se realizdé en varias etapas, mismas que se describen a

continuacion.

a. Etapa 1. Adaptacion y cuantificacion del consumo basal

Los cerdos se sometieron a una etapa de adaptacion de 5 dias previo al inicio
del estudio (48 dias de edad), con la finalidad de evitar el estrés por cambios del
medio ambiente, alimentacidon y manejo. Para cada grupo se cuantificd el consumo
basal de agua diariamente, durante 7 dias, empleando tinacos de pldstico de 8,800
ml por cada corral, supervisando su nivel en 4 horarios diferentes (8:00, 12:00, 16:00 y
20:00 horas) y rellenando manualmente hasta su borde superior en cada revision. Los
tinacos se ubicaron a 25 cm de altura del piso y a 5 cm de altura del cerdo mds

pequeno, estando a la vista en cada corral.

b. Etapa 2. Criterios para la dosificacion

Las indicaciones para administrar los productos comerciales en el agua de bebida
son las siguientes. A partir del producto comercial que viene al 10 % se debe

administrar de 50 a 100 mL del producto comercial en 100 L de agua de bebida. Esta
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dilucién equivale a una concentracion de 5- 10 g /100mL de agua, por lo que cada
cerdo alcanza, segun el laboratorio dosis de 200 mg por cerdo. Los tinacos que se
utilizaron en este estudio fueron de 8,800 mL de agua, por lo que se le administraron 10
mL del producto comercial equivalente a 1,000 mg de florfenicol. La concentracion
de florfenicol en cada mL de agua medicada fue de 0.11Tmg/mL. Los corrales y
tratamientos se asignaron aleatoriomente, constando el experimento de seis
tratamientos (A1, B1, C1, A2, B2, C2), para los cuales (A) (B) y (C) corresponden a 3
productos comerciales, cada uno subdividido a su vez en dos niveles
correspondientes a las dosis utilizadas, siendo (1) con dosis de 11.08 mg/Kg vy (2) 33.24

mg/Kg, cuadro 9.

Cuadro 9. Dosis de florfenicol por fratamiento

Tratamientos Dosis

Al Colmax®
B1 Nuflor® 11.08 mg/Kg
C1 Nutricol®

A2 Colmax®
B2 Nuflor® 33.24 mg/Kg
C2 Nutricol®)

Las dosis utilizadas en el presente estudio tomaron en cuenta la dosis
recomendada por laboratorios comerciales (10 mg/Kg) vy la sugerida en la literatura
revisada (20 mg/Kg). El criterio para las dosis utilizadas en el nivel (1), fue la dosis
comercial, que representa la dosis minima, y para el nivel (2) la dosis fue triplicada
para observar el efecto de la palatabilidad de los tfratamientos evaluados, como se

observa en el cuadro 10.
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Cuadro 10. Comparativo enfre dosis de florfenicol (mg/Kg)

. Total de peso Recomendado Recomendado por Dosis ufilizada
Tratamientos

vivo (Kg) la literatura laboratorio en el estudio
Al Colmax® 90.2 1,804 902.0 999
B1 Nuflor® 86.4 1,728.0 864.0 957
C1 Nutricol® 76.9 1,538 769 852
A2 Colmax® 93.4 5,604 2,808.0 3,104
B2 Nuflor® 98.6 5916 2,958 3,277
C2 Nutricol® 103.6 6,216.0 3,108.0 3,443

* Dosis utilizada en el estudio incluyendo merma de 25% en el consumo de agua.

c. Etapa 3. Cuantificacion del consumo de agua medicada

a) Al dia 10 de la medicion del consumo de agua basal se pesaron los
cerdos de cada corral, y se les retird el agua a las 20:00 horas del dia 10 y a las
8:00 horas del dia 11 se les administré el agua medicada en los tinacos,
previomente homogenizada con los florfenicoles, registrando el fiempo en el que
cada grupo terminaba el agua medicada, para posteriormente llenar el tinaco
con agua sin fdrmaco. El dia 11 se administrd el medicamento en el agua segun
los tratamientos ya descritos y se registrd el tiempo en el que consumieron el
agua medicada, antes de llenar los bebederos nuevamente con agua sin

medicamento.

