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El desenvolupament de nous farmacs i de noves formes farmacéutiques
requereix la realitzacid d’una serie d’estudis previs per a autoritzar-ne 1°Us,
que donin informacié suficient sobre el comportament farmacocinétic i
farmacodinamic de les molécules i aixi con¢ixer I’eficacia i la seguretat del

seu us en animals i/0 en humans.

El coneixement de parametres com la biodisponibilitat, és a dir, la capacitat
del farmac per accedir a la sang des del compartiment on ha estat
administrat constitueix una part important d’aquest estudi, perqué ens
permet comparar vies d’administracié i formes farmaceutiques diferents. De
la mateixa manera, els estudis de deplecié de residus ajuden a congixer les
afinitats tissulars dels farmacs, la quantitat en qué s’acumulen en els
diferents teixits, com s’eliminen d’aquests al llarg del temps i a partir de
quin temps postadministracid consumir-los no representa cap perill per a la

salut.

Els farmacs que s’utilitzen per a tractar els animals productors d’aliments
poden arribar als consumidors a través de la cadena alimentaria i tenir

consequeéncies negatives per a la salut publica.

L’avaluacié d’aquest risc ha portat a I’establiment de sistemes de control per
garantir que els aliments siguin segurs. Al llarg del temps s’han introduit
mecanismes de control per avaluar el risc dels diferents contaminants
ambientals (pesticides, metalls, etc.) i1 altres substancies utilitzades en el
tractament de patologies animals que a través de la cadena alimentaria

poden arribar a ’home.
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Al final de 1981, es presenten a la CEE les primeres directrius en relacio
amb els medicaments d’us veterinari. E1 1990 apareix a Europa la primera
directriu (Reglament (CE) 2377/90, 1990) que fixa els criteris per establir
els limits maxims de residus acceptables per a cada molécula i/o els seus
metabolits, susceptibles de ser utilitzats en terapéutica animal sense risc per

a la salut del consumidor.

L’avaluaci6 de la seguretat dels additius i contaminants dels aliments s’ha
basat en la determinacid6 d’un nivell sense efecte (NOEL) per a cada
substancia i I’establiment de factors de seguretat que permetin fixar una
quantitat de substancia activa que en ser ingerida diariament per ’home no

impliqui cap risc per a la seva salut.

Aquests limits de residus tolerables son fixats per a tots aquells teixits que
formen part de la dieta habitual, tenint en compte un consum diari
d’aliments d’origen animal caculat per a una persona d’un pes mitja de 60
kg. A partir de la fixacié d’aquest limit per a cada teixit, es pot establir per a
cada especialitat farmaceutica, el temps necessari perque cadascuna de les
substancies actives i/0 metabolits presents en 1’organisme de I’animal tractat

arribin a nivells sense risc per a la salut del consumidor (temps d’espera).

Aquests nivells son fixats per comites d’experts després d’avaluar
rigorosament les dades procedents dels estudis de toxicitat realitzats amb

cada molécula, els seus metabolits i/o els productes de degradacio.

Aixi, quan un farmac ¢€s administrat a un animal productor d’aliments,
aquest arriba a la sang i es distribueix als teixits. Els nivells de farmac que

es troben en cadascun dels teixits que es destinaran al consum huma poden
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suposar un risc per a la salut del consumidor, per la qual cosa es fa necessari
congixer quins son els nivells de tolerancia admissibles per a la salut

humana.

Per aquesta rad, paisos com la Unid Europea, els Estats Units, Canada o
Japd han establert uns criteris basics que permeten fixar el limit de

tolerancia d’una molécula en cadascun dels teixits consumibles.

Per conéixer quin ¢€s el nivell de farmac, metabolit o producte de degradacid
(residu marcador) que no té efectes toxics observables, es necessari realitzar
una serie d’estudis que permetin definir el perfil toxicoldgic d’aquest. Entre
ells, hi ha estudis de teratogenicitat, mutageénesi, carcinogenesi,
immunotoxicitat, neurotoxicitat, estudis de resisténcies. Aixi el NOEL
correspondra a la dosi més baixa que, en tots els estudis realitzats, no hagi
donat lloc a cap reaccid adversa. S’escull el valor inferior obtingut en

I’especie i en el test més sensible (EMEA/V/KG/kg/38896/99, 2000).

En conclusio, aquest valor pot referir-se a la toxicitat, al nivell de
resisténcies -si es tracta d’un antimicrobia- o a les seves propietats

farmacologiques, 1 sempre ¢€s el valor més baix de tots.

A partir del NOEL es fixa la ingesta diaria acceptable (IDA), que és una
estimaci6 de la quantitat d’una determinada substancia expressada en
referéncia al pes corporal que podria ser ingerida per una persona

diariament, durant tota la seva vida, sense cap risc per a la seva salut.

Un cop es té el valor d’IDA s’estableix el limit maxim de residus (LMR),

que ¢és la concentracié maxima de residu que es pot acceptar en un aliment,
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després d’administrar un medicament veterinari en animals destinats al
consum huma, expressat en mg/kg de pes fresc (Reglament (CE). 2377/90,
1990).

Per fixar aquest limit es parteix del valor d’ingesta diaria acceptable 1 dels
aliments que una persona pot consumir diariament, amb 1’objectiu d’estimar
la quantitat de substancia/residu marcador que podra estar present en cada

teixit, objecte de consum, per una persona.

Concentraci6 segura = IDA (x 60 kg)/factor consum d’aliments

El factor de consum d’aliments esta basat en la mitjana de la ingesta que
realitza un individu dels diferents tipus d’aliments. Aquest valor s’ha fixat
d’acord amb els habits alimentaris dels diferents paisos. Per poder fer la
distribuci6 del consum d’aliments es necessari congixer la distribucio del
farmac /0 metabolits en I’organisme de ’espécie de desti. Per aixo, és
necessari realitzar estudis en els quals s’avalui el perfil cinétic plasmatic i

tissular de la molecula objecte d’estudi.

Per congixer quins son els teixits diana on el residu marcador esta present en
concentracions amb risc per a la salut del consumidor, s’han de realitzar
estudis de deplecio de residus en els quals, per fer un seguiment més acurat,
s’utilitzen molécules marcades radioactivament (C'*) de manera que la

tracabilitat d’aquestes sigui complerta.

S’ha de destacar que en la distribucio de les quantitats de farmac tolerables
en cada teixit diana hi ha la possibilitat que el farmac pugui arribar a I’home

per altres vies diferents de la de la carn, per exemple perqué s’hagi
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administrat en vaques productores de llet o en gallines ponedores. Per tant,
s’haura de distribuir la IDA entre els diferents teixits consumibles (carn, llet,

ous i mel) per fixar ’'LMR en cada teixit.

L’Uni6 Europea ha confeccionat unes llistes (Anexos I, II, III, IV) en que es
classifiquen les diferents substancies actives que podran ser utilitzades en

els animals productors d’aliments, un cop establert ’LMR per a cada teixit

(EMEA/MRL/829/02-FINAL, 2002).

— Annex I: llista de substancies farmacologicament actives per a les

quals s’ha establert un limit maxim de residus.

— Annex II: llista de substancies no subjectes a un limit maxim de
residus. Es tracta de substancies utilitzades en medicina veterinaria per a
les quals no cal fixar un limit maxim de residus per a la proteccio de la
salut publica, perque¢ s’eliminen molt rapidament, perque soén
substancies endogenes, perqué no s’absorbeixen o perqué no s’ha

identificat cap risc per a la salut del consumidor.

— Annex III: llista de substancies farmacologicament actives utilitzades
en els medicaments veterinaris per a les quals s’han establert limits

maxims provisionals.

— Annex IV: llista de substancies farmacologicament actives per a les
quals no es pot establir cap limit maxim de residus, ja que es tracta de
substancies que constitueixen un risc per a la salut del consumidor. Per
aquesta ra0, queda prohibit administrar substancies d’aquest annex a

animals productors d’aliments.
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Aquest LMR es tindra en compte per fixar el temps d’espera de cada
especialitat farmacéutica, que ¢és D’interval de temps des de I’tltima
administracié del medicament en 1’especie de desti, en condicions normals
d’us, fins que en els teixits destinats al consum huma el residu marcador

arriba a nivells iguals o inferiors a I’LMR fixat.

Aquest periode sera resultat de la cinctica del farmac, és a dir, un farmac
que s’elimini rapidament tindra una semivida bioldgica curta i per tan, un
temps d’espera reduit. Pero cal tenir en compte, que factors com la via
d’administracio, la forma farmaceéutica i el régim de dossificacio, poden
modificar 1’absorci6, la distribucié i/o 1’eliminaci6é del farmac, i per tant,
donar una pauta de deplecid de residus diferent i, en consequéncia, uns

temps d’espera també¢ diferents.

