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RESUMEN: El uso de antibiéticos (ATB) por via sistémica en cerdas en produccién durante el
peri-parto es una prdctica frecuente y poco racional, la cual se realiza con el objetivo de “dis-
minuir la carga bacteriana” a la cual van a ser sometidos los lechones neonatos. No existe en
la bibliografia estudios sobre la distribucién de ATB en calostro o leche de cerda. El objetivo
del trabajo fue estudiar la distribucién del ATB fosfomicina disédica (FOS) en calostro y leche
de cerda. FOS fue analizada por HPLC MS-MS. Las concentraciones de FOS tuvieron un rango
mdximo y minimo de 1,60 + 0,89 y 0,34 *+ 0,16 ug/ ml respectivamente. El consumo promedio
de fosfomicina de la camada fue de 0,27 mg/ kg equivalente a 1,35 % de la dosis terapéutica
oral de fosfomicina en cerdos. El porcentaje promedio de dosis de fosfomicina eliminada por
calostro fue de 1,8 %. Dicho ATB podria ser utilizado en la cerda durante el parto-lactancia
con cierta seguridad para el lactante. No obstante, se deberia analizar el verdadero impacto
de las concentraciones de FOS obtenidas en calostro para determinar los efectos de la droga
sobre la implantacion de la microbiota intestinal del lechén lactante.
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STUDY OF THE DISTRIBUTION OF FOSFOMYCIN
ANTIBIOTIC IN SOWS COLOSTRUM

ABSTRACT: The use of antibiotics (ATB) in sows during peripartum is a common practice
in commercial pig farms. The aim of this practice is to reduce the bacterial load at which the
suckling piglet will be exposed at birth. In the bibliography, there are not any studies on the
distribution of fosfomycin in colostrum and milk sow. In this work we focus on the study of
the distribution of disodium-fosfomycin antibiotic in colostrum and milk sow. Fosfomycin
(FOS) concentrations were analyzed by HPLC MS-MS method. Calostral concentration shows
a range of 1.60 + 0.89 and 0.34 + 0.16 ug/ml between farrow and 10 h after the birth of the
first piglet. The average consumption of litter fosfomycin was 0.27 mg/ kg, equivalent to 1.35 %
of the oral therapeutic dose in pigs. The percentage of IM dose of fosfomycin eliminated by
colostrum was 1.8 %. Also, disodium-fosfomycin could be used during farrow-lactation in the
sow with some safety measures for piglet suckling. However, the impact of the concentrations
of FOS in colostrum should be analyzed to determine the effects of the drug on the intestinal
microbiota implantation of the suckling piglet.
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INTRODUCCION

Una de las practicas habituales y poco
racionales realizadas en granjas comerciales
de cerdos, es la administracion “profilactica” de
antimicrobianos via sistémica (particularmente
via intramuscular (IM)) a la cerda en el dia o dias
previos al parto. El argumento de esta técnica es
“disminuir la carga bacteriana” a la cual seran
expuestos los lechones al nacimiento. Dicha
practica irracional favorece la subdosificaciéon
de los animales exponiendo a las bacterias a
concentraciones subterapéuticas beneficiando el
desarrollo de resistencia, sin tener en considera-
cién la importancia del pasaje de concentraciones
antibiéticas a calostro y/o leche y el potencial
impacto sobre el equilibrio y la salud intestinal
del lechon lactante.

Dado que la leche de cerda no es una ma-
triz biolégica destinada al consumo humano en
forma directa o indirecta a través de subproduc-
tos, existen muy pocos trabajos cientificos en la
bibliografia internacional sobre la distribucion
calostral-lactea de antimicrobianos, como la
disponible en bovinos de leche, ovinos y capri-
nos (1, 2, 3). Por tanto, el presente trabajo tuvo
como objetivo estudiar las concentraciones del
antibi6tico fosfomicina en calostro-leche, luego de
la administracion IM a cerdas durante el periodo
de peri-parto.

