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RESUMEN

La presencia de residuos antimicrobianos en calostro y leche puede ocasionar alteraciones en el
normal crecimiento y desarrollo del tracto gastrointestinal de los lechones afectando las etapas de
lactancia, recria y terminacion. Entre los antibidticos méas utilizados en las producciones
intensivas en nuestro pais y Latinoamérica se encuentran la fosfomicina (FOS) y la
oxitetraciclina (OTC). El objetivo general de esta Tesis fue estudiar la eliminacion calostral-
lactea de los antibidticos FOS y OTC en cerdas luego de su administracion durante el peri-parto
y los potenciales efectos de dichas concentraciones antibidticas sobre la morfo-fisiologia
intestinal y los parametros zootécnicos/productivos de la camada. Se desarrollaron tres objetivos
especificos. 1. Estudiar la disposicion de los antibioticos FOS y OTC en calostro y leche de
cerda, luego de la administracion IM durante el peri-parto. Cuarenta y cuatro cerdas gestantes
fueron inducidas al parto el dia 114 de gestacion con 1 mL de PGF2a via IM y divididas en
cinco grupos experimentales: cerdas Control: tratadas con solucion fisiologica, cerdas FOS1:
tratadas con una dosis IM de FOS de 15 mg/Kg al momento de la induccion al parto, cerdas
OTCLA: tratadas con una dosis IM de OTC LA (larga accién) de 20 mg/Kg al momento de la
induccion al parto, cerdas FOS3: tratadas con tres dosis IM cada 24 h de FOS de 15 mg/Kg y
cerdas OTC3: tratadas con tres dosis IM cada 24 h de OTC de 6 mg/Kg. Se recolectaron
manualmente muestras de calostro y leche al inicio del parto (O h) y a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24y
48 h post-parto, las cuales fueron analizadas por HPLC. La FOS disodica segun un plan
posolégico mono y multidosis mostrd perfiles de eliminacion calostrales y lacteos diferentes
(FOS1 AUC.48: 8,56 £ 2,09 y FOS3 AUC.48: 80,62 + 60,66 pg.h/mL). La concentracion media
de FOS eliminada en el calostro para FOS1 fue de 0,83 + 0,04 pg/mL durante las primeras 10 h 'y
para FOS3 de 1,55 + 0,36 pg/mL durante las primeras 24 h pos parto. Para la OTC ambas curvas
de eliminacion calostral-lactea presentaron perfiles similares, aunque los valores obtenidos para
OTCLA (AUCo.48: 28,36 = 16,71 pg.h/mL) fueron levemente mayores a los cuantificados para el
grupo OTC3 (AUCo.48: 18,91 £ 5,92 ug.h/mL). La concentracion media de OTC eliminada en el
calostro durante las primeras 24 h después del inicio del parto fue de 0,78 + 0,18 y 0,48 + 0,07
pug/mL para OTCLA y OTC3 respectivamente. Los cambios hormonales que explican el pasaje
de la fase calostral a la fase lactea impactan en la eliminacion de FOS en calostro y leche,
mientras que para el caso de la OTC ésta influencia no seria tan importante. Las concentraciones
de FOS eliminadas en calostro y leche se mantuvieron por encima de la CIMgo durante mas de 8
h para bacterias patogenas de importancia productiva e involucradas en procesos infecciosos de

mastitis y/o metritis (Escherichia coli y Streptococcus sp. ClMgo: 0,5-0,25 pg/mL,



respectivamente). Sin embargo, los valores de OTC cuantificados en calostro y leche no
alcanzaron la CIMg en ningin momento para Escherichia coli (CIMg: > 64 pg/mL) y
Streptococcus suis (CIMgo: 64 pg/ml). 2. Determinar el consumo de calostro, la ingesta de
concentraciones de FOS y OTC y su impacto sobre los parametros zootécnicos de la camada
luego de la administracion de dichos antibi6ticos a cerdas durante el peri-parto. Cuatrocientos
treinta y seis lechones progenie de las cerdas de los grupos Control, FOS1, FOS3 y OTC3 fueron
divididos en cuatro grupos de 110 animales cada uno aproximadamente. Se realizo el estudio del
consumo medio de calostro por lechon (g/Kg PV) y la produccion de calostro por cerda (g)
durante las primeras 24 h después del parto, la determinacion de la ingesta de FOS y OTC
(mg/Kg PV) con el calostro, el efecto de la ingestion de calostro con antibioticos sobre los
parametros zootécnicos de la camada donde se evaluo el escore de vitalidad al nacimiento, el
namero de lechones nacidos totales (NT) y nacidos vivos (NV), el nimero de muertos durante la
lactancia, el nimero de lechones destetados a los 21 dias de vida y el peso de los lechones en
diferentes momentos de la lactancia. El tratamiento de las cerdas durante el peri-parto con FOS u
OTC no afecto la produccion de calostro, ni el consumo por parte de los lechones. Tampoco tuvo
influencia sobre los parametros zootécnicos de sus respectivas camadas. 3. Evaluar los efectos de
FOS y OTC sobre la morfo-fisiologia intestinal de los lechones neonatos. Treinta y dos lechones
neonatos, hijos de 8 cerdas libres de antibidticos, fueron divididos en cuatro grupos y
alimentados artificialmente con calostro segun el siguiente esquema: lechones Control*: calostro
sin antibioticos, lechones FOS1*: tratados con 0,26 mg/Kg PV de FOS, lechones FOS3*:
tratados con 0,50 mg/Kg PV de FOS y lechones OTC3*: tratados con 0,13 mg/Kg PV de OTC.
Los animales fueron eutanasiados a las 12 y 24 h de lactancia. Las concentraciones de FOS y
OTC administradas con calostro via oral en lechones no afectaron el recuento de enterobacterias,
bacterias &cido-lacticas y relacion E/BAL, pH gastrointestinal y produccion de acido acético a
las 12 y 24 h de lactancia. Se observé un incremento en las UFC de las bifidobacterias en los
lechones tratados con FOS3* sobre los lechones OTC3*. La estimacion matemética de la
superficie de absorcion intestinal no presentd diferencias significativas. Se observé efecto de
lugar de muestreo para el recuento de las células caliciformes, siendo mayor a nivel de ileon en
vellosidades y criptas. También se observd efecto de los tratamientos en las criptas. En el estudio
de la actividad de las disacaridasas intestinales, el efecto del lugar de muestreo presentd
diferencias significativas, siendo superiores los niveles encontrados en el duodeno que en las
otras porciones del intestino estudiado para lactasa, maltasa y sacarasa. Los resultados obtenidos
para sacarasa y maltasa no fueron concluyentes. La variabilidad de los resultados puede

adjudicarse a la categoria de animales empleada mas que a un efecto de tratamiento, ya que la
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actividad de ambas enzimas es baja durante la lactancia y adquiere mayor importancia en la
etapa de recria cuando los cerdos reciben alimento sélido. Se debe tener en consideraciéon que
concentraciones de antibioticos eliminadas por calostro pueden inducir el desarrollo de
resistencia bacteriana. Los resultados obtenidos en esta Tesis son innovadores y relevantes para
la produccion porcina, por lo que este trabajo estimula la concientizacion sobre el uso adecuado

de los antimicrobianos en la sala de partos.



ABSTRACT

The presence of antimicrobial residues can cause alterations in the normal growth and
development of the gastrointestinal tract of the piglets, affecting the stages of lactation, rearing
and termination. Fosfomycin (FOS) and oxytetracycline (OTC) are among the antibiotics most
frequently used in intensive production systems in our country and Latin America. The general
objective of this Thesis was to study the elimination of the antibiotics FOS and OTC in
colostrum and milk of sows after their administration during the peri-partum and the potential
effects of these antibiotics on the intestinal morpho-physiology and the zootechnical/productive
parameters of the litter. Furthermore, three specific objectives were proposed. 1. To study the
disposition of the antibiotics FOS and OTC in sow colostrum and milk after the IM
administration during the peri-partum. Farrow was induced in forty-four pregnant sows on day
114 of gestation with 1 mL of PGF2a by the IM route. Sows were divided into five experimental
groups: Control sows: treated with physiological solution, FOS1 sows: treated with an IM dose
of FOS (15 mg/Kg) at the time of farrow induction, OTCLA sows: treated with an IM dose of
OTC LA (long action) (20 mg/Kg) at the time of farrow induction, FOS3 sows: treated with
three FOS IM doses every 24 h (15 mg/Kg) and OTC3 sows: treated with three OTC IM doses
every 24 h (6 mg/Kg). Colostrum and milk samples were manually collected at the start of
farrow (0 h) and at 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 and 48 h post-partum. Samples were analyzed by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC). According to a mono- and multi-dose regime,
disodic FOS showed different colostral and milk elimination profiles (FOS1 AUCoq.4s: 8.56 +
2.09 and FOS3 AUCo.48: 80.62 + 60.66 pug.h/mL). The mean concentration of FOS eliminated in
colostrum for FOS1 was 0.83 + 0.04 pg/mL during the first 10 h and for FOS3 of 1.55 + 0.36
pug/mL during the first 24 h post-partum. The elimination of FOS in sow colostrum and milk is
mainly dependent on the morpho-functional mammary changes of the sow (opening of the close
junctions between the lactocytes), which occur during the passage from the colostral to the milk
phase. This is particularly associated with the physico-chemical characteristics of high water
solubility and low molecular weight of FOS. Colostral and milk elimination curves of OTC
presented similar profiles, although the values obtained for OTCLA (AUCoq.4s: 28.36 £ 16.71
ug.h/mL) were slightly higher than those quantified for the OTC3 group (AUCo.4s: 18.91 £ 5.92
pg.h/mL). The mean concentration of OTC eliminated in colostrum during the first 24 h after the
onset of farrow was 0.78 + 0.18 and 0.48 £+ 0.07 pug/mL for OTCLA and OTC3, respectively.
Unlike FOS, it is apparent that passive diffusion is the main mechanism for the arrival of the
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antibiotic from plasma to colostrum through mammary epithelial cells. The concentrations of
FOS eliminated in colostrum and milk were maintained above MICgo for more than 8 h for
pathogenic bacteria of productive importance and which are involved in infectious processes of
mastitis and/or metritis (Escherichia coli and Streptococcus sp. MICg: 0.5-0.25 pg/mL,
respectively). However, OTC values quantified in colostrum and milk did not reach the MICgo
for Escherichia coli (MICg: > 64 ng/mL) and Streptococcus suis (MICgo: 64 pg/mL), at any
time. 2. To determine the consumption of colostrum, the intake of FOS and OTC concentrations
and the impact on the zootechnical parameters of the litter after the administration of these
antibiotics to the sows during the peri-partum. Four-hundred and thirty-six piglets, which were
the progeny of the sows of the Control, FOS1, FOS3 and OTC3 groups were divided into four
groups of approximately 110 animals each. In this study, the average consumption of colostrum
per piglet (g/Kg body weight [BW]), the production of colostrum per sow (g) during the first 24
h after farrow, the determination of the intake of FOS and OTC (mg/Kg BW) with the colostrum
and the effect of the ingestion of colostrum with antibiotics on the zootechnical parameters of the
litter were analyzed. In the latter case, the vitality score at birth, the number of total-born (TB)
and live-born (LB) piglets, the number of dead piglets during lactation, the number of piglets
weaned at 21 days of age and the weight of piglets at different times of lactation, were evaluated.
The treatment of the sows during the peri-partum with FOS or OTC did not affect the production
of colostrum, nor the consumption by the piglets. Furthermore, there was no influence on the
zootechnical parameters of their respective litters. 3. To evaluate the effects of FOS and OTC on
the intestinal morpho-physiology of neonate piglets. Thirty-two newborn piglets from 8
antibiotic-free sows, which were divided into four groups and artificially fed with colostrum
according to the following scheme: Control piglets*: colostrum without antibiotics, FOS1*
piglets: treated with 0.26 mg/Kg BW of FOS, FOS3* piglets: treated with 0.50 mg/Kg BW of
FOS and OTC3* piglets: treated with 0.13 mg/Kg BW of OTC. The animals were euthanized at
12 and 24 h of lactation. The concentrations of FOS and OTC administered with oral colostrum
in piglets did not affect the count of enterobacteria, lactic acid bacteria and E/BAL ratio,
gastrointestinal pH and production of acetic acid at 12 and 24 h of lactation. An increase in CFU
of bifidobacteria was observed in piglets treated with FOS3* with respect to OTC3* piglets. The
mathematical estimation of the intestinal absorption surface did not show significant differences.
The effect of sampling site was observed for the counting of goblet cells, being higher in villi
and crypts at the ileum level. The effect of the treatments on the crypts was also observed. In the
study of the activity of the intestinal disaccharidases, the effect of the place of sampling

presented significant differences, being higher the levels found for lactase, maltase and sucrase
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in the duodenum than in the other portions of the intestine. The results obtained for sucrase and
maltase are not conclusive. Rather than a treatment effect, the variability of the results can be
attributed to the category of animals used, since the activity of both enzymes is low during
lactation and acquires relevance in the stage of rearing when the pigs receive solid food. It must
be taken into consideration that concentrations of antibiotics eliminated by colostrum can induce
the development of bacterial resistance. The results obtained in this Thesis are innovative and
relevant for pig production and therefore, stimulates awareness about the proper use of

antimicrobials in the farrowing room.
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ABREVIATURAS

AGVs: acidos grasos volatiles

AUC: area bajo la curva concentracion vs. tiempo

AUC.48: area bajo la curva concentracion vs. tiempo de cero a cuarenta y ocho horas
ClIMgo: concentracion que inhibe el 90% de las cepas

Cmax: concentracion maxima

CV: coeficiente de variacion

E/BAL.: relacion enterobacterias/bacterias acido-lacticas

EEM: error estandar de la media

E2: estradiol-17p

F: biodisponibilidad

FOS: fosfomicina

FUD: fudosteina

H&E: hematoxilina y eosina

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion

HPLC-MS/MS: cromatografia liquida de alta resolucién, acoplada a un detector de masas
HPLC-UV: cromatografia liquida de alta resolucién, acoplada a un detector ultravioleta
Ig’s: inmunoglobulinas

IM: intramuscular

M: superficie de absorcion intestinal

OTC: oxitetraciclina

P4: progesterona

PAS: éacido peryodico Schiff

PGF2a: prostaglandina-F2a

PM: peso molecular

PO: oral

PRL: prolactina

PV: peso vivo

SAI: superficie de absorcidn intestinal

Tmax: tiempo en alcanzar la concentracién maxima

TTC: tetraciclinas

UFC: unidades formadoras de colonia



PALABRAS CLAVES

Fosfomicina, oxitetraciclina, cerda gestante, lechon lactante, calostro, ingesta de antibioticos,
morfo-fisiologia intestinal, pardmetros zootécnicos.
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INTRODUCCION GENERAL

La produccion porcina es una de las actividades intensivas que se encuentra en franco
desarrollo en Argentina gracias a la incorporacion e implementacion de nuevas tecnologias
eficientes y rentables. Actualmente, la produccion porcina moderna ha alcanzado ritmos de
crecimiento acelerados que conllevan a un delicado equilibrio entre el estatus sanitario de los
animales y la posibilidad de contraer enfermedades, alterando, entre otros, los parametros
productivos de la granja, como ganancia de peso, conversion alimenticia y mayor numero de dias
entre nacimiento y venta. Los avances en la seleccién genética porcina han permitido
importantes cambios en la productividad en la Gltima década. Las cerdas modernas producen
camadas mas numerosas, de aproximadamente 16 lechones/cerdas con un promedio de destete de
25 a 30 lechones/cerda/afio (Rooke y Bland, 2002; Martineau y Badouard, 2009). Al nacer, estas
camadas muestran una gran variabilidad de peso (CV: 23% en camadas con méas de 11 lechones)
(Beaulieu et al., 2010; Baxter et al., 2013; Rutherford et al., 2013), haciendo particularmente a
los lechones de bajo peso, mas vulnerables a contraer enfermedades (Quiniou et al., 2002;
Foxcroft et al., 2006; De Vos et al., 2014), causando importantes pérdidas economicas (De Vos
et al., 2014). Ademas, las camadas mé&s grandes se asocian con tiempos de parto mas
prolongados, lo que incrementa el riesgo de hipoxia en lechones recién nacidos, especialmente
aquellos que nacen en dltimo lugar (White et al., 1996; Theil et al., 2014). Los problemas
entéricos, especialmente en lechones, son otras de las principales causas de pérdidas econémicas
en la industria porcina. Para enfrentar las potenciales problematicas sanitarias derivadas de
camadas de cerdas hiperprolificas, una préactica comun en las granjas porcinas, es la utilizacion
de antibidticos de forma terapéutica y subterapéutica para el control de estos problemas. La
medicacion sistematica de cerdas, en los dias previos y posteriores al parto, con el objetivo de
reducir la carga bacteriana potencialmente patdgena a la cual serdn expuestos los lechones al
nacimiento, conlleva al pasaje de concentraciones residuales de antimicrobianos a calostro y
leche (Fleishaker, 2003; Fernadndez Paggi et al., 2012). La FOS y la OTC son dos antibioticos
ampliamente utilizados con estos propositos.

La fosfomicina (&cido cis-1,2-epoxipropilfosfonico, FOS) es un antibiotico bactericida de
amplio espectro (Escolar Jurado et al., 1998; Popovic et al., 2010) ampliamente utilizado en
granjas de cerdos en Argentina, Brasil, Centroamérica y Sudeste de Asia para el tratamiento de
diversas enfermedades infecciosas (Pérez et al., 2014). Particularmente en lechones de destete,
FOS esta indicada para el tratamiento de una amplia variedad de infecciones bacterianas

(Haemophilus parasuis, Streptococcus suis, Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica,
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Staphylococcus hyicus, Escherichia coli) asociadas con el estrés (Martineau, 1997). Los aspectos
famacocinéticos y concentraciones residuales de FOS en diversas matrices bioldgicas de origen
porcino han sido estudiados por nuestro grupo de investigacion (Pérez et al., 2011; Soraci et al.,
2011a; Soraci et al., 2011b).

La oxitetraciclina (OTC) (4S,4aR,5S,5aR,6S,12aS)-4-(dimetilamino)-3,5,6,10,11,12a-
hexahidroxi-6-metil-1,12-dioxo-1,4,4a,5,5a,6,12,12a octahidrotetracen-2-carboxamida, es un
antibiotico bacteriostatico, perteneciente al grupo de las tetraciclinas, de mayor liposolubilidad
que la fosfomicina y de amplio uso en la produccion porcina (Papadoyannis et al., 2000). En
producciones intensivas, se utiliza para el tratamiento de enteritis bacteriana (diarrea,
colibacilosis), neumonia, leptospirosis, rinitis atréfica, erysipela, infecciones post-quirdrgicas,
infeccion umbilical/articular. En cerdas se la emplea en el control de las enteritis infecciosas
(diarreas de los recién nacidos, colibacilosis en los lechones), en el sindrome MMA (mastitis-
metritis-agalactia) y en infecciones bacterianas secundarias a enfermedades viricas (Prescott y
Baggot, 1993).

La informacion cientifica sobre el efecto de la exposicion de la mucosa intestinal y la
microbiota de los lechones neonatos a residuos de los antibidticos FOS y OTC vehiculizados en
calostro/leche es limitada. Es por ello que el propdsito de este proyecto de Tesis fue determinar
el impacto del uso de dichos antibidticos en la cerda gestante sobre la salud intestinal del lechén

lactante.

HIPOTESIS

En base a lo expuesto se propuso la siguiente hipotesis:
La eliminacién de concentraciones antibidticas de FOS y OTC a través de calostro-leche
en la cerda impacta sobre la morfo-fisiologia intestinal y los parametros zootécnicos/productivos

de la camada.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la eliminacion calostral-lactea de los antibioticos FOS y OTC en cerdas luego de
su administracion durante el peri-parto y los potenciales efectos de dichas concentraciones
antibidticas sobre la morfo-fisiologia intestinal y los parametros zootécnicos/productivos de la

camada.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar la disposicién de los antibioticos FOS y OTC en calostro y leche de cerda, luego

de la administracion IM durante el peri-parto.

2. Determinar el consumo de calostro, la ingesta de concentraciones de FOS y OTC vy su
impacto sobre los parametros zootécnicos de la camada luego de la administracion de

dichos antibioticos a cerdas durante el peri-parto.

3. Evaluar los efectos de FOS y OTC sobre la morfo-fisiologia intestinal de los lechones

neonatos.



CAPITULO I: CONOCIMIENTO ACTUAL SOBRE LA TEMATICA



1. IMPORTANCIA DE LA PRODUCCION PORCINA EN ARGENTINA

En la actualidad, la carne porcina se ha consolidado como la proteina animal mas
consumida en el mundo, a diferencia de la Argentina donde se encuentra muy por debajo de la
carne vacuna o aviar. La aparicion de enfermedades trasmisibles al ser humano, tales como BSE
0 “Mal de la vaca loca” y HPAI o Influenza Aviar Altamente Patdgena, sumado a que la carne de
cerdo es un alimento de alto valor bioldgico, rico en minerales, vitaminas del complejo B y
acidos grasos monoinsaturados (omega 3), han llevado a que esta proteina animal se posicione en
el mercado, incrementando su consumo exponencialmente (Fenoglio, 2009; Sirvén, 2009).

La produccion mundial de carne de cerdo crecidé a una tasa promedio anual de 1,6 %
durante el periodo 2007-2016. De acuerdo con estimaciones del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA), se espera que en 2017 se ubigue en un maximo histérico de 111
millones de toneladas, lo que representa un incremento de 2,6 por ciento con respecto al afio
previo. Al igual que la produccion, el consumo mundial de carne de cerdo creci6 a una tasa
promedio anual de 1,6 % durante el periodo 2007-2016. EI USDA estima que en el 2017 se
ubicara en 110.7 millones de toneladas, lo que significa un incremento anual de 2,5 por ciento
(Kuberka et al., 2017).

En nuestro pais la produccion de carne porcina crecio, en los ultimos 5 afios, a una tasa
del 12%, llegando en 2015 a las 483 mil toneladas, mientras que el stock se incrementd a una
tasa del 8%, alcanzando en 2016, las 4.9 millones de cabezas, acompafiado de un incremento del
consumo interno. EI consumo de carne, que alcanzé los 113,5 Kg por habitante/afio en 2015, se
distribuy6 en un 52% de carne vacuna, un 38% de carne aviar y un 10% de carne porcina
(Busellini, 2016).