Per a la determinaci6 del temps d’espera, s’han de realitzar estudis en els
quals es determinaran els residus presents en cadascun dels teixits diana, en
diferents temps de sacrifici, després de 1’administracié del medicament per

la via adequada i en la pauta terapcutica fixada.

Les corbes obtingudes per a cada teixit proporcionaran un temps d’espera,
igual o diferent, per a cadascun d’ells, i es prendra com a valid, per al

medicament administrat, el teixit que ha presentat un valor superior.

La tilosina, farmac objecte d’aquest estudi, ¢s un dels farmacs que es troba
inclos en I’ Annex 1. Els seus LMR son de 100 pg/kg per a tots els teixits en
les diferents especies productores d’aliments, excepte per a la llet i els ous

que son de 50 1 200 pg/kg, respectivament (taulal).
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Taula 1. LMR de la tilosina en els diferents teixits diana dels animals per

als quals se’n recomana I’administracio (EMEA/MRL/732/00-FINAL, 2000).

Farmac Residu Especie LMR Teixitsdiana
mar cador animal
Tilosina Tilosina A Bovins 100 pg/kg Muscul
100 pg/kg Greix
100 pg/kg Fetge
100 pg/kg Ronyo
50 pg/kg Llet
100 pg/kg Muscul
Porcins 100 pg/kg Pell+greix
100 ng/kg Fetge
100 pg/kg Ronyo
100 pg/kg Muscul
100 pg/kg Pell+greix
Aus 100 pg/kg Fetge
100 ng/kg Ronyo
200 pg/kg Ous

Aquests estudis per a avaluar el temps d’espera, com ja s’ha indicat
anteriorment, estan clarament fonamentats en el perfil cinétic del farmac, o
sigui, en els processos d’absorcid i distribucio, el metabolisme i I’excrecio, i
€s per aixO que €s necessari avaluar-ne la cinética plasmatica que donara

informacio relativa a:

1. Larapidesa d’absorcio des del lloc d’administracio.
2. La capacitat de sortir del torrent circulatori i arribar als teixits o
emmagatzemar-s’hi.

3. La velocitat d’eliminacié mitjangant el metabolisme i I’excrecio.
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Es aixi que, quan el farmac ¢és administrat per una via diferent de la
intravenosa, s han de tenir en compte diferents factors que en condicionaran

la biodisponibilitat.

En el procés d’absorcio, els farmacs han de travessar les membranes fins
arribar a la sang. Aquests processos poden ésser de diferents tipus, la
majoria de farmacs son absorbits per transport passiu, és a dir, per
dissolucid en el component lipidic de la membrana cel-lular o per filtracio a
través dels porus transmembrana; pero també hi ha farmacs que utilitzen
transport mediat per components de membrana (proteines transportadores)
com ¢s el cas de la difussio facilitada i del transport actiu, amb la diferéncia
que aquest ultim necessita consum d’energia, doncs ¢és produeix a
contragradent. Altres formes d’absorcid comprenen la vesiculacio, la

pinocitosi o la fagocitosi (Baggot, 1988).

En el cas del transport passiu, una serie de factors intervenen modulant la
velocitat del pas del farmac a través de les membranes. En primer lloc, les
caracteristiques fisicoquimiques de la molécula i del medi on son
administrats. Aixi, el pes molecular, la forma molecular, el seu pKa, la seva
acidesa o basicitat, la solubilitat en els fluids organics on sén administrats,
el pH del medi, la preséncia de proteines, greixos, metalls quelants, etc. En

segon lloc, el flux sanguini que irriga la zona on es produeix 1’absorcid.

Quan el farmac arriba a la sang, moltes molécules d’aquest poden unir-se a
les proteines plasmatiques i a les macromolécules circulants i d’aquesta
manera no pot difondre lliurement fora del plasma. Com a norma general, la
part de farmac que arriba al lloc d’acci6 és una part molt petita del present a

I’organisme; la resta del farmac roman en solucié en els diferents

10
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compartiments de 1’organisme o es localitza en particules subcel-lulars o en

diposits adiposos.

Aixi la distribucié d’un farmac en els teixits dependra en major o menor
grau de les caracteristiques fisicoquimiques, dels parametres sanguinis (pH,
proteines plasmatiques, etc.) 1 del medi que el reb: els teixits, on aquest
quedara més o menys retingut segons la seva afinitat envers els per els
diferents components tissulars. Els farmacs que s’acumulen en un
determinat teixit poden actuar com a reservori i allargar la permanéncia del

farmac en 1’organisme i, conseqiientment, la seva accio.

Un cop els farmacs s’han distribuit pels teixits, aquests poden ser
metabolitzats i/o0 excretats per diferents organs. Les reaccions de
biotransformaci6 sén portades a terme pel sistema microsomal, les
mitocondries, els enzims solubles, els lisosomes o per la microflora
existents en organs com el budell, el fetge, el rony6 o bé en la sang i el
sistema nervids central. Alguns farmacs son metabolitzats en el plasma per
diferents esterases, pero el principal organ transformador 1 detoxificador és
el fetge, que mitjangant reaccions enzimatiques, s’encarrega d’eliminar els

farmacs de I’organisme, generalment, en forma de compostos més polars.

Finalment, els farmacs i els seus metabolits son eliminats de 1’organisme,
excretats al medi exterior per diferents vies com la renal (orina), la biliar, la
intestinal (femtes), la pulmonar, la salival, la gastrica, la cutania, la llagrimal
o la mamaria (Velasco, 2003). El rony6 acostuma a ser 1’0rgan excretor per
excel-léncia, encara que, segons les caracteristiques del farmac poden haver-

hi altres vies d’excrecié predominants, com per exemple, en el cas de

11
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I’administraci6 d’un anestésic volatil en qué el pulmd sera 1’organ

predominant d’excrecio.

L’objectiu de 1’ts dels farmacs és logicament el tractament preventiu o
curatiu d’una malaltia, 1 és per aix0 que els estudis cinetics estan sempre
fonamentats en una dosi i una posologia capaces de resoldre el quadre clinic

del pacient.

En el cas que s’hagi d’utilitzar un antibacteria, s’haura de tenir en compte
que la resposta d’un pacient envers el tractament amb antibacterians és molt
variable, cosa que dificulta el disseny d’un régim de dosificacid que
optimitzi aquest tractament farmacologic i en garanteixi la maxima eficacia

(Sanchez, 2000).

Entre els factors que determinen I’éxit o el fracas d’un tractament hi ha
’activitat antibacteriana, el perfil farmacocinetic del farmac, la preséncia o
abséncia d’un possible “efecte postantibiotic”, i la resposta immune del

pacient.

La consideracié d’aquests factors porten, en la practica clinica (humana), al
tractament individualitzat mitjancant 1’is d’uns parametres anomenats
indexs d’eficacia (Schentag 1 cols., 1992). Aquests indexs, basats en
parametres microbiologics i1 farmacocineétics, proporcionen informaci6 sobre

I’eficacia potencial d’un determinat tractament.
L’objectiu del tractament individualitzat €s el disseny d’una dosificacié que
assoleixi les concentracions plasmatiques més efectives. Aquestes

concentracions son determinades per les caracteristiques del pacient i del

12
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tipus de microorganisme responsable de la infeccido. Amb els antibiotics, la
resposta al tractament depén d’una interaccid pacient-farmac-bacteri, per la
qual cosa s’ha de tenir en compte la variabilitat farmacodinamica del farmac

junt amb la variabilitat farmacocinética.

De la combinacié d’aquests conceptes, sorgeix [’anomenada analisi
farmacocinética-farmacodinamica (PK-PD) que t¢ com a finalitat, escollir
una estratégia d’administracio adequada amb una dosi Optima, per a
aconseguir una maxima eficacia i alhora, minimitzar el desenvolupament de

resisténcies.

Per a avaluar aquestes relacions és imprescindible coneixer ’activitat de
I’antibacteria davant els diferents patogens, és a dir, la sensibilitat del

bacteri respecte a I’antibacteria.

Hi ha diferents parametres per a establir el grau de sensibilitat dels bacteris

patogens envers els diferents antibacterians, aixi:

e Concentracido minima inhibitoria (CMI): és la concentracido més baixa de
I’antibiotic que evita el creixement dels microorganismes després de 18-
24 hores d’incubacié amb un inocul de microorganismes de 10*a 10°
UFC (Reese i Douglas, 1987). Es una mesura bacteriostatica que es
refereix a la inhibici6 del desenvolupament bacteria i s’expressa com a
concentracio (pg, Ul, pumol/ml). Depenent del grau d’inhibicié del
creixement bacteria s’obté la CMIsy, CMI;s. CMIg9 0 CMI g0, segons si la
inhibicid és del 50, 75, 90 0 100 % (Damaso, 1990).