MATERIALES Y METODOS
2.1 ANIMALES-ALIMENTACION-MANEJO

El trabajo experimental se desarrollé en
una granja comercial ubicada en el partido de
Tandil, Provincia de Buenos Aires. La explotacion
esta organizada de manera intensiva, en confina-
miento total, con ciclo completo en un solo sitio
y cuenta con 400 hembras en produccién. Para
el presente estudio se utilizaron nueve (n: 9) cer-
das que no habian recibido antibioticos un mes
antes del ensayo, de una misma linea genética,
las cuales fueron seleccionadas atendiendo a los
siguientes criterios productivos: 2.4 partos por
cerda por ano, >22 lechones destetados por cerda
por aio, >27 cerdos nacidos vivos por cerda por
ano. Las cerdas fueron alojadas en parideras de
hierro en salas de maternidad. Las mismas fueron
ingresadas 4 dias previos al parto y se mantuvie-
ron alli durante 21 dias, hasta el destete de sus
respectivos lechones.

Durante toda la gestacion, las cerdas fue-
ron alimentadas con un alimento comercial en
base a “Fase gestacion” de 3,0 Mcal EM /kgy 14%
de proteinas. Para la lactacién se utilizé alimento
comercial “Fase lactancia” de 3,2 Mcal EM/kg y
16% de proteinas.

Las hembras fueron inducidas al parto a los
114 dias con 1 ml de prostaglandina via IM. Al
mismo tiempo, se administré fosfomicina disédica
(98% pureza Sigma-Aldrich®, solubilizada en Sol.

fisiolégica), via IM a razén de 15 mg/kg P.V. Se
tomaron muestras de calostro y de leche (pool de
8 ml/cerda) de las mamas de la secciéon media en
tubos de polipropileno (50 ml) inmediatamente
después del parto (0) yalas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24
y 48 h post parto. Las muestras fueron almace-
nadas en freezer hasta ensayo (-80 °C).

2.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DE
FOSFOMICINA

Las muestras de calostro y de leche fueron
descongeladas a temperatura ambiente de labora-
torio (21°C) y posteriormente homogeneizadas en
vortex durante 30 seg. Un (1) ml de calostro fue
colocado en tubos de polipropileno, previamente
rotulados y sometidos a una doble extraccion
liquido-liquido mediante el agregado de 6 ml
de acetato de etilo. Los tubos fueron agitados
durante 20 minutos (agitador automatico), cen-
trifugados a 2500 rpm a 4°C durante 5 minutos
y congelados en freezer. En cada extraccion la
fase organica fue descartada. Se agregé 1 ml
de metanol a la fase acuosa con el objetivo de
precipitar las proteinas hidrosolubles presentes
en la misma. Las muestras fueron sometidas a
vortex (30 seg) y centrifugadas a 9000 rpm a 4 °C
durante 20 minutos. El sobrenadante obtenido
fue filtrado mediante el uso de filtros de jeringa
de 0,22 um. Finalmente 100 ul del filtrado fueron
diluidos (1/10) con agua HPLC des-ionizada e
inyectados en el HPLC MS-MS (4, 5).

Para la realizacién de la curva de calibra-
cion se utilizé calostro proveniente de 5 cerdas
controles (libres de antibi6ticos), recolectado in-
mediatamente después del parto. Estas hembras
fueron mantenidas en iguales condiciones expe-
rimentales que las cerdas tratadas. Fudosteina
fue adicionado en concentraciones conocidas a
las muestras y utilizado como estandar interno.
La curva de validacién contemplé 6 concentra-
ciones por quintuplicado en un rango de 0.1 a
10 pg/ml. A partir de las mismas se determiné la
homogeneidad de la linealidad (Test de Hartley).
El limite de cuantificacién fue calculado por sex-
tuplicado tomando la ultima concentracién (0,1
ug/ml) de la curva de validacién. El porcentaje
de extraccion fue calculado en 3 concentraciones
de la curva de validacién (10, 5 y 0,1 ug/ml).
Asi mismo se calculé las variaciones inter dia e
intra dia. La interferencia fue determinada por
sextuplicado de extracto blanco de calostro libre
de fosfomicina.

