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RESUMEN

Con base en la vida media prolongada de una nueva preparacion
farmacéutica de tilmicosina (Til-LA), administrada a dosis de 20 mg/kg, se
evaluaron con una dosis (Til-LA 2.1) 0 dos dosis con 20 dias de diferencia
(Til-LAgo-2), y con ceftiofur via intramamaria como tratamiento de referencia.
Se trataron 56 vacas con Til-LAg.2, 58 con Til-LA 2.1 y 56 con ceftiofur al
inicio del periodo seco. La determinacion de tilmicosina se realiz6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de muestras de fluido
mamario obtenidas cada 5 dias. El analisis bacteriologico se hizo antes del
tratamiento e inmediatamente después del parto, 15 y 30 dias después. El
conteo de células somaticas se realizd en los mismos tiempos, excepto
después del parto. ElI seguimiento de los residuos de los 2 farmacos se
realizo todos los dias hasta obtener un resultado negativo. La preparacion
experimental de tilmicosina mostré una excelente difusion en fluido mamario
con un promedio de vida media de eliminacion de 4.7 £+ 2.3a 4.9 £+ 1.4 d para
la primer dosis de Til-LAgo.1 Yy Til-LA2o-2 respectivamente y 7.7 £ 1.6 d para la
segunda dosis. La concentracidén maxima en fluido mamario fue de 20.9 + 4.9
Mg/mL o0 17.1 + 3.1 pyg/mL para la primer dosis y 14.4 + 2.1 pg/mL después
de la segunda. El tiempo en alcanzar la Cyax fue de 4.1 £ 0.07y3.9+04d
para la primer dosis (Til-LAzo.1 Y Til-LAy-2, respectivamente) y 3.0 £ 0.5 para
la segunda dosis y estos valores también fueron estadisticamente diferentes
(P<0.05). La concentracion del area contra la curva de tiempo para la unién
de areas bajo la curva de las dos inyecciones de tilmicosina fue de 358.1 *
51.4 pg/mLd y el area bajo la curva para la dosis Unica fue de 177.3 £ 31.6
ug/mLd (P < 0.01). Se obtuvo una eficacia y cura bacteriol6gica de 100%
para Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, estafilococos

coagulasa negativos, Streptococcus dysgalactiae, Corynebacterium spp. y
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Escherichia coli y 75% para Streptococcus uberis. Sin embargo, la deteccion
de residuos de antibacterianos muestran que con Til-LAg., resultaron
periodos largos de muestras positivas a tilmicosina después del parto (18
dias). El recuento de células somaticas no se modific6 (P < 0.05). De
acuerdo a lo anterior, el uso de una sola dosis de 20 mg/kg de esta nueva
preparacion de tilmicosina se propone como terapia parenteral en vacas al
secado, en particular para tratar infecciones intramamarias de
Staphylococcus spp.. Sin embargo, se requiere un andlisis mas detallado
sobre la persistencia de residuos del farmaco en cuanto a concentracion y

tiempo después del parto.



ABSTRACT

Based on the prolonged half-life of a new pharmaceutical preparation
tiimicosin (Til-LA), administered at a dose of 20 mg/kg, one dose was
evaluated (Til-LA 20.1), as well as two doses separated by 20 days (Til-LA.
2). Ceftiofur via intramammary infusion was used as the treatment of
reference. At the beginning of the dry period, 56 cows were treated with Til-
LAz0-2, 58 with Til-LA 2.1, and 56 with ceftiofur. Determination of tilmicosin
concentration was done by High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) of mammary fluid samples obtained every 5 days. Bacteriological
analysis was done prior to treatment and immediately postpartum, 15 days
postpartum, and 30 days postpartum. Concurrent somatic cell count was
taken, except immediately postpartum. Pharmaceutical residues of two
drugs were measured every day until a negative result was achieved.
Experimental preparation of tilmicosin showed an excellent diffusion in
mammary fluid with an average half life of elimination of 4.7 £+ 2.3 t0 4.9 £
1.4 d for the first dose of Til-LAzo.1 and Til-LAy.2, respectively, and 7.7 £ 1.6 d
for the second dose. The maximum concentration in mammary fluid was
20.9 £ 4.9 uyg/mL or 17.1 = 3.1 pg/mL for the first dose, and 14.4 + 2.1 pg/mL
after the second. The time to reach Cuax was 4.1 £ 0.07 and 3.9 £ 0.4 d for
the first dose (Til-LA.1 and Til-LAz-2, respectively), and 3.0 + 0.5 for the
second dose, and these values were statistically different (P<0.05). The
union of the area under the curve versus time of each of the two tilmicosin
injections was 358.1 + 51.4 ug/mLd, and the area under the curve for the
single dose was 177.3 += 31.6 pg/mLd (P < 0.01). An efficacy and
bacteriological cure of 100% was obtained for Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, coagulase-negative staphylococci,
Streptococcus dysgalactiae, Corynebacterium spp. and Escherichia coli, and

75% for Streptococcus uberis. However, detection of antibacterial residues
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showed that Til-LA2o-» resulted in long periods of tiimicosin positive samples
postpartum (18 days). The somatic cell count did not change (P < 0.05).
Accordingly, the use of a single dose of 20 mg/kg of this new preparation of
tilmicosin is proposed for parenteral therapy in dry cows, in particular to treat
intramammary infections of Staphylococcus spp.. Nevertheless, a more
detailed analysis of the persistence of pharmaceutical residues postpartum

in terms of concentration and time is necessary.
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I. INTRODUCCION

1.1. Revision de literatura

1.1.1. Incidenciay epidemiologia de la mastitis bovina

La mastitis bovina es una reaccién inflamatoria de la glandula mamaria inducida
por la presencia de microorganismos y sus toxinas que lesionan dicho tejido
(Thompson-Crispi et al., 2014; Olivares-Pérez et al., 2015), representa el problema
de salud mas prevalente en las vacas lecheras y uno de los principales motivos de
eliminacion permanente de vacas del establo (Oliveira et al., 2013), reduce tanto la
cantidad como la calidad de la leche, entre las enfermedades de las vacas
lecheras es la Unica que puede causar la reduccion del valor de la leche en
Estados Unidos de Norteamerica, (Ruegg, 2012). Es de origen multifactorial y en
ella contribuyen factores relacionados a caracteristicas individuales de la vaca,
tales como raza, edad, produccion, manejo, etapa de lactancia y condiciones
ambientales (Pinedo et al., 2012; du Preez, 2000). La causa puede ser infecciosa
0 no infecciosa, en la mastitis infecciosa existe una amplia variedad de patdégenos
causantes, se han identificado méas de 137 diferentes organismos como causantes
de mastitis, incluyendo bacterias, virus, micoplasmas, levaduras y algas, que
varian de acuerdo a la localizacion geografica del establo, la época del afio, la
edad de las vacas y el manejo de las vacas dentro del establo (Bradley, 2002;
Crispie et al., 2004).

Los patdégenos capaces de causar una infeccion en la glandula mamaria se
clasifican de acuerdo a su mecanismo de infeccién, en contagiosos y ambientales.
Se consideran microorganismos contagiosos a Staphylococcus aureus Yy
Streptococcus agalactiae, estos son capaces de sobrevivir dentro de la glandula
mamaria y establecer una infeccibn de tipo subclinica que se diseminan

rapidamente de una glandula infectada a otra en la misma vaca o hacia otras



(Bradley, 2002; Oliveira et al., 2013; Thompson-Crispi et al., 2014). Los patdgenos
ambientales Gram positivos mAas comunes causantes de mastitis son
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae y estafilococos coagulasa
negativo (SCN), y los Gram negativos Escherichia coli y Klebsiella spp. (Ruegg,
2012).

Un “patdégeno ambiental” se refiere a las bacterias oportunistas que residen en el
medio ambiente de la vaca con capacidad de colonizar la glandula mamaria
(Ruegg, 2012), los SCN son considerados importantes patdbgenos ambientales, se
encuentran como parte de la flora normal de la piel del pezén y con frecuencia
colonizan el canal del pez6n, invaden la glandula mamaria, generan una respuesta
inmune del huésped y son rapidamente eliminados, sin embargo, con frecuencia
causan infecciones crénicas que resultan en un incremento del conteo de células
somaticas (CCS) y disminucion de la produccion de leche (Oliveira et al., 2013). El
control de mastitis causada por patégenos ambientales puede ser mas complejo
qgue el control de mastitis causada por patégenos contagiosos dada la
sobrevivencia y forma de contagio de estos (Ruegg, 2012). Pyorala (2009)
clasifica a los principales microorganismos causantes de mastitis de acuerdo a su

localizacion en la glandula mamaria y vaca, la cual se muestra en el Cuadro 1.1.1.