13
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Concentracié minima bactericida (CMB): és la concentracié més baixa
d’antibiotic que causa la mort total del bacteri o que permet la
supervivencia de <0.1 % de I’inocul inicial (Reese 1 Douglas, 1987). Els
antibiotics bactericides tenen valors similars de CMI i de CMB com en
el cas dels B-lactamics o de les fluoroquinolones (Chow i cols., 1985).
La resisténcia a un antibiotic pot aparcixer quan I’agent €s un bactericida

1 un patogen ¢és inhibit en comptes de ser destruit.

Cada antibiotic té un valor critic de CMI o CMB que permet classificar
les soques com a susceptibles o resistents sobre la base de si el valor
obtingut és major o menor que el valor critic. Aquest valor és dificil de
determinar 1 es calcula sobre la base de I’eficacia de 1’antibidtic en
processos causats pel patogen en qiiestid. A més a més, la resposta del
pacient depén de diferents factors i aixo dificulta la determinacio

d’aquest valor critic.

Una altra limitaci¢ inherent a 1’Gs d’aquests dos parametres com a
indicadors del potencial d’un determinat tractament antibacteria €s que
aquestes determinacions es fan sota condicions experimentals amb
inoculs menors als implicats en una infecci6 real i amb microorganismes
en fase de rapid creixement, mentre que en condicions in Vivo les

condicions sOn diferents.

e Relaci6 bactericida: aquesta relacio es calcula a partir de la corba
que relaciona el nombre de bacteris supervivents respecte al temps.
Hi ha dos tipus de cinetiques bactericides, la cinética
concentraciodependent, en qué¢ hi ha un augment de la taxa

bactericida quan augmenta la concentracid antibiotica, i la



INTRODUCCIO

concentracioindependent, en que la taxa es manté constant per sobre

d’un valor llindar, independentment de la concentraci6 antibiotica.

e Efecte postantibiotic (EPA): és la persisténcia de la inhibicio del
creixement bacteria després de 1’exposicio del bacteri a I’antibiotic
quan aquest ja no ¢és detectable (Spivey, 1992). Aquest efecte
s’observa en tots els antibiotics, encara que no tots provoquen aquest
efecte en tots els microorganismes. Els antibiotics que inhibeixen la
sintesi de proteines, DNA 1 RNA (aminoglicosids, macrolids,
fluoroquinolones, metronidazole, cloramfenicol, rifampicina 1
trimetoprim, etc.) presenten un efecte postantibiotic envers la
majoria de bacteris. Els agents antimicrobians que inhibeixen la
sintesi de la paret cel-lular (B-lactamics, glicopeptids) provoquen un
moderat efecte postantibiotic en els estafilococs, un baix efecte
postantibiotic en els estreptococs 1 un minim efecte postantibiotic en

els bacteris gramnegatius.

La durada d’aquest efecte varia d’un farmac a I’altre i depén de la
soca de microorganisme. L’efecte postantibiotic no es pot predir
amb la CMI o CMB i s’ha de determinar en cada cas per models in

ViVO i in vitro.
Estudis in vivo han mostrat que la preséncia de leucocits millora i
perllonga I’EPA (Spivey, 1992), factor que cal tenir en compte en

pacients neutropenics.

Com ja s’ha esmentat abans, el perfil cinétic t& un paper decisiu en la

resposta final davant d’un tractament, perqué d’ell depen la concentracio de
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farmac en el lloc de la infeccid. Per aquesta rad es considera que alguns
parametres farmacocinétics donen informacid per a congixer la intensitat del
contacte antibiotic-bacteri. Per a valorar quantitativament l’eficacia dels
tractaments amb els diferents farmacs, han sorgit diferents indexs de la
relacié entre alguns parametres microbiologics 1 de certs parametres
farmacocinétics; aquests indexs permeten fixar una pauta posologica més

adequada. Entre els més importants destaquen:

» AUC.4n/CMI: relacio de I’area sota la corba concentracio-temps i la
concentracido minima inhibitoria.

» Cmax/CMI: relaci6 de la concentracid plasmatica maxima 1 la
concentracié minima inhibitoria.

» T>CMI: interval posologic durant el qual els nivells son superiors al

valor de CMI.

D’acord amb el tipus d’antibiotic, hi ha parametres que indiquen millor
I’eficacia que d’altres. Aixi, per als antibiotics concentraciodependents ho
son els parametres: Cpax/CMI 1 AUC.24, /CMI; en canvi, per als antibiotics

tempsdependents ho és el T>CMI.

En el cas dels macrolids i segons el tipus de que es tracti, varia el parametre
escollit per a determinar-ne 1’eficacia encara que, en general, son farmacs
que tenen una cinética en sang molt diferent de la cinética en teixits
(Rodvold 1 Piscitelli, 1993). Per a la tilosina no hi ha dades descrites sobre
estudis d’eficacia ja que es tracta d’un antibiotic d"is exclusivament

veterinari.
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1.1. ANTIBIOTICSMACROLIDS. GENERALITATS

1.1.1. Evolucié historica

Aquest grup d’antibiotics va ser descobert el 1952 quan McGuire i cols.
aillaren D’eritromicina en cultius d’una soca d’Sreptomyces erythreus,
obtinguda a partir d’una mostra de sol d’una illa de les Filipines. A la
vegada, es van realitzar les primeres observacions in vitro, se’n mesuraren
els limits de toxicitat i es demostra [’eficacia d’aquest antibiotic en
infeccions experimentals i naturals causades per cocs grampositius. Durant
les decades segiients es varen anar aillant antibiotics amb una estructura
analoga a I’eritromicina, com I’espiramicina el 1952, la kitasamicina
(leucomicina) el 1953, I’oleandomicina el 1956 i el seu éster triacetat
(troleandomicina) al 1957, la tilosina i la carbomicina al 1960, la josamicina

al 1967, la rosaramicina i la midecamicina el 1971 (Barrigoén i cols., 1993).

Al final dels anys 70, es van comengar a sintetitzar derivats 1 analegs de
l'eritromicina per millorar les propietats quimiques, microbiologiques i
farmacocinctiques d'aquests. Aixi, per millorar els problemes en la
biodisponibilitat oral de l'eritromicina i d'altres antibiotics macrolids
naturals es van generar molecules com la rokitamicina (propionil-
leucomicina AS5) 1 la miocamicina (acetil-midecamicina) mitjancant
l'esterificacié o la formacid de sals de compostos derivats de fermentacions
(Mazzei i cols., 1993). També van aparé¢ixer derivats semisintétics com la
claritromicina  (6-O-metileritromicina), la  roxitromicina  (9-O-[(2-
metoxietoxi)metil]oxina eritromicina) i I’A-62671 (principal metabolit de la
claritomicina en humans el 1981, aixi com 1’azitromicina (deoxo-azametil-
homo-eritromicina) el 1982, la fluritromicina (8-fluoro-eritromicina), i la

diritromicina (9-deoxo-11-deoxi-9,11-imino-2-metoxietoxi etilidene-oxi-
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eritromicina), que ¢€s a I’hora un profarmac de 1’eritromicilamina (Barrigon i

cols., 1993).

L’eritromicina, 1’espiramicina, la tilosina i la tilmicosina han trobat la
maxima aplicacio clinica dins la medicina veterinaria. Altres macrolids com
I’oleandomicina i1 la carbomicina, juntament amb la tilosina han estat
utilitzats com a additius alimentaris per a la promocid del creixement en

I’alimentaci6 animal (Spoo i Riviere, 1995).

Altres molécules més noves com 1’A-66005, ’A-66173 1 I’ER42859 han

aconseguit inhibir bacteris resistents a I’eritromicina (Kirst, 1991).

La tendencia actual en la investigaci6é farmaccutica és la de descobrir noves
molécules amb la finalitat de millorar la farmacocinética, l'espectre d'acci6 i

vencer les resisténcies bacterianes.

1.1.2. Caracteristiquesfisicoquimiques. Classificacio

Els antibiotics macrolids sén compostos de naturalesa basica, poc
hidrosolubles que presenten un anell lactonic macrociclic al qual tenen
acoblat un desoxisucre /0 un aminosucre o diversos. L’estructura lactonica
pot estar constituida per un nombre variable d’atoms de carboni (12-20) que

s’uneixen als sucres mitjancant enllacos glicosidics.

Aquest anell lactonic pot estar substituit per grups hidroxil o alquil, o bé per
una cetona al C7 en el cas dels macrolids de 12 atoms, al C9 en els
macrolids de 14 atoms o per un grup aldehid en els compostos de 16 atoms.