Las muestras se procesaron bajo la misma
metodologia descripta para la extraccion y purifi-
cacién de fosfomicina. Se utiliz6 un equipo HPLC
MS/MS Thermo Inc. con inyector automatico
termostatizado a 14 °C, con bomba de gradiente
cuaternario. La fase moévil estuvo compuesta
por acetonitrilo:agua 20:80, trabajando en modo
isocratico a un flujo de 250 pl/min.
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La separacion cromatografica se realiz6 en
una columna Phenomenex de fase CN, tamano
de particula 5 pym, 4,6 mm de diametro interno
y 75 mm de largo, en horno a 30 °C. El volumen
de inyeccion fue de 20 pul y el tiempo de corrida
para una muestra fue de 6 minutos. La deteccion
de fosfomicina fue realizada por un analizador-
detector de triple cuadruplo, marca Thermo (TSQ
Quantum). La fuente de iones fue ESI trabajando
en modo negativo. La deteccién se realiz6 utilizan-
do SRM para las transiciones 137 ->79y 178 - >
91 de fosfomicina y fudosteina respectivamente.
Los iones precursores de m/z 137 y 178 fueron
seleccionados en el primer cuadruplo (Q1). Luego
de la fragmentacion inducida por colisién con gas
argon en Q2, los iones productos dem/z 79y 91
fueron monitoreados en Q3.

Los parametros de validacion de fosfomicina
en leche y calostro fueron determinados acorde a
las exigencias de las guias internacionales (6).

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de concentraciones del antibi6-
tico fueron presentados como medias * 1 desvio
estandar. El Test de Hartley fue utilizado para
el analisis de homogeneidad de varianzas de las
curvas de calibraciéon de fosfomicina. Los para-
metros farmacocinéticos de area bajo la curva
(AUC), concentracion maxima (Cmax) y vida me-
dia (T'1/2) fueron calculados mediante el empleo
del software PK Solutions 2.0 (Summit Research
Services, Asland, OH, USA).

Fosfomicina en calostro

2.4 ESTIMACION DE LA PRODUCCION DE
CALOSTRO-LECHE EN CERDAS Y DE LA
CANTIDAD MEDIA DE CALOSTRO INGERI-
DA POR CAMADA

Un sistema de video-grabacién continua
(PSS, Pro Surveillence System®) fue montado en
la sala de maternidad un dia antes del parto de
cada cerda. Todos los lechones provenientes de
cada cerda en ensayo fueron numerados y pesa-
dos inmediatamente al parto y a las 24 h de na-
cidos. Por medio del sistema de video-grabacién
se determino, para cada lactante, el intervalo de
tiempo entre el nacimiento y el comienzo de ma-
saje de mama, toma de pezén y mamada efectiva.
Los datos obtenidos fueron incorporados a un
programa previamente disefiado en una hoja de
céalculo (programa Microsoft Excel®), acorde a la
metodologia descripta por Devillers et al. (2005)
(7), y de esta manera fueron calculadas la produc-
cion de calostro-leche para cada cerda y el con-
sumo de calostro-leche de los lechones de cada
camada. La produccién total de calostro-leche
de las hembras se obtuvo a partir de la suma
del consumo de calostro y leche de cada lechén
durante las primeras 24 h luego del parto.

Formula de Devillers et al.
C=-2174+0.217xt+ 1861019 x BW/t

+ BWb x (54,80 — 1861019/t) x (0,9985 — 3.7 x
10-4 x tf + 6,1 x 10-7 x tf2).

Tahla 1. Produccidn de caloztro-leche en cerdas y congwmo de calogtro-leche promedio/camada.
Table 1. Colostam and milk production in sows. Average colostnam intake and mills for litter.