Cuadro 1. 1. 1. Sitios de colonizacién de las principales bacterias causantes de

mastitis
Microorganismo Leche/ductos Tejido Vaca
mamario

Streptococcus agalactiae +++
Otros estreptococos +++ +
Staphylococcus aureus + +++
Estafilococos coagulasa negativo +++
Arcanobacterium pyogenes ++ +++
Coliformes + - 4+

Adaptado de Pydrala (2009)



Un importante aspecto del control de la infeccion intramamaria (IIM) consiste en la
prevencion del contagio entre animales dentro del establo, considerando que el
contagio de patdgenos ocurren principalmente durante el ordefio y la
susceptibilidad de la glandula mamaria en producciébn a la infeccion, la
desinfeccion de la méaquina de ordefio entre ordefios estda ampliamente
recomendada para eliminar el reservorio que representa de principales patégenos
para generar una IIM y desarrollo de una mastitis clinica (Barkema et al., 2009).
En algunos paises, la adopcion generalizada de un plan de 5 puntos, ha resultado
en una significativa disminucion de la prevalencia de mastitis causada por
patbgenos contagiosos, estos incluyen: 1. Desinfeccion del pezén antes del
ordefio, 2. Administracion generalizada de terapia de secado, 3. Tratamiento
adecuado de los casos clinicos, 4. Sacrificio de vacas infectadas de forma cronica
y 5. Mantenimiento regular de la maquina de ordefio (Ruegg, 2012). Este plan de
control ha resultado en una disminucion la incidencia global de mastitis,
principalmente los causados por Staphylococcus aureus Yy Streptococcus
agalactiae. Sin embargo, las infecciones causadas por Streptococcus uberis ha

venido en aumento (Bradley, Green, 2001).

1.1.2. Importancia economica de la mastitis

La mastitis continda siendo la enfermedad mas importante del ganado lechero,
representa el 38% de los costos directos totales de las enfermedades comunes en
produccion, que surgen del tratamiento, desecho de leche de vacas tratadas,
disminucién o ausencia de la funcion de las glandulas con mastitis, disminucion de
la produccién y calidad de la leche, sacrificio y muerte, se considera que alrededor
del 70% esta asociado con la disminucién en produccion y calidad de leche.
(Bradley, 2002; Zhao, Lacasse, 2008). Aunado a esto las vacas se vuelven mas
susceptible a otras patologias lo que incrementa el riesgo de sacrificio y los gastos

por insumos para el tratamiento y la prevencién (Hogeveen, Pyorala, 2011).



Después de la mastitis clinica, las vacas no regresan a la misma cantidad en
produccion y si bien pueden mantenerse durante la lactancia, lo hacen con una
produccion significativamente menor (Rajala-Schultz et al., 1999). Se estima que
por lo menos durante el mes préximo después de la mastitis, la produccion se ve
afectada en un 40% en el caso de primiparas y un 50% en multiparas, con
variaciones dependiendo del grado de afeccion, duracion, etiologia, y cuidados
brindados (Bar et al., 2008).

La mastitis afecta de forma directa la calidad higiénica e indirecta la calidad
fisicoquimica de la leche, cambiando su composicion a medida en que se genera
la respuesta inflamatoria, el grado de estos cambios depende de la patogenicidad
del agente causal, de la cantidad de tejido dafiado y de la localizacién del dafio en
la glandula mamaria (Pyorala, 2003; Halasa et al, 2007), e incluyen
principalmente el flujo de iones, proteinas y enzimas de la sangre hacia la leche
debido al aumento de la permeabilidad, invasion de células fagociticas hacia la luz
del alveolo y ductos, disminucion de capacidad de sintesis de leche en la glandula,
lo que resulta en una disminucion de la concentracion de ciertos componentes de
la leche, los cuales se detallan en el Cuadro 1.1.2.1. (Pyorala, 2003); todos estos
cambios tienen efectos negativos tanto en la calidad de la leche, como en los

productos lacteos derivados (Olivares-Pérez et al., 2015).

La mastitis ha sido identificada como la causa mas comun de muerte de vacas
lecheras adultas en lactancia con un 0.6% (Bradley, 2002, Crispie et al., 2004),
resultado de una mastitis severa o agalactia que conduce al sacrificio prematuro
(Gruet et al., 2001). Por otro lado la eliminacién o sacrificio de una vaca con una
infeccidn crénica o con un patdgeno contagioso, puede ser una importante medida
de prevencion de transmisién del patdégeno a otras vacas no infectadas, lo que
representan costos en el control y medidas de prevencion en el hato (Musal, Izgtir,
2006; Huijps et al., 2008; Hogeveen, Pyorala, 2011).



La disminucion de calidad de la leche se ve afectada por la presentacion de
mastitis y se evalla en base al conteo de células sométicas, el cual es un
indicador de la salud de la gldndula mamaria (Sandgren et al., 2008), por otro lado
conforme aumenta el nUmero de células sométicas, la cantidad de leche producida
disminuye, de tal manera que existe una relacion lineal inversa entre el CCS
mayor a 200 000 CS/mL y la produccion, disminuyendo un 2.5 % por cada 100
000 CS/mL de aumento (Bradley, 2002).

Cuadro 1.1.2. Principales cambios en la produccion y en la composicion de la
leche causados por mastitis

Disminucién Grado de Aumento Grado de
cambio cambio

Produccion de leche -(--) Conteo de células somaticas +++
Materia seca - Proteinas del suero +++
Lactosa - Albumina de suero bovino +
Grasa - Inmunoglobulinas +++
Acidos grasos de Acidos grasos de cadena
cadena larga - corta +
Caseina total -- Acidos grasos libres ++
Caseina as1 - K caseina +(+)
Caseina p Sodio ++
a lactoalbumina - Cloruros ++
B lactoalbumina Lactato +++
Calcio Lisozima +++
Magnesio B glucuronidasa +++
Fosforo Plasmina +++
Zinc -
Potasio -

*--- = disminucion en mayor grado;

t+++ = aumento en mayor grado

Adaptado de Pyorala, 2003.



1.1.3. Clasificacién de las mastitis

La mastitis se clasifica de acuerdo a su forma de presentacion en clinica o
subclinica. La forma subclinica se caracteriza por la presencia de un patdgeno sin
los signos de inflamacion local, sin cambios visibles aparentes en la leche o en la
ubre, pueden tratarse de casos transitorios con secrecion de leche normal y que
pueden convertirse en cronicas; es la forma de mastitis mas dificil de diagnosticar
generando infecciones que persisten por mas tiempo dentro del hato, representan
un riesgo de trasmision a glandulas sanas y pérdidas en produccién de las vacas
infectadas. Los signos mas evidentes pueden estar referidos con el aumento en el
conteo de células somaticas en la glandula afectada, y la presencia del patdogeno
en la leche obtenidas de esta (Abransen et al., 2014; Thompson-Crispi et al., 2014;
Royster, Wagner, 2015).

La mastitis clinica, es una respuesta inflamatoria en la glandula mamaria que
produce cambios en la leche, los cuales pueden ser leche espesa, acuosa, con
sangre, pus, coagulos, entre otros (Royster, Wagner, 2015), ocurren con
frecuencia alrededor del parto, lo cual coincide con el tempo de mayor estrés de la
vaca y los cambios en la ubre por el marcado aumento de la produccion de leche
en las glandulas, y contribuye directa o indirectamente el desempefio y salud de la
vaca a lo largo de la lactancia (Ballou, 2012). Cualquier 1IM puede conducir a la
presentacion clinica, con presentacion leve o moderada, con cambios en la
glandula que incluyen inflamacién, calor y enrojecimiento. En la presentacion
severa la respuesta de la glandula incluyen los signos anteriores ademas de
afectacion sistémica como fiebre, anorexia y choque. Estas formas de
presentacion dependen del patdégeno presente en la glandula y de la capacidad de
respuesta del hospedador (Kasravi et al., 2011; Thompson-Crispi et al., 2014).



1.1.4. Tratamientos de la mastitis

Debido a la importancia que ejerce la mastitis y las IIMs en los bovinos
productores de leche y al ser la causa mas comun las infecciones bacterianas, la
terapia antimicrobiana se convierte en una herramienta importante para su control.
Diferentes farmacos han sido evaluados para tales fines, entre los que se incluyen,
antimicrobianos, antiinflamatorios, electrolitos, vitaminas, vacunas, citocinas, entre
otros; asi como sus diferentes vias de administracion (Gruet et al., 2001; Abransen
et al., 2014). El porcentaje de cura de estos tratamientos varia dependiendo del
agente infeccioso, de la duracion de la infeccion, y de caracteristicas propias de la
vaca (Sandgren et al., 2008).

Los tratamientos de mastitis clinica y subclinica ayudan a disminuir el riesgo de
transmision de la infeccibn y deben ser elegidos de acuerdo al tipo de
presentacion y al agente causal. Kasravi et al., (2011), mencionan estudios que
demuestran que el tratamiento de IIMs por variedades de estreptococos
ambientales, pueden prevenir la presentacion de mastitis clinica y la transmision

del patogeno.

La terapia de mastitis clinica es usada durante la lactancia y las IIMs subclinicas
generalmente son tratadas con la terapia de secado, debido a que no es viable en
el aspecto econdmico, por ser en muchos de los casos infecciones crénicas que
son mas dificiles de eliminar, y por los prolongados tiempos de retiro de la leche

de vacas tratadas (Sandgren et al., 2008).

La via de administracion de un farmaco y su distribucion hacia el sitio de infecciéon
es un factor muy importante en el éxito del tratamiento; de manera general, los
tratamientos para mastitis e IIMs son con el uso de farmacos antibidticos de
aplicaciéon intramamaria, por lo que existen en el mercado un considerable niumero
de preparados en presentaciones para esta via. Sin embargo, de acuerdo con
Bradley, Green (2004) el uso de terapia antimicrobiana intramamaria junto con una
terapia sistémica aumenta el porcentaje de cura en glandulas infectadas, por lo
7



gue debe ser considerada esta Ultima via para la aplicacion de tratamientos
(Figura 1.1.4.).