LYinic compost amb 15 atoms, 1'azitromicina, conté un grup amino terciari.
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Els grups hidroxil de 1'anell lactonic poden ser substituits per 1, 2 o 3 sucres
neutres o basics, que donen a la molécula un caracter més o menys basic.
Estudis sobre la correlacié entre 'estructura dels macrolids i la seva activitat
han demostrat que els compostos més basics eren a 1'hora els més actius

(Bryskier i cols., 1986).
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Figura 1. Estructura quimica dels principals macrolids de 14, 15 i 16 atoms de

carboni (Hardy i cols., 1988).
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Tots els macrolids son bases débils amb un pk, amb un rang entre 6-9, la
qual cosa els hi permet passar facilment cap als teixits per difusio passiva.
Sén inestables en medi acid encara que derivats semisintétics com
I’azitromicina i la roxitromicina es caracteritzen per una major estabilitat en

aquest medi.

Des d’un punt de vista quimic, els macrolids més comunament usats 1 més
efectius poden dividir-se en tres grups d’acord amb el nombre d’elements
que constitueixen I’anell macrociclic (Barrigén i cols., 1993; Mediavilla,

1997):

o Andl lactonic de 14 atoms i dos sucres situats en posicié 3 i 5:
eritromicina (A, B, C, D, E i F), eritromicilamina, oleandomicina,
roxitromicina, claritromicina, diritromicina, fluritromicina,
troleandomicina, albociclina, megalomicina, lancamicina, TE-031/A-
56268, A-62671, A-66005, A-66173 1 A-69334, EM-523 i ER-42859.

o Anél lactonic de 15 atoms: azitromicina.

o Anel de 16 atoms: tilosina, rosaramicina, miocamicina, midecamicina,
carbomicina, leucomicina, espiramicina, josamicina, tilmicosina,
diacetilmidecamicina, nidamicina, kitasamicina, rokitamicina,

relomicina i angolamicina.
1.1.3. Activitat antimicrobiana
Malgrat les diferéncies en 1’estructura quimica dels diferents components
del grup, els macrolids constitueixen una classe d’antibidtics molt
homogeénia quant a I’espectre d’accid, el mecanisme d’accid i les

resisténcies.
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Els macrolids posseeixen una potent activitat antibacteriana sobre la majoria
de cocs grampositius, bacteris anaerobis i1 alguns bacils grampositius.
Actualment, es consideren resistents la majoria dels bacils gramnegatius,
malgrat aixo, son molt efectius davant Bordetella pertussis, Bordetella
burgdorferi, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Toxoplasma gondii
i Legionella pneumophila, i bastant actius davant de Neisseria meningitidisi

gonorrhoeae, Pasteurella multocida i Clostridium perfringens.

La gran sensibilitat dels estreptococs (Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes i Sreptococcus agalactiae) davant d’aquest grup
d’antibiotics en justifica I’s com a farmacs de primera elecci6 en infeccions
causades per aquests bacteris (Barrigon i cols., 1993). Tanmateix, han anat
augmentant les resisténcies d'aquests bacteris al llarg del temps, i s’han
presentat resisténcies creuades entre els diferents macrolids (Azanza i cols.,

1998).

També sén molt efectius contra bacteris com Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci,
Moraxella catarrhalis, Ureaplasma urealyticum, Corynebacterium

diphteriae, Treponema pallidumi alguns micobacteris atipics.

L’activitat dels macrolids davant el complex Mycobacterium avium (MAC)
¢s més elevada que sobre M. tuberculosis, la claritromicina és 1’antibiotic
més potent contra aquests bacteris i també envers M. leprae, M. Chelonae i
M. marinum (Almirante, 1994).

La majoria d’aquests antibiotics son actius davant de Gardenerella

vaginalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Haemophilus ducreyi,
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Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Mobiluncus spp. i

Propionibacterium acnes (Azanza i cols., 1998).

Alguns macrolids son actius davant de parasits com Crytosporidium spp. i
Plasmodium spp. Els macrolids no posseeixen en canvi, cap accié contra

virus, llevats 1 fongs.

La importancia d’aquest grup de farmacs, ha augmentat en els ultims anys, a
causa de la freqiiéncia d’infeccions produides per bacteris que s’han fet
resistents a altres antibiotics (Legionella, Mycoplasma, Chlamydia i
Campylobacter).

Pel que fa al seu Us en medicina veterinaria, els macrolids han estat
considerats com a antibiotics de segona eleccio contra bacteris grampositius;
en canvi, per a malalties com la pneumonia o la mastitis son de gran valor
per la seva capacitat per assolir altes concentracions en els teixits sensibles a

la infecci6 (Gingerich i cols., 1977; Ziv i cols., 1995).

Si classifiquéssim els bacteris d’acord amb la sensibilitat que presenten
envers els diferents tipus de macrolids, es podrien obtenir quatre grups

(Williams 1 Sefton, 1993):

1. Bacteris piogeénics de creixement rapid: estafilococs, estreptococs,
enterococs, gonococs i cocs anaerobis. Son bacteris susceptibles als farmacs
B-lactamics 1 a I’eritromicina. La gran majoria dels macrolids son forca

actius envers aquests bacteris.
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2. Bacteris resistents als P-lactamics i a D’eritromicina: enterobacteris,
pseudomones i Haemophilus influenzae. Cal destacar 1’activitat de

I’azitromicina sobre aquests bacteris.

3. Bacteris per als quals esta especialment indicat 1’is d’antibiotics com
I’eritromicina i les tetraciclines: Campylobacter spp., Legionella spp.,

Chlamydia spp., Mycoplasma pneumoniae i Bacteroides spp.

4. Organismes envers els quals aquesta antibioterapia és limitada: P. carinii,

T. gondii i micobacteris atipics.

1.1.4. Mecanismed’acci6

L’efecte antibacteria dels antibidtics macrolids es deu a la seva capacitat
d’inhibir la sintesi proteica per la qual cosa se’ls defineix com a compostos
bacteriostatics. Aquesta sintesi té lloc gracies a la traducci6 de la informacio
genetica codificada a ['ARNm. La sintesi té lloc en els ribosomes en tres
etapes: iniciacio, elongacido que compreén alhora tres fases: reconeixement,

transferéncia i translocaciod 1 terminacio.

El ribosoma 70S, que com se sap, esta compost per dues subunitats 30S i
508, és la unitat funcional de la sintesi proteica en els bacteris. La inhibicid
de la sintesi es produeix mitjancant la unidé reversible del farmac a les
proteines ribosomiques L22 1 L27 de la subunitat 50 S una vegada aquest ha
penetrat en el citoplasma bacteria per difusid passiva. En el cas dels
macrolids de 14 atoms de carboni l'ocupaci6 de la proteina L22 impedeix el
fenomen de translocacid, és a dir, el pas d'una molécula de peptidil RNAt

del lloc acceptor al lloc donador, 1 per tant, la progressio del segiient codo
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de ’RNAm (Brisson-Noél i cols., 1988). En canvi, els de 16 atoms de
carboni s'uneixen a la proteina L27, i inhibeixen aixi la formaci6 de 1'enllag

peptidic previ al procés de translocacio.

Els macrolids en general no s'uneixen als ribosomes dels mamifers, sin6 que
ho fan només als dels organismes procariotes. Efectivament poden unir-se
als ribosomes mitocondrials dels mamifers perd no poden travessar la
membrana de la mitocondria, i la qual cosa evita la deplecid de la medul-la

ossia (Spoo 1 Riviere, 1995).

Hi ha diferents factors dels quals depén que un antibiotic es comporti com a
bacteriostatic o com a bactericida com ara l'espeécie bacteriana, la
concentracio en el lloc de la infeccid, I'estat de creixement bacteria i el pH
del medi (Brittain, 1987). Aixi, en un pH basic els macrolids es troben en
forma no ionitzada i, per tant, poden travessar millor la paret bacteriana, 1
augmentar la seva accid antibacteriana. També els bacteris grampositius
mostren menys resisténcia al pas d’aquests farmacs a través de la seva
membrana, aixi com els bacteris que tenen una paret cel-lular deficient com

les Chlamydias, les Rickettsiasi els Mycoplasmas (Barrigén i cols., 1993).

S'ha de tenir en compte que els macrolids requereixen de 2-4 vegades la
concentracido minima inhibitoria (CMI) per arribar a la concentracié minima
bactericida (CMB) 1 que aquesta concentracidé s’ha de mantenir durant un
temps suficient per ser efectiva. En concentracions subinhibitories (efecte
postantibiotic), l'efecte antibacteria es manté durant un periode de temps

diferent per a cada macrolid (Mediavilla, 1997).
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1.15 Resistencies

Les resisténcies als macrolids poden ser causades per alteracions

ribosomiques, mutacions cromosomiques i transferéncies de plasmidis.

Les alteracions ribosomiques son rares i el mecanisme de resisténcia més
freqlient consisteix en una modificacid posttranscripcional de ’'RNA de la
subunitat 23 S del ribosoma per una monometilacié o dimetilaci6 del residu

d’adenina.
També la resisteéncia pot ésser deguda a mutacions cromosomiques rapides i
sovint inestables que alteren la proteina ribosomica 50 S, i que impedeixen

la unid de I’antibiotic al ribosoma.