Parimetros Cerda Cerda Cerda
1 2 3 4

Cerda  Cerda

Cerda Cerda  Cerda Cerda

5 7 3 g  DMedia

15D

Produceian

calostro-lecheidd h(wl) 0o

2902 4758 2973

125

2505 4506 s 1851 2921 1408

Consuno protoedio
calostro-leche por
carriadaldd b
(nl}

2521 3Ma Sea0 37

SIS

2901 4450 1Mz 2433 204 2 1055

En la tabla 2 se presentan las concentracio-
nes de fosfomicina (ug/ml) en calostro en funcion
del tiempo, obtenidas luego de la administracion
IM de 15 mg/kg de fosfomicina disédica en cerdas
durante el peri parto.

Tabla 2. Concentraciones individuales y promedio de fogfomicina [ 9)
NC: no cuantificable (0.1 pg/ml)

Tahle 2. Fosfomyoin indindual concentrations and averazge [n: 9]

M lowwer limit of gquantification [.1 pz/ml]

Tiempo () Media(pgml)  1£3D
a 140 (ufai=)
2 110 058
4 102 052
[ 0735 040
g 073 043
10 034 0la
12 N NZ
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En la tabla 3 se presentan los parametros
farmacocinéticos obtenidos a partir de las con-
centraciones calostrales de fosfomicina luego de
su administracién a razon de 15 mg/kg en cerdas
durante el peri-parto.

Tahla 3. Parametros farmacocinéticos de fozfomicina en calostro.
Table 3. Pharmacolanetic parameters of fosformyon i colostnum.

Parimetros Calostro
BTGy, pg bl 010 £ 143
Conae gl 160 & 089
Tk 180 £ 037
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La ecuacion esta basada en el peso corpo-
ral en kg del lechén al nacimiento (BWb), el peso
corporal en kg a las 24 h post nacimiento (BW),
el intervalo entre mamadas efectivas en minutos
(tf) y la edad en minutos a las 24 h de nacido (t
= 1400 minutos). Los diferentes valores que apa-

a_

concentracion [ugimi)
de Fosfomicina

o 5 10 15
Tiempo {h)

Fig. 1. Evolucidn del perfil calogtral de fosfomicina en cerdas.
Fig. 1. Bwclution profile of fosfomycin in sows.

O-10 h
Posl Primdr Madimienta 12h
Posl Prirar Macimiento

)
T3
- Red srienovenosa

F e armicing
Mo ienzada

Fig 2 Repressntaciin exquemitica del pagaje de fozbmicina a calogiro
Fig 3 Schamakin reprecertation of fodnmnin pecegs in nologmam

recen en la formula son constantes calculadas
por el autor.

RESULTADOS

La utilizacién de un sistema de analisis de
triple cuadruplo asegura selectividad y sensibi-
lidad en la deteccion de fosfomicina. En las con-
diciones operatorias seleccionadas, el efecto de
la supresién de iones no implica modificaciones
analiticas a los tiempos de retencién del anti-
biotico. La cuantificacion fue lineal (r2: 0.9995)
a los rangos de concentraciones de ensayo y el
estudio estadistico aplicado a la linealidad (Test
de Hartley) demostré que las varianzas fueron
homogéneas. La metodologia fue precisa con
una exactitud de ER menor a 2 %. El porcentaje
de recuperacion de los analitos en los diferentes
niveles de concentracion estuvo dentro del rango
94,9-106,2 % acorde con los criterios de acepta-
cion de las guias internacionales (6). El limite de
cuantificacién en leche y calostro fue establecido
a 0,1 ug/ml.

En la tabla 1 se muestra la produccién in-
dividual y promedio de calostro-leche en cerdas
y el consumo promedio de calostro-leche en cada
camada.

En la Fig. 1 se muestra el perfil de las con-
centraciones calostrales promedio en funcién del
tiempo, obtenidas luego de la administracion IM
de 15 mg/kg de fosfomicina dis6dica en cerdas
durante el peri-parto.