La produccién nacional de carne de cerdo se destina principalmente al mercado
domeéstico. Més del 63% del stock de porcinos y el 90% de la faena se concentra en la region
Centro, principalmente en Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe. EI 96% de los establecimientos del
eslabon primario son de tamafio pequefio y poseen el 46% del total de porcinos; los de tamafio
mediano representan el 3% de los establecimientos y concentran el 14% de las cabezas; mientras
que los grandes representan el 1% del total de los establecimientos y poseen el 40% del total de
porcinos. Mediante la intensificacion de los sistemas de produccion, la mejora genética y la
formulacién de raciones equilibradas, se lograron mejorar los indices de eficiencia productiva y
aumentar la calidad del producto, asi como también, un buen estatus sanitario, siendo nuestro
pais libre de Peste Porcina Clasica, Peste Porcina Africana y Sindrome Reproductivo y
Respiratorio Porcino (PRRS) (Busellini, 2016).



Argentina tiene las condiciones naturales y sanitarias necesarias para la produccién de
cerdos a gran escala en el futuro. Se estima que la actividad porcina incrementara su produccion
no solo porque existen un buen escenario para la cria y engorde de cerdos por la disponibilidad
de excelente clima y suelos que posibilitan la cosecha de alimentos indispensables para los
cerdos. Sino también, porque abunda el agua dulce, existe una genética de primer nivel y un

excelente estatus sanitario (Sirvén, 2009).

2. USO DE ANTIMICROBIANOS EN LA PRODUCCION DE CERDOS

Los antimicrobianos en producciones intensivas son utilizados con diversos fines:
terapéutico, para el tratamiento de determinadas enfermedades infecciosas; metafilactico, cuando
al menos un 10-14% de los animales se encuentran afectados por una enfermedad y existe riesgo
de contagio a todo el grupo; profilactico, medicando en forma preventiva animales individuales
0 grupos de ellos debido a la presencia de factores de riesgos en la granja (estrés, cambios de
alimentacion, cambios de sitios, etc.); y como promotores de crecimiento, administrando
concentraciones subterapéuticas de antimicrobianos durante periodos mas o menos prolongados,
con el fin de mejorar los parametros zootécnicos de produccién (Carro y Ranilla, 2002; Torres y
Zarazaga, 2002).

La utilizacion de tecnologias especificas y de moléculas antibioticas, cobra un papel
relevante en las explotaciones intensivas, llevando reiteradas veces, a utilizar los farmacos de
manera inadecuada. El uso prolongado de antimicrobianos puede predisponer a la aparicion de
bacterias resistentes reduciendo asi el nimero de antimicrobianos eficaces disponibles en el
mercado y, ademas, incrementando el riesgo de resistencia en la salud pablica (Mathew, 2000;
de la Torre et al., 2015; Becattini et al., 2016). Tal es asi, que la Comision Europea (CE), en un
intento de detener el aumento o incluso de disminuir la resistencia a los antimicrobianos en
patégenos zoondticos, ha prohibido su uso como promotores del crecimiento en la produccion
porcina desde enero de 2006 (Van der Fels-Klerx et al., 2011).

Van Boeckel et al. (2015) estimaron que el uso global total de antibioticos en el ganado
fue de 63.151 toneladas en el afio 2010 y que aumentaria en un 67% para el 2030, casi el doble
en China, Sudafrica, Brasil, India y Rusia. Como resultado del amplio uso de los farmacos se han
encontrado una variedad de residuos de antibidticos en carne, leche y huevo (Leung et al., 2013;
Liu y Wong, 2013). Numerosos estudios han sido realizados para determinar los efectos de los

niveles subterapéuticos de antimicrobianos sobre las bacterias entéricas porcinas, demostrando
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un incremento en la poblacion de microorganismos resistentes en el tracto intestinal (Van der
Fels-Klerx et al., 2011).

El futuro rendimiento productivo de los lechones esta estrechamente relacionado a los
cambios morfo-fisiologicos y a la adquisicion de inmunidad que ocurren en sus primeras
semanas de vida. Es por tal motivo que la ingestion de calostro con residuos antimicrobianos
puede ocasionar alteraciones en el normal crecimiento y desarrollo del tracto gastrointestinal
llevando a un pobre desempefio del animal en el crecimiento desde el nacimiento a la venta,
afectando pardmetros productivos relevantes en la produccién como ganancia diaria de peso

(GDP), conversion alimenticia (CA) y dias a faena (Pluske et al., 2003).

3. EL TRACTO INTESTINAL DEL LECHON

El intestino del lechén al nacimiento posee en promedio un largo y diametro de 3,15 my
0,65 m respectivamente, cuadriplicAndose en menos de 50 dias (Vodovar et al., 1964; Dibner y
Richards, 2004). En el cerdo adulto el intestino delgado alcanza los 20 m y el intestino grueso los
4,5 m (Zhang y Xu, 2003). Durante las primeras 24 h de lactacion el peso vivo, la longitud y
superficie intestinal se incrementan 17%, 10% y 27% respectivamente (Zhang et al., 1997). El
intestino delgado experimenta un rapido desarrollo durante los 10 primeros dias aumentando la
longitud y el diametro de las vellosidades, asi como las células de la mucosa (Vodovar et al.,
1964; Cranwell, 1995; Dibner y Richards, 2004).

El intestino de un cerdo en crecimiento consume alrededor del 20-25% del oxigeno del
organismo (Vodovar et al., 1964). La renovacion de proteinas es muy rapida, llegando a
reemplazar el 50% de su contenido proteico por dia (Tarvid, 1995; Soraci et al., 2010). Entre las
proteinas sintetizadas por el intestino, un elevado porcentaje es secretado hacia la luz intestinal
bajo la forma mucina y células de descamacion, mientras que sélo un 10% se acumula como
masa tisular (Salmon, 1984; Guilhermet, 1996; Soraci et al., 2010). El contenido de proteinas de
la mucosa de todo el intestino se incrementa el 126% durante las primeras 6 h después del
nacimiento, con un gran aumento en la porcién media (149%) y distal (135%) (Zhang et al.,
1997; Adeola y King, 2006).

Las enzimas juegan un rol importante en la mucosa intestinal. La lactasa presenta niveles
extraordinariamente altos al nacimiento (para poder hidrolizar la alta cantidad de lactosa presente
en la leche), decreciendo levemente hasta alrededor de las 2-3 semanas de edad, para alcanzar

luego los valores del adulto a las 6 semanas (Zhang et al., 1997; Li et al., 2004).
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Mucosa intestinal

La mucosa intestinal participa en los procesos de digestidn-absorcion de nutrientes y
provee una barrera fisico-quimica, metabolica e inmunoldgica contra la entrada de compuestos
xenobioticos y toxinas, macromoléculas y microorganismos (bacterias, virus, hongos) al
organismo. En el cerdo adulto tiene una superficie aproximada de 300 m? (equivalente a una
cancha de tenis) (Vodovar et al., 1964; Salmon, 1984; Dibner y Richards, 2004; Skrzypek et al.,
2007).

Epitelio intestinal

Los enterocitos (células intestinales) se disponen en forma de monoestrato y en relacion
con células endocrinas, inmunes y células Goblet o caliciformes productoras de mucus (Salmon,
1984; Skrzypek et al., 2007). La morfologia epitelial cambia a lo largo del tracto intestinal, pero
en esencia consiste en una region de criptas (donde se encuentran las células madres y de Paneth
que participan en funciones de defensa) y una region apical (vellosidad) donde las células se
encuentran en diferente grado de diferenciacion y funcién (Skrzypek et al., 2007). Estas
proyecciones aumentan la superficie luminal haciendo que el intestino delgado sea mas eficiente
en el proceso de digestion y absorcion. En el lechon recién nacido las vellosidades miden 0,5-1,0
mm de longitud y son mas largas en el yeyuno que en el duodeno e ileon. La membrana
superficial apical de los enterocitos se pliega intensamente formando una estructura denominada
microvellosidad o membrana de bordes en cepillo. Estas proyecciones incrementan enormemente
la superficie de absorcion del enterocito (Zhang y Xu, 2003).

Las células epiteliales que alcanzan un determinado grado de diferenciacion-maduracion
mueren y son liberadas a la luz del intestino. La velocidad de recambio de las células del epitelio
intestinal del cerdo es muy répida, oscilando entre 2-5 dias (Salmon, 1984; Skrzypek et al.,
2007) (figura 1).
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Figura 1. Epitelio Intestinal. Zona de cripta y vellosidad.

Mucus intestinal

El mucus intestinal es una biocapa de cobertura de la mucosa producida por secrecion de
las células caliciformes (Piel et al., 2005). Constituye una barrera de defensa contra
microorganismos y agentes fisico-quimicos (Piel et al., 2005; Oswald, 2006). A su vez, cumple
funciones de lubricacién y transporte entre el contenido presente en la luz intestinal y la
superficie del epitelio. Uno de los mecanismos de defensa del mucus contra microorganismos, se
relaciona con la capacidad que tiene la mucina de establecer uniones a través de sus
carbohidratos terminales con receptores presentes en la superficie de determinadas bacterias.
Dicha interaccion impide la fijacion a las células epiteliales y su posterior destruccion o invasion
intracelular (Blomberg et al., 1995; Pestova et al., 2000; Mathew y Ebner, 2004).

Desde el punto de vista quimico se trata de un gel compuesto en un 95% de agua y
electrolitos, carbohidratos, aminoacidos, proteinas y lipidos. Sus propiedades bio-elasticas
responden a subunidades de mucina, proteina unida a largas cadenas de carbohidratos que
contienen un azucar neutral de hexosamina (Aubry et al., 2004). Los carbohidratos poseen en sus
cadenas terminales grupos sulfatos libres unidos a acido sialico (Williams et al., 2001; Aubry et
al., 2004).
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La producciéon de mucus es un proceso dinamico y equilibrado de sintesis, secrecién y
utilizacion luminar para procesos de reparacion de mucosa en sinergia con péptidos epiteliales
y/o erosion en el lumen intestinal. Una buena proteccion mucosal depende de un balance en
cantidad de mucus (espesor de la capa de mucus) y calidad (composicion de los azucares de los
carbohidratos) (Pestova et al., 2000; Piel et al., 2005; Soraci et al., 2010).

Intestino e inmunidad

El tejido linfoide intestinal se encuentra organizado de 2 maneras: 1- en placas de Peyer y
nodulos linfaticos intestinales, 2- como células inmunes diseminadas en forma difusa a lo largo
del tracto intestinal (l&mina propia y células intra-epiteliales) (Stokes et al., 2004; Bauer et al.,
2006).

El sistema inmune mucosal desempefia una doble funcién. Por una parte, debe identificar
nutrientes inocuos y suprimir cualquier respuesta inmune sistémica que se pudiera generar contra
ellos. Por otra parte, debe reaccionar para excluir cualquier invasion por virus, bacterias,
parasitos y hongos (Lallés et al., 2004). El sistema inmune intestinal del cerdo depende de una
inmunidad no especifica a cargo de células Killer, mastocitos, APC (células presentadoras de
antigenos), células T-helper, macrofagos y neutrofilos, que actlan a través de mecanismos
quimiotacticos y de mecanismos de respuesta inmune a cargo del tejido linfoide asociado al
intestino (GALT: gut associated lymphoid tissue) (Stokes et al., 2004; Bauer et al., 2006). El
sistema inmune especifico participa a través de una respuesta humoral, normalmente dirigida a

bacterias, y una respuesta celular dirigida a células infectadas por virus.

Microbiota intestinal

El lechon al nacimiento experimenta una importante transformacién morfo-fisiolédgica (a
nivel de las vellosidades intestinales, criptas, desarrollo de enzimas digestivas, etc.) y una
progresiva colonizacion bacteriana de su tracto gastrointestinal. Las bacterias que dan origen a la
microbiota intestinal del neonato provienen de la vagina, el periné y la glandula mamaria de la
madre durante la lactacion, asi como de heces en la sala de parto. Estas bacterias, comensales y
patogenas, buscan un nicho adecuado donde compiten e interaccionan entre si, constituyendo
finalmente una poblacidn relativamente estable y compleja (Radecki y Yokoyama, 1991; Snel et
al., 2002; PaBlack et al., 2015). El estrés de los lechones y el manejo inadecuado de moléculas

antibioticas, afectan el equilibrio normal de la microbiota intestinal, manifestandose con diarreas
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e inclusive la muerte de los animales durante la lactancia. Esta afeccion se considera una de las
principales causas de pérdidas econdmicas en la industria porcina (Corpet, 2000).

La cronologia de colonizacion de la microbiota muestra en sus inicios coliformes,
estreptococos y bifidobacterias (Corpet, 2000). La flora anaerdbica obligatoria aparece mas
tarde. Los clostridios estan presentes durante un corto periodo. A los dos dias los lactobacilos se
convierten en el grupo dominante en duodeno, yeyuno e ileon, aunque en el Gltimo, también
otras bacterias son numerosas. A la semana de edad, Lactobacillus y Escherichia coli son los
grupos predominantes en el contenido colico y cecal (Swords et al., 1993; Jensen, 1998). A
medida que el lechon consume leche, la microflora comienza a estabilizarse (Corpet, 2000;
Laplace et al., 2001). Luego del destete, la introduccion de alimento solido y complejo, provoca
cambios cuali y cuantitativos sobre la flora con la aparicion de otros tipos de bacterias, como
Bacteroides, Ruminococcus y Enterobacter, entre otras (Swords et al., 1993; Corpet, 2000;
Laplace et al., 2001; Williams et al., 2001; Roca Canudas et al., 2008).

La flora intestinal del cerdo cumple con diferentes funciones, tales como: proteccion
competitiva y quimica (bacteriocinas y fermentacién acida que mantiene un pH relativamente
bajo) frente a la invasion de microorganismos; incremento de la absorcién de nutrientes,
particularmente minerales como el Ca™; manutencion del equilibrio, integracion del epitelio
intestinal y sintesis metabdlica de vitaminas (grupo B y C), de acidos AGVs (acético, propionico
y butirico) y metabolismo de urea, sales biliares y acidos grasos (Lalles et al., 2004);
estimulacion del desarrollo de la respuesta inmune a través de comunicaciones cruzadas o

“cross-talk” entre la microbiota intestinal y el huésped.

4. CALOSTRO

Importancia del calostro

La especie porcina se caracteriza por presentar un porcentaje de mortalidad neonatal muy
elevado en comparacion con otras especies como la bovina, ovina o equina, constituyendo
aproximadamente del 10 al 35% de los lechones nacidos vivos. Mas del 50% de las muertes pre-
destete ocurren dentro de los tres primeros dias de lactacion y se deben a una inadecuada
incorporacion de calostro (Dyck y Swierstra, 1987; Alonso-Spilsbury et al., 2007; Manteca y
Gasa, 2008). Este fluido cumple con una serie de roles primordiales para el lactante: aporta
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inmunidad pasiva, es una fuente de energia para la termorregulacion y participa del desarrollo

del tracto gastrointestinal. El calostro es un fluido dindmico cuya composicion evoluciona

rapidamente en el curso de las 12 primeras h siguientes al inicio del primer nacimiento, para
transformarse progresivamente en leche dentro de 24 h (Rooke y Bland, 2002).

Desde el punto de vista inmunoldgico un adecuado calostrado es indispensable para la
sobrevida del lechén debido a que nace totalmente desprovisto de anticuerpos plasmaticos. La
cerda posee una placenta epitelio-corial impermeable, que impide la transferencia de anticuerpos
hacia el feto a lo largo de toda la gestacion (Muirhead y Alexander, 2001). Los anticuerpos
plasméaticos que adquiere el lechon a partir del calostro se encuentran principalmente
representados por la 1gG. La concentracion total de inmunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM) en el
calostro es de 120-130 mg/mL en una proporcion de: 68-87% de 1gG, 8-22% de IgA y 5-9% de
IgM (Klobasa y Butler, 1987; Rooke y Bland, 2002). Esta concentracion disminuye a tasas de
3,4% por hora post-parto.

e A las 3 horas post-parto: el nivel de Ig’s ha disminuido casi un 30%.

e Alas 6-7 horas post-parto: practicamente ha disminuido en un 50%.

e Alas 12 horas post-parto: practicamente ha disminuido en un 70%.

e Alrededor de las 24 horas post-parto: casi sélo queda un 10% de la concentracion inicial

(Devillers et al., 2007).

A su vez, el calostro contiene linfocitos (células B y T), citocinas, nucleotidos y factores
de crecimiento naturales (IGF I - IGF II) que ayudan en el desarrollo normal de los érganos
vitales y estimulan la maduracién funcional del tubo digestivo en las primeras 24 h de vida
(Noblet y Le Dividich, 1981; Wagstrom et al., 2000; Rooke y Bland, 2002; Devillers et al.,
2006).

La composiciéon y la cantidad de calostro y de leche que consume el lechén son
determinantes en el crecimiento, desarrollo y funcién bioldgica del tracto gastrointestinal en el
periodo postnatal. Esto repercute en forma directa sobre el crecimiento, el desarrollo y la
resistencia a contraer enfermedades del animal (Simmen et al., 1990; Le Dividich et al., 2005;
Devillers et al., 2011; Quesnel et al., 2012; Theil et al., 2014; Pluske, 2016).

Durante las primeras horas de vida ocurre la absorcion intestinal (mediante mecanismos
especializados de endocitosis) de una importante concentracion de inmunoglobulinas (Muirhead
y Alexander, 2001; Baxter et al., 2013). Sin embargo, este fendmeno disminuye de manera
significativa hacia las 12-18 h pos nacimiento (Gaskin y Kelly, 1995), impidiendo la trasferencia

de 1gG desde la luz intestinal a la circulacion sistémica. Dicha inmunidad calostral en el lechon
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recibida por transferencia pasiva disminuye con la edad, siendo practicamente nula a las 3
semanas de vida. Sin embargo, al mismo tiempo se va instaurando una inmunidad activa
(generada por el propio lechon) que pasara a ser importante a partir de las 3-4 semanas de vida
(Muirhead y Alexander, 2001).

Desde el punto de vista energético-nutricional se sabe que los lechones que consumen
poca cantidad de calostro son menos vigorosos y menos aptos para competir con sus hermanos
por las tetas productivas, presentando mayor predisposicion a morir por hipotermia y/o
desnutricion (Devillers et al., 2007). Es por tal motivo que la adquisicion de inmunidad pasiva
no es una garantia de supervivencia para el neonato, sino que es necesaria también la energia que
le otorga el calostro (més de 1000 kJ/Kg) para realizar los procesos de nutricion vy
termorregulacion. El lechdn nace con una baja autonomia energética (400 - 600 kJ/Kg) (Le
Dividich et al., 2005; Devillers et al., 2007; Devillers et al., 2011), es por ello que necesita
indefectiblemente ingerir un minimo de 170 gramos/Kg PV de calostro para mantener la
temperatura corporal por encima de la termoneutralidad (entre 30-35°C) y sobrevivir (Devillers
et al., 2005; Quesnel et al., 2012).

Produccién y consumo de calostro y leche

El consumo de calostro por los lechones depende principalmente de su peso y de su
vitalidad, pero también de la capacidad de produccion de la cerda (Le Dividich et al., 2005;
Devillers et al., 2005). La cantidad de calostro producido por la cerda varia entre 2 y 5 Kg en el
curso de las primeras 24 h siguientes al parto para una camada con un tamafio de 8 a 12 lechones
(Devillers et al., 2005). La produccién de leche en el dia 4 de lactancia varia entre 4,60 y 9,64
Kg/dia con un promedio de 8 Kg/dia aproximadamente (Devillers et al., 2007).

Los factores que afectan la produccion y composicion del calostro son el genotipo, la
habilidad materna, el nimero y la duracion de los partos, la induccion temprana al parto, el
estatus nutricional de la cerda, el balance hormonal, el estado sanitario y factores ambientales
tales como falta de higiene, ruidos, elevada humedad, corrientes de aire y temperaturas diferentes
a la de confort (Le Dividich et al., 2005; Devillers et al., 2007; Devillers et al., 2007). El 60-80%
de las cerdas producen calostro suficiente para alimentar adecuadamente a una camada de 12-13
lechones (Devillers et al., 2007). La tasa de consumo de calostro en los lechones es inicialmente
alta, representando del 5 al 7% PV en las primeras 2 h post-nacimiento, decreciendo luego

gradualmente. En una camada de 9 lechones o mas, el consumo de calostro por lechon se reduce
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de 22 a 42 gramos por cada lechon adicional que nace (Le Dividich et al., 2005; Devillers et al.,
2007).

La produccion de leche esta influenciada principalmente por el tamafio de la camada; la
produccién total aumenta con el tamafio de la camada, mientras la produccion de leche por
lechon disminuye. Esto no necesariamente significa que la produccion de leche es inadecuada
para los lechones de grandes camadas, dado que el peso al nacimiento de los lechones también
disminuye con el tamafio de la camada. De hecho, los lechones de peso corporal mayor
consumen mas leche que los lechones mas livianos. Sin embargo, el consumo relativo de leche

(9/Kg PV) es similar para todos los lechones (Klopfenstein et al., 1995).

Comportamiento y sobrevida del lechon. Peso de la camada

La supervivencia del lechén recién nacido depende de su habilidad para pararse, moverse
desde el sitio de nacimiento hacia el area de las ubres, alcanzar la mama y lograr una mamada
funcional. Sin embargo, el peso y el vigor al nacimiento influyen de manera directa en la
sobrevida.

En la produccion porcina actual, es comdn que las cerdas hiperprolificas paran camadas
numerosas, ocasionando que los lechones tengan variacion en el tamafio de la camada y en
promedio un bajo peso al nacimiento (Lund et al., 2002; Quesnel et al., 2012). El peso del
lechdn es un factor fundamental para su supervivencia en las primeras horas post-nacimiento,
dado que un bajo peso al nacimiento predispone a una mayor probabilidad de mortalidad pre-
destete (Rooke y Bland, 2002; Baxter et al., 2008; Huygelen et al., 2015). Estudios demuestran
gue el neonato deberd aumentar al menos un 10% de su PV en el primer dia de vida para
sobrevivir (Devillers et al., 2007), y que tan solo el 28% de los lechones con un peso inferior a
1,1 Kg al nacimiento sobrevivird mas de siete dias (Alonso-Spilsbury et al., 2007).

La variacion individual del peso dentro de la camada de cerdas hiperprolificas es debida a
la disminucion del espacio uterino disponible para el desarrollo del feto y a la reduccién en el
aporte de los nutrientes a través de cada placenta (Baxter et al., 2008; D’Inca et al., 2010;
Campos et al., 2012; Rootwelt et al., 2014; De Vos et al., 2014). El primer dia después del
nacimiento se caracteriza por grandes fluctuaciones en la ganancia de peso entre camadas. En
algunas se produce un aumento de peso sostenido, en otras, la ganancia es muy baja y, en ciertas
camadas, los lechones incluso pierden peso durante uno o mas dias (Alonso-Spilsbury et al.,
2007).
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Los lechones con mayor peso al nacer son mas competitivos por la ubre y por lo tanto
pueden ingerir una mayor cantidad de calostro que los lechones con menor peso al nacimiento
(Le Dividich et al., 2005). De esta manera, los lechones mas pesados beberan parte del calostro
destinado a otros comparieros de camada, provocando una variacion en la ingesta intra camada,
especialmente cuando se prolonga la duracion del parto (Hartsock y Graves, 1976; Le Dividich y
Noblet, 1981; Rooke y Bland, 2002).