Gehring, Smith (2006), considera que la terapia antimicrobiana intramamaria es
exitosa en los casos de mastitis causadas por bacterias no invasivas tales como
Streptococcus agalactiae o Especies de estafilococos coagulasa negativo. Sin
embargo, es poco efectiva en el tratamiento de infecciones por Staphylococcus
aureus, Streptococcus uberis y algunos coliformes que son capaces de invadir
mas profundo la glandula y formar abscesos y de esta forma evadir la respuesta
inmune y limitar el efecto de los farmacos antimicrobianos. Por otro lado, se
asume que los efectos terapéuticos de los antibiéticos intramamarios se limitan a
la leche y los tubos colectores de la glandula mamaria. La importancia de cada
via, depende de la localizacion del patégeno en la ubre y de las caracteristicas
fisicoquimicas del farmaco de eleccion (Sérieys et al., 2005).

El farmaco que se considera ideal para el tratamiento de mastitis debe ser una
base débil, tener poco porcentaje de union a proteinas plasmaticas, ser altamente
liposoluble, tener un espectro apropiado y no dafar la glandula mamaria (Gruet et
al., 2001; Sumano et al., 2015).

La causa mas comun de fallas en el tratamiento de mastitis, es la falta de contacto
del antibiético con la bacteria; dado que para que un farmaco sea efectivo, debe
alcanzar concentraciones terapéuticas en el sitio de infeccidon y mantenerse ahi
por un tiempo adecuado con la capacidad de matar a las bacterias que se
encuentran libres en la leche, unidas a superficies de las membranas (algunas
especies de estreptococos), e incluso las que viven en los compartimentos
intracelulares como es el caso de Staphylococcus aureus en neutrofilos

polimorfonucleares (Figura 1.1.4.) (Gruet et al., 2001; Serieys et al., 2005).



/ \ Absorcion ® , o °

® Proteinas
\

IM———> Madsculo » | plasmaticas
o ®
I @' o Sangre
4 « _(E_l Distribucién
. )
Frgcclon > Metabolismo
@ libre |
4 ) Eliminacion

SC

Grado de ionizacién

-
| | [ |
A

Fraccion unida: Fraccion libre
Caseina
Grasa

Leche

Nis=—=

Neutrofilo /

polimorfonuclear

Figura.l.1.4. Disposicion de un farmaco después de su aplicacion sistémica. Adaptado

de Gruet et al., 2001.



La biodisponibilidad de un farmaco es parte fundamental para la eficacia del
tratamiento, que puede verse afectado por el grado de ionizacion del farmaco, que
depende de su constante de ionizaciéon (pKa) y del pH del medio circulante. El pH
del plasma (7.4) es relativamente constante, mientras que el pH de la leche puede
variar entre 6.4-6.6 en la leche normal y hasta 7.4 en casos de mastitis, por lo que
el grado de ionizacion de un farmaco en la leche, depende de la severidad de la
infeccion, y de los cambios propios de una mastitis incluyendo el pH (Gruet et al.,
2001). Otro factor que afecta directamente la distribucion de un farmaco, es la
union a proteinas en plasma, leche y tejidos, lo que resulta en una interaccién no
especifica del farmaco y proteina, con la formacion del complejo farmaco-proteina
demasiado grandes como para atravesar tejidos y membranas, por tanto
disminuye la cantidad del farmaco que puede difundirse libremente hacia tejido
(Gehring, Smith, 2006). La liposolubilidad es otro factor importante a considerar en
la eleccion de un farmaco para el tratamiento de las mastitis, es una importante
propiedad que determina la facilidad con el que el farmaco se movera a través de
las membranas ricas en lipidos que forman parte de la estructura de la glandula
mamaria, o que le confiere la capacidad de difundirse mas profundamente en la
ubre (Gruet et al. 2001).

La mastitis produce cambios fisicos y quimicos en la glandula mamaria que
pueden alterar el proceso de distribucion del farmaco, en el proceso de
inflamacioén, el sistema de ductos puede ser comprimido lo que resulta en una
limitada o desigual distribucion del farmaco. Asi también, esta inflamacion produce
cambios en la permeabilidad que puede mejorar la absorciéon sistémica y quiza la

distribucion del farmaco en la ubre (Gehring, Smith 2006).
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1.1.5. Periodo de vaca seca

El periodo seco es el lapso de tiempo entre el dltimo ordefio y el parto de la vaca,
coincide con la ultima etapa de la gestacién y crecimiento del feto, es el momento
més critico donde la vaca se prepara metabélicamente para la préxima lactancia.
Durante este periodo, en la glandula se producen cambios bioquimicos, celulares
e inmunolégicos que la preparan para la siguiente lactancia. Pezeshki et al.,
(2010), mencionan que en vacas lecheras, el periodo seco es necesario para
reemplazar las células epiteliales mamarias senescentes y con ello maximizar la
produccién de leche en la siguiente lactancia. Al mismo tiempo proponen cuatro
puntos de impacto del periodo seco en la produccion de leche en estas vacas y

son:

1. Nutricion, punto clave dado que el periodo seco es requerido por las vacas
para tener suficientes reservas antes del parto y para mantener una
produccion optima de leche en la siguiente lactancia.

2. Hormonal. Punto basado en la reduccion en la produccion de leche para
facilitar el primer punto y para reactivar los ejes hormonales, principalmente
el parto y posteriormente el ciclo estral (Grummer, 2007).

3. Reduccion de la matriz extracelular. Se ha sugerido a la reduccion en el
volumen de la matriz extracelular (MEC) como una causa en la disminucion
de leche durante el periodo seco largo.

4. Duracion del periodo seco. Un periodo seco adecuadamente largo es
necesario para promover la renovacion celular y la sustitucion de MEC y
células senescentes durante el final de la gestacion. Un tiempo prolongado
mejora la produccion pero aumenta la tasa de mastitis y viceversa, un
tiempo corto no genera una produccion éptima, pero reduce la tasa de
mastitis. ElI punto de equilibrio depende de factores de manejo, raza,
nutricién, higiene del hato, entre otros. Desde el punto fisiolégico el periodo

ideal debe comprender entre 40 y 70 dias.
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Existen tres principales fases en el periodo seco: involucion, en esta, la glandula
mamaria es mas susceptible a la infecciébn como resultado del cese del ordefio y
de la lenta transicion a un estado involutivo, los microorganismos existentes en la
piel del pezén tienen la oportunidad de colonizar el seno del pezén y de ahi
ascender hacia el resto de la glandula. En la fase completamente involutiva, la
glandula mamaria es considerada resistente a una nueva infeccion, en este
momento se secretan inmunoglobulinas, lactoperoxidasa y lactoferrina, entre
otros, que proveen de proteccion a la glandula. Durante la transicibn a
calostrogénesis, la glandula mamaria otra vez se vuelve susceptible a lIMs; la
funcién de los leucocitos disminuyen y los niveles de antibi6ticos estan por debajo
de la concentracion minima terapéutica, en esta fase la glandula empieza a
producir calostro en grandes cantidades, ejerciendo presion intramamaria que en
muchos casos desprende el tapon de queratina del apice del pezén y queda
expuesta a la colonizacion de patogenos (Bradley, Green, 2004).

El periodo seco representa para la glandula mamaria un momento critico para
adquirir una nueva infeccion, y esta puede estar influenciada por la exposicion al
patogeno, instalaciones de la unidad de produccion, susceptibilidad individual de la
vaca, edad, época del afio y de la eficacia de proteccion de la terapia de secado
(Musal, lzguar, 2006; Green et al., 2007). Tiene un impacto en la incidencia y
distribucion de mastitis clinica en la siguiente lactancia, generalmente estas
infecciones no se ven como casos clinicos durante el periodo seco, sino despues,
durante la lactancia siguiente. Crispie et al., (2004), mencionan que durante el
periodo seco ocurre infecciones hasta 10 veces mas que durante la lactancia, por
otro lado Bradley (2002), refiere que hasta un 60% de las mastitis clinicas durante
los primeros 100 dias de lactancia tienen origen durante el periodo seco, de esto
se estima que hasta en un 50% son responsables de mastitis clinica por
enterobacterias y 50% de por Streptococcus uberis que se dan durante la

lactancia. La buena seleccion de una terapia de secado ha demostrado ser un
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excelente método para el mantenimiento de una ubre sana y se ha sugerido como

método de eleccidn para el manejo de la vaca seca (Pyorald, 2002).

La terapia de secado es considerada uno de los componentes mas importantes
del programa de control de mastitis, ya que provee el momento ideal para una
terapia intramamaria con el objetivo de eliminar las infecciones que han
permanecido durante la lactancia, asi como la prevenir y/o disminuir la incidencia
de nuevas |IM durante los 45-60 dias que dura. En este periodo se puede lograr
un sinergismo entre la terapia antimicrobiana y la funcién del sistema inmune para
eliminar patégenos de la gldndula mamaria sin incurrir en gastos excesivos

comunes en la lactancia (Erskine et al, 2003; Pinedo et al., 2012).