Els mecanismes de resisténcia coneguts, mitjangcant plasmidis, poden ser

resultat de 3 tipus de modificacions:
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— disminucié de la penetracié del farmac a través de la membrana cel-lular,
sobretot en bacteris gramnegatius (enterobacteris) (Lampson i cols., 1986);
— produccié d’un enzim metilasa que modifica el lloc de fixacié de la
subunitat 50S del ribosoma, i disminueix la capacitat d’uni6é del farmac
(Leclerq i cols., 1988);

—hidrolisi dels macrolids per accid d’esterases produides per

Enterobacteriaceae (Barthelemy i cols., 1984).

També s'ha descrit com a mecanisme de resisténcia, l'existéncia en la
membrana bacteriana d’un sistema que funciona com una bomba i que
retorna a I’exterior els macrolids amb anells de 14 i 15 atoms de carboni que

han entrat a la cel-lula bacteriana (Goldman i Capobianco, 1990).

L’aparicié de resisténcies €s habitualment creuada entre tots els membres
del grup 1 freqlientment amb lincosamides 1 cloramfenicol, perd en algunes
especies bacterianes la resisténcia creuada succeeix només entre

components del mateix grup de macrolids. (Mediavilla, 1997).

1.1.6. Indicacions terapéutiques

Els antibiotics macrolids estan indicats en el tractament d’infeccions
respiratories (de les vies respiratories altes, com la faringitis, I’otitis mitjana
1 la sinusitis, 1 de vies respiratories baixes, com la bronquitis, la pneumonia
o I’exacerbacid de I’EPOC), gastrointestinals (gastritis 1 ulcus péptic, diarrea
bacteriana), genitourinaries (uretritis, cervicitis i la malaltia pelvica
inflamatoria), de pell 1 teixits tous (erisipela, cel-lulitis, linfangitis,
impetigen 1 acne) i per al tractament de 1’endocarditis i de malalties

parasitaries com la criptosporidiosi i la toxoplasmosi.
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Actualment, s'esta considerant la utilitzacio dels macrolids en el tractament
de l'arteriosclerosi i de l'asma, ambdues malalties relacionades amb el

possible paper de Chlamydia pneumoniae (Azanza i cols., 1988).

Els macrolids son especialment utils en casos d’al-leérgia als antibidtics

B-lactamics o quan les tetraciclines estan contraindicades.

1.1.7. Reaccions adver ses

Aquest grup d’antibidtics es caracteritza per la seva escassa toxicitat i per la
seguretat en el seu Us terapéutic. Malgrat aixo, tots tenen en comu la seva

naturalesa irritant.

Les reaccions adverses descrites en la bibliografia fan referéncia sobretot als
humans i es poden resumir en: epigastralgies, nausees, vomits, i/o diarrea
sobretot en les formes orals, a causa d’un efecte del farmac sobre la
motilitat gastrointestinal més accentuat en els derivats que tenen un anell de
14 atoms i menor en els macrolids de nova generacio. Menys freqiients son
les reaccions al-lérgiques menors amb manifestacions deérmiques, febre
medicamentosa 1 eosinofilia, la sordesa transitoria que apareix en
dosificacions altes i 1’augment de transaminases. També poden causar
hepatitis colestatica amb quadre de nausees, vomits, dolor abdominal,
ictericia 1 febre, acompanyada de leucocitosi, eosinofilia i augment de

’aspartat aminotransferasa serica.
Administrats per via 1.v. els macrolids provoquen 1’aparicié de

tromboflebitis, especialment si la injeccio es fa de manera rapida o en dosis

elevades.
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Per via i.m. o de manera subcutania provoca un dolor local molt intens i
alhora una reaccid inflamatoria que, si es perllonga, acaba produint

I’encapsulament del farmac i la necrosi del teixit del voltant.

En els animals, 1’s dels macrolids ha produit nausees, vomits i rarament,
erupcions cutanies. Es considera toxica la seva administracio per via oral a
herbivors (Prescott, 2000). En cavalls, ha estat descrita la diarrea severa
després de 1’administracié oral de I’eritromicina (Spoo i Riviere, 1995;

Mediavilla, 1997).

1.1.8. Caracteristiquesfarmacocinétiques

Els macrolids es caracteritzen per ser antibiotics amb estructura quimica,
espectre antibacteria, mecanisme d’accid 1 resisténcia similars, perd amb

diferents propietats farmacocinétiques.

La farmacocinética d’aquests antibiotics es descriu normalment d’acord
amb un model bicompartimental en qué la concentracidé en els teixits
(compartiment periferic) és molt superior a les concentracions plasmatiques

(compartiment central) (Van Duyn i Folkerts, 1979).

Els macrolids son antibiotics molt liposolubles i, com a conseqiiéncia, la
seva distribucid tissular és elevada, i pot arribar a concentracions altes
gairebé en tots els liquids i teixits corporals, especialment, a les secrecions
bronquials, el teixit prostatic, els exsudats de 1’oida mig i teixit ossi, tal com
demostren les relacions de concentracid teixit/plasma, que en general son
més grans que 1 (Periti i cols, 1989). Poden travessar la placenta i arribar en

poca quantitat al liquid sinovial, perd0 no poden superar la barrera
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hematoencefalica en condicions normals, llevat del cas de meningitis.
També és troben en concentracions molt altes a l'interior de les cél-lules, 1
poden arribar a superar la concentracido plasmatica en 10-100 vegades
(Williams 1 Sefton, 1993). Les altes concentracions trobades en els
lisosomes de  celllules fagocitaries  (macrofags 1  leucocits
polimorfonuclears), els fa utils davant de geérmens intracel-lulars com
Legionella o Chlamydia, i també fa que augmenti la permanéncia del farmac

en |’organisme.

El pas d’aquests antibiotics des de la sang cap als teixits (amb un pH menor

que la sang) es fa per difusio passiva.

La uni6 a proteines plasmatiques es realitza majoritariament sobre 1’a-1-
glicoproteina acida i varia entre un 93 % per la roxitromicina i un 15 % per

a la josamicina i la midecamicina.

L'eliminaci6é d'aquests farmacs es fa per metabolisme microsomal hepatic
mitjangant desmetilacio a través del citocrom P-450 (isoenzim CYP3A4),
excepcid feta dels macrolids d’anells de 16 elements, que no es desmetilen.
Els metabolits fruit d'aquesta accid son inactius amb excepcio dels de la
claritromicina  (14-hidroxiclaritromicina) 1 de la  diritromicina
(eritromicilamina). La semivida d'eliminacio pot anar des de les 2 h per a
I’eritromicina fins a les 12-14 h per a l'azitromicina (Barrigon i cols, 1993).
Aquest augments en els temps de vida mitjana estan directament associats
amb grans volums de distribuci6 i també amb altes concentracions tissulars 1
sobretot amb altes concentracions intracel-lulars. Cal afegir, que els

macrolids tenen la doble capacitat d’activar i1 inhibir els isoenzims de la
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subfamilia CYP3A del citocrom P450, la qual cosa n’augmenta 1’efecte

terapeutic (Babany i Pessayre, 1988).

L’excrecié dels macrolids té lloc predominantment en el tracte biliar
(femtes) (>60%) 1 també, en menor proporcid, per l’orina (3-5%). La
reabsorci6 intestinal i la circulacid enterohepatica fan de la biodisponibilitat
un parametre dificil de calcular. Els percentatges excretats per orina o per
bilis poden variar segons la forma d’administraci6, i son més grans els
primers després de I’administracié i.v. que després de 1’administraci6 oral.
L’aclariment urinari acostuma a ser lent 1 variable pero pot representar la via
més important d’eliminacié després de ser administrats parenteralment. La
concentraci6 de macrolids en llet és diverses vegades superior a la

plasmatica, especialment si hi ha mastitis.

Quan aquests farmacs s’administren per via oral, s’ha de tenir en compte
que farmacs s6n molt inestables en medi acid, per aixo la seva administracid
per aquesta via es fa en forma d'ésters (estearat, propionat, estolat,
etilsuccinat) o en formes farmaceutiques amb envoltures gastroresistents
excepte per a la roxitromicina, la claritromicina i l'azitromicina que no
precisen aquestes transformacions. Com a bases debils que son la seva

absorci6 es produeix en el medi alcali del budell.

Els macrolids amb anells de 16 elements tenen una estabilitat més gran a pH
baix, pero la seva biodisponibilitat no és total. Els aliments interfereixen en
I’absorcio oral de I’eritromicina, la roxitromicina i la josamicina, perd no en
la miocamicina, la troleandomicina o 1’espiramicina (Barrigon i cols., 1993).
En canvi, ’administracié conjunta de roxitromicina amb llet n’augmenta la

biodisponibilitat en un 15 % (Periti i cols., 1989). El tipus de formulaci6 de
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cada macrolid també en pot influenciar 1’absorcid, i donar lloc a diferents

percentatges de biodisponibilitat (Williams 1 Sefton, 1993).