No obstante, algunos estudios demuestran que existe una importante correlacion positiva
entre el peso al nacimiento, el vigor y la tasa de sobrevida postnatal. Los lechones con poco
vigor presentan un comportamiento menos agresivo y como consecuencia menor oportunidad de

ingesta de calostro (Alonso-Spilsbury et al., 2007).

Mecanismo de secrecion del calostro

La lactogénesis corresponde al inicio de lactacion. Ella comienza en el final de la
gestacion y sigue hasta el establecimiento de una lactacion abundante, que se da dentro de las 24
a 48 h después del inicio del parto. La lactogénesis se divide en 2 fases (Hartmann y Holmes,
1989):

- Lactogénesis I inicio del metabolismo mamario en el final de la gestacién con una
actividad secretoria limitada por las células epiteliales mamarias ademas de una
acumulacion progresiva de pre-calostro dentro del lumen de los alvéolos.

- Lactogénesis Il: inicio de una secrecidn abundante por las células epiteliales mamarias.

La sintesis de calostro tiene lugar esencialmente durante la lactogénesis | (Kensinger et
al., 1982; Kensinger et al., 1986).

Secrecion de componentes del calostro

Los diferentes componentes del calostro son secretados dentro del lumen de los alvéolos
por mecanismos diversos y caracteristicos (figura 2).

El mecanismo de exocitosis comprende los elementos contenidos dentro de las vesiculas
de secrecion, como proteinas y lactosa sintetizadas dentro del reticulo endoplasmaético y el
aparato de Golgi (Klopfenstein et al., 2002). Estas vesiculas contienen electrolitos monovalentes

(sodio, potasio y cloro). Las vesiculas de secrecion forman especies de canales hasta la parte
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apical de las células y uniones con la membrana celular, liberando, por exocitosis, el contenido
dentro del lumen de los alvéolos (Devillers et al., 2006).

La secrecion de gotitas lipidicas contenidas dentro del citoplasma, después de fusionarse

y migrar hacia la parte apical de las células, son envueltas por la membrana celular apical y
liberadas bajo la forma de gldbulos lipidicos dentro del lumen alveolar (Keenan, 2001).

Durante la lactogénesis ocurren mecanismos de pasaje de componentes inmunolégicos.
El pasaje de Ig’s implica particularmente a IgG e IgE provenientes del plasma de la madre, y a
numerosos factores de crecimiento y hormonas. El mecanismo de entrada de las Ig’s desde los
vasos sanguineos dentro de las células no esta todavia completamente dilucidado en la cerda. No
obstante se proponen diferentes teorias: el pasaje para-celular y el pasaje mediante

transportadores (mecanismo activo). En el pasaje para-celular se lleva a cabo durante el curso de

la gestacion, donde las uniones estrechas entre los lactocitos que aseguran la impermeabilidad
del epitelio mamario, por accion hormonal son abiertas, permitiendo el pasaje entre las células
epiteliales de células inmunitarias, de Ig’s plasmaticas y de electrolitos hacia el lumen alveolar

(Klopfenstein et al., 2002). En el pasaje mediante transportadores, mediante efecto hormonal

(progesterona, estrogenos) se sintetizan localmente transportadores encargados de llevar desde el
lumen vascular a la extremidad apical del acino diferentes tipos de Ig’s y otras células

inmunitarias, como los linfocitos (Devillers et al., 2006).
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Figura 2. Estructura de una célula epitelial mamaria y mecanismos de secrecién de contenidos del
calostro. 1-Exocitosis; 2-Secrecion de gotitas lipidicas; 3-Pasaje trans-celular; 4-Pasaje para-celular
(adaptado de Devillers et al., 2006).

Regulacion hormonal de la secrecion de calostro

Las hormonas sexuales de la lactogénesis, prolactina (PRL), progesterona (P4),
estrogenos, relaxina, prostaglandinas y oxitocina, influencian la produccion de calostro de
diferentes maneras. En primer lugar, ellas regulan el desarrollo mamario durante la gestacion.
Por otra parte, controlan la sintesis de diferentes contenidos del calostro, inducen el cierre de la
uniones estrechas entre las células epiteliales mamarias y por consiguiente el pasaje de la
secrecion calostral a la secrecion lctea.

Dentro de las 48 h siguientes al parto, las concentraciones plasmaticas de P4, estradiol-
17B (E2), relaxina, cortisol, PRL y prostaglandina-F2a (PGF2a) evolucionan rapidamente. Estas
hormonas influencian la sintesis de los contenidos del calostro y por consiguiente la evolucion de
su composicion. La PRL es la hormona mas importante durante la primera fase de la lactacion

(Taverne et al., 1982; Farmer et al., 1998). Influencia la produccion lactea y estimula la sintesis
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de caseina, de a-lactoalbumina (a-LA), de lactosa y de acidos grasos (Plaut et al., 1989; Delouis
et al., 2001). La caida de la P4 en el final de la gestacion parece ser el factor desencadenante de
la lactogénesis. Ademas, estimula el crecimiento de la glandula mamaria (Farmer, 2001). La
actividad de sintesis de las células epiteliales mamarias es por consiguiente dependiente de la
caida de la tasa de plasmaética de P4 y del incremento de las concentraciones de PRL (Falconer,
1980; Devillers et al., 2006).

El incremento de la concentracion de E2 al final de la gestacion es necesario para la
iniciacion de la lactacion a pesar de que el rol exacto todavia no se ha determinado (Willcox et
al., 1983). La relaxina no parece tener un efecto particular sobre la iniciacion de la lactacion en
la cerda (Nara et al., 1982; Zaleski et al., 1996).

Amamantamiento

La primera ingestion de calostro por el lechon ocurre aproximadamente 20 minutos
después del nacimiento (Le Dividich et al., 2005) y el orden de las mamas se establece dentro de
las 48-72 h post-parto. Esta jerarquia se instaura de tal manera que cada lechén mama en forma
constante de una o dos mamas especificas durante toda la lactancia (Scheel et al., 1977; De
Passille y Rushen, 1989; Klopfenstein et al., 1995; Andersen et al., 2011; Pedersen et al., 2011).
El orden jerarquico se correlaciona con el tamafio de la camada, la capacidad productora de leche
de la cerda y la morbilidad-mortalidad de los lechones (Alonso-Spilsbury et al., 2007). Los
lechones que nacen primero tienen la ventaja de poder elegir las mamas pectorales.
Normalmente se observa una preferencia por estas glandulas mamarias que son las mas ricas en
Ig’s, a su vez se encuentran “mas protegidos” por el contacto materno por efecto de vocalizacion
de la madre y seguros también de los miembros traseros (patas).

Las eyecciones de calostro durante el peri parto ocurren cada 10-20 minutos, y el periodo
de alta presion intramamaria que permite la extraccion del calostro puede mantenerse durante 1
minuto 0 mas. Después de la fase de calostro, y durante el resto de la lactacion, la eyeccién de
leche es ciclica, con aproximadamente 24 ciclos por dia (Klopfenstein et al., 1995; Pedersen et
al., 2011). La duracion del flujo de leche en la cerda es muy corto y solo dura 20-30 segundos.
Un lechdn necesita los 20 segundos completos para consumir 20 a 30 gramos de leche. Por
consiguiente, es importante que los cerdos empiecen a mamar en cuanto la leche esté disponible,
porque un retraso de sélo 5 segundos causa una pérdida de ingestién de leche de 25-50%
(Alonso-Spilsbury et al., 2007).
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Regulacion del cierre de las uniones estrechas entre las células epiteliales mamarias

Un acontecimiento sobresaliente del pasaje de la fase calostral a la fase lactea es el cierre
progresivo de las uniones estrechas entre las células epiteliales mamarias, que aseguran la
impenetrabilidad de los alvéolos en relacion al ambiente extracelular. Este mecanismo, regulado
por las hormonas implicadas en la regulacion de la paricion ha sido poco estudiado al momento.
Solo se ha observado una correlacion negativa entre las concentraciones de 1gG y PRL en el
calostro (Devillers et al., 2004). Asi mismo se sabe que la P4 actia como un freno en la actividad
de sintesis de células epiteliales mamarias y en el cierre de sus uniones estrechas, mientras que la

PRL y el cortisol los estimulan (Devillers et al., 2006).

5. MOLECULAS ANTIBIOTICAS

FOSFOMICINA

La FOS (&cido cis-1,2-epoxipropilfosfonico), conocida inicialmente con el nombre de
fosfonomicina (Hendlin et al., 1969), es un antibidtico bactericida de amplio espectro y de bajo
peso molecular (es casi el menor de entre todos los antimicrobianos: 138 g/mol) (Escolar Jurado
et al., 1998; Popovic et al., 2010) que actla blogueando la biosintesis de la pared celular
bacteriana en su primera etapa de la sintesis del peptidoglicano (Kahan et al., 1974). La molécula
presenta varias caracteristicas quimicas no observadas habitualmente en los compuestos
fosforados organicos, ya que por un lado, estd formada por un grupo epdxido al que se une un
grupo fosfdrico cargado negativamente y que es determinante para su accion antibacteriana
(Baron y Drugeon, 1985) (figura 3). Por otra parte, presenta una unién directa entre el carbono y
el fosforo sin puente intermedio de oxigeno (Escolar Jurado et al., 1998), como es habitual en los
compuestos organicos fosforados (Baron y Drugeon, 1985). La FOS fue aislada en 1966 de una
cepa de Streptomyces fradiae, obtenida de una muestra de suelo, y posteriormente de
Streptomyces viridochromogenes y Streptomyces wedmorensis (Grassi, 1990). Es un antibidtico
espafol, poco valorado en la bibliografia médica anglosajona y de escasa utilizacion en su pais
de origen, siendo considerado habitualmente de segunda linea. Es, sin embargo, un buen
antimicrobiano con caracteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas que permite su
administracion via parenteral y oral. Es un antibidtico natural, no relacionado quimicamente con

ningun otro de los conocidos (Escolar Jurado et al., 1998).
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Figura 3. Estructura quimica de la fosfomicina.

Farmacocinética: la absorcion de FOS se produce a lo largo del tubo digestivo, siendo superior
en el duodeno y yeyuno (Tamai y Tsuji, 1996). Su baja union a proteinas (<0,50%) junto con su
bajo peso molecular e hidrosolubilidad, permiten una buena difusion de la FOS a los tejidos
corporales, atraviesa la barrera hematoencefalica pudiendo alcanzar el fluido amniético, humor
acuoso, tejido linfatico, secreciones bronquiales y fluidos purulentos (Sauermann et al., 2005).
Una proporcion pequefia de la molécula pasa por bilis, leche y calostro. La FOS no presenta
transformacion metabolica (Roussos et al., 2009) y se excreta en orina en forma activa,
principalmente por filtracion glomerular (10-60%) sin secrecion tubular o reabsorciéon. Un 20%
de la droga se elimina por las heces (Eardley et al., 2006). La via oral en el tratamiento de
infecciones de menor gravedad (vias respiratorias altas) es insegura, ya que depende de la
absorcion intestinal. No obstante, en las infecciones del tracto digestivo, el antibidtico responde
satisfactoriamente porque actda en la luz intestinal (Gobernado, 2003).

La estructura quimica de la FOS se presenta en diferentes sales: la sal disddica es la
utilizada para la administracion por via intravenosa, mientras que la sal trometamol (trometamina
[trihidroximetil-aminometano]) y la sal calcica se utilizan para la administracién oral.
Administrada por via intramuscular alcanza concentraciones plasmaticas de tres a cinco veces
mayores que las obtenidas por via oral. Las sales disddica y célcica se obtienen substituyendo los
dos atomos de hidrdgeno del radical fosférico por otros tantos de sodio y uno de calcio,
respectivamente. La sal de trometamol, disponible desde 1990 y comercializada para uso oral, se
obtiene agregando al radical fosférico una molécula de trometamina (tris-hidroximetil-
aminometano), la cual es un tampon sintético para uso a corto plazo que da lugar a que el peso
molecular de la fosfomicina casi se duplique, sin contribuir ni interferir con su accién
antibacteriana (Escolar Jurado et al., 1998). En todas las especies se han encontrado diferencia
en la F% luego de la administracién PO en relacion con las diferentes formulaciones, tales como
FOS disddica (41-85%), FOS célcica (20%) y FOS trometamol (34-41%) (Segre et al., 1987,
Patel et al., 1997). Sin embargo, la administracion IM de FOS disodica ofrece una ruta mas

predictiva de la dosis de absorcién que la administracion PO, que puede asociarse con dos
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hechos. Por un lado, la absorcién en el tracto gastrointestinal es un proceso saturable asociada al
sistema de fosfato y, por el otro, hay una degradacion de FOS disodica debido al pH géstrico
acido (Gutierrez et al., 2008).

Para poder actuar la FOS atraviesa las membranas externas mediante las porinas, pasa la
barrera de peptidoglicano sin dificultad y finalmente atraviesa la membrana citoplasmatica a
través de sistema de transporte activo, que se favorece por la presencia de L-a-glicerol fosfato y
D-glucosa 6 fosfato (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Pérez et al., 2014).

La cinética de la FOS ha sido descripta en humanos (Kirby, 1977; Segre et al., 1987;
Vargas et al., 1987), aves (Aramayona et al., 1997; Pérez et al., 2011; Soraci et al., 2011b),
conejos (Fernandez Lastra et al., 1987), bovinos (Sumano et al., 2007), equinos (Zozaya et al.,
2008), caninos (Gutierrez et al., 2008) y cerdos (Soraci et al., 2011a).

Farmacodinamia: la FOS es una droga tiempo dependiente es decir que debe alcanzar
concentraciones constantes por encima de la concentracion minima inhibitoria (CIM) para
ejercer su efecto bactericida (Toutain et al., 2002). En producciones intensivas la FOS se utiliza
para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas
sensibles: Salmonella sp., Escherichia coli, Pseudomona sp., Pasteurella sp., Staphilococcus sp.,
Streptococcus sp., Haemophilus sp., Klebsiella s.p, entre otras. No es activa contra bacteroides
(Garcia-Rodriguez, 1984). Posee rapido efecto, buena tolerancia, sinergismo en asociaciones con
otros antimicrobianos del grupo de los aminoglucésidos, betalactdmicos, cloranfenicol,
tetraciclinas, eritromicina, cotrimoxazol y quinolonas (Salhi et al., 1986), siendo activa y estable
frente a betalactamasas. Est4d demostrada su penetracion en las células fagocitarias, donde
alcanza concentraciones elevadas, presentando una actividad intracelular proxima a la de la
rifampicina (Baron y Drugeon, 1985; Trautmann et al., 1992). Esta penetracion no altera la
capacidad de ingestion y destruccion de las mencionadas células, en estudios “in vitro”. No
posee resistencia cruzada con ningun otro antibi6tico o quimioterapico (Baron y Drugeon, 1985;
Gutierrez et al., 2008).

OXITETRACICLINA

El nombre de la IUPAC para la OTC es (4S,4aR,5S,5aR,6S,12aS)-4-(dimetilamino)-
3,5,6,10,11,12a-hexahidroxi-6-metil-1,12-dioxo-1,4,4a,5,5a,6,12,12%0ctahidrotetracen-2

carboxamida, siendo su formula quimica abreviada C22H24N209. La OTC posee 4 anillos (A, B,
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C y D), siendo su nucleo el naftacenocarboximida. En el anillo D hay un grupo fenolico, en el B
un grupo enolico, en el A un grupo dimetilamino y una funcion carboxamida y en el C un radical
metilo (figura 4). La OTC fue aislada por primera vez en el afio 1950 de ciertas cepas de
Streptomyces rimosus (Finlay et al., 1950) y su peso molecular es de 460,4 g/mol. Su mecanismo
de accion consiste en inhibir la sintesis proteica bacteriana en el proceso de reproduccion y
crecimiento celular, al ligarse al ribosoma bacteriano 30S (Connamacher y Mandel, 1965).

La OTC perteneciente al grupo de las tetraciclinas (TTC), posee mayor liposolubilidad
que la FOS y es de amplio uso en la produccion porcina (Papadoyannis et al., 2000; Alonso
Dupuy, 2016; Ramirez Llorente, 2016). Las TTC son farmacos de primera linea en animales de
produccion, incluyendo especies acuicolas, animales exdticos y abejas, pero su uso es mucho
menor en animales de compafiia, caballos y seres humanos. En la actualidad, la cria de ganado
porcino es la que mas antibioticos consume a nivel mundial (atn por encima del ganado bovino),
siendo las TTC en general los antibidticos més utilizados en esta especie. En el Reino Unido, de
acuerdo con el Veterinary Medicines Directorate (VMD) (Burch, 2012), de las 387 toneladas de
antibioticos utilizados en animales en el 2007, el 45% fueron TTC, el 19%

sulfonamidas/trimetropin, el 19% beta-lactamicos y el 9% macrolidos.
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Figura 4. Estructura quimica de la oxitetraciclina.

Farmacocinética: las TTC son sustancias cristalinas ligeramente amarillas, sin olor y levemente
amargas; son anfoteras ya que en solucion acuosa forman sales tanto con acidos como con bases.
Son estables en forma de polvo, pero no en solucién acuosa, siendo particularmente inestables a
pH superiores a 7 y destruyéndose con soluciones acidas de pH inferiores a 2. La OTC es un
polvo cristalino amarillo, muy poco soluble en agua que se disuelve en disoluciones diluidas de
acidos o bases (Prescott y Baggot, 1993; Alonso Dupuy, 2016).

La OTC se absorbe en el estbmago y la porcion inicial del intestino delgado, alcanzando
una biodisponibilidad tan solo del 3-5%. Sin embargo, su absorcion disminuye cuando se

administra junto con alimento o por la ingestion simultanea de productos lacteos, hidroxido de
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aluminio, y distintas sales (calcio, magnesio, hierro o zinc) (Ericsson et al., 1982). La absorcion
también puede verse disminuida por la formacién de complejos y cationes divalentes y
trivalentes en el medio (Aronson, 1980). La quelacion del cation por parte del antibidtico
provoca la alteracion de la estructura quimica (Caswell y Hutchison, 1971), reduciéndose la
absorcion hasta niveles minimos, sobre todo en TTC de accién prolongada. La absorcion de la
OTC administrada por via intramuscular y subcutinea es excelente, por via parenteral es
completa y superior a la obtenida por via oral. Se detecta en plasma a los 15 minutos, alcanzando
su valor maximo en una hora. Se mantiene en margenes terapéuticos durante 12 h, declinando
posteriormente hasta ser indetectable 24 h después de la inyeccidn (Davey et al., 1985; Escudero
et al., 1994; EIl Korchi, 2006; Alonso Dupuy, 2016).

Las TTC se distribuyen de forma répida y difunden bien por todos los tejidos y liquidos
corporales. La OTC circula en plasma fijada a proteinas en una proporcion alrededor del 20-
40%. Las mayores concentraciones se encuentran en rifién, higado, bazo, pulmén y, ademas,
pasa al liquido pleural, pericardio, atraviesa la placenta y llega a la circulacién fetal y a la leche
(El Korchi, 2006). Segun del Castillo (2013) estos antibioticos alcanzan concentraciones en la
leche que se aproximan a las del suero. Sin embargo, otros autores describen que el nivel
alcanzado en leches es aproximadamente la mitad que el plasmatico (Blobel y Burch, 1960; Ziv
y Sulman, 1974).

Las TTC se metabolizan en el higado en diferentes proporciones, de acuerdo con el tipo
de TTC que se trate. La TTC original es el compuesto detectado con mayor frecuencia en las
heces, orina y tejidos, y el grado de biotransformacion es minimo (Kunin et al., 1973). Se ha
estimado que la tasa de metabolismo de las TTC en vacas lecheras es del 25-75% (Elmund et al.,
1971; Rysz y Alvarez, 2004).

La OTC se excreta principalmente con la orina por filtracion glomerular y, en menor
medida, por la bilis, alcanzandose en la Gltima concentraciones de 5 a 10 veces mayores que en
plasma. También se excreta por saliva, leche y huevos (Kunin et al., 1973; Fritz y Zuo, 2007).

Para que los antibi6ticos lleguen a los ribosomas se requiere un primer proceso de
difusion pasiva a través de los canales hidréfilos formados por las proteinas porinas (membrana
del patdgeno). El segundo proceso implica un transporte activo, que permite el paso a todas las
TTC a través de la membrana citoplasmica interna. Este Gltimo proceso puede requerir un
transportador proteico periplasmatico (Gale y Folkes, 1953; Hash et al., 1964).

Se ha sefialado que existe sinergismo entre las TTC vy la tilosina frente a Pasteurella 'y es

posible que este fendmeno se dé también entre las TTC y los deméas macroélidos. Del mismo
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modo, su asociacién con las polimixinas produce efectos sinérgicos, apreciandose un aumento de

la captacion de los antibidticos por parte de las bacterias (Bentley, 1983).

Farmacodinamia: la OTC es co-dependiente, es decir, que su eficacia depende tanto de su
concentracion como del tiempo. Uno de estos parametros puede dominar sobre el otro pero
ambos son determinantes en la eficacia del antimicrobiano (Alonso Dupuy, 2016). Las TTC
tienen un espectro antimicrobiano muy amplio que incluye gran parte de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, también son efectivas contra algunos micro-organismos resistentes a
agentes que ejercen sus efectos sobre la pared de la célula bacteriana, por ejemplo Rickettsia,
Mycoplasma, Chlamydia y algunos protozoos (Baxter y McKellar, 1995). En producciones
intensivas, la OTC se utiliza para el tratamiento de enteritis bacteriana (diarrea, colibacilosis),
neumonia, leptospirosis, rinitis atrofica, erysipela, infecciones post-quirtrgicas, infeccion
umbilical/articular. En cerdas es apropiado como adyuvante en el control de las enteritis
infecciosas (diarreas de los recién nacidos, colibacilosis en los lechones), en el sindrome MMA y
en infecciones bacterianas secundarias a enfermedades viricas (Prescott y Baggot, 1993).

La OTC se emplea ademads como promotor del crecimiento, incrementando la
productividad y el consecuente beneficio econémico para la industria avicola y porcina
(Izquierdo et al., 2010). Como consecuencia del amplio uso que se ha hecho de estos
antibidticos, se presentan con cierta frecuencia bacterias resistentes a las tetraciclinas
(principalmente entre bacterias de la flora intestinal del animal). La Escherichia coli es un
indicador de resistencia bacteriana (Arias-Andrés et al., 2014). Se han registrado también
bacterias resistentes a diferentes cepas de estafilococos, estreptococos, neumococos,
pseudomonas Yy enterobacterias y algunas cepas de Mycoplasma hyopneumoniae Yy
Mycobacterium bovis (Speer et al., 1992; Schnappinger y Hillen, 1996; Prescott y Baggot,
1993).