Es necesario senalar que la unidad de observacién fueron los mismos 4 cerdos

de la unidad experimental

b) Se obtuvo el consumo de ml/kg/h de agua con florfenicol basdndose en
el tiempo en el que cada grupo de cerdos termind de consumir el agua
medicada y se calculd la cantidad total de agua consumida por cada individuo

en una hora.
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c) Se obtuvo la concentracion de medicamento encontrada en cada mL

de agua medicada utilizando la siguiente ecuacion:
Concentracion mg/mL = mg florfenicol / ml agua en los tinacos de cada corral

d) La unidad de andlisis fue el consumo de agua de los 4 cerdos de la
unidad experimental. Se calcularon los promedios y desviaciones estdndar del
consumo de agua en mL/kg/h en los seis grupos de cerdos, y para los dias 11 all
15 se reqistrd el tiempo que requirid cada grupo de cerdos de cada tratamiento

para lograr el consumo total del agua medicada.

Consumo/h = Consumo total de agua (mL) /nUmero de horas que tardaron en

consumirla.

e) Los cerdos de cada corral se pesaron los dias 1, 5, 10 y 16. A partir de
estos pesos se estimaron los de los dias intermedios, que se tomaron en

consideracion para calcular el consumo en mL/kg/h de los dias 11 al 15.

f) Para evaluar el comportamiento de los valores observados en el
consumo de agua de los 6 tratamientos durante los 5 dias de medicacién se
ajustdé un modelo de regresion lineal simple o en su caso un modelo cuadrdtico.
El criterio para la aplicacion de uno u otro fue el comportamiento de los datos

observados y el coeficiente de determinacién (R?).
El modelo de regresion lineal simple utilizado fue:

Y, =4, +f xt+g, 0<t<5

Donde
By = Efecto del intercepto al origen, valor desconocido.

b= Efecto de regresidon de los dias de aplicaciéon del florfenicol en el consumo

de agua. Valor desconocido.
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t t=01234,5.

~ NUmero de dias en que se aplicé el florfenicol,

t,0<t<5

& = Error experimental ocurrido en el tiempo . Es una variable aleatoria

(g)=0,Var(g,) = o*

tal que y no correlacionadas.

Yt:Consumo de agua en el dia t. Es una variable aleatoria tal que la

var(Y,) = o?

esperanza de Yo=Fo+ At y no correlacionadas.

El modelo cuadrdtico utilizado fue:
Y, =B+ pt+putP+g, 0<t<5

Donde

Y t Lo . o .
v Bo Bt B €ison términos iguales a los del modelo de regresidon lineal simple

descritos anteriormente.

'BllefecTo de cuadrdtico de curvatura de la variable tiempo, valor

desconocido.

2 _
v = Es la variable tiempo elevado al cuadrado, O<ts<5
Para el procesamiento y andlisis estadistico de los datos se utilizd el paquete

computacional JMP version 7 (SAS, 2007).
Etapa 4. Obtencién de muestras de sangre

El dia 16 se fomaron muestras de sangre de cada individuo de la vena cava
craneal, obteniendo en promedio 8 mL en tubos estériles y sin anticoagulante con los
siguientes intervalos: basal — 35 minutos — 1.5 horas — 3 horas — 6 horas —9 horas.
Inmediatamente después de la coleccion, cada una de las muestras se centrifugd a
3000 rpm, se recuperd e identificd el suero, y se congeld a -4° C, hasta su andlisis, 5
dias después.
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d. Etapa 5. Concentracion sérica de florfenicol

La concentracion de florfenicol en cada muestra de suero se determind
mediante el andlisis microbioldgico cuantitativo/cualitativo descrito por Bennet et al,,
(1996), el cual mide la concentraciéon en términos de la actividad antibacteriana in

vitro del fdrmaco.
A. Agar

El agar utilizado fue Mueller Hinton (Bixon), preparado segun indicaciones que

marca el producto.
B. Culfivo bacteriano

Se utilizé una cepa bacteriana ATCC (American Type Culture Collection)

Bacillus subtilis 6633.
C. Estdndar bacteriano (Obtencién de la espora de Bacillus subtilis 6633 )

En un tubo de tapdn de rosca se colocaron 5 mL de agua destfilada y una
asada del cultivo bacteriano Bacillus subtilis (resembrado 24 horas antes). Se resembro
en una caja de Petri y se cultivd a temperatura ambiente el crecimiento se recogid
con una espdtula y se centrifugo durante 20 minutos a 3500 rom, se decanto el
sobrenadante y se resuspendié el sedimento con 50 mL de caldo de cultivo estéril,
calentando la suspensidon por 30 min a 70°C posteriormente se refrigerd por dos para
después impregnar la placa del agar una vez estandarizado por medio de los indices
de Mc Farland (Bio Mériux) y se realizaron los ajustes necesarios para obtener una

concentraciéon al 0.5 de Mc Farland.