L’administraci6 i.m. i i.v. pot ser dolorosa en el cas de 1’eritromicina per la

qual cosa n’¢és preferible I’administraci6 oral.

La maxima concentracié plasmatica en la majoria dels macrolids es
produeix entre les 1.5 i les 3 h després de la seva administracid per via oral i
aquesta presenta valors inferiors quan s’administra azitromicina o

diritromicina, a causa de la seva rapida distribucio tissular.

1.1.9. Interaccionsfarmacologiques

Els macrolids poden inhibir el metabolisme dels farmacs en el fetge
mitjangant la inactivacio dels enzims oxidatius microsomals, a causa de la
formacié de complexos i la inhibici6 del citocrom P450-3A4 (CYP3A4) en
els hepatocits i enterocits dels animals 1 dels humans (Von-Rosenteil i
Adam, 1995). La formacidé d’aquest complex es produeix gracies a dos
factors estructurals d’alguns macrolids que son: la preséncia d’un grup N-

dimetilamina accessible i el caracter hidrofobic del farmac.
També poden interferir amb els microorganismes de la flora intestinal per la

seva accid antibiotica 1 alhora augmentar el buidat gastric causat per un

efecte imitador de la motilina.
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D’acord amb el grau d’afinitat per al CYP3A4, els macrolids poden

classificar-se en tres grups (Periti i cols., 1992):

* un primer grup format per macrolids amb anell lactonic de 14 atoms de
carboni amb una amina terciaria unida a un sucre, com per exemple, la
troleandomicina 1 l'eritromicina. So6n capaces de formar nitrosoalcans i
complexos citocrom P450-metabolit inactius, disminuir el metabolisme

1, per tant, potenciar I’efecte dels farmacs amb qu¢ interaccionen.

= un segon grup ¢és el constituit per derivats semisintétics com la
josamicina, la fluritromicina, la roxitromicina, la claritromicina, la
miocamicina i la midecamicina, els quals formen complexos menys

freqiientment i rarament produeixen interaccions farmacologiques.

= un tercer grup, format per l'espiramicina, la tilosina, la rokitamicina, la
ricamicina, la diritromicina i 1'azitromicina, que no forma nitrosoalcans,
ni inactiva el citocrom P450 i es incapa¢ de modificar la farmacocinética

dels altres compostos.

Aixi, les interaccions més freqlients amb els antibiotics macrolids es
produeixen quan s’administren junt amb carbamazepina, ciclosporina,
terfenadina, astemizol i teofil-lina. Interaccions rares o de poca importancia
clinica son les que es produeixen amb alfentanil, sufentanil, antiacids i
cimetidina, anticoagulants orals, bromocriptina, felodipina, glibenclamida,
levodopa/carbidopa, lovastatina, metilprednisolona, fenazona, fenitoina,

rifabutina i rifampicina, triazolam i midazolam, acid valproic i zidovudina.
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La combinacié de diferents macrolids entre si, o de macrolids amb
lincosamides o cloramfenicol tenen un efecte antagonista. La combinacid
amb la benzilpenicil-lina o rifampicina té efectes sinérgics contra alguns

microorganismes grampositius.
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1.2. TILOSINA. GENERALITATS

1.2.1. Descobriment

La tilosina va ser descoberta el 1960 per McGuire i cols. (McGuire i cols.,
1961) quan va ser aillat I’actinomicet que la produia (Streptomyces fradiae)
en els laboratoris d’investigacié de la societat farmacéutica Lilly, a partir

d’una mostra de terra d’un arrossar de Tailandia.

1.2.2. Caracteristiquesfisicoquimiques

La tilosina €s un antibiotic macrolid constituit per diferents substancies, de
les quals la tilosina A n’és el component majoritari (80 %) i el que té major
activitat. Altres components minoritaris son la tilosina B o desmicosina, la
tilosina C o macrocina, la tilosina D o relomicina, la lactenocina, la 5-oxi-

micaminosiltilonolida i la desmicinosiltilosina (Kanfer i cols., 1998).

Cadascun dels components consisteix en un anell de lactona de 16 atoms de
carboni unit a tres desoxisucres (micinosa, micaminosa 1 micarosa)
juntament amb altres radicals (Wilson, 1984). La férmula molecular de la
tilosina és C46 H77 N Oy7 i el seu pes molecular és 916.14 g/mol. A la figura

3 es pot veure la formula estructural dels principals factors de la tilosina.
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Figura 3. Estructura quimica de la tilosina i dels seus factors principals (Fish i

Carr, 1986).

RI R2 R3
Tilosina A (tilosina) -CHO micarosil micinosil
Tilosina B (desmicosina) -CHO -H micinosil
Tilosina C (macrocina) -CHO micarosil 3-0-desmetilmicinosil
Tilosina D (relomicina) -CH,0H micarosil micinosil
DMT (desmicinosil tilosina) -CHO micarosil -H

Té I’aparenca d’una pols blanquinosa cristal-lina, poc soluble en aigua
(bmg/ml a 25 °C), i la seva solubilitat esta en rad inversa amb la
temperatura. En canvi, és bastant soluble en alcohols, ¢sters, cetones,

hidrocarburs clorats, benzé i éter; 1 insoluble en hidrocarburs no clorats.

El seu punt de fusido és 128-132 °C i la seva absorbancia maxima en

I’espectre lluminoés és als 232 nm.
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La tilosina pot donar lloc a sals solubles en aigua com el tartrat, el fosfat, el
lactat, el bisulfat, el gluconat i I’hidroclorhidrat. També pot formar ¢sters.
Les seves solucions aquoses son estables a pH 5.5-7.5 a temperatures de
25°C durant periodes de fins a 3 mesos, ja que per sota de pH 4.5 esdevé un
altre compost també actiu, la desmicosina, i passa després a formar

productes inerts (Fuentes, 1992).

Com tots els macrolids, es tracta d’una base débil amb un pKa de 7.1
(Prescott, 2000), per la qual cosa en condicions fisiologiques es troba poc

dissociada.

La tilosina és considerada una molécula altament liposoluble.

1.2.3. Activitat antimicrobiana

La tilosina mostra una gran activitat davant de bacteris aerobis grampositius
com Bacillus sp., Corynebacterium spp., E. Rhusiopathiae,. Listeria spp.,
Moraxella spp., alguns estafilococs i estreptococs. També és molt activa
davant aerobis gramnegatius com Actinobacillus spp., Campylobacter spp.,
Leptospira spp., Neisseria spp., i envers bacteris anaerobis com Bacteroides
spp., (excepte B. Fragilis), Clostridium spp., cocs anaerobis i Mycoplasma
spp. (Prescott, 2000).

Moderadament susceptibles son alguns enterococs, algunes Actinomyces
spp., 1 alguns Fusobacterium spp Haemophilus spp., Legionella spp.,
Ehrlichia spp. i Mycobacterium spp. També és activa davant Vibrio coli i
Chlamidia.
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Son resistents a la tilosina les enterobacteriacies, Pasteurella, Pseudomona

spp., Nocardia spp., Bordetella bronchiseptica i Brucella spp.

Els valors de CMI son <0.7 pg/ml per als bacteris susceptibles, entre 1 i

4png/ml pels moderadament susceptibles 1 >8 pg/ml per als bacteris

resistents (Prescott, 2000).

A la taula 2 es poden veure les concentracions minimes inhibitories de

diferents microorganismes per a la tilosina (McGuire i cols., 1961; Prescott,

2000).

Taula 2. CMI de diferents microorganismes per a la tilosina.

Micr oor ganisme

CM I 50 (ug/ml)

CM g0 (ng/ml)

Aerobis grampositius
Saphylococcus aureus
Sreptococcus faecalis
Streptococcus spp. (hemolitic)
Sreptococcus agalactiae
Sreptococcus disgal actiae
Sreptococcus suis
Erysipelothrix rhusiopathiae
Mycobacterium avium
Bacillus subtilis
Corynebacterium spp.

Listeria monocytogenes
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1.06
1.4
0.4

<0.1

0.39
0.4

0.4
12.5
<0.13
3.1
0.7
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Microor ganisme

CM 5o (ng/ml)

CM1 g0 (ng/ml)

Anaerobis grampositius
Clostridium spp.