6. PASAJE DE FARMACOS A FLUIDOS MAMARIOS (CALOSTRO Y LECHE)

El mecanismo de pasaje de farmacos a los fluidos mamarios es similar a los mecanismos
de pasaje a traves de membranas plasmaticas (Gremmo-Feger et al., 2003; Damase-Michel et al.,
2004). El principal mecanismo de pasaje de un farmaco a calostro se realiza por difusién simple
de la forma no ionizada de la molécula (Fleishaker, 2003; Pons y Rey, 2003; Lee, 2007). En
relacion a las caracteristicas fisicoquimicas del antibidtico (pKa, hidrosolubilidad,
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liposolubilidad, unidn a proteinas plasmaticas, entre otros), las concentraciones de los mismos en

el calostro pueden variar considerablemente impactando sobre la salud intestinal del lechén

lactante.

Factores que influencian la concentracion de farmacos en calostro/leche

Concentracion plasmatica maternal del farmaco: es un factor importante a tener en
consideracién, el cual esta fuertemente relacionado a la dosis y duracion del tratamiento, a
la via de administracion, a la vida media y al clearance renal del farmaco (Damase-Michel
et al., 2004).

Grado de ionizacion del farmaco: el grado de ionizacion depende del pKa del farmaco y
del pH del medio. S6lo las formas no ionizadas difunden a través de las membranas
bioldgicas (Howard y Lawrence, 1999).

Liposolubilidad: los compuestos mas liposolubles son los que més facilmente atraviesan
las membranas bioldgicas y por ende se concentran en calostro y leche (Wilson et al.,
1980).

Unién a las proteinas: solo la fraccion libre puede experimentar pasaje a través de las
membranas bioldgicas. Una vez en los fluidos de calostro o leche el farmaco puede unirse

o ligarse a las proteinas de esas matrices bioldgicas.

Peso molecular (PM): cuanto mas bajo sea el PM maés facil difundird la molécula a través
de los espacios intercelulares (difusion para-celular). PM mayores a 800-1000 Daltons

dificilmente difundiran a fluidos mamarios.

Flujo sanguineo mamario: el flujo sanguineo mamario aumenta durante el curso de cada
mamada. Por tanto este factor podria condicionar la concentracion de farmacos en leche o
calostro y por consiguiente la exposicion al farmaco en los lechones. Los lechones que
nacen primero serdn los mas expuestos en funcion de las concentraciones sanguineas
maternales post-administracion, con respecto a los que nacen ultimos (la concentracién del
farmaco en calostro y leche son fuertemente dependientes de la vida media y el clearance
renal de la madre) (Pons y Rey, 2003).

29



- Composicion lipidica del fluido: con el transcurso del tiempo post-parto, el calostro va
variando en su composicién lipidica en forma progresiva y significativa, facilitando la

concentracion de los farmacos liposolubles (Cregan y Hartmann, 1999).
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CAPITULO I1: SECCIONES EXPERIMENTALES
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SECCION EXPERIMENTAL |

DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES RESIDUALES DE FOSFOMICINA
Y OXITETRACICLINA EN CALOSTRO Y LECHE DE CERDA

1. INTRODUCCION

La aplicacion de antibidticos a cerdas durante el peri-parto es una préctica no
recomendada que aun se encuentra profundamente arraigada en diversos sistemas de produccion,
sin tener en consideracion la eliminacion de residuos de farmacos en calostro y leche. Diversos
estudios han demostrado que la mayor parte de las formulaciones antibiéticas administradas a las
hembras lactantes se eliminan con la leche (Tornadijo et al., 1998; Cinquina et al., 2003; Fritz y
Zuo, 2007; Mattar et al., 2009; Li et al., 2017). Sin embargo, la informacion cientifica sobre
dicha tematica en la especie porcina es limitada debido a que la leche de cerda no se destina a
consumo humano. La mayoria de los trabajos de investigacion han sido realizados en el ganado
vacuno, y en menor medida en ovejas y cabras lecheras, por su posible implicancia en la salud
publica y la industria lactea, dado al peligro que conlleva el consumo de leche o derivados
contaminados con residuos de antibioticos (Blobel y Burch, 1960; Ziv y Sulman, 1974; Cinquina
et al., 2003; Fritz y Zuo, 2007; Maéttar et al., 2009; Berruga et al., 2016; Liu et al., 2016; Mullen
etal., 2017).

La importancia de determinar la disposicion de concentraciones antimicrobianas
residuales en el fluido mamario porcino radica fundamentalmente en evaluar el efecto sobre la
camada. La ingestién de calostro y leche contaminada con antibiéticos puede provocar un
quiebre en la morfo-fisiologia y microbiologia del lactante impactando en su vida productiva
futura. Estudios en ratones revelaron que la exposicién a bajas concentraciones de antibi6ticos en
la vida temprana tiene efectos sobre el metabolismo y la microbiota intestinal (Cox et al., 2014;
Cox y Blaser, 2015). Ademas, también se ha documentado que los antibidticos presentes en la
leche pueden modificar la flora intestinal, el desarrollo de microorganismos patégenos, la
reduccion de la sintesis de vitaminas (Khachatryan et al., 2006; Fritz y Zuo, 2007) y el desarrollo
de bacterias resistentes a los antibidticos (Roberts, 1996; Tornadijo et al., 1998).

Los antibidticos seleccionados para este trabajo de tesis fueron FOS y OTC. Ambos
tienen amplio espectro bacteriano y son comunmente utilizados en producciones intensivas,

aunque poseen caracteristicas fisico-quimicas, hidro y liposolubles opuestas (Escolar Jurado et
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al., 1998; Papadoyannis et al., 2000; Popovic et al., 2010; Alonso Dupuy, 2016; Ramirez
Llorente, 2016). Esto conlleva a que el pasaje a traves de las membranas bioldgicas sea

diferencial para cada antibidtico y por consiguiente su llegada al fluido mamario.

2. OBJETIVO

Estudiar la disposicion de los antibidticos FOS y OTC en calostro y leche de cerda, luego

de la administracion IM durante el peri-parto.

3. MATERIALES Y METODOS

3.a) Animales

El estudio se llevo a cabo en una granja comercial del partido de Tandil, Provincia de
Buenos Aires, que cuenta con 400 hembras en produccién. La granja consiste en un sistema de
produccién de ciclo completo, en confinamiento total y en un solo sitio. Se trabajo con cerdas
gestantes clinicamente sanas, de una misma linea genética, con 2,4 partos/hembra/afio, >27
lechones nacidos vivos/cerda/afio, >22 lechones destetados/hembra/afio. Las cerdas no recibieron
tratamiento antibi6tico previo al ensayo y no presentaron historial de partos distocicos o
complicaciones post-parto. Las hembras, alojadas en parideras de hierro en salas de maternidad
fueron ingresadas 4 dias previos al parto y se mantuvieron alli durante 21 dias hasta el destete de
sus respectivos lechones. La alimentacién administrada consistio en una dieta comercial
gestacion (3,0 Mcal EM/Kg y 14% proteina) antes del parto y dieta comercial lactancia (3,2
Mcal EM/Kg y 16% proteina) durante la lactancia. El estudio se realiz6 siguiendo las normas
éticas aprobadas por el comité de Bienestar Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias,

Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Argentina.

3.b) Antibioticos

e Fosfomicina: FOS disddica (Fosbac®, formulacion al 25% de laboratorio Bedson S.A.,

Pilar, Buenos Aires, Argentina) administrada por via IM a razon de 15 mg/Kg de PV.

33



Oxitetraciclina: OTC solucion (Terramicina® solucion inyectable de laboratorio Zoetis
S.A., Argentina) administrada por via IM a razon de 6 mg/Kg de PV y OTC LA (Oxilen
AD, formulacion al 20% de laboratorio Vetanco S.A., Argentina) administrada por via
IM a razén de 20 mg/Kg de PV.

3.¢) Grupos experimentales y administracion de los antimicrobianos

Todos los animales fueron inducidos al parto a los 114 dias de gestacion con 1 mL de

PGF2a via IM y divididos en cinco grupos experimentales (figura 5):

Cerdas Control: tratadas con solucion fisioldgica.

Cerdas FOS1: tratadas con una dosis IM de FOS de 15 mg/Kg al momento de la
induccion al parto.

Cerdas OTCLA: tratadas con una dosis IM de OTC LA (larga accion) de 20 mg/Kg al
momento de la induccion al parto.

Cerdas FOS3: tratadas con tres dosis IM de FOS de 15 mg/Kg. La primera dosis se
administré al momento de la induccién al parto y las dos siguientes cada 24 h.

Cerdas OTC3: tratadas con tres dosis IM de OTC de 6 mg/Kg. La primera dosis se

administré al momento de la induccién al parto y las dos siguientes cada 24 h.

P — /&; PGF2a 1 mL IM
Fosfomicina Oxitetraciclina LA
15 mg/Kg PV IM 20 mg/Kg PV IM
_ Cerdas FOS1 L _Cerdas OTC LA
n=10 n=4
Fosfomicina Oxitetraciclina solucion
15 mg/Kg PV IM }yﬁ wih 6 mg/Kg PV IM /yﬁ 24h

; P oah y S¥24nh
Cerdas FOS3 fe Cerdas OTC3 %
n=10 n=10

g

n=10

Figura 5. Esquema de dosificacion de los grupos de cerdas en estudio.
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Cabe aclarar que para conformar los grupos se realizé la induccion al parto y el
tratamiento con antibi6ticos de un nimero mayor de cerdas, y solo se eligieron las hembras que

en promedio comenzaban el parto a las 20 + 1 h pos induccion.

Muestras de calostro y leche

Las muestras de calostro y leche fueron colectadas manualmente (5 mL) de las glandulas
mamarias pectorales y medias en tubos de polipropileno de 50 mL a los siguientes tiempos post
administracion de los antibioticos: al inicio del parto (0 h) y a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 y 48 h
post-parto (figura 6). Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento y analisis
por HPLC en el Laboratorio de Toxicologia, Departamento de Fisiopatologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias, UNCPBA. Es dable destacar que en el presente ensayo no se considero la
posibilidad de extraer muestras a las cerdas en paricion para realizar cinética en sangre, ya que el
estrés inducido por las maniobras de inmovilizacion y toma serial de sangre durante el parto,
modifica considerablemente el mismo, asi como la produccion y disposicion de calostro-leche

(McGlone et al., 1993) y por ende el objetivo central del estudio.

Figura 6. Toma de muestras de calostro y leche de cerda.

3.d) Determinaciones de las concentraciones de antibiéticos en calostro y leche

Puesta a punto de las metodologias

Para llevar adelante este objetivo particular, se puso a punto y validé una metodologia
analitica HPLC-MS/MS para la determinacion de FOS y HPLC-UV para la cuantificacion de
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OTC en las matrices bioldgicas en estudio (calostro y leche) (Fritz y Zuo, 2007; Fernandez Paggi
etal., 2012).

« Metodologia analitica de la FOS

Reactivos y quimicos: todos los reactivos y solventes empleados fueron de grado/calidad
HPLC. Fosfomicina Sigma Aldrich, Mo (USA). Fudosteina (FUD) (Estandar Interno, ISTD) EH
Field Co; LTD (Nanjing, China). Acetato de etilo y metanol de Laboratorios J. T. Baker
(Deventer, Holanda). Agua ultra purificada, desionizada.

Equipamiento: cromatdgrafo liquido de alta resolucién masa masa (HPLC-MS/MS): Thermo
Electron Corporation (Bomba de gradiente cuaternaria, equipo de inyeccion automatica
termostatizado y horno columna). Columna: Phenomenex de fase CN. Tamafio de particula 3
pum, 4.6 mm de diametro interno y 75 mm de largo. Detector: Espectrometro de masas de triple
cuadruplo marca Thermo Electron Corporation, modelo TQS Quantum Discovery Max, (U.S.A).
Fuente de iones ESI (ionizacidn electro spray). Centrifuga de 12.000 rpm (Beckman Coulter®),
balanza analitica de 0,01 mg de precisién (Denver Instruments), equipo de purificacion de agua
Pure Lab UHQ de ELGA (Lane End, UK), freezer, agitadora, vortex.

Material de laboratorio: material volumétrico de vidrio certificado de classe A (probetas,
matraces). Micropipetas automaticas Gilson (P20; P100; P200 y P1000). Tubos de ensayo.
Tubos de polipropileno de 50 mL. Jeringas pléasticas de 3 mL y filtros de jeringa de 0,22 um
(Agilent Technologies). Eppendorf de polipropileno de 3 mL. Viales de vidrio color ambar de

1,5 mL para inyector automatico.

Método:

Preparacién de soluciones estandares

» Soluciones madre de FOS y FUD: 400 pg/mL en agua (400 ppm)
» Soluciones de trabajo de 1, 10 y 100 pg/mL de FOS
» Soluciones intermedias de 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 15 y 20 ppm de FOS para la curva de

calibracién.
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Preparacion de curva de calibracion

Se realizé un “pool” calostro proveniente de cerdas libres de antibioticos, recolectado al
momento del parto. Se utilizaron 100 pL de extracto calostro blanco filtrado, 100 pyL de la
solucidn estandar correspondiente, se fortifico con 100 pL de FUD 10 ppm (10 pg/mL en agua)
y se agreg6 700 pL de agua a cada vial.

Extraccion y purificacion de la FOS

Para la extraccion y purificacion del FOS se utiliz una técnica desarrollada por nuestro
equipo de trabajo (Ferndndez Paggi et al., 2012). Las muestras de calostro y leche fueron
descongeladas a temperatura ambiente de laboratorio (21°C) y posteriormente homogeneizadas
en vortex durante 30 segundos. Un mL de calostro de cada muestra fue colocado en tubos de
polipropileno de 50 mL. Las muestras fueron sometidas a una doble extraccion liquido-liquido
mediante el agregado de 6 mL de acetato de etilo. Los tubos fueron mezclados en vortex,
agitados durante 20 minutos, centrifugados a 9000 rpm a 4°C durante 10 minutos y congelados
en freezer durante toda la noche. En cada extraccion la fase orgénica (solvente) fue descartada
con pipeta Pasteur de 2 mL. Posteriormente se agregd 1 mL de metanol a la fase acuosa, con el
objetivo de precipitar las proteinas hidrosolubles presentes en la misma (figura 7). Las muestras
fueron sometidas a vértex (30 segundos) y centrifugadas a 10000 rpm a 4°C durante 20 minutos.
El sobrenadante asi obtenido fue filtrado mediante jeringa y filtros de jeringa de 0,22 pm.
Finalmente se tomaron 100 pL de filtrado de las muestras, 100 pL de FUD 10 ppm y 800 uL de
agua HPLC des-ionizada, se colocaron en viales de vidrio y fueron analizados por HPLC-
MS/MS. La determinacion de FOS en calostro se llevé a cabo por triplicado.

La curva de calibracion contempld 6 concentraciones por quintuplicado en un rango de
0,1 a 10 pg/mL. A partir de las mismas se determind la homogeneidad de varianza para evaluar
la linealidad (Test de Hartley). El limite de cuantificacion fue calculado por sextuplicado
tomando la dltima concentracion (0,1 pug/mL) de la curva de calibracion. El porcentaje de
recuperacion fue calculado en 3 concentraciones por quintuplicado de la curva de calibracién
(10, 5 y 0,1 pg/mL). Asi mismo, se calcularon las variaciones inter dia e intra dia. La
interferencia fue determinada por sextuplicado de extracto blanco de calostro libre de FOS. Para
evaluar selectividad y verificar que no hubiese interferencias en el tiempo de retencion de
nuestros analitos en estudio, se inyectaron en el equipo una muestra de matriz blanco de calostro

(sin adicion de antibidticos) y una muestra de matriz blanco fortificada con antibioticos.
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Figura 7. Muestras de FOS durante la precipitacion de proteinas.

Anélisis cromatografico

Se trabajo con un equipo HPLC-MS/MS Thermo Inc. que posee un inyector automatico
termostatizado a 14°C, con bomba de gradiente cuaternario (figura 8). La fase movil estuvo
compuesta por acetonitrilo/agua (20:80), que trabajé en modo isocratico a un flujo de 250
pL/min. La separacion cromatografica se realizé en una columna Phenomenex de fase CN,
tamano de particula de 5 um, 4,6 mm de didmetro interno y 75 mm de largo, que se encuentra en
un horno a 30°C. El volumen de inyeccion fue de 20 pL, el tiempo de corrida para una muestra
de 6 minutos y el tiempo de retencion de 2,53 minutos. La deteccion de FOS fue realizada por un
analizador-detector de triple cuddruplo, marca Thermo (TSQ Quantum). La fuente de iones fue
ESI trabajando en modo negativo. La deteccién se realizé utilizando SRM para las transiciones
137 - > 79 y 178 - > 91 de FOS y FUD, respectivamente. Los iones precursores de m/z 137 y
178 fueron seleccionados en el primer cuadruplo (Q1). Luego de la fragmentacion inducida por
colision con gas argén en Q2, los iones productos de m/z 79 y 91 fueron monitoreados en Q3. El
procesamiento de los datos se realizo6 utilizando el software Xcalibur de Thermo.

Los parametros de validacion de FOS en calostro y leche fueron determinados acorde a
las exigencias de las guias internacionales (U. S. Department of Health and Human Services,
FDA, CDER, CVM. Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation, May 2001).
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Figura 8. Equipo de HPLC-MS/MS.

« Metodologia analitica de la OTC

Reactivos y quimicos: todos los reactivos y solventes empleados fueron de grado/calidad
HPLC. Oxitetraciclina clorhidrato y tetraciclina clorhidrato (TTC) (Estandar Interno, ISTD) de
Sigma Aldrich, Mo (USA). Acetonitrilo y metanol de Laboratorios J. T. Baker (Deventer,
Holanda). Acido oxalico, acetato de sodio anhidro y fosfato de sodio dibéasico anhidro de
Biopack (Argentina). Acido fosforico de EM Science, acido citrico monohidrato de Anedra
Research Ag. S.A. y EDTA disddico dihidrato de Cicarelli Laboratorios. Agua ultra purificada,

desionizada.

Equipamiento: cromatografo liquido (HPLC): Gilson con detector 151 UV/Vis con inyector
automatico (Thermo Scientific UltiMate 3000) con loop de 20 mL. Columna ODS Hypersil C18
de 3 um, 150 x 4,6mm (Thermo Scientific). Centrifuga de 12.000 rpm (Beckman Coulter®),
balanza analitica de 0,01 mg de precision (Denver Instruments), sonicador (Transonic 460/H
Ultrasonic bath (Elma, Germany), camara de vacio (Visiprep Supelco Vacuum Manifold)
conectada a una bomba de vacio (medi-pump modelo 1136), equipo de purificacion de agua Pure
Lab UHQ de ELGA (Lane End, UK), freezer, vortex. Columna cromatografica: SPE Strata®
C18-E (500 pum, 70A) 500 mg/6 mL para extraccion en fase solida (Phenomenex).

Material de Laboratorio: material volumétrico de vidrio certificado de classe A (probetas,
matraces). Micropipetas automaticas Gilson (P20; P100; P200; P1000). Tubos de ensayo. Tubos
de polipropileno de 50 mL. Membranas de microfibora de vidrio de 0,45 mm

(microclar/MIMllipore®). Jeringas plasticas de 3 mL vy filtros de jeringa de 0,22 um (Agilent
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Technologies). Eppendorf de polipropileno de 3 mL. Viales de vidrio de 1,5 mL para inyector

automatico.

Meétodo:

Preparacion de soluciones

Solucién Mc llvaine: se preparé una solucion de &cido citrico 0,2 M (42 g¢g/L) y una
solucion de fosfato de sodio 0,4 M (56,8 g/L) con agua grado HPLC. Se mezclaron 176,5
mL de la solucion de acido citrico con 823,5 mL de la solucion de fosfato de sodio en un
matraz aforado de 1 L.

Solucién de extraccién (Mc llvaine-EDTA 50:50): se prepard una solucion de EDTA 0,1

M (37,2 g/L) con agua grado HPLC. Se mezclo 1 L de cada solucion (Mc llvaine y
EDTA) en recipiente para formar la solucion final 50:50 v/v.
Solucion acuosa de &cido oxalico 0,01 M (1,26 g/L) diluido en agua grado HPLC.

Fase mdvil: acetonitrilo/metanol (50:50 v/v) y solucion acuosa de acido oxalico 0,01 M
(35:35:30 v/v). Primeramente se mezcld acetronitrilo-metanol y se agregé a la solucion
acuosa de acido oxalico en proporcién 70:30. Estos solventes fueron filtrados diariamente
previo a su utilizacion.

Acetato de sodio 0,1 M (13,6g/L) diluido en agua grado HPLC.

Metanol al 2% en agua grado HPLC.

Preparacion de soluciones estandares

YV V. V V V

Soluciones madres 1 de OTC y TTC: 1000 pg/mL en metanol (1000 ppm)
Solucién madre 2 de OTC: 100 pug/mL en metanol (100 ppm)

Solucién madre 3 de OTC: 10 pg/mL en metanol (10 ppm)

Soluciones de trabajo de 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,8 y 1 pg/mL de OTC.

Soluciones intermedias de 0,2; 0,5; 1; 2; 3y 5 ppm de OTC para la curva de calibracion.

Preparacion de curva de calibracion

Se realizo un “pool” calostro proveniente de cerdas libres de antibidticos, recolectado al

momento del parto. Se colocaron 1950 mL de extracto calostro blanco filtrado, 25 pL de la

solucion intermedia correspondiente y 25 puL de TTC en cada vial.
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Extraccion y purificacion de la OTC

Para la extraccion y purificacion de OTC se utilizo parte de la técnica de Fritz y Zuo
(2007) modificada. Las muestras de calostro y leche fueron descongeladas a temperatura
ambiente de laboratorio (21°C) y posteriormente homogeneizadas en vortex durante 30
segundos. En tubos de polipropileno de 50 mL previamente rotulados, se colocaron 1990 pL de
calostro, se adicionaron 10 pL TTC (solucion madre 1 de 1000 pg/mL) y 8 mL de la solucion de
extraccion a fin de precipitar las proteinas. Las muestras fueron sometidas a vortex durante 30
segundos y sonicadas durante 10 minutos en ultrasonido. Posteriormente, fueron centrifugadas a
10000 rpm a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante fue recolectado con micropipeta en tubos
de polipropileno de 50 mL y se adicionaron 50 pL de acetonitrilo y 50 pL de acido fosforico.
Nuevamente las muestras fueron sometidas a vortex 30 segundos y centrifugadas a 10000 rpm a
4°C durante 15 minutos. Luego el nuevo sobrenadante fue filtrado con jeringa de 5 mL y
membranas en cdmara de vacio conectada a una bomba de vacio sin presion. El filtrado fue
recolectado en tubos de vidrio de 15 mL para su purificacion en un sistema de columnas de

extraccion solido-liquido.