La turbidez obtenida se leyd por medio de un espectrofotdmetro a una
transmitancia del 60 — 65%, la cual corresponde a una concentracién bacteriana de 1
x10 10,
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D. Preparacién de las placas

En un refractario estéril tipo Pirex® de 21 x 20 cm se colocaron 300 ml de agar y
se dejo enfriar durante 10 minutos. Sobre el agar ya frio se colocaron 200 uL de la
suspension de la espora bacteriana y con un hisopo estéril se distribuyd
homogéneamente sobre todo el agar dejando reposar a temperatura ambiente por

dos horas.
E. Preparaciéon de las diluciones

Se pesaron 20 mg de sal pura de florfenicol (Shering Plough), se colocaron en
vaso de precipitados y se vertieron 10 ml de agua desionizada. Se marcaron 10 fubos
de 5 mL y un fubo de 15 mL con el nimero 0. En el fubo numerado con el 0 se
colocaron 9 mL de agua desionizada y en cada uno de los demds tubos se colocd
ImL de la solucion contenida en el vaso de precipitados y se coloca en el tubo 0. Se
homogenizé y de ese tubo se obtuvo 1 mL que se agradd al tubo 1; se homogenizd y
se tomo 1 mL del tubo agregdndolo al tubo 2; de esta forma sucesivamente hasta

completar 7 tubos, obteniéndose las diluciones que aparecen en el cuadro 10.
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Cuadro 11. Diluciones del estadndar del florfenicol para la preparacién de las placas

Identificacién Concentracion (ug/mil)
Vaso de Precipitados 200
Tubo O 20
Tubo 1 10
Tubo 2 5
Tubo 3 2.5
Tubo 4 1.25
Tubo 5 0.625
Tubo 6 0.3125
Tubo 7 0.15625
Tubo 8 0.078125
Tubo 9 0.0390625
Tubo 10 0.01953125

(Bennett ef al., 1966)

F. Preparacién de las placas

Una vez preparada la placa y con ayuda del sacabocados se realizaron a lo
largo del refractario dos hileras con 10 pozos cada una. En cada pozo se colocaron
100 yl de cada una de las diluciones por duplicado. Se trabajaron 5 placas en el
mismo dia con la misma metodologia, con la finalidad de tener un total de 10
lecturas. Se incuban durante 24 horas a 37° C, posteriormente a la incubacion se

miden los halos de inhibicidn por pozo y por placa.
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G. Procesamiento de las lecturas de los halos de inhibicion

Se obtuvieron medias y desviaciones estdndar del didmetro de halos de
inhibicion de cada una de las diluciones. A partir de los cudles y con ayuda de los
programas Microcal Origin ' y Excel 2, se obtuvieron las grdficas de mL de halos de

inhibicidon vs concentracion.
H. Procesamiento de los sueros

Se prepararon las placas con la misma concenfracion de bacteria del mismo
modo que se prepararon las placas para obtener el estdndar por el método de
Bennet et al., se realizaron los pozos y en la placa se sembraron 100 uL de suero
obtenido en cada fratamiento a diferentes tiempos de sangrado, incubando durante

24 horas, para posteriormente realizar las lecturas de los mm de halos de inhibicion.

1 Microcal Origin versién 4.0 Scientific and Technical Graphics in Windows. Microcal software Inc.

2 Microsoft Excel.1985-97
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7. Resultados

a. Etapa 1. Adaptacion y cuantificacion del consumo basal

Fueron analizados los consumos de agua por fratamiento durante la totalidad
del experimento y en sus dos efapas, a partir de ellos se calculd el porcentaje de
disminucion en el consumo de agua anfes y después de la medicacion con

florfenicol, cuadro 9 y figura 2.

Cuadro 12. Promedio (Desviacion estdndar) para consumos de agua (mL/Kg/h) por dia, por tratamiento.