Actinomyces pyogenes

Aerobis gramnegatius

Pasteurella haemolytica

Pasteurella multocida  (bovids)
(porcs)

Pasteurella aeruginosa
Bordetella bronchiseptica
Moraxella bovis
Salmonella typhymurium
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Neisseria meningitidis
Brucella abortus

Shigella hyodisenteriae
Pseudomona aeruginosa

Haemophilus sommus

Anaerobis gramnegatius

Fusabacterium necrophorum
Treponema hyodisenteriae
Vibrio coli

Lawsonia intracellularis

Leptospira

32
64

200
0.4
>128
>128

0.8

100

>100

100
6.25-12.5

1.56
3.12->100
5

64

0.05

128
128
13

>100

>200
>32

>100

0.06
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Micr oor ganisme CM I 5o (ng/ml) CM I go (ng/ml)
Micoplasmes

Mycoplasma bovis 0.097 0.5
Mycoplasma gallisepticum 0.05-0.1

Mycoplasma synoviae <0.09

Mycoplasma hyosinoviae 0.097-100 16
Mycoplasma mycoides 0.03-0.06 0.06
Mycoplasma hyopneumoniae 0.19 1
Mycoplasma hyor hinus 0.097 1
Mycoplasma agalactiae 0.06 0.32
Ureaplasma 0.08 0.13

1.2.4. Formesfarmaceutiques d’administracio

La tilosina es manufactura en tres formes diferents: tilosina base, tartrat de
tilosina i fosfat de tilosina; que tenen la mateixa activitat. Es pot administrar
per via oral, en forma de pols (sals solubles per barrejar en aigua o aliment)
o per via intramuscular, subcutania o endovenosa en forma d’injectable, en
una solucio de propilenglicol 1 alcohol benzilic. També es pot administrar

per via intranasal o per via intramamaria.

1.2.5. Caracteristiques farmacocinétiques

Després de la seva administracio oral o parenteral i a causa de a les seves
caracteristiques altament liposolubles (Hamill i cols., 1961; Prescott, 2000)

la tilosina es distribueix ampliament per bastants teixits de l'organisme

(fetge, ronyons, melsa, cor i pulmd) i1 liquids corporals (bilis, liquids
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prostatic, seminal, pleural o peritoneal). En alguns teixits 1 liquids
extracel-lulars se n’han trobat concentracions superiors a la del plasma
(pulmons i llet). No travessa la barrera hematoencefalica, pero si que ho fa a
nivell de la placenta. S’emmagatzema en els macrofags alveolars, cosa que
augmenta la seva eficacia contra microorganismes que causen patologia
respiratoria (Chamberland, 2001, comunicaci6 personal). S'uneix a les

proteines plasmatiques de manera moderada (40 %).

Pel que fa a la seva absorcio, la tilosina és absorbida amb facilitat en el
tracte digestiu de gallines 1 galls d’indi quan es presenta en forma de sal o
tartrat de tilosina. En aus, el tartrat de tilosina es pot aplicar per via
subcutania o també en I’aigua de beguda. En porcs, també¢ s’utilitza el fosfat
de tilosina, per via oral, perd aquest s’absorbeix amb més dificultat que el

tartrat de tilosina (Fuentes, 1992).

La biodisponibilitat oral de la tilosina en rates, gossos i vedells és baixa. Per
aquesta via, i en la major part d'espécies, la Cpax s’obté 1-2 h després de ser

administrada (EMEA/MRL/205/97-FINAL, 1997).

Administrada per via i.m., s'ha vist que la tilosina s'absorbeix lentament des
del muscul i s’elimina rapidament des del plasma (Gingerich i cols., 1977).

S’utilitza sobretot el fosfat de tilosina per la seva administracio i.m..

La via més adient d’administracié per aquest farmac és la intramuscular,
després d’haver-la dissolt en propilenglicol i aigua i haver-hi afegit alcohol
benzilic al 4 % com a bactericida. També es pot administrar per via

Intramamaria.
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La tilosina és metabolitzada 1 excretada pel fetge (bilis), també és eliminada
en menor proporcid pels ronyons (orina) i per la llet. Com a resultat del seu
metabolisme hepatic pot donar lloc a metabolits actius, perd el component
majoritari tant en fetge com en rony6 ¢€s la tilosina A (residu marcador).
Quan s’administra parenteralment, la seva eliminacio6 pel fetge és més lenta,

en canvi administrada parenteralment el teixit diana sembla ser el ronyd..

En vaques, en un estudi realitzat per Gingerich i cols., (1977), després de
'administraci6 de 12.5 mg/kg per via i.v., el volum de distribuci6 (Vd) de la
tilosina va ser d’1.1 1/kg, el temps de vida mitjana d'eliminacio (ti2g) d’1.6 h
i P’aclariment plasmatic (Cl) de 7.8 ml/kg/min. Cester i cols., (1993),
després d'administrar 10 mg/kg de tilosina per via i.v. a vaques, trobaren
volums de distribucié lleugerament superiors, un t,g de gairebé el doble 1
una Cl de 0.4 ml/kg/min i que el farmac passava rapidament al tracte
genital, on els alts nivells assolits perduraven durant forca temps. Ambdos
treballs coincideixen en I’amplia distribucid de la tilosina cap als teixits 1 la

rapida eliminaci6 del farmac una vegada aquest es troba a la sang.

Ziv 1 Sulman, (1973) van veure que la tilosina administrada per via i.v. en
una dosi de 20 mg/kg a vaques i a ovelles presentava un volum de
distribuci6 similar a la resta dels remugants (1.5-1.6 L/kg) i que la seva
concentraci6 plasmatica disminuia lentament, trobant concentracions
considerables a les 12 h posttractament. Administrada per via im.,
rapidament es difonia cap a la llet i arribava a concentracions maximes més
grans que les del plasma. Els mateixos autors, en un estudi fet en camells
(Ziv 1 cols., 1995), van comprovar que la disposicié del farmac era menor
quan els animals eren privats d'aigua, i que en estat normal d'hidratacié la

seva disposicio era d'un 88 % després d'administrar 20 mg/kg per via i.m..
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El comportament de la tilosina després d'administrar-se per via i.v. tamb¢ ha
estat estudiat en vedells de diferents edats, i s’ha descobert que en vedells
acabats de néixer I’eliminacié de la tilosina era lenta perd que augmentava
rapidament amb I'edat, fins a igualar la dels animals adults, quan els vedells
tenien una setmana de vida; el Vd pero, disminuia amb I'edat d'acord amb la

perdua progressiva de contingut d'aigua corporal (Burrows i cols., 1983).

En un estudi realitzat en cabres per (Atef i cols., 1991) en qué es van
administrar 15 mg/kg de tilosina per via i.v., es va trobar un Vd d’1.7 l/kg,
un typg de 3.04 h i una CI de 6.8 ml/kg/min. Administrada i.m., també es va
observar una absorci6 lenta des del muscul, pero6 amb una alta
biodisponibilitat del farmac (72.6 %). En cabres de raga Nubian, (Taha i
cols., 1999) van descriure una biodisponibilitat molt alta (84 %) 1 un tip
molt similar. En ovelles del desert, el mateix autor no va trobar diferéncies

respecte dels resultats observats en cabres.

En gossos, després de 1'administracio de 10 mg/kg de tilosina per via i.v. es
va veure que el farmac es distribuia ampliament (1.7 ml/kg), que assolia
valors molt similars als obtinguts en altres especies (vaques i cabres) i que la
seva eliminacid era molt rapida (ti2 = 54 min). Administrada per via i.m. la
tilosina arribava als 30 min a una concentracié maxima d’1.5 pg/ml que es

mantenia fins als 60 min, i que disminuia lentament fins a les 9 h (Weisel 1

cols., 1977).
Locke i cols., (1982) després d'estudiar la farmacocinética de la tilosina en

diferents espécies d'aus (guatlles, coloms, grues i estru¢os) administrada en

una dosi de 25 mg/kg per via i.m., varen observar que el farmac assolia unes
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concentracions maximes que podien variar entre els 3 i 6 pg/ml entre les 0.5

1 1.5 h. El tjg oscil-la entre 1.214.7 h.

1.2.6. Interaccionsfarmacologiques

No hi ha gaire informacio sobre les interaccions medicamentoses amb la
tilosina, perd es creu que séon semblants a les de 1’eritromicina (Plumb,
1995). S’ha utilitzat en associaci6 amb les sulfonamides en la clinica de
petits animals per tractar infeccions de vies respiratories altes, perd no s’ha
comprovat si 1’associacio és sinérgica in vitro. També és sinérgica amb el
cloramfenicol, I’estreptomicina, la furazolidona i la sulfametazina, i inhibeix
I’accié de les penicil-lines, les cefalosporines i les tetraciclines. Podria
augmentar els nivells sanguinis de glicosids digitalics amb la conseqlient

toxicitat.

1.2.7. Reaccions adverses

La seguretat de la tilosina en animals esta ben documentada (Hamill i cols.,
1961; Anderson i cols., 1966). La LDs (dosi letal 50) en porcs és de 5 g/kg

per via oral i d’1 g/kg per via i.m..