Purificacion en fase solida:

Posteriormente el filtrado fue eluido a través de columnas de fase solida (SPE) en camara
de vacio acopladas a una jeringa en la parte superior, previa activacion y acondicionamiento de
la columna. Para la activacion se utilizaron 5 mL de metanol y luego el acondicionamiento se
hizo con 5 mL de solucién de extraccion. Posteriormente se cargd la muestra, para lo cual se
colocd una membrana en cada jeringa y se pasé todo el filtrado (ayudando con el émbolo).
Luego de descartar la jeringa, se procedié al lavado de la columna con 5 mL de solucion Mc
llvaine, 2,5 mL de acetato de sodio, 5 mL de agua grado HPLC y 2 mL de metanol al 2%. El
procedimiento se realiz6 a un flujo lento de 5 mL/min (0-3 in Hg) y todo el filtrado fue
descartado. Posteriormente se incrementd el vacio con el objetivo de que no quedasen residuos
del lavado en las columnas y se realiz6 el sacado durante 10 minutos. A continuacion, se efectud
la elucidn del analito con 2 mL de fase movil 70:30 en tubos de vidrio de 15 mL (figura 9). Este
proceso se realizé a un flujo lento para garantizar un buen recobrado de la sustancia adsorbida en
la columna. Finalmente, las muestras fueron filtradas con jeringa de 3 mL vy filtro de jeringa y
depositadas en viales de vidrio color ambar, para la separacion y cuantificacion en HPLC-UV.

Para evaluar la linealidad, la curva de calibracion contemplé 6 concentraciones por

quintuplicado en un rango de 0,2 a 5 pg/mL, considerando un r?> 0,995. A su vez, se determin6
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la homogeneidad de varianza mediante el Test de Hartley. El limite de cuantificacion fue
calculado por sextuplicado tomando la dltima concentracion (0,2 pg/mL) de la curva de
calibracion. El porcentaje de recuperacion fue calculado en 3 concentraciones por quintuplicado
de la curva de calibracion (10, 5y 0,1 pg/mL), aceptando una recuperacion mayor al 70%. Para
verificar precision y exactitud se tomaron 3 concentraciones por triplicado en tres dias
consecutivos para calcular las variaciones inter dia e intra dia. La interferencia fue determinada
por sextuplicado de extracto blanco de calostro libre de OTC, tomando como criterio de
aceptacion un coeficiente de variacion (CV) menor al 5%. Para evaluar selectividad y verificar
que no hubiese interferencias en el tiempo de retencion de nuestros analitos en estudio, se
inyectaron en el equipo una muestra de matriz blanco de calostro (sin adicion de antibioticos) y

una muestra de matriz blanco fortificada con antibi6ticos.

Figura 9. Extraccion de OTC: elucion del filtrado con jeringa con membrana y elucion del analito en

columnas de fase sélida.

Anélisis cromatografico

Se utilizdé un sistema de bomba de gradiente HPLC marca Gilson equipado con un
detector 151 UV/Vis con inyector automatico (Thermo Scientific UltiMate 3000) con loop de 20
mL (figura 10). La fase mdvil estuvo compuesta por acetonitril/metanol (50:50 v/v) y solucion
acuosa de acido oxalico 0,01 M, en proporcion 70:30, respectivamente, trabajando en modo
isocratico manteniendo un flujo de 1,5 mL/min. Estos solventes fueron filtrados diariamente
previos a su utilizacion. La separacion cromatografica se realizd mediante una columna ODS
Hypersil C18 de 3 um, 150 x 4,6mm (Thermo Scientific) en horno a 40°C, operando a una
longitud de onda de 365 nm (AUFS=0,0010) y presién de 168 bar. El volumen de inyeccion fue
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de 20 pL y el tiempo de retencion de 3,06 minutos. El programa de integracién de datos utilizado
fue Chromeleon.

Los pardmetros de validacion de OTC en calostro y leche fueron determinados acorde a
las exigencias de las guias internacionales (U. S. Department of Health and Human Services,
FDA, CDER, CVM. Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation, May 2001).

Figura 10. Equipo de HPLC.

3.e) Andlisis estadistico

El area bajo la curva (AUC) fue calculada mediante el empleo del software PK Solutions
2.0 (Summit Research Services, Asland, OH, USA).

4. RESULTADOS

Determinacién de concentraciones residuales de FOS y OTC en calostro y leche

La utilizacién de un sistema de analisis de triple cuadruplo asegura selectividad y
sensibilidad en la deteccién de FOS. En las condiciones operatorias seleccionadas, el efecto de la
supresion de iones no implica modificaciones analiticas a los tiempos de retencion del
antibiotico. La cuantificacion fue lineal (r?: 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 al 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 aceptacién de las guias internacionales. El limite de
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cuantificacion en calostro fue establecido a 0,1 pg/mL. En la figura 11 se presentan los
cromatogramas para FOS: se graficé la abundancia relativa con relacion al tiempo de calostro
blanco, calostro fortificado con FOS y calostro fortificado con FUD. No se observaron
interferencias de componentes enddgenos de la matriz para los tiempos de retencion del analito y
del ISTD. Los tiempos de retencién para la FOS y la FUD fueron 2,53 y 5,08 minutos,

respectivamente.
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Figura 11. Extraccion y purificacion de calostro: (A) Muestra de calostro blanco; (B) Muestra de calostro
blanco fortificado con 1 pg/mL de FOS en el limite de cuantificacion (0,1 pg/mL) y (C) Muestra de
calostro blanco fortificado con 30 pg/mL de FUD.
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Para la deteccion de OTC, la utilizacion de método de HPLC fue sensible y selectivo. La
cuantificacion fue lineal (r% 0,9985) a los rangos de concentraciones de ensayo y el estudio
estadistico aplicado a la linealidad (Test de Hartley) demostré que las varianzas fueron
homogéneas. El porcentaje de recuperacion de los analitos en los diferentes niveles de
concentracion estuvo dentro del rango 75,2 y 83,2% acorde con los criterios de aceptacion de las
guias internacionales. La metodologia fue precisa con una exactitud de ER menor a 2%. El limite
de cuantificacion en calostro fue establecido a 0,2 pg/mL. En la figura 12 se presentan los
cromatogramas para OTC donde se grafican la abundancia relativa con relacion al tiempo en
blanco de calostro y calostro fortificado con OTC y calostro fortificado con TTC como estandar
interno. No se observaron interferencias de componentes endogenos de la matriz para los
tiempos de retencion del analito y del ISTD. Los tiempos de retencion para la OTC y la TTC

fueron 3,06 y 3,44 minutos, respectivamente.
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Figura 12. Extraccion y purificacion de calostro: (A) Muestra de calostro blanco; (B) Muestra de calostro
fortificado con 1 pg/mL de OTC y (C) Muestra de calostro blanco fortificado con 1 pg/mL de TTC.

La figura 13 muestran el perfil de las concentraciones calostrales de FOS1 y FOS3
(ug/mL) en funcidn del tiempo, obtenidas luego de la administracion IM de una y tres dosis/24 h
respectivamente de 15 mg/Kg de FOS, a las cerdas durante el peri-parto. La figura 14 y la tabla 1
muestran el perfil de las concentraciones calostrales promedio (+ EEM) de FOS1 y FOS3
(ug/mL). Para el grupo FOS1 los valores obtenidos estuvieron en un rango de 1,12 + 0,03 y 0,09
+ 0,02 pg/mL entre las 0 y 10 h post parto y no fueron detectadas concentraciones en calostro
luego de las 10 h post parto. EI AUCo.4s fue de 8,56 + 2,09 pg.h/mL. Para las cerdas del grupo
FOS3 las concentraciones estuvieron entre los valores 1,07 £ 0,19 y 1,21 + 0,57 pg/mL entre las
0y 48 horas de muestreo y el AUCo.48 fue de 80,62 £ 60,66 pg.h/mL.
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Figura 13. (A) Perfil de eliminacion de FOS1 (ug/mL) y (B) perfil de eliminacion de FOS3
(ug/mL) en calostro/leche luego de la administracion IM de unay tres dosis de 15 mg/Kg de FOS,

respectivamente en cerdas durante el peri-parto.
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Figura 14. Disposicion calostral/lactea promedio (x EEM) de FOS1 y FOS3 (ug/mL) luego de la
administracion IM de una y tres dosis de 15 mg/Kg de FOS, respectivamente en cerdas durante el peri-
parto. La jeringa verde indica el momento de la administracion del antibiotico en el tratamiento

monodosis. Las 3 jeringas naranjas indican las aplicaciones del antibidtico en el tratamiento multidosis.
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Tabla 1. Disposicion calostral/lactea de FOS1 y FOS3 en cerdas
tratadas con una y tres dosis de antibidtico/24 h durante el peri-parto.

Tiempo (h) FOS1 (ug/mL) FOS3 (ug/mL)
0 1,12 + 0,03* 1,07 £ 0,19
2 1,01 + 0,02 1,13+0,31
4 0,97 £ 0,05 1,13+0,36
6 0,91 + 0,05 1,62 + 0,39
8 0,89 = 0,06 2,02+ 0,36
10 0,09 £ 0,02 1,93+0,36
12 NC 1,91 +0,37
24 NC 1,55+ 0,35
48 NC 1,21+ 0,57
* Valor promedio (+ EEM).

La figura 15 muestran el perfil de las concentraciones calostrales de OTCLA y OTC3
(ug/mL) en funcién del tiempo, obtenidas luego de la administracién IM de una y tres dosis/24 h
respectivamente de 20 y 6 mg/Kg de OTC a las cerdas durante el peri-parto. La figura 16 y la
tabla 2 muestran el perfil de las concentraciones calostrales promedio (+ EEM) de OTCLA y
OTC3 (ug/mL). Los valores determinados para las cerdas del grupo OTCLA estuvieron entre
0,68 £ 0,08 y 0,22 £ 0,19 pg/mL entre las 0 y 48 h post parto. En el grupo OTC3 las
concentraciones estuvieron entre los valores 0,34 + 0,04 y 0,10 + 0,06 pg/mL para las mismas
horas de muestreo. El AUCo.4s fue de 28,36 + 16,71 pug.h/mL para el grupo OTCLA y de 18,91 +
5,92 pg.h/mL para OTC3.

48



A
8
s . 1.5
5
Sw
E = 1.04
]
0‘5-\————\
o-c T T T T T LI T ; ) T Ll
0 2 4 6 8 10 1220 22 2444 46 48
Tiempo (h)
B

Concentracion

o-c! T T T T T L] ; T ; ; T
0 2 4 6 8 10 1220 22 2444 46 48
Tiempo (h)

Figura 15. (A) Perfil de eliminacion de OTCLA (ug/mL) y (B) perfil de eliminacién de OTC3
(1g/mL) en calostro/leche luego de la administracion IM de una dosis de 20 mg/Kg de OTC LAy tres

dosis de 6 mg/Kg de OTC solucidn, respectivamente en cerdas durante el peri-parto.
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Figura 16. Disposicion calostral/lactea promedio ( EEM) de OTCLA y OTC3 (ug/mL) luego de la
administracion IM de una dosis de 20 mg/Kg de OTC LA y tres dosis de 6 mg/Kg de OTC solucién
respectivamente, en cerdas durante el peri-parto. La jeringa verde indica el momento de la administracion
del antibidtico en el tratamiento monodosis. Las 3 jeringas naranjas indican las aplicaciones del

antibidtico en el tratamiento multidosis.
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Tabla 2. Disposicion calostral/lactea de OTCLA y OTC3 en cerdas
tratadas con una y tres dosis de antibi6tico/24 h durante el peri-parto.

Tiempo (h) OTCLA (ug/mL) OTC3 (g/mL)
0 0,68 + 0,08 0,34 £ 0,04
2 0,64 £0,10 0,45 £ 0,06
4 0,86 £ 0,22 0,53+0,12
6 0,94 £0,24 0,53+0,04
8 0,84 +£0,17 0,58 +£0,08
10 0,88 £ 0,24 0,59 + 0,07
12 0,84 £ 0,23 0,36 £ 0,09
24 0,58 +0,18 0,46 £ 0,10
48 0,22 +0,19 0,10 £ 0,06
* Valor promedio (+ EEM).

5. DISCUSION

La administraciéon de FOS disodica segun un plan posoldgico mono y multidosis a razén
de 15 mg/Kg via IM en cerdas gestantes, mostro perfiles de eliminacion calostrales y lacteos
diferentes. Estas desigualdades se corresponden con las interacciones dinamicas que se
establecen entre las caracteristicas fisicoquimicas, de liposolubilidad y de difusibilidad del
antibidtico, y los importantes cambios morfo-funcionales mamarios de la cerda acontecidos
durante el pasaje de la fase colostral a la fase de la leche (Devillers et al., 2005).

Los resultados demuestran que las concentraciones calostrales determinadas al inicio del
parto (0 h) luego de la primera aplicacion de FOS en ambos tratamientos (FOS1 y FOS3) fueron
similares. Sin embargo, en las horas posteriores el perfil de eliminacién de la FOS present6
variaciones entre los tratamientos. En las cerdas del grupo FOS1 la curva calostral mostré una
caida gradual de las concentraciones del antibiético hasta quedar por debajo del limite de
cuantificacion (0,1 pg/mL) hacia las 12 h post primer nacimiento (AUCo.s: 8,56 = 2,09
pg.h/mL). Este comportamiento de eliminacion del fairmaco a calostro se corresponde con el
perfil plasmatico y comportamiento farmacocinético luego de su administracion IM a cerdos a
razén de 15 mg/Kg (Tw: 1,85 + 0,19 h; CL: 131,50 + 30,07 mL/Kg/h) (Soraci et al., 2011a). En
contraposicion, el tratamiento multidosis (FOS3) presentd un comportamiento diferente en
calostro (AUCo.48: 80,62 + 60,66 pg.h/mL). Los resultados demuestran que no todas las hembras

respondieron de la misma manera a partir de la aplicacion del segundo tratamiento.
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El pasaje de macromoléculas, células inmunitarias y otros componentes del calostro a
través del epitelio mamario dependen de una cascada de eventos hormonales que tienen lugar
dentro de las 72 h previas y 24 h posteriores al parto (Devillers et al., 2005). La P4 inhibe la
actividad de sintesis de las células epiteliales mamarias y el cierre de sus uniones estrechas,
asegurando el aislamiento de los alvéolos del medio extracelular y trasformando asi al calostro
en leche, mientras que la PRL y el cortisol ejercen el efecto contrario (Cregan y Hartmann, 1999;
Farmer, 2001; Neville et al., 2001; Fleishaker, 2003; Pons y Rey, 2003; Le Dividich, 2006; Lee,
2007). La FOS es un antibiotico hidrosoluble que posee un pKa de 6,7, un bajo peso molecular
(138 g/mol), una insignificante union a proteinas plasmaticas y tisulares (Kirby, 1977;
Gobernado, 2003), con un moderado a bajo volumen de distribucion (Vd: 273,00 + 40,70
mL/Kg) y un rapido clearance corporal en cerdos (CL: 131,50 + 30,07 mL/Kg/h) (Soraci et al.,
2011a). Para esta molécula se han descripto tres mecanismos de absorcidn a nivel intestinal:
difusion pasiva, pasaje para-celular y transporte activo mediante bombas fosfato sodio
dependientes (Ishizawa et al., 1991). Sin embargo, en la glandula mamaria se desconoce el
mecanismo de trasporte activo. Las caracteristicas de la FOS previamente mencionadas, como
alta hidrosolubilidad y el bajo peso molecular, limitan su difusion pasiva a través de las células
epiteliales mamarias. Por lo tanto, su llegada al calostro seria por pasaje para-celular (Peaker y
Taylor, 1975; Tamai y Tsuji, 1996) (figura 17), como lo demuestran los resultados obtenidos.

La alta disponibilidad de la FOS en sangre (F: 85.5%) estudiada por nuestro equipo de
trabajo (Soraci et al., 2011a) y la apertura de las uniones estrechas entre los lactocitos (por
accion hormonal previamente descripta) (Cregan y Hartmann, 1999; Farmer, 2001; Fleishaker,
2003; Pons y Rey, 2003; Le Dividich, 2006; Lee, 2007), harian que este antibidtico alcance
importantes concentraciones en el fluido calostral. No obstante, las diferencias de los perfiles
calostrales hallados entre cerdas tratadas con tres dosis de FOS pondrian en evidencia que el
inicio del cierre de las uniones estrechas de los lactocitos se encontraria influenciado por
cambios hormonales propios de cada cerda asociadas con estrés tales como: alojamiento,
temperatura ambiente, luz, ruido, presencia del operario, etc., asi como también, de factores
enddgenos de cada cerda, como paridad, estado de salud, tratamiento hormonal, etc., afectando
indirectamente la produccion de calostro y el inicio de la lactancia (Devillers et al., 2006). Una
alta concentracion de cortisol en el momento del parto, el estrés ambiental (Molokwu y Wagner,
1973) o la incorrecta expresion de la conducta de anidacién en la jaula de partos (Jarvis et al.,
2001-2002), serian factores de estrés desencadenantes del inicio temprano del cierre de las

uniones estrechas, impidiendo la llegada de los farmacos a los fluidos mamarios.
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La concentracién media (+ EEM) de FOS eliminada en el calostro para FOS1 fue de 0,83
+ 0,04 pg/mL durante las primeras 10 h y para FOS3 de 1,55 £ 0,36 pg/mL durante las primeras
24 h pos parto.
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Figura 17. Potenciales rutas de pasaje del antibiotico FOS desde el plasma sanguineo al fluido calostral
de la cerda. a) Representa el pasaje para-celular (flecha azul) y la difusion pasiva (flecha roja punteada)
del antibiético. b) Indica el cierre de las uniones estrechas entre las células epiteliales mamarias y el

impedimento del paso de la FOS por la via para-celular (figura adaptada de Ollivier-Bousquet (1993)).

El perfil de eliminacion calostral de la OTC, luego de la administracion IM de una dosis
de 20 mg/Kg de OTC LA vy tres dosis de 6 mg/Kg de OTC solucion (OTC3), presentd un
comportamiento diferente con respecto al antibidtico FOS. Las principales diferencias se asocian
con las caracteristicas fisicoquimicas, de liposolubilidad y difusibilidad del antibidtico OTC al
calostro y leche.

Si bien ambas curvas de OTC en calostro presentaron un perfil similar, los valores

obtenidos para OTCLA (AUCo.4s: 28,36 = 16,71 pg.h/mL) fueron levemente mayores a los
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cuantificados para el grupo OTC3 (AUCo.ss: 18,91 + 5,92 ug.h/mL), lo que representaria una
ventaja sobre la posologia de multidosis. En la formulacion LA, denominada de “larga accién” o
“liberacion retardada”, el principio activo se libera desde su sitio de administracion en forma mas
lenta, distribuyéndose al plasma y eliminandose posteriormente en el calostro. La utilizacion de
férmulas farmacéuticas LA ha adquirido con los afios relevancia en el tratamiento de patologias
infecciosas de especies productivas tales como bovinos (Landoni y Errecalde, 1992), porcinos
(Nouws et al., 1990) y aves (Flammer et al., 1990). Este tipo de formulacion de deposito permite
mantener concentraciones plasmaticas sobre la CIM por un tiempo mas prolongado, siendo ideal
para un antibiotico tiempo dependiente como lo es la OTC. Ademas, posee ventajas como
disminucion del estrés del animal por manipulacion en periodos de 48 a 72 h, dependiendo del
tipo excipiente (Davey et al., 1985).

Diversos estudios demuestran que la OTC posee una buena absorcion via IM
detectandose en el plasma dentro de los 15 minutos de la administracién, alcanzando su Cmax
dentro de la hora (Tmax). Ademas, se mantiene en margenes terapéuticos durante 12 h, declinando
posteriormente hasta ser indetectable transcurridas 24 h de su administracion (Davey et al., 1985;
Fourtillan et al., 1989; Escudero et al., 1994). En este ensayo las concentraciones de OTC en
calostro obtenidas al inicio del parto fueron bajas. Esto puede deberse en parte a la lenta
liberacion de la droga desde el sitio de administracion, particularmente en la formulacion LA.

La difusion de la OTC a través de la barrera hematomamaria se realiza principalmente
mediante un mecanismo de difusion pasiva dependiente del pH que determinara la fraccion no
ionizada asi como la solubilidad en lipidos lacteos (Blobel y Burch, 1960; Ziv y Sulman, 1974;
Alonso Dupuy, 2016). A diferencia de la FOS, el mecanismo de pasaje para-celular seria poco
importante para la OTC. La difusién pasiva se presenta como el principal mecanismo de llegada
del antibiotico desde el plasma a calostro a través de las células epiteliales mamarias (figura 18),
demostrado por el hallazgo de concentraciones relativamente estables en el tiempo en calostro
hasta las 24 h post parto. Asi mismo, caracteristicas farmacolégicas de la OTC, tales como como
moderada unién a proteinas plasmaticas (20-40%) (Sande y Mandell, 1991), alta lipofilicidad y
pKa > 7,7, favorecerian una mayor eliminacién del farmaco desde el plasma (pH 7,4) hacia el
calostro (pH 6,9), donde se disocia. EI pKa mas elevado de la OTC haria que se encuentre
ionizada en el calostro ligeramente &cido, experimentando cierto ion trapping (las glandulas
mamarias de las cerdas no tienen cisterna), y posterior eliminacion desde el fluido mamario. La
formacion de complejos y quelacion del antibidtico con el calcio presente en el fluido calostral

también contribuirian a su eliminacién en el calostro (Caswell y Hutchison, 1971).
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La concentracion media (+ EEM) de OTC eliminada en el calostro durante las primeras
24 h después del inicio del parto fue de 0,78 £ 0,18 y 0,48 + 0,07 pg/mL para OTCLA y OTC3

respectivamente.
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Figura 18. Potenciales rutas de pasaje del antibiético OTC desde el plasma sanguineo al fluido calostral
de la cerda. a) Representa el pasaje por difusién pasiva (flecha roja) y el pasaje para-celular (flecha azul
punteada) del antibidtico. b) Indica el cierre de las uniones estrechas entre las células epiteliales mamarias

y el pasaje de la OTC por difusion pasiva (figura adaptada de Ollivier-Bousquet (1993)).

La eliminacién de FOS1 a fluido mamario abarc6 10 h del periodo calostral y dichas
concentraciones se mantuvieron por encima de la CIMg durante més de 8 h para bacterias
patdgenas de importancia productiva e involucradas en procesos infecciosos de mastitis y/o
metritis (Martineau, 1997) (Escherichia coli y Streptococcus sp. ClMgo: 0,5-0,25 pg/mL,
respectivamente) (Fernandez et al., 1995; Sumano et al., 2007). Para la FOS3 las
concentraciones halladas en calostro durante 48 h también se mantuvieron por encima de la

CIMgo para las bacterias mencionadas. Ello indicaria que la FOS puede considerarse efectiva
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para el tratamiento especifico de procesos infecciosos bacterianos en cerdas durante el peri y
post parto.