Tratamientos Consumo de agua Consumo de agua  Consumo de agua Disminucién en consumo
durante todo el sin medicaciéon medicada de agua antes y durante
experimento la medicacion (%)

(13 dias) (Primeros 8 Dias) (Ultimos 5 dias)
Al Colmax® 10.46 £0.92 10.75 +0.78 9.99 +0.99 7.1
A2 Colmax® 9.04 +0.99 9.43 +0.58 8.42 +£1.24 10.7
B1 Nuflor® 10.35 £1.08 11.02 £0.67 9.26 +0.55 16.0
B2 Nuflor® 9.17 £1.29 9.94 +0.58 7.94+£1.16 20.1
C1 Nutricol® 8.46 £1.51 9.36 £+0.97 7.02 £1.08 25.0
C2 Nutricol® 9.20 £0.72 9.48 £0.50 8.76 £0.84 8.0

b. Etapa 3. Cuantificacion del consumo de agua medicada

En el cuadro 12 se presentan los promedios de los consumos de cada corral
(ml/kg/h) sin medicar y medicados, asi como los diferenciales entre estas dos
variables. En todos los corrales hubo un diferencial negativo, es decir, el consumo de

agua disminuyd con la medicacion.

Las medias aritméticas para el consumo de agua sin medicar y medicada con
distintas dosis de florfenicol, el coeficiente de correlacién de estas variables y la

temperatura ambiente promedio se presentan en las figuras 3 a 14, respectivamente.
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Cuadro 13. Estadistica descriptiva para aumento de peso por corral, sin y con medicina

Tratamiento Dias de Promedio Desviaciéon estdndar
fratamiento
Al Colmax® 8 10.75 0.782
Al Colmax® M 5 9.99 0.993
A2 Colmax® 8 9.43 0.584
A2 Colmax® M 5 8.42 1.235
B1 Nuflor® 8 11.02 0.671
B1 Nuflor® M 5 9.26 0.554
B2 Nuflor® 8 9.93 0.584
B2 Nuflor® M 5 7.94 1.156
C1 Nutricol® 8 9.36 0.927
C1 Nutricol® M 5 7.02 1.077
C2 Nutricol® 8 9.48 0.504
C2 Nutricol® M 5 8.76 0.843
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Figura 2. Grdfica con estadistica descriptiva para consumo de agua por corral, sin y con medicina.
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Grdficas de regresion lineal simple entre consumo de agua y temperatura
ambiental para cada tratamiento, antes (izquierda, nUmeros nones) y después de la

medicacion (derecha, niUmeros pares).
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Figura 3. Regresién para Al Colmax®. Figura 4. Regresién para A1 Colmax® M.
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Figura 15. Regresion lineal simple entre consumo de agua y aumento de peso por dia, para todos los dias
de fratamiento. R2=0.075674.

c. Etapa 4y 5. Obtencién de muestras de sangre y determinacion

de concentracion sérica de florfenicol

El andlisis microbioldgico de Bennet, no reveld halos de inhibicion medibles en

ninguno de los sueros obtenidos.
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8. Discusion

Este frabajo es un estudio exploratorio de la importancia del consumo de agua
y la palatabilidad de los antibacterianos proporcionados en el agua de bebida para
cerdos en etapa de destete y su relacion con las dosis terapéuticas, bajo condiciones

reales de una granja en produccion.

El proyecto dio inicio con cerdos de 36 dias de edad promedio, mismos que
fueron pesados, y los tratamientos y corrales fueron aleatorizados. A partir de ese
momento comenzd la etapa de adaptaciéon (5 dias). Al é° dia se dio inicio a la fase
experimental, con la medicidén del consumo de agua; pero 2 dias después, algunos
de los animales presentaron trastornos gastrointestinales, suspendiéndose el estudio,
gue se reinicid varios dias después. Es por esto que al iniciar este estudio los cerdos
contaban con 47 dias de edad, quedando sélo 24 animales disponibles, mismos que
nuevamente se pesaron y aleatorizaron en los fratamientos y corrales. Se inicio la
medicion del consumo de agua aparente, terminando los 10 dias cuando los cerdos
tenian 57 dias de edad. Es por esto que cuando se realizé la estadistica descriptiva
para analizar el consumo de agua se eliminaron los dos primeros dias de la base de
datos, pues el consumo de agua se encontraba disminuido por la relotificacion y la
jerarquizacion. Debido a las limitaciones de la disponibilidad de cerdos que
cumplieran los criterios de inclusion para este experimento y las instalaciones no fue
posible disponer de suficiente evidencia experimental. Sin embargo, la falta de
estudios similares en la literatura enfatiza la importancia de este tfrabajo como el inicio

de futuras investigaciones en dreas y temas afines.