DISCUSION

El calostro de cerda es un fluido dinamico
cuya composicién evoluciona rapidamente en el
curso de las horas siguientes al inicio del primer
nacimiento, para transformarse progresivamente
en leche a las 24 horas. Esa dinamica calostral,
fuertemente asociada a cambios hormonales y/o
morfo-fisiologicos de la glandula mamaria, puede
afectar la cinética de distribuciéon de antibi6ticos
administrados a la cerda en momentos del peri-
parto (8). En el presente estudio la producciéon
de calostro-leche de cada cerda y el consumo de
calostro-leche/camada fueron de 2921 + 1408 y
294,2 + 105,6 ml respectivamente. Dichos valores
fueron similares a los reportados por Devillers
et al. (2005) y Le Dividich et al. (2004) (7, 8). La
amplia variacién de producciéon de calostro y
leche de la cerda es un hallazgo comun ya que
la produccion de dichos fluidos es dependiente
de una amplia variedad de factores fisiolégico-
productivos intervinientes (produccién de hor-
monas, tamano y caracteristica de la camada,
situaciones inherentes al momento del parto
(duracién), entre otros) (7, 8, 9). Las concentra-
ciones calostrales mostraron un rango de 1,60
+ 0,89 a 0,34 + 0,16 pug/ml entre el partoy 10 h
posteriores al primer nacimiento de la camada
respectivamente, para caer por debajo del limite
de cuantificaciéon de fosfomicina (0,1 pg/ml) a
las 12 h post primer nacimiento (AUCO-t: 9,1 +
1,43 ug h/ml). El porcentaje promedio de dosis de
fosfomicina eliminada por calostro fue de 1,8 %,
calculado a partir de la dosis administrada a las
cerdas (15 mg/kg PV) y el consumo promedio de
fosfomicina por kg de lechén (0,27 mg/kg).

Es importante destacar que luego de la
induccion de los partos (momento en que se
administré la fosfomicina), hasta el primer naci-
miento (primera muestra de calostro obtenida),
transcurrié un lapso de aproximadamente 12 h. A
dicho tiempo, las concentraciones calostrales ob-
tenidas se corresponden con los tltimos valores
de concentraciones plasmaticas observados luego
de la administracién de 15 mg/kg por la via IM
en cerdos (rango de concentraciones plasmaticas
1,5-0,5 ug/ml) (4). En el presente estudio no se
consider¢ la posibilidad de extraer muestras se-
riales de sangre de las cerdas en paricion ya que
el estrés (el cerdo es la especie productiva mas
sensible y con mayor memoria de estrés) (10, 11,
12) inducido por las maniobras de inmovilizacién
y toma serial de sangre durante el parto, modi-
fica considerablemente el mismo, la produccion
y disposicién de calostro-leche (10) y por ende el
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objetivo central del estudio.

El comportamiento de la distribucion ca-
lostral de fosfomicina observado puede encontrar
respuesta en las caracteristicas fisicoquimicas,
liposolubilidad y difusibilidad de este antibi6tico
y en los aspectos morfo-funcionales plasmaticos-
mamarios de la cerda (7). La fosfomicina es un
antibiotico hidrosoluble que posee un pKa de
6,7, un bajo peso molecular (PM de 137), una
insignificante unién a proteinas plasmaticas y
tisulares (13), con un moderado a bajo volumen
de distribucién (Vd ml/kg 273,00 = 40,70) y un
rapido clearance corporal en cerdos (131,50 +
30,07 ml/kg/h) (4).