La terapia de secado es efectiva en un 70-85% de cura de [IMs existentes en el
momento de secado y esta intimamente relacionado con el patdogeno en cuestion.
El porcentaje de cura es menor y con amplias variaciones especialmente en el
tratamiento de  Staphylococcus aureus (27-80%), el cual mediante sus
mecanismos de patogenicidad puede sobrevivir a la fagocitosis y mantenerse
dentro de las células epiteliales y neutréfilos. Otro objetivo en la terapia de secado
es la prevencion de nuevas IIMs, en el cual existen reportes en un 50-70% de
exito (Broulletea et al., 2003; Musal, Izgur, 2006; Halasa et al., 2009a). Barkema
et al., (2009), fortalece lo anterior haciendo mencion que el riesgo de una nueva
infeccién intramamaria en glandulas o vacas que no recibieron una terapia de

secado con antibiéticos es de 1.5 a 1.9 veces mayor a las que si la recibieron.

Gruet et al., (2001) y Royster, Wagner (2015), mencionan algunas ventajas de la
terapia de sacado contra IIMs en comparacion a una terapia durante la lactancia,
como que en el periodo seco se pueden aplicar grandes cantidades del farmaco,
los cuales permaneceran con concentraciones terapéuticas por encima de la
concentracion minima terapéutica por un periodo prolongado en ausencia de
ordefio, si bien casi todos los antimicrobianos no permanecen durante todo el

periodo seco, si alcanzan cubrir por lo menos la mitad; el riesgo de presencia de
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residuos se reduce si se hacen los manejos adecuados. Se han probado
diferentes preparados y combinaciones de farmacos para este fin, entre los
principales podemos mencionar al cefalonium, ceftiofur, cloxacilina, penicilina,
neomicina, cefapirina benzatinica, entre otros; de igual forma se han hecho
combinaciones de tratamientos intramamarios y sistémicos y solo tratamientos
sisttmicos con el fin de aumentar el éxito terapéutico, principalmente contra
Staphylococcus aureus, y de los cuales se pueden mencionar a las tetraciclinas,
sulfonamidas, trimetoprim, fluoroquinolonas, macrdlidos y lincosamidas (Robert et
al., 2006; Musal, Izgur, 2006).

1.1.6. Uso de la tilmicosina en el secado

La tilmicosina es un anillo de 16 4tomos, su estructura quimica es tilosin, 4* —0—
deoxo-20-(3,5-dimetilo-1-piperidinil) [20(cis)], fosfato. Tiene un pK de 7.4-8.6 y un
peso molecular de 967.15, es un antibiotico macrolido semisintético resultado de
las modificaciones quimicas hechas en la desmicosina (Buret 2010; Sumano et al.,
2015), tiene actividad contra bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas,
fue desarrollado y aprobado para su uso en medicina veterinaria para combatir
enfermedades respiratorias en bovinos y cerdos causadas por Pasterella
multocida, Pasterella haemolitica, Actinobacillus pleuroneumoniae y especies de
mycoplasma a una dosis de 10 mg/kg por via subcuatanea (Ziv et al., 1995;
Scorneaux, Shryock 1999; Avci, Elmas, 2014).

Los antibiéticos macrélidos pueden ejercer una accién terapéutica independiente
de su actividad antimicrobiana, afectan procesos involucrados con la inflamacion,
tales como la migracion de neutréfilos y la fogocitosis, tienen la capacidad de
disminuir la producciéon de mediadores pro-inflamatorios y citocinas incluyendo
TNF-a e IL-18, ademas de la habilidad para penetrar y acumularse en leucocitos
polimorfonucleares, linfocitos y macréfagos, lo que le confiere la capacidad de
modular las funciones de este tipo de células, y partiendo de que los macréfagos y
14



granulocitos estan presentes en grandes cantidades en el sitio de una infeccion
bacteriana, el antibidtico tiene mas posibilidades de llegar al sitio de infeccion
especifica y en altas concentraciones para ejercer su efecto. De acuerdo a sus
caracteristicas farmacocinéticas, las concentraciones en tejidos son de 5 a 10
veces mayor que las concentraciones en plasma. (Anodén, 1999; Culié et al.,
2001; Zalewska-Kaszubsk, Goérska, 2001).

Los macrdlidos han demostrado ser inductores de la apoptosis, especificamente
tiimicosina, que indujo apoptosis en neutréfilos pulmonares independientemente
de la presencia o ausencia Pasterella haemolytica en becerros infectados
experimentalmente, este efecto esta asociado a la reduccién de leucotrieno B4
proinflamatorio (Chin et al. 2000). La Figura 1.6.1. muestra los beneficios clinicos
gue puede generar el uso de tilmicosina, mediante la induccion de apoptosis y
disminucion del dafio tisular severo que genera la necrosis, esta induccion de la
apoptosis de neutroéfilos confiere propiedades antiinflamatorias a la tilmicosina, sin
interferir con la diapédesis celular, la migracion y la infiltracion pulmonar (Buret,
2010).

Si bien la tilmicosina ha sido utilizada principalmente para el tratamiento de
enfermedades respiratorias debido a sus caracteristicas farmacocinéticas que
muestran afinidad por tejido pulmonar, también ha sido probado para el
tratamiento de IIMs al secado en diferentes protocolos con la administracion
intramamaria como terapia de secado especificamente contra IIMs causadas por
Staphylococcus aureus resultando en curas consideradas altas que van desde el
72.5 a 74.2% (Nickerson et al., 1999; Dingwell et al., 2003). Teniendo en cuenta
gue Staphylococcus aureus es un patdégeno especialmente dificil de eliminar, parte
de este porcentaje de éxito puede ser explicado con trabajos ralizados por
Scorneaux, Shryock (1999) quienes encuentran una extensa penetracion de
tilmicosina hacia glandula mamaria después de la aplicacion subcutanea de 10
mg/kg y su presencia por encima de la concentracion minima inhibitoria (CMI)
hasta por 7.5 dias, considerando una CMIlg, de 0.78 ug/mL contra Staphylococcus
15



aureus. Estudios in vitro desarrollado por estos autores sefialan una marcada
acumulacion en las células epiteliales, macrofagos y neutrofilos, incluso
demostraron la presencia de tilmicosina dentro de lisosomas, el mismo

compartimento en el que se localiza Staphylococcus aureus.

Sin tratamiento Tilmicosina

Diapedesis, migracion,
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Figura 1.1.6. Induccion de apoptosis en neutréfilos y disminucion de dafio tisular

por inhibicion de necrosis. Adaptado de Buret, 2010.
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Una nueva preparacion experimental de tilmicosina ha sido descrita, esta
preparacion libera la tilmicosina del poloxamero 407% (Dumortier et al., 2006)
termoreversible con una cinética de orden cero, produciendo una prolongada vida
media de eliminacion (39.8 h), de ocho a diez dias de concentraciones séricas
utiles son alcanzadas con una dosis de 20 mg/kg y la constante liberacion del gel
poloxamero 407 formado in situ evita el pico de concentracion sérica. Por tanto no
se observan cambios en la frecuencia cardiaca ni signos de intoxicacion cardiaca
(Soriano, 2012).

? Copolimero con propiedades termorreversibles utilizado en formulaciones para mejorar el perfil de
liberacion prolongada.
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1.2.  JUSTIFICACION
La nueva preparacion de tilmicosina a base de poloxamero 407, con patente a

10-20By¢ " tiene una duracion de

favor de la UNAM® (Tilmicosina de larga accion
concentraciones séricas terapéuticas hasta por 10 dias aproximadamente, por lo
tanto, es factible especular, con base en las proporciones que alcanza la
timicosina referente en otros estudios, (Nickerson et al.,, 1999) que las
concentraciones en leche pueden ser Utiles contra muchos microorganismos
patégenos, incluyendo Staphylococcus aureus por lo menos 20 dias. De tal
manera que sin manipular los pezones de la vaca se pueden generar
concentraciones homogéneas por 20 dias en las cuatro glandulas al inyectar una
dosis de esta tilmicosina (20 mg/kg) y al repetir esta inyeccion a los 20 dias, se
tendra proteccion contra las infecciones en el periodo seco virtualmente todos los
45 dias de un periodo seco normal. Se postula entonces que se tendrian como
beneficios, el tratamiento de las 4 glandulas con una sola inyeccion cada 20 dias
(una al inicio del periodo seco y otra 20 dias después). Las vacas con infecciones
subclinicas y aun clinicas serian tratadas correctamente teniendo como periodo de
tratamiento minimo 40 dias, sin manipular los pezones ni lesionar el meato y
conducto del pezoén, factores que ya se han ponderado como criticos para no
generar infecciones ascendentes (Barkema et al., 2009). Dado que se ha descrito
gue la mayoria de los casos de mastitis clinicas durante la lactancia fueron
adquiridos durante el periodo seco, es congruente pensar que una buena terapia
de secado se refleje en una menor incidencia de mastitis clinica en los primeros
dias de lactancia. A su vez, esto se traduce en una mayor produccion de leche,
dado que los casos de mastitis dependiendo del grado de afeccion pueden reducir
hasta un 50% de la produccion del tejido mamario (Hagnestam et al., 2007; Halasa
et al., 2009b)

® Patente en tramite No. 212148; Instituto Mexicano de la Proteccién Industrial, Ciudad de México.
©10-20 D = referencia a los dato farmacocinéticos de 10 dias de duracion en suero y 20 dias de
duracion en tejidos respiratorios y/o mamarios.
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1.3. HIPOTESIS

La administracion SC de Tilmicosina de larga accion '>2°°

a dosis de 20 mg/kg al
inicio del periodo de seco y 20 dias después, genera concentraciones terapéuticas
del macrdlido en leche o fluido mamario, suficientemente elevadas para ser
consideradas terapéuticas durante todo el periodo seco.