A pesar de los beneficios de la administracion de formulaciones LA sobre dosificaciones
maultiples, los valores de OTC cuantificados en calostro y leche hasta las 48 h post primer
nacimiento de los lechones para ambos grupos de estudio (OTCLA y OTC3), no alcanzaron la
CIMgo en ningin momento para Escherichia coli (CIMgo: > 64 pg/mL) y Streptococcus suis
(CIMgo: 64 pg/mL) (Klein et al., 2015). Este resultado demuestra que la OTC, en presentacion
LA y formulacion solucion, deberia reconsiderarse para el tratamiento de patologias de
implicancia reproductiva en la sala de partos (metritis y mastitis), por su insuficiente

concentracion alcanzada en la gldndula mamaria de la cerda.
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SECCION EXPERIMENTAL I

ESTUDIO DE LA INGESTA NEONATAL DE FOSFOMICINA'Y OXITETRACICLINA
EN CALOSTRO Y LECHE E IMPACTO SOBRE LOS PARAMETROS ZOOTECNICOS
DE LA CAMADA

1. INTRODUCCION

El calostro es el primer alimento que ingiere el lechon después del nacimiento. Es una
fuente de nutrientes muy digestibles y vehiculo de compuestos bioactivos tales como
inmunoglobulinas, enzimas hidroliticas, hormonas, factores de crecimiento naturales (Noblet y
Le Dividich, 1981; Rooke y Bland, 2002), asi como también de antibidticos. Como ya fue
mencionado en la revision bibliogréfica, la préactica de administracion de antibidticos a la cerdas
durante el peri-parto puede ser riesgosa para el lechon, afectando la salud intestinal y posterior
desempefio productivo. Es por tal motivo, que en esta seccion experimental se propone estudiar
la produccion de calostro como una estimacion de la cantidad de FOS y OTC a las cuales estaria
expuesto el neonato. El rendimiento del calostro y leche de la cerda no es sencillo de medir, sin
embargo, existen varios metodos para estimar su produccion. Uno de los métodos se denomina
peso-amamantamiento-pesaje. Este método se realiza pesando los lechones antes y después del
amamantamiento con el objetivo de medir la diferencia de peso, atribuyendo el aumento a la
ingesta de leche. Sin embargo, este procedimiento puede causar estrés, ya que los lechones deben
ser separados de su madre, provocando a una disminucion de la ingesta de leche. Otro aspecto es
que la defecacion, la miccidn, los procesos metabdlicos y la salivacion deben ser considerados,
ya que el lechon también pierde peso debido a estos factores. Otro método es la técnica
denominada dilucion de is6topos. Este tiene como objetivo medir la tasa de rotacion total de
agua en los lechones. La dificultad es que se debe asegurar que los lechones no coman ni beban
nada mas alla de la leche de la cerda (Pettigrew et al., 1987; Theil et al., 2002). La técnica de
dilucion de 6xido de deuterio es otro método estudiado para cuantificar la ingesta de calostro por
los lechones. En este caso los investigadores desarrollaron un modelo a fin de comparar sus
datos con los obtenidos por un modelo predictivo empirico previamente desarrollado para
lechones alimentados con mamadera (Theil et al., 2014). Existe otra metodologia, similar a la
empleada en esta Tesis, que se basa en el aumento de peso de los lechones. Los lechones se

pesan al nacer y de nuevo a otra edad, por ejemplo 24 h después del nacimiento (para estimar la
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produccion de calostro) o tres semanas despues del nacimiento (para estimar la produccion de
leche). Posteriormente se utiliza una relacion de conversion de alimento para recalcular el
aumento de peso en produccion de leche (Devillers et al., 2004; Devillers et al., 2005; Devillers
et al., 2007; Bergsma et al., 2008; Aguinaga et al., 2011).

La valoracion de la produccién de calostro y leche en la cerda es crucial para estimar la
cantidad de residuos de antibidticos presentes en dichos fluidos que serdn posteriormente

ingeridos por los neonatos.

2. OBJETIVO

Determinar el consumo de calostro, la ingesta de concentraciones de FOS y OTC y su
impacto sobre los parametros zootécnicos de la camada luego de la administracion de dichos

antibidticos a cerdas durante el peri-parto.

3. MATERIALES Y METODOS

3.a) Animales

El estudio se realizé en una granja comercial descripta en la Seccion Experimental 1. Se
trabajo con 436 lechones neonatos clinicamente sanos, pertenecientes a las cerdas de la seccion
experimental 1. Los lechones se alojaron en la paridera con su respectiva madre durante toda la
lactancia hasta el momento del destete (21 dias de vida). La temperatura del ambiente de la sala
de maternidad se mantuvo entre 23°C al momento del parto y alrededor de 20°C en los dias
subsiguientes, contando ademas con un espacio para los lechones con una lampara infrarroja y
una manta térmica (materiales que permiten otorgarles a los lechones una temperatura de confort
de 32°C). A los tres dias de edad, los lechones recibieron una inyeccion IM de hierro dextrano
(Cali-Dex 200®) y a los 10 dias comenzaron a ingerir alimento nursery para su categoria. Los
lechones no tuvieron acceso a la alimentacién de las cerdas. El estudio fue realizado siguiendo
las normas éticas aprobadas por el comité de Bienestar Animal de la Facultad de Ciencias

Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Argentina.
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3.b) Grupos experimentales

Cuatrocientos treinta y seis lechones progenie de las cerdas de los grupos Control, FOS1,
FOS3 y OTC3 fueron divididos en cuatro grupos de 110 animales cada uno aproximadamente
(figura 19). Todos los partos fueron supervisados y los lechones se pesaron individualmente al
nacer y a las 24 horas. Para su seguimiento, los animales fueron identificados con caravanas y
numeros en la region dorsal (figura 20). Los animales fueron monitoreados para detectar signos
de diarrea durante todo el estudio. Cabe destacar que no se obtuvieron datos correspondientes a
las camadas de las cerdas tratadas con OTCLA detallado en la seccion experimental I, ya que la

recoleccion de muestras solo se utilizé para la comparacion del tratamiento monodosis con FOS.
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Figura 19. Esquema de la conformacion de los grupos de lechones en estudio.

Figura 20. Identificacion de los lechones mediante numeracion dorsal.
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Estudio del consumo de calostro

Para determinar el consumo de calostro, la camada fue monitoreada mediante un sistema
de video-grabacién continuo (PSS, Pro Surveillance System®) colocado en la sala de partos.
Para cada lechon, se determind el intervalo de tiempo entre el nacimiento, el inicio de masaje de
la mama, la toma del pezon y la mamada efectiva. Los datos obtenidos fueron incorporados a
una hoja de calculo de Excel para calcular el consumo individual de calostro de cada lechon, la
ingesta media de la camada y la produccion de calostro por la cerda durante las primeras 24 h

después del parto de acuerdo a la metodologia descripta por Devillers et al. (2004-2005):

Cl=-217.4+0.217 x t + 1861019 x BW/t + BWg x (54.80 — 1861019/t x (0.9985 — 3.7 x 10*

X trs + 6.1 X 107 X trs)

Donde: el consumo de calostro por el lechén (CI en g) se basé en el peso al nacimiento
(BWs en Kg), la ganancia de peso [(BW-BWg) en Kg], la edad (t en min) y el intervalo entre el

nacimiento y la mamada efectiva (trs en min).
Determinacion de la ingesta de FOS con el calostro

A partir de las concentraciones medias de FOS eliminadas en el calostro (FOSca) y de la
cantidad media de calostro ingerida por la camada (CALin) se pudo estimar el consumo de FOS

por cada lechén (FOSin) utilizando la siguiente formula:

m m
FUSin—g = FDSmi—g * CALmi
Kg g Kg

Determinacioén de la ingesta de OTC con el calostro

A partir de las concentraciones medias de OTC eliminadas en el calostro (OTCca) y de la
cantidad media de calostro ingerida por la camada (CALin) se pudo estimar el consumo de OTC

por cada lechon (OTCin) utilizando la siguiente formula:

m T
UTCin—g = UTle—g * CALmi
Kg g Kg
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Impacto de la ingestion de calostro con antibidticos sobre los pardmetros zootécnicos de la

camada

Para el estudio del efecto sobre los parametros zootécnicos se registrd concomitantemente
el score de vitalidad al nacimiento, el nimero de lechones nacidos totales (NT) y nacidos vivos
(NV), el nimero de muertos durante la lactancia, el nimero de lechones destetados a los 21 dias
de vida y el peso de los lechones en diferentes momentos.

Para la evaluacion del score de vitalidad al nacimiento se utilizd una escala de
clasificacion de 0 a 3 (Baxter et al., 2008):

0: neonato sin movimiento y que no respira dentro de los 15 segundos de nacido.

1: neonato sin movimiento dentro de los 15 segundos de nacido, que respira o intenta

respirar (tos, balbuceos, limpieza de pulmones).

2: neonato con algin movimiento dentro de los 15 segundos de nacido y que respira 0

intenta respirar.

3: neonato con buenos movimientos, que respira y se para dentro de los 15 segundos de

nacido.

Los 436 lechones fueron pesados al nacimiento, a las 24 h de vida (dia 1), a la mitad de la
lactancia (dia 10) y al destete (dia 21) en la sala de maternidad (figura 21), a fin de determinar el

efecto de la ingesta de antibidticos sobre la variacion de peso.

Figura 21. Pesaje de los lechones con balanza electrénica en distintos momentos del ensayo.

3.c) Analisis estadistico

En este ensayo fue estimada la produccion total de calostro de cada cerda a partir del
consumo de calostro de cada lechon. También fue registrado el peso al nacimiento de los

lechones (peso 0), a las 24 h (peso 1), 10 y 21 dias de vida (peso 10 y peso 21, respectivamente).
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Las comparaciones entre los grupos tratados y control fueron realizadas por un analisis de
variancia (ANOVA), utilizando el SAS V.9.2. Las diferencias fueron consideradas significativas
cuando p< 0,05. Los resultados fueron presentados como los promedios + los errores estandar
(EEM).

Ademas, se analizo el score de vitalidad al nacimiento, el N° de lechones NT, el N° de
lechones NV, el N° de lechones muertos en la lactancia y el N° de lechones destetados. Para cada

variable fue calculada la mediana, presentado los valores minimo y maximo.

4. RESULTADOS

Estudio del consumo de calostro y determinacién de la ingesta de FOS y OTC con el

calostro

La produccion total de calostro (g) estimada durante las primeras 24 h de lactancia para
cada cerda no fue afectada por los tratamientos (p= 0,2703) (figura 22). EI consumo medio (+
EEM) de calostro por lechdén (g/Kg PV) tampoco fue afectado por los tratamientos (p= 0,1078)
(figura 23). Este pardmetro depende estrechamente del peso al nacimiento de los lechones (p=
0,0139). Considerando las concentraciones medias de FOS y OTC (ug/mL = mg/g) eliminadas
en el calostro durante las primeras 24 h de lactancia, determinadas en la seccién experimental |
(tabla 3), y la cantidad media de calostro ingerida por lechon, se determind la ingestién de
antibidtico por lechén (mg/Kg PV) (figura 24).
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Figura 22. Efecto del tratamiento de las cerdas con FOS y OTC durante el peri-parto sobre la produccién
de calostro estimado por cerda. Se muestra el promedio (£ EEM).

* Produccién media de calostro en cerdas (Devillers et al., 2004).
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Figura 23. Efecto del tratamiento de las cerdas con FOS y OTC durante el peri-parto sobre el consumo
medio (£ EEM) de calostro por lechon.

* Consumo medio de calostro por lechdén (Devillers et al., 2004).

Tabla 3. Concentracion media ( + EEM) residual de FOS y OTC en calostro durante las primeras
24 h de lactancia en cerdas tratadas con unay tres dosis de antibiotico/24 h durante el peri-parto

Tiempo (h) FOS1 (ug/mL) OTCLA (ug/mL) FOS3 (ug/mL) OTC3 (g/mL)
0 1,12 + 0,03 0,68 £ 0,08 1,07 £ 0,19 0,34+ 0,04
2 1,01 £ 0,02 0,64 £0,10 1,13+0,31 0,45 £ 0,06
4 0,97 £ 0,05 0,86 £ 0,22 1,13+0,36 0,53+£0,12
6 0,91 + 0,05 0,94 £ 0,24 1,62 +0,39 0,53+ 0,04
8 0,89 + 0,06 0,84+0,17 2,02 +0,36 0,58 £ 0,08
10 0,09 + 0,02 0,88 £ 0,24 1,93 +0,36 0,59 £ 0,07
12 NC 0,84 £ 0,23 1,91 + 0,37 0,36 £ 0,09
24 NC 0,58 £ 0,18 1,55+0,35 0,46 £ 0,10
Media 0,83+ 0,03 0,78 £0,18 1,55+ 0,33 0,48 £ 0,07
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Figura 24. Ingestion promedio de FOS y OTC por lechon correspondiente a cada grupo de cerdas

tratadas con FOS y OTC durante el peri-parto.

Impacto de la ingestion de calostro con antibiéticos sobre los pardmetros zootécnicos de la

camada

La figura 25 representa la media del score de vitalidad de los lechones Control, FOSL1,
FOS3 y OTC3. Para todos los grupos, el score 3 estuvo por encima del 80% de los lechones
evaluados al nacimiento para cada tratamiento, indicando una excelente vitalidad al nacimiento.
El score 2 no superé el 16,5% Yy tan sélo se registré un maximo de 2,8% para el score 1 para
todos los lechones evaluados en los diferentes tratamientos. No fueron registrados lechones con
score 0 al momento del nacimiento. La ingestion de calostro con FOS u OTC no afectd el score
de vitalidad al nacimiento de los lechones.
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Figura 25. Efecto del tratamiento de las cerdas con FOS y OTC durante el peri-parto sobre el score de

vitalidad (n (%)) de los lechones al nacimiento. Se muestra la media.
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El tratamiento de las cerdas con FOS y OTC y posterior ingestion de calostro con dichos
antibidticos no afectd el nimero de lechones nacidos totales (NT) y nacidos vivos (NV), el
numero de lechones muertos durante la lactancia y el nimero de lechones destetados a los 21

dias de vida (figura 26). Los valores registrados para cada variable fueron similares entre los

grupos.
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Figura 26. Efecto del tratamiento de las cerdas con FOS y OTC durante el peri-parto sobre: (A) nimero
de lechones nacido totales (NT); (B) nimero de lechones nacido vivos (NV); (C) nimero de lechones
muertos durante el periodo de la lactancia y (D) nimero de lechones destetados. Mediana (minimo-

maximo).

La tabla 4 muestra la evolucion del peso (promedio + EEM) de los lechones durante el
periodo de lactancia (0, 1, 10 y 21 dias de vida) para cada tratamiento. La interaccién entre el
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tratamiento y los dias no fue significativa (p= 0,5681) observado un comportamiento similar en
todos los grupos durante el ensayo. Tampoco fueron observadas diferencias significativas entre
los tratamientos (p= 0,4555). En el modelo de anélisis fue incluido el peso al nacimiento como

covariable, la cual fue significativa (p< 0,0001).

Tabla 4. Efecto del tratamiento de las cerdas con FOS y OTC durante el peri-parto sobre
el peso vivo (Kg) de los lechones de la camada en los diferentes dias de lactancia®

PV (Kg)
Tiempo (dias) Lechones Control  Lechones FOS1  Lechones FOS3  Lechones OTC3
0 1,34+ 0,07 1,36 + 0,06 1,33+0,05 1,46 + 0,05
1 1,43 +0,07 1,46 + 0,07 1,43 +0,05 1,53 + 0,06
10 3,02+£0,10 2,91+0,08 2,94 £ 0,08 3,11+0,14
21 6,50 + 0,22 6,10 £ 0,15 6,35 £ 0,20 6,60 £+ 0,24

! La interaccion entre el tratamiento y los dias no fue significativa (p > 0,05).
** Se presentan los valores promedio (+ EEM).

5. DISCUSION

En el presente estudio no se registraron diferencias estadisticamente significativas entre la
produccion media de calostro (g) de las cerdas pertenecientes al grupo control y las tratadas con
unay tres dosis IM de FOS u OTC durante el peri-parto (seccion experimental 1). Ello demuestra
que la administracién de dichos antibidticos en las hembras previo y posterior al parto, no
influye sobre la cantidad de calostro producido. Los valores obtenidos fueron similares a los
reportados por Devillers et al., (2004-2005). No obstante, la amplia variacién en la produccion
de calostro registrada entre las cerdas es un hallazgo comdn que depende estrechamente de
factores fisiol6gico-productivos de cada individuo. Entre ellos se mencionan las alteraciones del
estado enddcrino de las cerdas al final de la gestacion, la nutricion, el nimero de partos, la
genética, la vitalidad de los lechones al nacimiento, la heterogeneidad de peso de la camada, asi
como también situaciones inherentes al parto tales como induccion, duracion, estrés y utilizacion
de hormonas, entre otras (Farmer, 2001; Le Dividich et al., 2005; Devillers et al., 2005;
Devillers et al., 2007). El estudio del consumo medio de calostro por lechon tampoco arrojo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de cerdos en ensayo. Como era

esperable, por el tipo de método de medicion utilizado en este trabajo, el valor de consumo de
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calostro determinado depende estrechamente del peso al nacimiento de los neonatos. Los
resultados muestran que la ingesta media de calostro por los lechones hijos de cerdas controles y
tratadas con FOS u OTC no se modifica por la presencia de dichos antibiéticos en el calostro.

Como se puede observar en los resultados para todos los tratamientos la concentracion
media de antibi6tico eliminada en calostro fue baja. Este hallazgo se correlaciona con el efecto
sobre los pardmetros estudiados en la presente seccion experimental. La dosis media de FOS
ingerida por lechdn fue diferente en relacion a la posologia de administracion (mono o
multidosis). Para los lechones hijos de cerdas tratadas con una dosis IM de 15 mg/Kg de FOS
durante el peri-parto, la concentracion media de FOS ingerida fue de 0,26 mg/Kg (representando
tan solo el 0,86% de la dosis terapéutica oral de 30 mg/Kg). Mientras que para los lechones del
grupo FOS3, cuyas madres fueron tratadas con tres dosis IM de 15 mg/Kg de FOS con intervalos
de 24 h durante el peri-parto, la concentracion media de FOS ingerida fue de mayor, alcanzando
el valor de 0,50 mg/Kg (1,66% de la dosis terapéutica oral de 30 mg/Kg). Los lechones hijos de
las cerdas medicadas con una dosis IM de 20 mg/Kg de OTC LA durante el peri-parto, ingirieron
una concentracion media de 0,23 mg/Kg de OTC. En el caso de la administracion de tres dosis
IM de 6 mg/Kg de OTC solucidn a intervalos de 24 h durante el peri-parto, la dosis media de
antibiotico ingerida por lactante fue de 0,13 mg/Kg OTC. Dichas concentraciones representaron
el 0,57% (OTCLA) y el 0,32% (OTC3) de la dosis terapéutica oral de 40 mg/Kg para OTC.

No obstante, es importante destacar que segun el orden de nacimiento los lechones
estaran expuestos a diferentes concentraciones de la droga en su primer consumo de calostro. Si
consideramos a los tratamientos monodosis realizados en las cerdas con FOS y OTCLA, para el
caso de los lechones FOS1 que nacen al inicio del parto, en su primer consumo, consumiran
mayor concentracién de FOS con respecto a los que nacen hacia el final del parto. Sin embargo,
en los lechones OTCLA, el comportamiento seria el contrario. Los primeros lechones nacidos
consumiran una menor cantidad de OTC con respecto a los que nacen posteriormente, que
ingerirdn la mayor concentracion del antibiotico. En el caso del tratamiento multidosis de las
cerdas con FOS y OTC solucion, el comportamiento fue diferente. Los lechones que nacen
primero seran los menos expuestos a las elevadas concentraciones de FOS que se alcanzan hacia
la finalizacion del parto. Mientras que las concentraciones de OTC determinadas en calostro
fueron constantes, no mostrando diferencias en la ingestion de diferentes concentraciones del
antibiotico segun el orden de nacimiento de los lechones de sus camadas.

Habitualmente en la maternidad se miden parametros zootécnicos como score de
vitalidad al nacimiento, nimero de lechones NT y NV, numero de muertos durante la lactancia y

peso en diferentes momentos de la lactancia, con el objetivo de evaluar la produccion de las
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hembras y el manejo eficiente de los operarios en este sector. Luego del tratamiento de cerdas
con dos moléculas antibiéticas ampliamente utilizadas en la produccién porcina durante el peri-
parto, se puede concluir que la ingestion de calostro con FOS u OTC por los lechones de los

diferentes grupos no afecto los parametros zootécnicos mas relevantes en la sala de partos.
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SECCION EXPERIMENTAL Ili

IMPACTO DEL CONSUMO DE FOSFOMICINA'Y OXITETRACICLINA CON EL
CALOSTRO SOBRE LA MORFO-FISIOLOGIA, LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Y LA
MICROBIOLOGIA INTESTINAL DE LOS LECHONES LACTANTES

1. INTRODUCCION

Un intestino “saludable” es aquel que presenta adecuada integridad morfo-fisioldgica y
equilibrio entre su inmunidad y microbiota. Toda accidn que se realice para beneficiar el ambito
nutricional, sanitario y ambiental del cerdo interferird de manera directa en la salud intestinal.

La instauracion y composicion de la microbiota en el intestino durante la vida temprana
del lechén es un proceso complejo que contribuye en el establecimiento de la homeostasis
intestinal y la maduracién del sistema inmunoldgico (Bailey et al., 2005; Bauer et al., 2006;
Ashida et al., 2012). Tal es asi, que un gran numero de estudios han demostrado que la
colonizacién temprana del intestino con microorganismos deseables puede ayudar a establecer
una ecologia bacteriana estable y un mejor desarrollo inmunoldgico en el animal (Bauer et al.,
2006; Round y Mazmanian, 2009). Por lo tanto, asegurar un buen calostrado de los lechones y
establecer estrategias de limpieza en la sala de partos contribuirdn a un adecuado desarrollo
bacteriano en el tracto gastrointestinal. Cualquier alteracion en el proceso cronoldgico de la
implantacion de la microbiota impactara en el futuro productivo del animal (Bauer et al., 2006;
Round y Mazmanian, 2009; Buffie et al., 2012). Es asi como el estrés en los lechones lactantes y
el manejo inadecuado de ciertas moléculas antibidticas, afectan el equilibrio normal de la
microbiota intestinal, manifestdndose con diarreas e inclusive la muerte de los animales durante
la lactancia (Corpet, 2000).