El consumo promedio de agua en mi/Kg/h se muestra en el cuadro 3. Segun
diversos autores, los consumos de agua en la etapa de destete son de 1-5 L / dia
(Nienaber y Hahn, 1984; Zdzslaw et al., 1995; Aimond, sin fecha). En este estudio bajo
las condiciones de la granja experimental, los consumos antes del tratamiento se

encontraron entre 5.5 - 5.7 L/ dia, lo que coincide con lo mencionado en la literatura.
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Entre los factores que influyen en la cantidad de veces que los cerdos acuden
al bebedero se encuentran: las caracteristicas del alojamiento, la temperatura
ambiental, el tipo de bebedero, la ubicacién del bebedero y el peso de los cerdos,
entfre ofros. Es un hecho que es complicado medir el consumo de agua, por lo que es
mas apropiado designarlo como gasto de agua. Se llega a mencionar que el
desperdicio de agua de bebida de un bebedero de chupdn llega a ser hasta de 60%.
En este estudio los bebederos de chupdn que se utilizaron permitieron controlar mejor
la cantidad que ingresaba, ya que los finacos se rellenaban manualmente segin
fuera disminuyendo su nivel. Es por esto que se considerd solo el 25% de desperdicio y
no el 60%. Ademas, a medida que los cerdos fueron creciendo, el chupdn resultd ser
cada vez mds pequeno para ellos, comparado con el que se utiliza comercialmente

en esta etapa.

En este estudio la temperatura ambiental promedio registrada fue de 21.64° C
+0.75, dentro de la zona de termoneutralidad de los cerdos. Como se muestra en las
Figs. 3 a 14, en cada tratamiento se observa que la temperatura es la misma en la
nave, sin embargo, una vez que es aplicado el florfenicol los consumos varian. La
temperatura tuvo una relacion directa con el comportamiento del consumo de agua
en todos los grupos a lo largo de los 10 dias; sin embargo, esa relacion se perdié al
comenzar la dosificacién con florfenicol en el dia 11 (Figs. 3 y 4). Asimismo, en el
consumo de agua, se observa respuesta al sabor cuando se agrega el florfenicol, el
cambio menos notable corresponde al fratamiento ATColmax®, mientras que el
tratamiento B2 Nuflor® es notable la disminucidn del consumo, por lo que se asume

fue menos palatable

Tal como se observa en el cuadro 16, los tratamientos A1, C1 y C2 no tuvieron
diferencias en la R? entre consumo de agua normal y medicada. La temperatura
ambiental ejercié un efecto similar en ellos y la medicacién con florfenicol no modificd
el consumo de agua. Por alguna razén, la temperatura ambiente influyéd mas en el
consumo de agua en los tratamientos A1 y C2 que en el Cl1. La relacién entre

temperatura ambiente y consumo de agua fue negativa en A2 medicado, con una
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R2 mayor que en A2 sin medicar; podria concluirse que la adicidén de este producto all
agua afectd su consumo. La relacidén entre temperatura ambiente y consumo de
agua fue negativa en los tratamientos B. En B1 casi se pierde la relaciéon entre las
variables (la R?2 fue muy pobre), pero en B2 la relacion negativa fue mds marcada.
Esto podria significar que el producto comercial afectdé negativamente Ia
palatabilidad del agua y la dosis alta tuvo mayor efecto que la dosis baja. El grupo B2
sin medicar presentd mejor relacion entre la temperatura ambiente y el consumo de

agua.

Cuadro 15. R2 enfre consumo de agua y temperatura ambiente

Tratamiento  Sin medicar Medicado

Al 0.497 0.437
A2 0.129 0.373*
B1 0.287 0.031*
B2 0.682 0.369*
Cl1 0.229 0.290
C2 0.435 0.439

* La asociacién fue negativa.

Al utilizar un andlisis de regresion lineal simple entre consumo de agua y temperatura
ambiental para cada tratamiento sin mediacion se observd que en todos los casos la
correlacion lineal fue positiva, lo que indica que el consumo de agua se incrementd
en todos los grupos conforme la temperatura aumentd. Sin embargo, cuando se inicidé
con la medicacion en el agua, dos de los tfratamientos, C2 Nutricol® y A2 Colmax®,
presentaron una correlacion lineal negativa de 37%, que no puede ser explicada por
el aumento en la temperatura, por lo que tal disminucidén seguramente se asocid a la

presencia del preparado de florfenicol en el agua de bebida (Fig. 3 a 14).