La administracion SC de Tilmicosina de larga accion '%2°°

a dosis de 20 mg/kg al
inicio del periodo de seco y 20 dias después, puede servir como tratamiento de
secado parenteral en vacas evaluando microbiolégicamente, con conteo de
células somaticas y mediante prueba de California, al inicio del secado y una
semana después de iniciada la lactancia.

La administracién SC de Tilmicosina de larga accion **2°°

a dosis de 20 mg/kg al
inicio de periodo seco y 20 dias despues, reducira la tasa de mastitis y el numero

de células somaticas en leche en las primeras semanas de lactancia.

1.4. OBJETIVOS

1. Determinar la concentracion de tilmicosina en muestras de leche o fluido
mamario de vacas tratadas con la nueva preparacion de tilmicosina a dosis
de 20 mg/kg SC con aplicacion al inicio del periodo seco y 20 dias después.

2. Evaluar el estatus bacteriolégico, mediante la prueba de California para
mastitis y de células somaticas de las glandulas de vacas tratadas con
tilmicosina, al iniciar el secado y una semana después del parto y comparar
los resultados con el tratamiento a base de ceftiofur intramamario de larga

accion como referente.
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3. Realizar seguimiento del estado de salud de las glandulas mamarias por
cuatro semanas después del parto mediante la prueba de California para
mastitis y pruebas bacteriolégicas cada dos semanas, tanto en el grupo
tratado con tilmicosina como en el grupo tratado con ceftiofur como
referente.
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ll. MATERIAL Y METODOS

2.1. Poblacién animal

Este trabajo se realizé en la unidad de produccién “El Puente”, ubicado en
Ixtlahuaca de Rayon, Ixtlahuaca, Estado de México, el cual se encuentra a una
altura de 1300 msnm presenta un clima templado subhimedo con precipitacion
anual de 828.4 mm y una temperatura media anual de 14.8 °C (INAFED, 2015). La
unidad de produccién tiene 1500 vacas Holstein-Friesian en produccion, con una
produccion promedio de 23 L/vaca/dia. Este estudio incluyd 360 vacas que
entraban a periodo seco; de estas, 170 vacas fueron diagnosticadas con
infecciones con alguna de las especies de estafilococos, 24 de estas tenian mas
de una IIM con Streptococcus uberis, Corinebacterium spp. y Escherichia coli.
Estos animales fueron divididos de forma aleatoria en tres grupos, haciendo
bloques por el patbgeno Staphylococcus spp., como se muestra en el Cuadro 2.1.
Todos los animales incluidos en este trabajo fueron de 3 a 7 afios de edad, con un
periodo de lactancia promedio por vaca de 2.5. Las vacas fueron examinadas y
consideradas clinicamente sanas, con las cuatro glandulas mamarias funcionales,
libres de lesiones en el pezon y sin reportes de haber recibido tratamientos con
antibioticos 30 dias antes de este estudio. El tiempo de periodo seco en esta

unidad de produccion fue de 45 dias.
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Cuadro 2.1. Edad, produccién y numero de lactancias de vacas Holstein-Frisian incluidas en este estudio.

Grupo Promedio + DE Promediode +DE Promediode +DE Lactancias +DE Numero %
de edad dias en produccién promedio de
(Afios) leche* (ka) lactancias
CeftLA  44* 117 29388 1575 6791.34 120566 225  1.04 ; 1; iz
(56 3 275
vacas) 4 17.2
5 6.8
Ti-LAyp, 507 1.44  289.85 191  6916.09 1006.68 2.75  1.26 ; %g%
(56 :
vacas) 3 25
4 10.7
5 14.2
Til-LAs. 4.86 1.43 28528 2046  7284.09 133382 264  1.17 ; gg
(58
vacas) 3 25
4 7.1
5 3.5

*En el actual ciclo de lactancia
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2.2. Microbiologiay conteo de células sométicas

Para el estudio bacteriolégico se colectaron tres muestras de leche de 20 mL
mediante técnica aséptica de acuerdo a lo recomendado por National Mastitis
Council (NMC, 2004) 5 dias antes del inicio del periodo seco. Las muestras fueron
colectadas en tubos estériles y fueron refrigeradas a 3°C para ser transportadas al
laboratorio para su analisis el mismo dia. Antes del proceso, las muestras fueron
agitadas con ayuda del agitador vortex por 5 minutos a una velocidad de 1600 rpm
para obtener una muestra homogénea, de la cual se inoculé 30 uL sobre 3 placas
de agar sangre y agar McConkey como medios de cultivo, se incubaron bajo
condiciones de aerobiosis a 37°C por 48 horas (NMC, 2004). Las colonias fueron
inicialmente clasificadas por sus caracteristicas morfologicas, reaccion a catalasa,
resultados a tincion de Gram y capacidad hemolitica. Las bacterias Gram
negativas fueron sometidas pruebas bioquimicas para su total identificacion, de
acuerdo a lo recomendado por Carter et al., (1984). Las bacterias Gram positivas
se sometieron a prueba de catalasa, las cepas positivas fueron sometidas a
prueba de coagulasa en plasma de conejo. Las bacterias Gram positivas, catalasa
negativos fueron sometidos a prueba de CAMP (Chistie, Atkias and Munch
Peterson) y esculina, las bacterias coagulasa positivas se sometieron a prueba de
polimixina b. Si mas de tres bacterias diferentes fueron identificadas en un mismo
cultivo, la muestra se consideré contaminada y fue excluida del estudio. El dia del
secado, los pezones fueron desinfectados con clorhexidina, posterior a esto se
descartaron aproximadamente 20 mL de leche y se tomaron los siguientes 10 mL
para hacer la prueba de California para mastitis (CMT) y determinar el conteo de
células somaticas (CCS) mediante el contador electrénico de células somaticas®.

El mismo procedimiento de muestreo para analisis microbioldgico, se realizé al

4 Ecomilk Scan®, Bulteh 2000, Bulgaria
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parto, el dia 15 y 30 después del parto. CMT y CCS se realizaron los dias 15y 30

después del parto.

Las infecciones intramamarias al secado fueron definidas por el aislamiento del
patégeno y el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) igual o mayor a 3
UFC/30 pL de inoculo en al menos 2 de las 3 repeticiones procesadas. El criterio
de cura para este estudio fue la ausencia del patégeno previamente identificado
en tres muestreos consecutivos de leche: al parto, 15 y 30 dias después. Una
nueva IIM fue definida como la presencia del patdégeno en una glandula diferente a
la previamente identificada.

2.3. Tratamiento de secado de vaca

En el dia de secado, después del ordefio las vacas fueron asignadas al azar para
recibir uno de los siguientes tres tratamientos: el primer grupo experimental (56
vacas) fue tratado con una preparacion a base de polimeros (Poloxamero 407) de
40% de fosfato de tilmicosina disefiado para una larga accidn extendida

(Tilmicosina de larga accién **2%°

). La dosis administrada fue de 20 mg/kg de peso
corporal por via subcutanea en el dia del secado y 20 dias después (Grupo Til-
LA2o-2). Los sitios de inyeccion elegidos fueron las porciones laterales de la region
del cuello, junto al térax. De acuerdo al peso de las vacas tratadas, la dosis
requerida se inyectd en tres volumenes iguales, usando jeringas de 10 mL con
agujas de calibre 16 de 3 cm de longitud, a una cantidad no mayor a 10 mL por
sitio de inyeccion. El segundo grupo experimental (58 vacas) fue tratado mediante
el mismo procedimiento que el anterior, pero usando solo una dosis de 20 mg/kg
el dia de secado (Grupo Til-LA.1). El tercer grupo (56 vacas) fue tratado con una
infusion intramamaria de 500 mg de clorhidrato de ceftiofur como suspension

estéril® (Grupo Ceft-LA); En este caso, la infusion fue realizada después del Gltimo

¢ Spectramast® DC, Zoetis, México
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ordefio bajo condiciones asépticas de la forma siguiente: primero se lavé toda la
ubre (en caso necesario), se volvié a lavar con particular énfasis en la limpieza de
cada pezén con agua tibia que contenia un antiséptico a base de clorhexidina’, Los
pezones fueron secados con toallas de papel, posteriormente se usaron torundas
de algoddn con alcohol al 70% para limpiar el meato del pezén en dos ocasiones,
se desecho el resto de leche contenido en los pezones, para después administrar
el preparado antimicrobiano en el seno del pezén, seguido de un suave masaje

para difundirlo hacia el resto de la glandula.