Las bacterias presentes en la microbiota impulsan el desarrollo intestinal promoviendo la
vascularizacion, el engrosamiento de las vellosidades, el ensanchamiento de la superficie de la
mucosa, la produccién de moco, la proliferacion celular y el mantenimiento de las uniones
epiteliales (Reinhardt et al., 2012; Sommer y Backhed, 2013). Las bacterias acido-lacticas y las
bifidobacterias son representantes de las bacterias benéficas del intestino del lechén (Brown et
al., 1997; White et al., 2002; Mikkelsen y Jensen, 2004; Loh et al., 2006). El predominio de

especies bacterianas benéficas sobre las comensales y patogenas es esencial para favorecer la
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salud intestinal (Apgar et al., 1993; Flickinger y Fahey, 2002; Mikkelsen et al., 2003; Reilly et
al., 2010; Vondruskova et al., 2010). Las proliferacion de enterobacterias no patdgenas presentes
en el tracto intestinal promueven al delicado estado de “inflamacion controlada del intestino”
(Biancone et al., 2002; Briwn et al., 2017) que generan un gasto energético relevante para el
cerdo (Thomke y Elwinger, 1998; Corpet, 2000). La relacion enterobacterias/bacterias acido-
lacticas (E/BAL) es un pardmetro de utilidad que serd estudiado en esta seccion experimental,
indicativo del equilibrio de la microbiota intestinal, de manera tal que aquellos animales que
presentan una menor relacion bacteriana poseen mayor resistencia a enfermedades
gastrointestinales (Castillo et al., 2007; Han et al., 2011; O’Shea et al., 2011; Chen et al., 2012).

Los &cidos grasos volatiles representan uno de los principales productos metabdlicos de
las bacterias en conjunto con el acido lactico. El acido butirico constituye la principal fuente de
energia para la mucosa intestinal (Garcia Peris et al., 2002; Samanta et al., 2013). Este &cido es
metabolizado por los colonocitos donde aportan aproximadamente el 70% de la energia total
consumida por el colon. Ademas, posee una accién promotora sobre crecimiento de la pared del
intestino grueso (Galfi y Bokori, 1990), interviene en la prevencion de diarreas (Williams et al.,
2001), e incrementa la superficie de contacto de las microvellosidades intestinales y la secrecion
de enzimas digestivas y la absorcion de sodio (Goodlad y Mathers, 1990). El &cido acético
también es muy importante ya que constituye un tipo de sustrato para las interacciones de
alimentacion cruzada que ocurren entre las bacterias del colon que contribuyen a mantener la
salud intestinal (Barcenilla et al., 2000; Duncan et al., 2004; Mglbak et al., 2007; Patterson, et
al., 2010; Liu et al., 2012).

La superficie de absorcion intestinal se relaciona con una mejor funcion digestiva, la cual
aumenta asociada a cambio histo-morfol6gicos de la mucosa intestinal (Pluske y Williams, 1996;
Awad et al., 2013). Se ha estudiado que los enterocitos inmaduros tienen menor actividad de
disacaridasas (Van Dijk et al., 2002), por lo tanto la evaluacion de dichas enzimas, es indicativo
del grado de maduracion intestinal. El recuento de células caliciformes también es relevante, ya
que es considerado por muchos autores como un indice de la capacidad secretora y productora de
mucus protector intestinal (Piel et al., 2005).

Las principales disacaridasas intestinales son maltasa, sacarasa y lactasa. Las tres enzimas
se encuentran presentes en el lechon al nacimiento, mostrando una mayor actividad a nivel del
duodeno y yeyuno. La actividad de estas enzimas se encuentra influenciada por la edad, el tipo
de carbohidrato dietario y el estatus fisiologico del cerdo (Li et al., 2004). La lactasa es necesaria
para el metabolismo de la lactosa presente en la leche, por lo que se encuentra en mayor

concentracion que las otras dos. Por el contrario, en la etapa de recria donde los animales
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ingieren dietas sélidas, adquiere mayor relevancia la actividad de la sacarasa y la maltasa
(Manners y Stevens, 1972; Zhang et al., 1997; Adeola y King, 2006).

El desarrollo de la morfo-fisiologia del tracto gastrointestinal del neonato en las primeras
horas de vida es fundamental para el futuro desempefio productivo del animal. Es por ello
relevante el estudio en su conjunto de las variables histoldgicas, fisioldgicas y bacterioldgicas
luego de la administracién de antibidticos con el calostro.

2. OBJETIVO

Evaluar los efectos de FOS y OTC sobre la morfo-fisiologia intestinal de los lechones

neonatos.

3. MATERIALES Y METODOS

3.a) Animales

El estudio se realizé en una granja comercial descripta en la Seccion Experimental 1. Se
trabajo con 32 lechones neonatos clinicamente sanos, provenientes de 8 cerdas libres de
antibidticos, seleccionadas con el mismo criterio descripto en la seccion experimental I. La
temperatura del ambiente de la sala de maternidad se mantuvo a 23°C durante el parto de las
cerdas, contando ademas con un espacio para los lechones con una lampara infrarroja y una
manta térmica (materiales que permiten otorgarles a los lechones una temperatura de confort de
32°C). El estudio fue realizado siguiendo las normas éticas aprobadas por el comité de Bienestar
Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia

de Buenos Aires, Argentina.

3.b) Grupos experimentales

Treinta y dos lechones lactantes (n = 4 lechones/cerda) con un PV promedio de 1,0 + 0,30

Kg fueron divididos en cuatro grupos seleccionados al nacer (figura 27).
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Figura 27. Esquema de la conformacion de los grupos de lechones en estudio.

Todos los animales fueron alimentados artificialmente con calostro recolectado de
manera manual como se detall6 en la seccion experimental I. El pool de calostro fue mantenido a
temperatura corporal de la cerda. Por medio de una jeringa se administrd via oral calostro libre
de antibidticos (al grupo control) y calostro adicionado con FOS u OTC (a los grupos tratados)
de acuerdo al siguiente esquema:

e Lechones Control*: calostro sin antibidticos.

e Lechones FOS1*: tratados con 0,26 mg/Kg PV de FOS.
e Lechones FOS3*: tratados con 0,50 mg/Kg PV de FOS.
e Lechones OTC3*: tratados con 0,13 mg/Kg PV de OTC.

Cabe destacar que la concentracion de cada antibidtico (eliminada en calostro) fue
obtenida en la seccion experimental 11 y que el volumen total fue dividido y suministrado en las
3 primeras tomas de calostro. La cantidad de calostro suministrada a los lechones fue de 15 mL
por toma y se brindd a intervalos regulares de una hora (segun lo determinado por White et al.,
1996 y Le Dividich et al., 2005) hasta el momento del sacrificio de los animales. De manera tal
gue una mitad de cada grupo recibio calostro durante 12 h y la otra mitad durante 24 h.

Los animales fueron monitorizados para detectar signos de diarrea durante todo el
estudio. Después de 12 h de lactancia, 4 lechones seleccionados aleatoriamente de cada grupo
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fueron eutanasiados. Los 4 animales restantes de cada grupo se eutanasiaron a las 24 h de
lactancia. Inmediatamente después todo el tracto intestinal fue extraido para su analisis.

3.¢) Muestreo del intestino

Inmediatamente después del sacrificio, se recogieron muestras del tracto gastrointestinal
de cada lechdn para las diferentes determinaciones (figura 28). Todas las muestras fueron
procesadas en el Laboratorio de Toxicologia, en el Laboratorio de Microbiologia y en el
Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
UNCPBA.

Figura 28. (A) Tracto gastrointestinal de lechén. (B) Diseccion del tracto gastrointestinal. (C) Extension

de la masa intestinal.

3.d) Determinaciones

Analisis microbiol6gico: se tomaron muestras de contenido intestinal de tres porciones (yeyuno-
ileon a 10 cm proximal al ciego, ciego y colon a 20 cm posterior a la vélvula ileo-cecal) en
recipiente estéril y se remitieron en forma refrigerada al laboratorio para su procesamiento. Las
muestras fueron recolectadas de los recipientes con hisopos estériles y colocadas en tubos con
agua de peptona y luego de su homogeneizacion, se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta 10
en eppendorf. Alicuotas de 100 pL de cada dilucion fueron sembradas en placa por duplicado
con espatula en medios selectivos (figura 29). En medio Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (Britania
S.A.) para bacterias acido-lacticas como los lactobacilos y para las enterobacterias representante
de comensales, se utilizé el medio Mac Conkey Agar (Britania S.A.). Las placas se incubaron 24
h bajo condiciones aerobias para las enterobacterias y en microaerofilia 48 h para las bacterias de
acido-lacticas (Gyawali et al., 2015) a 37°C en estufa. Los resultados de los recuentos fueron

expresados como el logaritmo del nimero de UFC por gramo de heces frescas. Se determind la
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relacion E/BAL. Para el recuento de bifidobacterias se elabor6 un medio de cultivo que
denominamos “medio para Bifidobacterium modificado” (MBM).

El desarrollo del MBM fue controlado mediante el cultivo de una cepa comercial
liofilizada Bifidobacterium animalis (BLC1) Lyofast, (Laboratorio Sacco SRL, Italia),
observando colonias pequefias redondas color verde oscuro y de borde netos, a las cuales se les
realiz6 un extendido y coloracion de Gram, observando bacilos G (+) pleomorficos y posterior
prueba de catalasa, cuyo resultado fue (-). Luego de verificar el desarrollo de la cepa comercial
de bifidobacteria, se realizé la siembra de bacterias obtenidas de lechones. La morfologia de
colonia fue redondas pequefias (menos de 1 mm) color verde oscuro y de bordes netos. A la
coloracion de Gram se obtuvo morfologia compatible con Bifidobacterium globosum.

Para demostrar selectividad se realiz6 la siembra en el medio MBM de cepas de
referencia. Escherichia coli como representante de coliformes, de la cual no se obtuvo
desarrollo. Ademas, se realizé la siembra de dos cepas comerciales liofilizadas de lactobacilos:
Lactobacillus acidophillus (LA3) Lyofast, (Laboratorio Sacco SRL, Italia) y Lactobacillus
ramnosus (LB21) Lyofast, (Laboratorio Sacco SRL, Italia), obteniendo morfologia de colonia
diferente. Las mismas fueron redondas e irregulares grandes (2 mm) color amarillo con el centro

verde y a la coloracion se observaron bacilos G (+) (figura 30).

Figura 29. Medios de cultivo. (A) Bacterias acido-lacticas en placa de agar MRS. (B) Enterobacterias en
placa de agar Mac Conckey. (C) Bifidobacterias en placa de agar MBM.
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Figura 30. Morfologia bacteriana obtenida con coloracion de Gram. (A) Bifidobacterium animalis; (B)
Lactobacillus acidophillus; (C) Bifidobacteria de cerdo (compatible con Bifidobacterium globosum); (D)

foto modelo de Bifidobacterium globosum (Biavati y Mattarelli, 2012).

Preparacion de “medio para Bifidobacterium modificado” (MBM)

Ingredientes para 1 litro:

- Medio Lactobacilli Agar AOAC (Difco Laboratories, USA)............c......... 24 ¢

- Agar Diferencial para Clostridios (Britania S.A.)........ocoviiiiiiiiiii, 2l g

- Verde de bromocresol (Biopack) en solucion de Na (OH).......................... 20 mL

- Cloruro de litio (BIOPaCK) .......ouiirii e 2549

- Acido propionico al 5% (Sigma-Aldrich) en agua destilada........................ 25 mL

- Agar-agar (Britania S.AL). ... 4,49

- Aguadestilada. .. ... 950 mL

Se prepar6 el medio en erlenmeyer agregando Medio Lactobacilli Agar AOAC, Agar

Diferencial para Clostridios, verde de bromocresol, cloruro de litio, agar-agar y agua destilada.
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Posteriormente se fundié y autoclavd a 121°C durante 15 minutos. Al retirar del autoclave, se
dejo enfriar a 50-55°C, se midid el pH con tiras y se ajusto a pH 5-5,5 con el agregado del acido
propiénico previamente esterilizado mediante filtracion utilizando filtros de jeringa de 0,22 um.

Finalmente se homogeneizd y volco en placas de Petri.

A partir de colonias sospechosas con bifidobacteria se Ilevé a cabo el repique y siembra

en placa con MBM y se tomé material para realizar PCR.

Identificacién Genotipica

Las muestras fueron caracterizadas por medio de la técnica de PCR, la cual se puso a
punto empleando cepas de referencia, segun la metodologia descripta por Dubernet et al. (2002).
La identificacion se realiz6 amplificando regiones especificas de cada una de las especies
analizadas, los productos de amplificacion fueron visualizados mediante electroforesis en geles
de agarosa tefiidos con bromuro de etidio (Kwon et al., 2004). La extraccion de ADN se realiz6
con el kit Highway® ADN PuriPrep-B kit K1209. Para la identificacion de género
Bifidobacterium, se utilizaron los primers generales g-Bifid-F (CTCCTGGAAACGGGTGG) y
g-Bifid-R (GGTGTTCTTCCCGATATCTACA) (Matsuki et al., 2002). En la identificacion de
género Lactobacillus, se utilizaron los primers generales LbLMALl-rev (5-CTC AAA ACT
AAA CAA AGT TTC-3") y R16-1 (5-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3") (Dubernet et
al., 2002).

Se prepard el coctel con los siguientes reactivos, buffer: 5 pL, cloruro de magnesio: 10
pL, desoxiribonucleotico trifosfato (DNTP’s), 0,5 puL, primers: reverse y forward 0,5 uL de cada
uno, taq ADN polimerasa: 0,2 pL, agua bidestilada: 28,3 pL, ADN bacteriano: 5 pL. Para la
amplificacion se empled un termociclador marca Multigene con un programa especifico que
incluye, desnaturalizacion inicial un ciclo a 94°C durante 5 minutos, luego 35 ciclos
(desnaturalizacion a 94 °C por 20 seg.), annealing o unién con gradiente entre 55 y 50°C por 20
segundos, extension a 72 °C por 30 seg., 5 minutos finales de extension a 72 °C y finalmente el

almacenamiento a 4 °C.

Posteriormente a la confirmacion genotipica, se realiz6 la siembra de las muestras
recolectadas de los lechones en placas con MBM. Las mismas fueron incubadas 96 h bajo
condiciones de anaerobiosis (jarra Oxoid con sobre de anaerobiosis AnaeroGen™ Oxoid) a 37°C

en estufa. A fin de realizar con mayor precision el recuento de las colonias de bifidobacterias se
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utilizé una lupa (Olympus SZ-ST). Los resultados de los recuentos fueron expresados como el
logaritmo del nimero de UFC por gramo de heces frescas.

Criopreservacion: las cepas puras de Bifidobacterium, Lactobacillus y Escherichia coli
fueron congeladas en eppendorf con caldo triptosa-fosfato con glicerina (17%) y suero equino
(1%). Para realizar el congelado se escobillo parte del cultivo y se guardé en heladera durante 30
minutos. Luego los eppendorf se congelaron a -20°C en freezer.

pH del tracto gastrointestinal: se midi6 el pH con un electrodo de peachimetro (UP-25, Denver
Instrument Company, Denver, Colorado, EE.UU.), en cuatro segmentos del tracto
gastrointestinal: porcion caudal del estémago, ileon a 15 cm proximal a la valvula ileo-cecal,

ciego y colon a 20 cm distal del ciego (figura 31).

Figura 31. Determinacion de pH en ciego.

Determinacion de la superficie de absorcion del intestino: se recogieron muestras de intestino
delgado (yeyuno medio a 75 cm distal del estomago e ileon a 15 cm proximal de la valvula ileo-
cecal), se lavaron con agua destilada para eliminar restos de heces y se fijaron en medio Bouin
(75% de solucidn saturada de acido picrico, 20% de formol y 5% de acido acético) durante 24 h.
A continuacidn, las muestras se colocaron en alcohol etilico al 70% para liberar el exceso de
solucion fijadora. El procesamiento se realizd mediante método de rutina y coloracion con
hematoxilina y eosina (H&E) y acido peryddico Schiff (PAS). El estudio morfométrico del
epitelio intestinal se realizé en el Laboratorio de Toxicologia. Se utilizé un sistema de analisis de
imagenes compuesto por un microscopio Olympus BX40, camara de video ToupCamTM y un
programa de procesamiento de imagenes ToupTek ToupView con un zoom de 200-400 veces. Se
analizaron cinco campos aleatorios diferentes para cada seccion histolégica. Se midieron
longitud y ancho de vellosidades (um) y profundidad y ancho de las criptas (um). Se determind
el nimero de células caliciformes en las vellosidades y en las criptas (expresadas como nimero

de células caliciformes/100 vellosidades o criptas) en las secciones intestinales tefiidas con PAS
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(figura 32). La superficie de absorcion del intestino (M) se estimo utilizando el modelo

matematico propuesto por Kisielinski et al. (2002):

ancho vellosidad = ancho criptay 2 rancho vellosidad 2
( z + z ~( z

(ancho vellosidad = longitud vellosidad) +
M=

{rmchﬂ vellosidad + ancho m'tpm} z

Z 2

Figura 32. (A) Corte transversal de muestra intestinal para histologia. (B) Medio Bouin para la fijacion
de las porciones intestinales. (C) Cortes fijados en cassette listos para su procesamiento. (D) Corte
histoldgico con tincion H&E. (E) Camara de video acoplada a un microscopio optico y observacién en
computadora. (F) Corte histolégico con tincién PAS.

Determinacion de los &cidos grasos volatiles (AGVs): muestras de contenido cecal fueron
recolectadas en tubos de plastico con tapa roscada. Se afiadié &cido fosférico de grado HPLC
(EM Science) en una relacion 1:4. Las muestras se congelaron en freezer a -80°C hasta su
analisis. Para la medicion de la concentarcion de AGVs, las muestras de contenido cecal fueron
desproteinizadas y analizadas por cromatografia de gases con detector FID, de acuerdo con la
metodologia validada propuesta por Jouany (1982). Se utilizd6 un cromatografo de gases
Shimadzu (Modelo GC-17A, Kyoto, Japon), equipado con un detector FID. La separacion
cromatografica se realiz6 con una columna Innowax 30M (Agilent, Santa Clara, Estados Unidos)
(figura 33).

Figura 33. Cromatografo de gases para la cuantificacion de AGVs.
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Actividad de disacaridasas intestinales: las muestras fueron recolectadas de cuatro porciones
intestinales: duodeno, inmediatamente después del estdmago; yeyuno proximal, a continuacion
del duodeno; yeyuno medio a 1,5 m de yeyuno proximal y yeyuno distal-ileon a 15 cm proximal
a la valvula ileocecal. Los segmentos intestinales fueron lavados con solucion fisioldgica para
eliminar el contenido intestinal y se enviaron refrigerados al laboratorio. Un gramo de mucosa
intestinal se recogio raspando firmemente la superficie luminal con espéatula. A continuacion, se
agrego a la mucosa 2 ml de solucion salina, se trituré en un mezclador (Ultra-Turrax®) a 22000
rpm durante 1 minuto y se homogeneizd con un homogeneizador de piston y tubo (Potter
Heidolph tipo RZR 50, Alemania). A continuacion, las muestras se centrifugaron a 6630 rpm a
4°C durante 10 minutos (Beckman coulter®). Las concentraciones de proteina de los
homogeneizados se determinaron por espectrofotometria (Dupont, Sorvall Instruments) a 595 nm
de acuerdo con el método de Bradford (1976) usando albumina de suero bovino. Las actividades
de la lactasa, la sacarasa y la maltasa se determinaron por espectrofotometria a 450 nm segun el
método de Dahlqvist (1964). La actividad de las disacaridasas se expresé como U/mg de
proteina, siendo una U la cantidad de enzima que hidroliza 1 mmol de lactosa, sacarosa o

maltosa en 1 min en condiciones de ensayo estandar (figura 34).

Figura 34. (A) Exposicion de la mucosa del ileon para la determinacion de disacaridasas. (B) Extraccién
de la mucosa por medio de raspaje. (C) Tubos incubandose en la estufa. (D) Cubetas con muestras para la

cuantificacion de proteinas.

3.e) Andlisis estadistico

Las variables (analisis microbioldgico, pH del tracto gastrointestinal, determinacién de la
superficie de absorcion, AGVs y actividad de las disacaridasas intestinales) fueron cuantificadas
en lechones con tratamientos: Control*, FOS1*, FOS3* y OTC3*. Las mismas se midieron con 4
repeticiones, a las 12 y 24 h de lactancia y en diferentes porciones del intestino. En el modelo
para el andlisis estadistico fue incluido el efecto de tratamiento, tiempo, localizacion intestinal y

sus interacciones contemplando la medicion repetida en el intestino de cada animal. Las

78



variables del analisis microbioldgico y de la actividad de las disacaridasas fueron transformadas
con la funcién logaritmo para obtener la normalidad de los residuos y estabilizar las variancias.
Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p< 0,05. El analisis fue realizado con
SAS V9.3 (SAS, Instituto Inc., Cary, NC, EE.UU.).

4. RESULTADOS

La incorporacién de los antibidticos FOS y OTC al calostro que se les administro a los
lechones durante los periodos de lactancia de 12 y 24 h, no produjo diarrea en dichos animales.

Analisis microbioldgico

La tabla 5 muestra el promedio (+ EEM) del logio (UFC/g) para las enterobacterias,
bacterias acido-lacticas, E/BAL y bifidobacterias para cada grupo (lechones Control*, FOS1*,
FOS3* y OTC*) a las 12 y 24 h de lactancia en las diferentes regiones intestinales (yeyuno-ileon,
ciego y colon).

Enterobacterias: no fueron observadas interacciones significativas (p> 0,05). Tampoco

hubo diferencia entre los tratamientos (p= 0,1583), y en las horas de lactancia (p= 0,9527). El
efecto del lugar de muestreo presentd diferencias significativas (p= 0,0226), observando
diferencias entre en el logaritmo del recuento entre el yeyuno-ileon y el ciego (p= 0,0265) (figura
35).

Bacterias acido-lacticas: no fueron encontradas interacciones significativas (p> 0,05).

Tampoco hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p= 0,1044), las horas de
lactancia (p= 0,6147) y lugar de muestreo (p=0,1557).

E/BAL: no se encontraron interacciones significativas (p> 0,05). Tampoco se hallaron
diferencias entre los tratamientos (p= 0,2130), las horas de lactancia (p= 0,1339) y lugar de
muestreo (p=0,2489).