El principal mecanismo de pasaje a través
de las membranas biolégicas descripto para fos-
fomicina es la difusién pasiva de la fraccién libre
(no unida a proteinas) y no ionizada de la molécu-
la. En el estadio fisiologico de peri-parto - inicio
de lactacién, la difusion pasiva de farmacos se
encuentra fuertemente facilitada por la apertura
temprana de las uniones estrechas de los lactoci-
tos hormonalmente modificadas (8, 9, 14, 15, 16,
17). Ello explicaria entonces, las concentraciones
mas altas determinadas al momento del parto.
La relacion pKa de fosfomicina (pKa 6,7) y de pH
del fluido calostral (pH 6,9) haria que el 50 % de
fraccién se encuentre no ionizada y en equilibrio
con el plasma, no existiendo fenémeno de i6n
trapping. El perfil plasmatico y el comportamiento
farmacocinético de fosfomicina observado luego
de su administracién intramuscular (T'.: 1,85 +
0,19h;CL: 131,50 + 30,07 ml/kg/h) (4) sumado
a un progresivo cierre de las uniones estrechas
entre las células epiteliales mamarias, asociado
a cambios hormonales (aumento de cortisol, pro-
lactina y caida de la progesterona), acontecidos
en las siguientes primeras horas post parto (7,
8, 9), disminuiria la penetracion de fosfomicina
en este fluido, no encontrando concentraciones
cuantificables para dicho antibi6tico en ninguna
cerda sometida a tratamiento a las 12 h post
primer nacimiento (ver Fig. 2).

En funcién de las concentraciones de fosfo-
micina obtenidas en el calostro, se podria hacer
una estimacion teérica sobre el potencial impacto
de dicho antibi6tico en la microbiota del lactante
(18, 19) a partir de la siguiente férmula:

Dosis Antibiético recibida por el lactante:
Concentracion del Antibiético en calostro
x Volumen de calostro o leche ingerido (19)

La cantidad media de calostro ingerida por
lactante (con un peso promedio de peso 1,5 kg)
fue de 294,2 g/kg PV, lo que hace un consumo
promedio por animal de 441,3 g de calostro. Si
referimos las concentraciones calostrales de fos-
fomicina obtenidas durante 10 h en nuestro ensa-
yo, con el consumo promedio total de calostro, la

Fosfomicina en calostro

dosis promedio ingerida del antibiético/lactante
seria de 0,27 mg/kg. Ello representa un 1,35 %
de una dosis terapéutica oral (20 mg/kg).

Finalmente se podria estimar que, teniendo
en cuenta los maximos y minimos de las con-
centraciones promedio obtenidas (max: 1,60 +
0,89 y min: 0,34 £ 0,16, respectivamente) y un
consumo de calostro promedio/h de 44,1 g, los
primeros lechones nacidos dentro de la hora,
seran sometidos a mayores concentraciones de
fosfomicina (alrededor de 70,56 ug totales), con
respecto a los nacidos mas tardiamente.

En conclusion podriamos decir que la dis-
tribucion de fosfomicina a fluido mamario luego
de la administraciéon IM de 15 mg/kg, es baja,
abarcando 10 h del periodo calostral (AUCO-t:
9,1 £ 1,43 ug h/ml). Dichas concentraciones se
mantuvieron por encima de la CIM durante mas
de 8 h para bacterias patégenas de importancia
productiva e involucradas en procesos infecciosos
de mastitis y/o metritis (20) (E. coliy Streptococ-
cus sp. CIM90: 0,25-0,5 pg/ml respectivamente)
(21). Ello indicaria que la fosfomicina podria ser
utilizada en procesos infecciosos bacterianos
en la cerda durante el peri-parto-lactancia. No
obstante, seria totalmente irracional su adminis-
tracién preventiva, ya que por un lado, las con-
centraciones residuales de fosfomicina halladas
en calostro, podrian inducir desequilibrios sobre
una microbiota incipiente en fase de colonizacion
gastrointestinal en el lactante (4, 18, 19). Por otro
lado, existen sospechas muy fundadas de que
la excrecion de antibidticos y/o sus metabolitos
activos ejercen presion de seleccion sobre la flora
bacteriana comensal, generando un “reservorio”
de genes codificadores de resistencia, que pasan
de bacteria en bacteria y pueden alcanzar, even-
tualmente a la poblacién humana (22, 23). Segiin
algunos autores, cepas bacterianas saprofitas del
mismo género y especie, sometidas a diferentes
grados de presién antibi6tica, comparten resis-
tencia a los mismos antibiéticos (22, 24, 25). La
diseminacion de la resistencia a los antibi6ticos
representa una amenaza continua, y es una de
las mayores preocupaciones en el ambito de la
salud publica y de la sanidad animal.
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