Después de la aplicacion de los tratamientos y hasta el parto, los animales del
estudio estuvieron bajo condiciones de manejo comunes de vaca seca de esta
unidad de produccion, que incluye la separacion del resto del hato, cambios de
dieta propios de este periodo, observaciones diarias para detectar casos de
mastitis y otros padecimientos. Para determinar las concentraciones de tilmicosina
en muestras de fluido mamario, de forma muy cuidadosa de acuerdo con NMC
(2004), se obtuvieron las muestras de este fluido (5-10 ml) de una glandula de
cada vaca en un intervalo de 5 dias hasta el parto y una muestra mas un dia
después. Cinco vacas fueron elegidas al azar por cada momento de muestreo y no
fueron muestreadas mas de una vez. Después de tomar la muestra, cada pezén

fue cubierto con un preparado sellador de pezones®.

2.4. Determinacion de concentracion de tilmicosina

La determinacion de la tiimicosina se realiz6 mediante cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC) descrito por Parkel, Patel (1994), todos los solventes

usados fueron grado HPLC; se usaron fosfato de timicosina y tartrato de tilosina",

" Biofarm®, DeLaval, México
9 Valiant Triple Proteccion, ABS, México
" SIGMA = tilmicosin Ref: 33864 and tylosin Ref: 33847
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como patrén interno. El sistema HPLC', est4 equipado con una bomba cuaternaria,
una columna C18 (4.6 mm x 100 mm, 3.5 ym) y una pre columna C18 (4.6 mm x
20 mm). También est4 equipado con un detector UV y detector de diodos. El

analisis se realiz6 con un software patentado’.

La extraccion de tilmicosina se bas6 en su caracter bésico. En la extraccion inicial
liquido-liquido, la tilmicosina se mantuvo en una solucion ligeramente &cida,
mientras que las impurezas fueron eliminadas en una fase organica no polar. Se
colocaron 3 mL de muestras de fluido en un tubo de centrifuga de polipropileno de
50 mL y se homogeneizaron. A continuacion, se afiadieron 10-30 mL de metanol
(MeOH) y se agité durante 5 minutos. Las muestras se centrifugaron por 20
minutos a 3000 g y el sobrenadante se separé en vasos de precipitados de 250
mL, el tubo de ensayo se enjuag6 con otros 30 mL de etanol. Las muestras se
resuspendieron con una varilla de agitacion, se agitdé por 5 minutos y se centrifugo
de nuevo por 10 minutos a 3000 g el sobrenadante resultante se combino con el
del vaso de precipitado y se afiadieron 30 mL de cloruro de sodio al 30%. Cuando
fue necesario el pH se ajustd gota a gota con acido clorhidrico (HCI) 1 a 4N. A
continuacion de afadio 50 mL de hexano para la extraccidbn acuosa y se agito
durante 30 segundos con ventilaciéon de forma regular y se desecho la capa de
hexano. La particion se repiti6 con 25 mL adicionales de hexano, la capa de
hexano obtenida se desechd. El pH de la capa acuosa se ajustdé a 9.0 con una
solucion de carbonato de sodio a 0.5 M. Después, se afadi6 20 mL de
cloroformo:hexano (2:1), la muestra se agitd y dejo separar las fases, La capa de
cloroformo:hexano se separd y se volvid a repetir este procedimiento. La fase

organica fue evaporada hasta sequedad y el residuo se volvié a suspender en 5

! High Performance Liquid Chromatograph: JASCO X-LC 3159; Quaternary pump = PU-2089 Plus
JASCO Serial No. C160960865; UV detector = UV-2075 Plus JASCO Serial No. 0262060866;
Diode array detector = JASCO MD-20120 Plus JASCO Serial No. D087860870. Easton, MD, USA;
Symmetry C18 column and pre-column = Waters, México

I EASYCHROM 2.0. Chrom&Spec software, Ampersand International, Inc., Moscow, Russia.
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mL de MeOH y 5 mL de fosfato de amonio de dibutilo a 0.05 M. La muestra se
sometié a ultrasonidos para asegurar la completa disolucion. Los extractos se
procesaron mediante la extraccion de fase sélida. Finalmente, las muestras se
filtraron con acrodiscos de 0.22 ym para ser analizadas.

El procedimiento de cromatografia liquida de alta resolucion se realizé inyectando
50 pL con un indice de flujo de 1.5 mL/min. La separacion se realizd usando un
analisis de triple gradiente con 50% de acetonitrilo en agua con un pH = 25y
fosfato de amonio de dibutilo a 0.08 M. El tiempo de ejecucion fue de 30 min con
un tiempo de cargo de 10 min. La tilmicosina fue detectada en una longitud de
onda de 280 nm. El limite de deteccion fue de 0.015 pg/mL y el limite de
cuantificacion de 0.045 pjg/mL. La prueba de robustez y tolerancia indica una
diferencia absoluta de 1.54 (<2.0) y un coeficiente de variacion de 1.2% (<2.0%).

Los datos de concentracion de fluido mamario, basados en la concentracion
individual frente a curvas de tiempo, fueron procesados mediante un software
especializado® y se obtuvieron los siguientes parametros: T¥B = Vida media de

eliminacion; Cyax = Concentracion maxima en fluido mamario, Tyax = Tiempo en

alcanzar Cyax; AUC = Area bajo la curva de concentracion frente a tiempo en

fluido mamario; MRT = Tiempo medio de residencia en fluido mamario. Fue usado

el modelo 13 (r = 0.925), con la siguiente formula general:

Concentracién (Tiempo) = Ag@ TemPo 4 Bg™® - Tiempo 4 g KAB - Tiempo

Se realizaron analisis diarios de residuos de tilmicosina mediante una prueba
cualitativa comercial de farmacos antimicrobianos' durante los dias necesarios
después del parto hasta obtener un resultado negativo. Esto se realizé en todas

las vacas de los tres grupos.

¥ PKAnalyst. Micromath Scientific Software, SLM, USA

! Delvotest®, DSM, Heerlen, Netherlands
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2.5. Andlisis estadistico

Los datos de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos de 5 vacas
completamente al azar por cada momento de muestreo fueron analizados con
SAS (2012), mediante un analisis de varianza de una sola via. La eficacia fue
considerada por cada glandula individual mediante estadistica no paramétrica
usando la prueba de Kruskal Wallis SAS (2012). Las comparaciones del conteo de
células somaticas fueron realizadas mediante un modelo mixto de un paquete
estadistico en un disefio completamente aleatorizado con medidas repetidas en el
tiempo (Littell et al., 1996), el modelo incluye la combinacion de efectos de
tratamiento, tiempo e interaccion del tratamiento con el tiempo. El modelo usado

es el siguiente:

Yik = M + tratamiento; + tiempo; + tratamiento x tiempoj; + Eij

Donde Yju es una observacion de la variable respuesta; p es la media general;
tratamiento; es el efecto fijo del tratamiento i (i=1,2 y 3); tiempo; es el efecto fijo
del periodo de experimentacion " (1, 2 y 3); tratamiento por tiempoj; es el efecto

de interaccion del tratamiento por tiempo y Eju es el error aleatorio.
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[ll. RESULTADOS

La lista de bacterias identificadas en este estudio se incluye en el cuadro 3.2.,
donde se muestra el indice de IIM por Staphylococcus aureus, Staphylococcus
intermedius, Estafilococos coagulasa negativos, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, Corynebacterium spp. y Escherichia coli en vacas incluidas
en este estudio antes y después del tratamiento con una o dos dosis de tilmicosina
y con ceftiofur (grupos Til-LAg.1, Til-LAz.2 Yy Ceft-LA). La eficacia clinica y la cura
bacterioldgica fueron del 100% en todos los grupos evaluados en los dias 1, 15 y
30, excepto Streptococcus uberis con dos aplicaciones de tilmicosina con 20 dias
de diferencia (Til-LAzo-2), el cual solo mostro un 75% de cura, sin embargo no se
encontro diferencia estadistica significativa entre los grupos (P<0.05).

El promedio £ DE de concentraciones de tilmicosina en fluido mamario durante el
periodo seco de 45 dias después de la inyeccion de una o dos dosis (20 dias
después) del preparado experimental de tilmicosina usada, se muestran en la
figura 3.1. y las variables farmacocinéticas obtenidas de estas concentraciones en
el cuadro 3.1. El promedio de vida media de eliminacién en fluido mamario (T%2[3)
fue de 4.7 a 4.9 £ 1.4 d para la primer dosis, Til-LAzo.1 Yy Til-LAy.> respectivamente
y 7.7 £ 1.6 d para la segunda dosis. La comparacion de estos valores por dosis
muestran una diferencia estadistica significativa (P<0.05). La concentracion
maxima en fluido mamario (Cwuax) después de la primer dosis fue de 20.9 + 4.9
Mg/mLy 17.1 + 3.1 pg/mL para Til-LAgo.1 Y Til-LA2.» respectivamente y 14.4 + 2.1
Mg/mL después de la segunda dosis de tilmicosina. Las diferencia entre valores de
Cwmax de la primer y segunda dosis fue estadisticamente significativa (P<0.05). El
tiempo en alcanzar la Cyax fue de 4.1 £ 0.07 y 3.9 + 0.4 d para la primer dosis (Til-
LA201 Y Til-LAg.2, respectivamente) y 3.0 = 0.5 para la segunda dosis y estos
valores también fueron estadisticamente diferentes (P<0.05). Los valores de area

bajo la curva (AUC) para la uniébn de las AUCs de las dos inyecciones de
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tilmicosina fue de 358.1 + 51.4 ug/mLd y el AUC de la dosis Unica fue de 177.3
31.6 pg/mLd (P < 0.01). Estos valores concuerdan con los valores calculados por
regla trapezoidal. Por tanto, estos datos no se presentan. El Tiempo medio de
residencia (MRT) fue de 5.8 + 0.9 dias después de la primer dosis y 8.3 + 0.4
después de la segunda, y las comparaciones de estas mostraron que son
estadisticamente diferentes (P < 0.01).