Bifidobacterias: no se hallaron interacciones significativas (p> 0,05). Tampoco se

encontraron diferencias significativas entre las horas de lactancia (p= 0,370), ni en el lugar de
muestreo (p= 0,7548). El efecto de tratamiento (FOS3* y OTC3*) presentd diferencias
significativas (p= 0,0170), con un logaritmo de recuento superior en el tratamiento FOS3* que
enel OTC3* (6,98 £ 0,12 y 5,94 + 0,19 UFC, respectivamente) (figura 36).
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Figura 35. Efecto del lugar de muestreo sobre las UFC/g (logio) enterobacterias de lechones lactantes.
Se muestra el promedio (+x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 36. Efecto de tratamiento sobre las UFC/g (logio) bifidobacterias de lechones lactantes.
Se muestra el promedio (x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

pH del tracto gastrointestinal

La tabla 6 muestra los valores de pH (promedio + EEM) obtenidos en las diferentes

secciones del intestino (porcion caudal del estdémago, ileon, ciego y colon) para cada grupo

(lechones Control*, FOS1*, FOS3* y OTC3*) a las 12 y 24 h de lactancia. No se observé efecto
significativo de los antibidticos sobre el pH registrado (p> 0,05). Tampoco se encontr6 efecto de

tratamiento, de lugar de muestreo, ni de tiempo de lactancia.
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Determinacion de la superficie de absorcion intestinal

La tabla 7 muestra los promedios (x EEM) de las variables histoldgicas y la superficie de
absorcion intestinal para cada grupo (lechones Control*, FOS1*, FOS3* y OTC*) alas 12y 24 h
de lactancia en yeyuno medio e ileon del intestino de los lactantes.

Vellosidades: para las variables largo y ancho de las vellosidades no hubo interaccion
entre los factores principales (p> 0,05). Tampoco se observo efecto del tiempo de lactancia
(largo, p=0,2486 y ancho, p=0,3050).

En el largo de las vellosidades el efecto lugar de muestreo fue significativo (p= 0,0027),
siendo mayor la medicion en el yeyuno medio (446,22 + 16,71 um) que en el ileon (396,09 +
17,39 um) (figura 37).

El efecto de los tratamientos tambiéen fue significativo (largo, p= 0,0003 y ancho, p=
0,0343) (figuras 38 y 39). La medicion no mostré diferencias entre los grupos Control* y
FOS1*, sin embargo fue mayor que para los grupos FOS3* y OTC3*.

Criptas: para las variables profundidad y ancho de las criptas no fue observado efecto de
interaccion entre los factores principales (p> 0,05). Tampoco fue significativo el efecto de las
horas de lactancia (profundidad, p= 0,1265 y ancho, p= 0,3192) ni del lugar de muestreo
(profundidad, p= 0,8866 y ancho, p=0,3198).

El efecto de los tratamientos fue significativo (profundidad, p< 0,0001 y ancho, p=
0,0002). La media de los grupos Control* y FOS1* fueron similares entre si (profundidad, p=
0,9736 y ancho, p= 0,6467), al igual que las medias de los grupos FOS3* y OTC3*
(profundidad, p= 0,9999 y ancho, p= 0,9871). Sin embargo, si hubo diferencias entre estos
grupos (profundidad, p< 0,0001 y ancho, p< 0,05), siendo mayor la medicion para los grupos
Control* y FOS1* (figuras 40 y 41).

Células caliciformes: para las variables recuento de células caliciformes en las

vellosidades y criptas intestinales no se observd interaccion entre los factores principales (p>
0,05). Tampoco fue significativo el efecto de las horas de lactancia (vellosidades, p= 0,4088 y
criptas, p= 0,7700).

El efecto lugar de muestreo fue significativo para el recuento de las células caliciformes
(vellosidades, p< 0,0001 y criptas, p= 0,0030), siendo mayor el recuento promedio registrado a
nivel de ileon para ambas variables (989,50 + 50,33 células/100 vellosidades y 420,94 + 3,66
células/100 criptas) (figuras 42 y 43).

83



El efecto de los tratamientos no fue estadisticamente significativo para el recuento en las
vellosidades (p= 0,2735) pero si en las criptas (p< 0,0001). Los valores obtenidos fueron
mayores para los grupos Control* y FOS1* (figura 44).

Superficie de absorcidn intestinal: no se observo interaccion entre los factores principales
(p> 0,05). Las diferencias entre las horas de lactancia (p= 0,0640) y el efecto de los tratamientos
(p=0,1245) no fueron estadisticamente significativos.

El efecto lugar de muestreo fue significativo (p=0,0128) observando en yeyuno medio un

area mayor que en el ileon (9,63 + 0,27 y 8,79 + 0,32 um?, respectivamente) (figura 45).
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Figura 37. Efecto del lugar de muestreo sobre el largo de las vellosidades (um) en lechones lactantes.
Se muestra el promedio (+x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

600+

490+ 418,79
B '
0_

CO““ ?0$‘ Qogb

Figura 38. Efecto de tratamiento sobre el largo de las vellosidades (um) en lechones lactantes.
Se muestra el promedio (x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 39. Efecto de tratamiento sobre el ancho de las vellosidades (um) en lechones lactantes.
Se muestra el promedio (+ EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 40. Efecto de tratamiento sobre la profundidad de las criptas (um) en lechones lactantes.
Se muestra el promedio (+x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 41. Efecto de tratamiento sobre el ancho de las criptas (um) en lechones lactantes.
Se muestra el promedio (x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

£ p

§ 1000

8

E

=

3 5001 DEUSEE

g

S

.
0 :

g\m“‘e“‘o L e

N

Figura 42. Efecto del lugar de muestreo sobre el recuento de células caliciformes/100 vellosidades en
lechones lactantes. Se muestra el promedio (+ EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas
(p < 0,05).
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Figura 43. Efecto del lugar de muestreo sobre el recuento de células caliciformes/100 criptas en lechones
lactantes. Se muestra el promedio (x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 44. Efecto de tratamiento sobre el recuento de las células caliciformes/100 criptas en lechones

lactantes. Se muestra el promedio (x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 45. Efecto del lugar de muestreo sobre la superficie de absorcion intestinal (um?) en lechones
lactantes. Se muestra el promedio (x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).
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AGVs

El contenido intestinal del ciego de lechones lactantes se analizé6 mediante cromatografia
de gases. Debido a la escasa cantidad de muestra recolectada del ciego, solamente se pudo
cuantificar el &cido acético. Los resultados para dicha variable (mmol/L) se presentan en la tabla
8 (promedio £ EEM) para cada grupo (lechones Control*, FOS1*, FOS3* y OTC*) y horas de
lactancia (12 y 24 h). No hubo interaccion entre los tratamientos y las horas de lactancia (p=
0,4205). Tampoco se observd efecto de tratamiento y horas de lactancia (p= 0,5628 y p= 0,3501,

respectivamente).
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Actividad de disacaridasas intestinales

La Tabla 9 muestra los niveles de lactasa, maltasa y sacarasa (promedio + EEM) para
cada grupo (lechones Control*, FOS1*, FOS3* y OTC*) a las 12 y 24 horas de lactancia y en las
diferentes porciones del intestino (duodeno, yeyuno proximal, yeyuno medio y yeyuno-distal
ileon).

Lactasa: no se observaron interacciones significativas (p> 0,05). No se observo efecto
entre las horas de lactancia (p= 0,0650).

Se observd diferencia significativa entre los tratamientos en el duodeno (p= 0,0135), en la
comparacion de a pares solo se hallé diferencia entre FOS1* y FOS3* (p= 0,0443) (figura 46).

El efecto del lugar de muestreo presento diferencias significativas (p< 0,0001), siendo
superiores los niveles encontrados en el duodeno (> 1400 U/mg proteina) que en las otras
porciones del intestino (< 290 U/mg proteina) (figura 47).

Sacarasa: se observo interaccion significativa entre el tratamiento y el lugar del intestino
estudiado (p= 0,0094) y entre las horas de lactancia y el lugar de muestreo (p= 0,0152). Por lo
tanto, los efectos de tratamiento y horas de lactancia, fueron estudiados en cada porcion
intestinal.

En duodeno los niveles de sacarasa del grupo Control* fueron superiores al resto de los
tratamientos (p< 0,05), siendo FOS1* y FOS3* similares (p> 0,05), pero distintos del grupo
OTC3* (p< 0,05).

En el yeyuno proximal los niveles de sacarasa en el grupo Control* y FOS1* no fueron
diferentes entre si (p> 0,05), pero fueron distintos a FOS3* y OTC3* (p< 0,05).

En la porcion media del intestino no se observaron diferencias en los niveles de sacarasa

(p> 0,05).

En la porcion distal se observé el mismo comportamiento que en la porcién proximal
(figura 48).

El efecto del tiempo de lactancia solo presentd diferencias en el yeyuno distal-ileon
(figura 49).

El efecto del lugar de muestreo presentd diferencias significativas (p= 0,0003), siendo
superiores los niveles encontrados en el duodeno (> 11 U/mg proteina) que en las otras porciones
del intestino (< 5 U/mg proteina) (figura 50).

Maltasa: no se observd efecto de la hora de lactancia (p> 0,05). Pero si hubo interaccion
significativa entre el tratamiento y el lugar del intestino estudiado (p= 0,0059). Por lo tanto, los

efectos de tratamiento fueron estudiados en cada lugar.
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En el duodeno y yeyuno proximal los niveles de maltasa del grupo FOS3* fueron
inferiores al resto de los tratamientos (P< 0,05), mientras que los otros tratamientos no
presentaron diferencias entre si (p> 0,05).

En las porciones yeyuno medio y yeyuno distal-ileon los niveles de maltasa de OTC3*
fueron superior al resto de los tratamientos (p< 0,05). Los grupos Control* y FOS1* no
presentaron diferencias entre si (p> 0,05) y nuevamente la actividad de la maltasa en FOS3* fue
muy inferior (p< 0,05) (figura 51).

El nivel de maltasa fue significativamente mayor en el duodeno (p< 0,05) (figura 52).
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Figura 46. Efecto de tratamiento sobre la actividad de la lactasa (U/mg de proteina) en el duodeno de
lechones lactantes. Se muestra el promedio (+ EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas

(p < 0,05).
2000+
15004 1
: 14499
_;' 1000+
£
-
500+
220,3"
69‘“0 . “\t‘;\ e&o . s‘a\
0“0 ﬂ“‘\o Q‘ o™ iei\“\o ™ ﬂeﬂ“ 00 Q¥
N

Figura 47. Efecto lugar sobre la actividad de la lactasa (U/mg de proteina) en lechones lactantes.
Se muestra el promedio (+x EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

309 BB CONTROL

BB FOSI*
FOS3*

Bl OTC3*

U/mg de proteina

Figura 48. Efecto tratamiento y lugar de muestreo sobre la actividad de la sacarasa (U/mg de proteina) en
lechones lactantes. Se muestra el promedio (+ EEM). Diferentes letras entre las mismas porciones
intestinales indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 49. Efecto horas de lactancia y lugar de muestreo sobre la actividad de la sacarasa (U/mg de
proteina) en lechones lactantes. Se muestra el promedio (+x EEM). Diferentes letras entre las mismas
porciones intestinales indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 50. Efecto del lugar de muestreo sobre de la actividad de la sacarasa (U/mg de proteina) en
lechones lactantes. Se muestra el promedio (+ EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas

(p < 0,05).
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Figura 51. Efecto tratamiento y lugar sobre la actividad de la maltasa (U/mg de proteina) en lechones
lactantes. Se muestra el promedio (x EEM). Diferentes letras entre las mismas porciones intestinales
indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 52. Efecto del lugar de muestreo sobre la actividad de la maltasa (U/mg de proteina) en lechones
lactantes. Se muestra el promedio (+ EEM). Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

5. DISCUSION

En el presente estudio, las concentraciones de FOS y OTC administradas con calostro no
afectaron el recuento de enterobacterias y bacterias acido-lacticas a las 12 y 24 horas de
lactancia. Si se observo un incremento en las UFC de las bifidobacterias en los lechones tratados
con FOS3* sobre los lechones OTC3*. Los resultados obtenidos corresponden a una
colonizacion normal de la microbiota y esto es muy importante ya que cualquier alteracién en el
desarrollo cronoldgico de la implantacion de la microbiota repercutira en el futuro productivo del
animal (Bauer et al., 2006; Round y Mazmanian, 2009; Buffie et al., 2012).

Para la relacién E/BAL todos los valores promedios obtenidos fueron cercanos a uno.
Debido a que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los lechones
controles y tratados con FOS u OTC, podemos suponer que dichos antibioticos ingeridos con el
calostro no interfieren con el crecimiento normal de estas bacterias. Los valores para ambos
grupos bacterianos en el contenido cecal de los lechones al nacimiento fueron similares a los
obtenidos por Heim et al. (2015). Estos resultados difirieron de los hallados por Martinez (2017),
quien demostrd una menor relacion E/BAL debido a una disminucion en las enterobacterias en
ciego y colon de lechones de destete tratados con FOS. Esto podria deberse a que en el trabajo
mencionado las dosis de FOS administardas a los animales fueron mayores a las empleadas en

esta investigacion.
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La ausencia de diarrea en este trabajo es un hecho indicativo de que los animales
mantuvieron una microbiologia equilibrada. Es sabido que el manejo inadecuado de
determinadas moléculas antibioticas y el estrés de los lechones lactantes afectan el equilibrio
normal de la microbiota intestinal, manifestindose con diarrea e incluso la muerte de los
animales durante la lactancia (Corpet, 2000).

Los resultados obtenidos en la microbiologia se relacionan con los valores de pH
recolectados, en donde tampoco se hallaron diferencias significativas entre los tratamientos.

El pH registrado en el estomago se mantuvo entre los pardmetros normales. EI valor mas
bajo obtenido fue de 4,62 + 0,21, indicativo de una baja produccion de &cidos. Estos valores de
pH favorecen la estabilidad de los antibioticos FOS y OTC y su posterior llegada al intestino
delgado sin sufrir cambios. Ademas, este pasaje se ve beneficiado por la ingestion de calostro y
leche de cerda que poseen un poder tampon importante protegiendo a dichas moléculas
(Manners, 1976).

En el presente estudio no se observaron diferencias significativas en la produccion de
acido acético a nivel cecal en las diferentes horas de lactancia para los diferentes tratamientos. Es
conocido que en el lechon lactante la produccion de AGVs es relativamente baja en las primeras
horas de vida ya que es en ese periodo cuando comienza a establecerse la flora bacteriana en el
intestino del neonato.

En este estudio, se determiné el recuento de células caliciformes en vellosidades y criptas
intestinales a través de la evaluacién histologica de la mucosa intestinal. EIl recuento de estas
celulas fue superior en las criptas a nivel del ileon de los lechones de los grupos Control* y
FOS1*. Estos resultados coinciden con los estudios realizados por nuestro grupo de
investigacion, donde también se observo un aumento en el nimero de células caliciformes en las
criptas a nivel del ileon (p= 0,0159) de lechones destetados tratados con FOS (Martinez, 2017).
El recuento de las células caliciformes es considerado importante por muchos autores porque €s
un indice de la capacidad secretora y la produccion del moco protector intestinal (Piel et al.,
2005).

En las secciones histoldgicas estudiadas, la medicion del largo y ancho de las
vellosidades y la profundidad y ancho de las criptas fue mayor para los grupos Control* y
FOS1* comparado con los grupos FOS3* y OTC3*. A pesar de que se observaron efectos
significativos sobre largo y ancho de las vellosidades y ancho de las criptas, cuando se realizo la
estimacion matematica de la superficie de absorcién intestinal, este efecto desaparecié o no se
hace evidente al menos de manera significativa. No obstante, existe una tendencia que muestra

una mayor area de absorcion a las 12 h de lactancia para los lechones controles y tratados. Esto
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se relaciona con el desarrollo morfo-fisiologico normal del intestino de los lechones lactantes
mencionado anteriormente, que implica, en las primeras horas de vida, el desarrollo de la mucosa
intestinal responsable de la absorcién de las inmunoglobulinas y de los diferentes componentes
que son indispensables para la supervivencia del neonato.

Los resultados de lactasa obtenidos en este estudio estuvieron dentro de los pardmetros
normales y son concordantes con la bibliografia internacional (Manners y Stevens, 1972; Zhang
et al., 1997; Adeola y King, 2006). La mayor actividad ezimatica se observé en el duodeno. Al
nacimiento el lechon tiene una actividad extraordinariamente importante de esta enzima,
especialmente en las primeras porciones del intestino delgado, con el objetivo de poder
hidrolizar las elevadas concentraciones de lactosa presente en el calostro y la leche de la cerda
(Manners y Stevens, 1972; Zhang et al., 1997; Adeola y King, 2006).

Los resultados obtenidos para sacarasa y maltasa no fueron concluyentes. Se observo una
mayor actividad de sacarasa en el grupo Control* a nivel de duodeno, y junto con el grupo
FOS1* a nivel yeyuno proximal y yeyuno distal-ileon. Por otro lado, en el caso de la maltasa, la
actividad fue superior para los grupos Control*, FOS1* y OTC3* en las porciones duodeno y
yeyuno proximal. Mientras que, el en el yeyuno medio y yeyuno distal-ileon, el grupo OTC3*
tuvo el mayor efecto.

Esta variabilidad de los resultados puede adjudicarse a la categoria de animales empleada
mas que a un efecto de tratamiento. Es sabido que la actividad de la maltasa y la sacarasa
depende del grado de maduracion de la mucosa intestinal de cada animal en particular y
comienza a producirse en forma progresiva asociada con los cambios en la dieta. De tal manera
que la actividad de ambas enzimas es baja durante la lactancia y adquiere mayor importancia en
la etapa de recria cuando los cerdos reciben alimento sélido (Manners y Stevens, 1972; Zhang et
al., 1997).

Si bien consideramos que la realizacion de una cinética plasmatica hubiese sido relevante
para la interpretacion de los resultados, en este trabajo no se realiz6 la recoleccion seriada de
muestras de sangre a fin de no alterar los parametros fisiol6gicos en los recién nacidos. A pesar
de que ambas moléculas antibidticas presentan una baja disponibilidad oral (FOS: 20% y OTC:
3-5%) (Ericsson et al., 1982; Segre et al., 1987; Patel et al., 1997), es problable que gan parte de
la FOS haya sido absorbida dada la mayor permeabilidad que experimenta el intestino del
lactante durante las primeras horas de vida.

Por otro lado es de suponer que la OTC haya tenido una menor absorcién debido a su
quelacion con el cation Ca*™ presente en el fluido mamario que provoca alteracién de la

estructura quimica de antibiotico (Caswell y Hutchison, 1971).
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Se ha documentado que las tetraciclinas administradas por via oral pueden originar una
irritacion directa sobre la mucosa digestiva, siendo estos efectos consecuencia de la accion
directa de los quelatos formados con iones metéalicos di y trivalentes sobre la mucosa gastrica e
intestinal (Lieber y Lefévre, 1959). Si bien esta accion no se observo en el estudio de los cortes
histoldgicos, la formacion de complejos podria disminuir la actividad sobre las bacterias.

Por otra parte, el efecto microbiota-mucosa, se relaciona con la gran variabilidad de la
microflora proveniente de sus madres y que va a formar parte del intestino del lechén. Es posible
que los neonatos, de la flora comenzal de la madre, hayan adquirido resistencia a los antibioticos
que a su vez difieren en cada individuo en particular, en cuanto a manejo, ambiente, tipo de flora
bacteriana, exposicion previa y tolerancia a otros antibidticos, etc. Si bien las cerdas madres para
este estudio fueron seleccionadas teniendo en consideracion la paridad (segundo parto) y que no
habian recibido tratamiento antibidtico previo al ensayo, en su historial en la granja comercial
podrian haber recibido antibidticos para diversos tratamientos, haciendo que esas bacterias
resistentes lleguen a su camada (Lewis, 2012). Es por ello que deberia considerarse que
concentraciones residuales pueden favorecer la adquisicion y transferencia de resistencia.

La transferencia horizontal de genes aparece como la causa principal de la aparicion
rapida de genes resistentes a los antibioticos (Gyles et al., 1978; Christie y Dunny, 1984;
Gonzalez y Blanco, 1986; Bischoff et al., 2005; Hansen et al., 2005), siendo el tracto
gastrointestinal del animal un importante reservorio de bacterias para este intercambio de
informacidn genética (Nikolich et al., 1994; Blake et al., 2003; Hoa et al., 2011). Estudios de
nuestro grupo de investigacion (de la Torre et al., 2014; de la Torre et al., 2015) han demostrado
que los animales y el medio ambiente de las granjas porcinas pueden actuar como depositos para
la propagacion potencial de bacterias resistentes. Esto puede ocurrir por intermedio de elementos
genéticos moviles como los integrones que participan en la resistencia a los antibidticos. En
dichos estudios se detectd la presencia de integrones de resistencia para seis antibioticos en cepas

comensales de Escherichia coli de lechones de menos de 12 horas de vida.
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CAPITULO 11l
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CONCLUSIONES GENERALES

La administracién de FOS y OTC a las cerdas durante el peri-parto segin un plan posoldgico

mono (FOS1) y multidosis (FOS3 y OTC3) no afectd la produccion de calostro de las hembras.

Se demostrd que la eliminacion calostral-lactea de FOS y OTC luego de su administracion en
cerdas gestantes durante el peri-parto segun un plan posolégico monodosis (FOS1y OTCLA) y
multidosis (FOS3 y OTC3) difiere segun el tipo de antibi6tico utilizado y la cantidad de dosis

administradas.

Los cambios hormonales que explican el pasaje de la fase calostral a la fase lactea impactan en la
eliminacién de FOS en calostro y leche, mientras que para el caso de la OTC ésta influencia no

seria tan importante.

Las concentraciones de FOS halladas en calostro y leche de cerdas tratadas con una y tres dosis
del antibidtico excedieron a la CIMgo durante mas de 8 h para Escherichia coli y Streptococcus
sp., ambas bacterias implicadas en afecciones reproductivas como metritis y/o mastitis. Mientras
que para el caso de la OTC las concentraciones cuantificadas en calostro y leche no alcanzaron la

ClIMgo para las bacterias mencionadas anteriormente.

Las concentraciones ingeridas de FOS y OTC en calostro por los lechones luego de la
administracion de FOS y OTC a las cerdas durante el peri-parto, no afectaron el consumo de
calostro y los parametros zootécnicos como score de vitalidad al nacimiento, nimero de lechones

NT, NV, muertos durante la lactancia y peso en diferentes momentos de la lactancia.

La dosificacion oral de FOS y OTC con el calostro a lechones neonatos durante 12 y 24 h de
lactancia no presentd efecto sobre el recuento de UFC de enterobacterias y bacterias acido-
lacticas en yeyuno-ileon, ciego y colon, sobre la superficie de absorcion intestinal en yeyuno
medio e ileon, sobre la produccién de acido acético en el ciego y sobre el pH de todas las

porciones intestinales estudiadas.

No se encontraron diferencias importantes para la produccion de enzimas intestinales a

excepcion de la maltasa.

Se debe tener en consideracion que las concentraciones de antibidticos eliminadas por calostro y

leche pueden inducir el desarrollo de resistencia bacteriana.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis son innovadores y relevantes para la produccion porcina.
Hasta la fecha, no se disponia de informacion cientifica sobre el efecto de la exposicion del
tracto gastrointestinal y la microbiologia de los lechones neonatos a los residuos de antibidticos
eliminados en el calostro por la cerda. Este trabajo abre las puertas a futuros estudios y estimula

la concientizacion sobre el uso adecuado de los antimicrobianos en la sala de partos.
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