Para todos los tratamientos el Ultimo dia de consumo basal de agua se fomd como
referencia para hacer las comparaciones pertinentes con relacion al primer dia de la

fase del consumo de agua con florfenicol. En ell primer dia con agua medicada se
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observd, en general, una disminucién en el consumo, tal y como se muestra en la
Figura 2 y cuadro 12, donde se refleja una disminucion de entre 7 y 20% en el
consumo. Esto demuestra que la disminucidon en el consumo de agua estuvo
directamente relacionada con el cambio de sabor por efecto de los tres diferentes

preparados de florfenicol.

En comparacién con la ganancia de peso reportada por Brumm (2006) de 559 g - 613
g/ dia para cerdos de entre 20 y 30 kilos de peso, los cerdos en este estudio fuvieron
una ganancia de peso de aproximadamente 900 g/dia, como se observa en la Fig.
15,en la que se detalla el peso promedio por fratamiento durante los 15 dias del
estudio. La figura muestra que a mayor peso, mayor fue el consumo de agua. Sin
embargo, en el cuadro 14 de consumo de agua se aprecia que los promedios de
consumo en los fratamientos con agua medicada disminuyeron, independientemente

de los dias que transcurrieron y de la ganancia de peso.

Por otro lado los pardmetros farmacocinéticos reportados senalados en el
cuadro 6 se obtuvieron utilizando una sola dosis en bolo PO, lo cual garantiza que la
dosis total de florfenicol se deposita en el estbmago y posteriormente es absorbida.
Asimismo, la evaluacion de los sueros se realizd por el método de HPLC, el cual

detecta metabolitos inactivos del florfenicol.

Debido a que el Iforfenicol es un fdrmaco tiempo- dependiente las
concentraciones sericas deben estar por lo menos dos veces por arriba del valor de
las CMI de los principales agentes patdogenos, en el 75% del intervalo de dosificacion,
lo cudl no se alcanzo en el presente estudio pues la ingesta del florfenicol a
concentraciones de 11.83 y 33.24 mg/kg en el agua de bebida por 5 dias no permitid
que el florfenicol llegara de manera rdpida en el tiempo y la concentracion que ofros
autores reportan, pues las variables de consumo de agua por tratamiento y el peso
de los cerdos ocasionaron que la dosis inicial se redujera. Por otro lado, el método
utilizado para detectar el florfenicol en el suero y obtener los pardmetros
farmacocinéticos fue el estudio microbioldgico de Bennet (1966), el cual detecta sdlo
el florfenicol activo, y tiene un limite de sensibilidad es de 2 ug/mL. Debido a que la via
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de administracion de florfenicol en este estudio fue a través del agua de bebida,
Cuyo consumo se vio disminuido por los motivos arriba senalados, el método de
Bennet no sirvid para encontrar valores de florfenicol detectables en el plasma.
Desafortunadamente casi no hay informacién en la literatura tecnica en relacion a la
medicacion oral atraves del agua de bebida que hagan referencia al consumo de la
misma con relacion a la palatabilidad de los medicamentos y su posterior deteccion

en el plasma en condiciones reales de las granjas.
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9- Conclusiones

Las presentaciones de florfenicol utilizadas en este estudio afectaron
negativamente la palatabilidad del agua, siendo los productos menos palatables A y

C, especialmente cuando la dosis se triplico.

El efecto en la palatabilidad condujo a una disminucion en el consumo de

agua por parte de los cerdos, lo cual ocasiond una subdosificacion del florfenicol.

La palatabilidad de los antibacterianos deberia ser mds alta, ya que en este
estudio se observd que la palatabilidad influye de manera importante en el consumo

de agua, lo cual repercutié en la subdosificacion del florfenicol.

Con las dosis que sugieren los productos comerciales en la efiqueta no se
alcanza la CMI, estas subdosificaciones terminardn por inhabilitar un antibacteriano

aun muy valioso en la clinica.

Consideramos necesario realizar pruebas de eficacia con animales afectados
por los patdégenos que afectan las vias respiratorias en los cerdos a fravés de agua
medicada en las condiciones experimentales de este trabajo y utilizar como método
de deteccion HPLC
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10. Recomendaciones

Es necesario realizar estudios de consumo de los antibacterianos en
condiciones normales de granja, para que con las dosis recomendadas por los
laboratorios, independientemente del manejo y etapa en la que se Uutilicen,
realmente se alcancen dosis terapéuticas, para asi disminuir o aminorar los problemas
de resistencia bacteriana, con sus consecuencias en la salud publica, tan comunes

en nuestro pais.
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