El promedio de CCS y valores de CMT obtenidas en vacas de los tres grupos en
el dia de secado y en los dias 15 y 30 después del parto se muestran en los
cuadros 3.3 y 3.4 respectivamente. El analisis estadistico indica que sélo existe
una tendencia a favor de la tilmicosina (dos dosis) en comparacién con vacas
tratadas con ceftiofur y Til-LAz.1. Sin embargo, estas diferencias no son

estadisticamente significativas (P > 0.095 para ceftiofury P > 0.112 para Til-LA.-

1)

Los valores de CMT fueron congruentes con los valores del conteo de células
somaticas. El analisis de deteccidn de tilmicosina en muestras de leche revel6 que
el grupo Til-LAy.> tuvo muestras positivas del antimicrobiano hasta por 18 dias
después del parto, mientras que del grupo Til-LAz.1 no se obtuvieron muestras

positivas después del parto.
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Figura 3.1. Promedio + DE de concentraciones de tilmicosina en muestras de
fluido mamario, obtenidas de vacas Holstein-Friesian durante el periodo seco
después de la administracion una dosis (Til-LA.1), 0 dos dosis (Til-LA.2) de la

nueva preparacion de tilmicosina de larga accién a 20 mg/kg SC.
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Cuadro 3.1. Parametros farmacocinéticos de tilmicosina en fluido mamario
obtenido de vacas Holstein-Friesian en el periodo seco después de la inyeccion
SC de una dosis o dos dosis de la nueva preparacién de tilmicosina de larga

accion a 20 mg/kg.

Variables T”-LAzo.z T“-LAzo.l

Farmacinéticas Promedio 1 * DE Promedio +DE Promedio *DE
dosis 24a dosis

TP (d) 4.9%° 1.4 7.7% 1.6 4.7 2.3

Cuax (Hg/mL) 20.9° 4.9 17.1%® 3.1 14.4° 2.1

Twax (d) 412 0.7 3.9% 0.4 3.0° 0.5

AUC (ug/mL-d) 242.1° 70.6  358.1* 514 177.3" 316

AUCt (ug/mL-d) 146.2%® 361  177.0® 280 109.8° 16.1

MRT (d) 5.8 0.9 8.3% 0.4 6.8° 1.7

* &b diferente literal dentro de la fila muestra diferencia estadistica significativa (P <
0.05)

T T%B = Vida media de eliminacién; Cuax= Concentracibn maxima en fluido
mamario; Tuax= Tiempo en alcanzar Cwax; AUC= Area bajo la curva de
concentracion contra tiempo; AUCt= Area trapezoidal bajo la curva de
concentracion contra tiempo; MRT= Tiempo medio de residencia.

Til-LAzo-1 = Inyeccion SC dnica de la nueva preparacion de tilmicosina (20 mg/kg).
Til-LAzo-2 = dos inyecciones SC de tilmicosina (20 mg/kg) al inicio del secado y 20

dias después.
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Cuadro 3.2. Numero de casos de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, estafilococos
coagulasa negativos, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Corynebacterium spp. y Escherichia
coli, aislados al secado, al parto, 15 y 30 después.

Secado
Patégeno Ceft-LA T”-LAgo.g T"-LAzo.l
Antes Después % cura Antes Después %cura Antes Después % cura

S. aureus 22 0 100 24 0 100 24 0 100
S. intermedius 8 0 100 8 0 100 8 0 100
SCN 26 0 100 25 0 100 26 0 100
S. dysgalactiae - - - - - - - - -

S. uberis 6 0 100 4 1 75 2 0 100
Corynebacterium spp. - - - 2 0 100 4 0 100
E. coli 4 0 100 - - - 2 0 100
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Cuadro 3.2. Continuacion.

Nuevas infecciones intramamarias después del parto

Patc')geno Ceft-LA Ti|-LA20.2 T”-LAzo.l

Parto % 15d % 30d % Parto % 15d % 30d % Parto % 15d % 30d %
S. aureus 2 35 2 35 1 1.7 1 1.7 3 517 1 1.7 2 3.5 2 3.5 0 -
S. intermedius 0 - 2 35 0 - 0 - 1 17 1 17 1 1.7 O - 0 -
SCN 3 53 0 0 0 - 0 - 0 - 2 34 2 35 0 - 0 -
S. 2 35 2 35 2 35 0 - 0 - 4 6.8 5 89 O - 2 35
dysgalactiae
S. uberis 2 35 0 - 6 107 4 68 2 34 2 34 O - 6 107 O -
Corynebacterium 0 - 8 16 2 35 0 - 2 34 4 68 O - 5 89 3 53
spp.
E. coli 8 16 2 35 0 - 5 86 0 - 0 - 7 125 4 714 O -
n =170

*SCN = Estafilococos coagulasa negativo

Ceft-LA = Spectramast® DC, ceftiofur de Zoetis, México

Til-LAzo-1 = Inyeccidén SC anica de la nueva preparacion de tilmicosina (20 mg/kg)

Til-LAzo-2 = dos inyecciones SC de tilmicosina (20 mg/kg) al inicio del secado y 20 dias después
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Cuadro 3.3. Conteo de células somaticas por mililitro de muestras de leche
obtenidas de vacas Holstein-Friesian al secado y 15 y 30 dias después del
parto en vacas tratadas con una o dos dosis, de la nueva preparacion de
tiimicosina de larga accién a 20 mg/kg SC en comparacion con el grupo

tratado con ceftiofur.

Ceft-LA £ DE Til-LA22 = DE Til-LA21 = DE

Secado 3359062 35944 2532592 39638 3086972 33684
15 Dias 3014842 35361 1708742 39638 2094712 34073
30 Dias 210520, 34913 197759, 39638 175183, 34292

= &b Diferente literal dentro de una fila indica diferencia estadistica (P< 0.05).

Cuadro 3.4. Proporciones obtenidas de la prueba de California para mastitis de
muestras de leche obtenidas al secado y 15 y 30 dias después del parto en vacas
Holstein-Friesian tratadas con una o dos de tilmicosina a 20 mg/kg SC y ceftiofur

500 mg/glandula.

Ceft-LA Til- LA20-2 Til- LA0.1

Secado 15d 30d Secado 15d 30d Secado 15d 30d

Negativo 4179 8358 91.04 80.76 84.61 75 42.85 87.14 94.28

Traza 28.86 10.44 5.97 5.76 9.61 1538 35.71 0 1.42
1 16.41 149 1.49 13.46 576 576 17.14 571 1.42
2 7.46 2.98 0 0 0 0 4.28 4.28 0

3 7.46 149 1.49 0 0 0 0 285 2.85
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IV. DISCUSION Y CONCLUSION

La eficacia de un farmaco antibacteriano para lograr la cura de una |IM
determinada, depende de su habilidad para concentrarse en el tejido mamario,
difundirse a las areas infectadas y mantenerse bioldégicamente activo (Gehring,
Smith, 2006). Es de particular importancia los cambios estructurales que tienen
lugar, el tejido fibroso invade el area y tiene lugar la formacion de microabscesos,
como sucede en infecciones por Staphylococcus aureus (Nickerson et al., 1999;
Sandgren et al., 2008). Ademés si Staphylococcus aureus en su forma “L”
intracelular es identificado como patdégeno causante de una IIM, la glandula
mamaria no responde a los tratamientos, por la capacidad del patdogeno de residir
a nivel intracelular (Nickerson et al., 1999). Se sabe que los cambios estructurales
son comunes durante la IIM por Staphylococcus aureus lo que modifica la difusion
de los farmacos antimicrobianos a las regiones afectadas de la glandula, esto se
ha observado cuando la administracion es por via intramamaria, en estos casos
solo se alcanza una eficacia minima de cura bacterioldgica (Gehring, Smith, 2006),
ademas, la insercion de una canula durante la administracion del farmaco, se ha
sefialado como una importante causa de I[IM (Ziv et al., Gruet et al., 2001; Kalmus
et al., 2014).

Con el objetivo de evitar las dificultades mencionadas y obtener una distribuciéon
mas homogénea del farmaco antimicrobiano, la administracién parenteral ha sido
probada incluyendo a los macrélidos (Helton-Groce et al., 1993; McDougall et al.,
2007). Tilmicosina ha mostrado buena difusidbn hacia tejido mamario y leche
(Scorneaux, Shryock, 1999; Avci, ElImas, 2014), y tiene la capacidad de difundirse
hacia el citoplasma de muchas células (Scorneaux, Shryock, 1999). Después de la
administracion de 10 mg/kg Ziv et al., (1995), encontraron concentraciones Utiles
para el tratamiento de Staphylococcus aureus por 8 a 9 dias en vacas. Por tanto,

resulta razonable postular que la administracion parenteral de tilmicosina podria
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ser capaz de concentrarse en leche y células mamarias y resultar util para el
tratamiento de 1IM por Staphylococcus spp. (Dingwell et al., 2003; Gruet et al.,
2001; Owens et al., 1999; Wang et al, 2015). En este estudio, dos
administraciones de 20 mg/kg SC de tilmicosina con 20 dias de diferencia (grupo
Til-LA2o-2) dio lugar a concentraciones en fluido mamario, que de acuerdo con
Bonnier et al., (2006), estan por encima de la CMIlgo para Staphylococcus aureus
(1.0 pyg/mL), si este valor se toma como punto de referencia arbitrario, tilmicosina
esta por encima de lo referido por mas de 40 dias en el grupo de Til-LAx, y 19
dias en el grupo Til-LAx.1. En contraste, Nickerson et al., (1999), con un
tratamiento similar con dos inyecciones del referente de tilmicosina, a una dosis de
5 mg/kg en el dia del secado y cuatro dias después, encontraron un bajo indice de
cura (9.1%), a pesar de que estos autores detectaron concentraciones de
tiimicosina en fluido mamario por 25.7 dias. Las diferencias en eficacias entre
Nickerson et al., (1999) y el 100% de eficacia de este estudio, puede ser explicado
en términos de altas concentraciones logradas con la formulacion experimental de
tiimicosina y por supuesto de la dosis mayor utilizada. Adicionalmente esta
diferencia puede ser explicada por el hecho de que por lo menos el 50% de las
vacas incluidas en este estudio pueden ser consideradas como jovenes con un
promedio de edad de 3.6 y 3.4 afios para Til-LAyo.2 y Til-LAzo.1 respectivamente y
estaban terminando la primer o segunda lactancia. De acuerdo con Barkema et al.,
(2006), las vacas mas jovenes tienen mayor probabilidad de ser tratadas con éxito
contra IIMs de Staphylococcus aureus. No obstante, en estos grupos se incluyeron
vacas de 3-5 lactancias y no se observo ninguna diferencia clara en lo que

respecta al porcentaje de cura.

Las variables farmacocinéticas basicas en fluido mamario de tilmicosina a 10
mg/kg inyectadas via subcutanea, son descritos por Ziv et al., (1995) (T%2 = 33.84
+ 4.60 h; Cyax=8.21 £ 2.70 pg/mL; Tuax = 24 h; and MRT = 76.08 + 7.31 h) fueron
estadisticamente menor que los valores obtenidos del grupo Til-LAyo.1 después de
una dosis unica de 20 mg/kg (T¥2B = 4.7 +2.3 d. Cyax = 14.4 £ 2.1 pg/mL; Tyax =
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3.0 £ 0.5 d; and MRT = 6.8 £ 1.7 d). Presumiblemente la preparacion a base de
polimeros y la dosis mayor usada pueden contribuir para este efecto. La diferencia
estadistica de T%f entre la primer y segunda dosis, pueden explicarse por las
concentraciones por encima de la CMI de la primer dosis, que incrementa las
concentraciones en fluido mamario de la segunda dosis. Considerando que la
tiimicosina ha sido descrita como un farmaco antimicrobiano tiempo dependiente
(Adams, 2001), las caracteristicas farmacocinéticas en leche de la tilmicosina
experimental usado en este estudio, cumple mejor con esta clasificacion y como
tal es mejor opcién para la terapia de secado. Esto es particularmente importante
para la T%f, cuyo valor se incrementa de aproximadamente 34 h (preparacion
estandar de tilmicosina) a 113 h de la preparacion experimental. Sin embargo, una

dosis alta de tilmicosina es necesaria para obtener una buena eficacia.

Dingwell et al., (2003) obtuvieron un 72.5% de eficacia en el tratamiento de IIMs
por Staphylococcus aureus al administrar tilmicosina como terapia de secado por
via intramamaria. Eficacias similares han sido reportados en el tratamiento
intramamario (74.2%) cuando fue administrado 1500 mg/glandula de tilmicosina
(Nickerson et al., 1999). Considerando lo anterior, es coherente esperar una
eficacia alta en el tratamiento de IIMs causadas por Staphylococcus spp. después

de utilizar una dosis alta de tilmicosina en este estudio (20 mg/kg) y que fue 100%.

Se han reportado altos indices de eficacia frente a [IMs por Streptococcus spp. en
los diferentes protocolos usados en la terapia de secado, que van desde un 83 al
100%, y una cura del 100% en el caso de IIMs causadas por Corynebacterium
spp. Y Escherichia coli (Halasa et al., 2009c; y Petzer et al., 2009), existe similitud
entre estos reportes y los resultados obtenidos en este estudio, este alto indice de
eficacia refuerza la idea de ser usado para la terapia de secado en el tratamiento

de lIMs de los patbgenos mas importantes causantes de mastitis.

Otro aspecto importante a considerar en la eficacia del farmaco antimicrobiano

después de la terapia de secado es el indice de nuevas infecciones

38



intramamarias. Los resultados obtenidos en este estudio muestran un 1.7 y 3.5 en
el caso de Staphylococcus aureus, 0 y 3.5 para SCN, 6.8 y 0 en Streptococcus
uberis y 8.6 y 12.5 en el caso de Escherichia coli en los grupos Til-LAzo-2 y Til-LAgo.
1. Robert et al., (2006) muestra un analisis cuantitativo de datos de diferentes
autores en los que se detallan los indices de nuevas I[IMs que fluctian entre 0.2-
5.5,0-10.2, 1.3-12.9 y 0.8-11 en el caso de Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., SCN y coliformes respectivamente. De acuerdo a la actividad antimicrobiana
de la tilmicosina contra bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas
(Sumano et al., 2015), es razonable atribuirle este efecto observado en muestras
obtenidas después del parto. No se encontrd diferencia estadistica significativa al
respecto entre los dos grupos tratados con tilmicosina asi como el grupo tratado
con ceftiofur. Se han reportado altos porcentajes de cura en el tratamiento de [IMs
en el secado mediante la administracion de preparados a base de ceftiofur, por lo
gue los resultados obtenidos en este estudio son congruentes con lo ya reportado
(Oliver et al., 2014).

En el CCS, no se encontré diferencia estadistica significativa entre los tres grupos.
Sin embargo, es posible distinguir una tendencia a favor de los grupos tratados
con tilmicosina. Esto también fue reportado por Nickerson et al., (1999) quienes no
encontraron diferencias en el CCS en vacas tratadas con tilmicosina o cefapirina
benzatinica como terapia de secado, sin embargo, estos autores mencionan que
la administracion parenteral de tilmicosina disminuye en forma significativa
estadisticamente el CCS comparado con la administraciéon intramamaria del
mismo farmaco. La irritacion causada al contacto directo de la tilmicosina con el
epitelio puede explicar este hallazgo. Considerando otros factores ambientales

gue afectan el CCS, estas observaciones requieren de futuras investigaciones.

El analisis de residuos de tilmicosina mediante la deteccion microbioldgica

cuantitativa de farmacos antimicrobianos™ mostré que dos administraciones de la

™ Delvotest®, DSM, Heerlen, Netherlands

39



preparacion experimental a 20 mg/kg y 20 dias después (grupo Til-LAz.2) aqui
evaluadas, resultaron en muestras positivas por 18 dias después del parto,
resultando impréctico. La dosis Unica de 20 mg/kg al inicio del periodo seco (grupo
Til-LA2-1), resulté en valores negativos de tilmicosina al parto y después de este.

Este estudio se llevo a cabo para evaluar la eficacia clinica de la nueva

preparacion de Tilmicosina de larga accion %P

como terapia de secado
parenteral mediante la deteccién de concentraciones terapéuticas de tilmicosina
en fluido mamario hasta por 19 dias con aplicacién de dosis Unica y por mas de 40
dias con dos aplicaciones con 20 dias de diferencia, y mediante la evaluacion
microbiolégica antes del secado y después del parto el cual mostré una excelente
eficacia tanto para los grupos tratados con tilmicosina como para el testigo tratado
con ceftiofur. Se realizdé el seguimiento del estado de salud de las glandulas
mamarias de los tres grupos durante cuatro semanas después del parto mediante
evaluacion microbiolégica, conteo de células somaticas y prueba de California
para mastitis para determinar la cura bacteriolégica y nuevas infecciones

intramamarias.

Los resultados obtenidos en este estudio postulan el uso de esta nueva
preparacion de tilmicosina con una farmacocinética extendida de larga accion,
administrada por via subcutanea a 20 mg/kg, como una terapia parenteral efectiva
en el secado, en particular para tratar [IMs por Staphylococcus spp. y prevenir [IMs
durante este periodo. Sin embargo, son necesarias mas investigaciones para
determinar la eliminacién de tilmicosina en leche en varios periodos de secado. Es
necesario sefialar que este estudio muestra que el ceftiofur intramamario como
terapia de secado tuvo una excepcional eficacia con capacidad de curar
infecciones de los principales patdgenos causantes de mastitis. Esta preparacion

de farmaco antimicrobiano esta aprobada para su uso en todo el mundo para tales
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fines, es decir, este estudio no recomienda el uso de esta preparacion de
tilmicosina experimental sobre un producto aprobado de ceftiofur.
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