Després de 1'administraci6 d'altes dosis tiniques de tilosina a ratolins, rates 1
gossos s'ha demostrat I’elevat marge de seguretat del farmac. La LDsy en
rates i ratolins va resultar ser de 580-695 mg/kg per via intravenosa per a les
diferents sals de tilosina. Dietes amb un contingut entre un 2 i un 5 % de
tilosina van ser ben tolerades per rates durant 2 anys. Estudis realitzats en
gossos van demostrar que dosis de 200 mg/kg administrades diariament

durant un periode de 2 anys causaven pielonefritis en un 25% dels animals, i
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que dosis de 400 mg/kg produien en el mateix percentatge nefrosi bilateral,
pielonefritis lleu 1 cistitis cronica. El NOEL es va establir en 10000 ppm en

rates 1 en 4000 ppm en gossos (Anderson i cols., 1966).

La tilosina base i les seves sals tenen una baixa toxicitat aguda perd en
canvi, son antibiotics que causen irritacid i necrosi dels teixits en el punt
d'injeccio. Una prova d’aquest fet és I’augment de creatinaquinasa serica

després de la seva administraci6 per via i.m. (Gueorguieva i cols., 1998).

Les reaccions adverses més conegudes son: diarrea en cavalls, edema, pruija
1 prolapse rectal en porcs, anoréxia, atonia del rumen, hiperestésia, decubit 1
disminucié de la produccioé de llet en vaques (Crossman i Poyser, 1981).

Administrada per via i.v. a vedells, ha produit shock, dispnea i abatiment.

En professionals veterinaris, s'ha descrit dermatitis per contacte (Hjorth 1

Weisman, 1973; Hjorth i Roed-Petersen, 1980).

1.2.8. Indicacionsterapéutiques

La tilosina posseeix més acci6 davant els micoplasmes que I’eritromicina.
Fins el juliol de 1999, la tilosina s'administrava a dosis baixes en animals
d'engreix (porcs) per millorar 1'index de conversié del pinso; a partir
d'aquesta data la tilosina es va classificar com a antibiotic unicament d'us

terapeutic (Reglament (CE) 2821/98, 1998), i en va quedar prohibit I’Gs com

a promotor del creixement.
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S’utilitza en bestiar bovi, per a tractar la pneumonia causada per
micoplasmes, la pododermitis necrotica, la metritis, la queratoconjuntivitis
infecciosa causada per Moraxella bovis i la mastitis deguda a bacteris
grampositius, i també com a prevencio dels processos hepatics causats per
Fusobacterium necrophorum i Actinomyces pyogenes (Wilson, 1984). En
vedells, s’utilitza per al tractament de la pneumonia i de Dartritis causada

per Mycoplasma bovis.

En ovelles, per al tractament de 1’agalaxia contagiosa causada per
Mycoplasma agalactiae i per a 1’eliminacio d’ureaplasmes del tracte genital
(Ball i McCaughey, 1987).

En cabres, s’ha fet servir en el tractament de les pleuropneumonies causades

per micoplasmes (Mycoplasma mycoides) (Huber, 1988).

En porcs, és utilitzada per al tractament de la pneumonia, de la rinitis
atrofica, —en particular, amb gran eficacia sobre la produida per
Pasteurella multocida, malgrat tingui una CMI elevada— de I’erisipela, de
I’artritis i per al control de la disenteria. El seu Uis conjunt amb sulfonamides
¢és efectiu per a tractar I’enteropatia hemorragica proliferativa (McOrist 1
cols., 1997). També ha estat efectiva en el tractament de la leptospirosi

induida experimentalment (Alt i Bolin, 1996).

En gossos, s’utilitza per al tractament d’abscessos, piodérmia, otitis externa,
tonsil-litis, traqueobronquitis i pneumonia, metritis i cel-lulitis causats per
estafilococs, estreptococs anaerobis 1 micoplasmes. Administrada en
combinacié amb sulfonamides és efectiva per al tractament d’infeccions del

tracte respiratori superior (Ford i Aronson, 1985).
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En gats, ¢és efectiva per tractar també infeccions del tracte respiratori
superior causades per Chlamidia i micoplasmes. També esta descrit el seu

us en el tractament postoperatori (Jenkins, 1993).

En aus en general, s’utilitza contra els micoplasmes o microorganismes
PPLO associats amb la malaltia respiratoria cronica (Clubb, 1986), com a
profilaxi de I’espiroquetosi aviar i com a prevenci6 de la sinusitis infecciosa
en galls d'indi. En pollastres s’utilitza per al tractament de [|’enteritis

necrotica causada per Clostridium pergringens.

En réptils (tortugues) esta descrita per al tractament d'infeccions
respiratories croniques o quan hi ha sospita d'afeccions per Mycoplasma

(Gauvin, 1993).

1.2.9. Contraindicacions

L’us de la tilosina esta contraindicat en animals que presentin
hipersensibilitat a aquest compost o a d’altres macrolids. També esta
contraindicada en cavalls i altres €quids per provocar diarrea severa que pot

arribar a causar la mort (Plumb, 1995).

Tampoc no es pot administrar en gallines en produccid perque 1’ou pot

contenir quantitats elevades de ’antibiotic (Sumano i Ocampo, 1997).

No hi ha informacié sobre la innocuitat de la tilosina administrada en la
gestacid, perd no es creu que tingui un potencial teratogen serids. Es
recomana no administrar-la en femelles lactants, ja que una de les vies

d’eliminacio del farmac és la llet.

46



INTRODUCCIO Tilosina. Generalitats

1.2.10. Estudis de deplecié deresidus detilosina

La majoria d’estudis referents a la deplecio de residus fan referéncia a
I’administraci6 oral de la tilosina. En I’espécie porcina (Valdebouze 1 cols.,
1970) descriuen que després d’administrar pinso amb un contingut de
tilosina de 100 mg/kg van trobar residus en fetge, rony6 i muscul per sobre
de ’'LMR. Kline i Waitt, (1971) tamb¢ trobaren residus en fetge de porcs
després d’administrar en pinso 1000 i 500 mgkg de tilosina,
respectivament. Sieck (1978), en un estudi en qué administrava pinso amb
110 mg/kg de tilosina, troba menys de 280 i de 40 pg/kg de tilosina en fetge
1 rony6 1 muscul i greix, respectivament. Vassilopoulos i cols., (1979) no
van trobar residus després d’administrar 20 mg/kg de tilosina en el pinso a
les 48 h de sacrifici, ni tampoc a les 24 h de sacrifici després de donar una
dosi 10 vegades major (Dvorak i cols., 1982). Lauridsen i cols., (1988),
després d’alimentar porcs amb pinso que contenia diferents quantitats de
tilosina, trobaren que amb dosis de 40 a 50 mg/kg no s’observaven residus a
temps de sacrifici zero, en canvi, quan es donaven entre 200 1 400 mg/kg es
trobaven concentracions de 60 pg/kg en fetge i ronyd en un periode de
sacrifici de 3 h postractament. En galls d’indi als quals se’ls va donar 500
mg/L de tartrat de tilosina en aigua de beguda s’hi van trobar concentracions
de farmac per sota de 50 ug/kg en tots els teixits en temps de sacrifici zero

(Montesissa i cols., 1999).

També hi ha poca informacié sobre la depleci6 de la tilosina després de la
seva administracid per via i.m.. Hi ha estudis realitzats en vedells (Nouws i
Ziv, 1977) 1 també en pollastres (Nogawa i cols., 1982). En vedells, no es

van trobar residus en muscul a les 24 h de supressio del tractament a dosi
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terapcutica perd si a les 31 h en fetge i1 rony6. En pollastres, després
d’administrar 62.5 mg de tilosina, es van detectar residus en el punt

d’injeccid, muscul, fetge i rony6 als 25, 3, 6, 1 5 dies respectivament.

Pel que fa a estudis de deplecid de la tilosina quan s’administra per via i.m.
a porcs, tampoc no es troben gaires dades: Moats i cols., (1985) van
descriure que després d’una administracid i.m. de 8.8 mg/kg de tilosina s’hi
trobaven residus per sota dels 200 pg/kg en tots els teixits a les 24 h de

I’administracid, perd en canvi, no se n’hi trobaven a les 48 h posttractament.
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OBJECTIUS

L’ existéncia d’'una escassa documentacié sobre la disposicio per via i.m.
d antibiotics com la tilosina, macrolid molt utilitzat en e tractament de
patologies bovines i porcines d'aparicié frequent, i sobre la cinética
plasmatica i la disposicio en I'organisme d aguesta, han fet que fos
primordial aprofundir en aguest camp per, aixi, coneixer | eficacia

terapeutica d’ aguesta moléculaen €l [loc on es produeix lainfeccio.

Actualment, el control dels residus d'antibiotics i d'atres molécules
farmacologicament actives en teixits procedents d'animals destinats al
consum huma ha esdevingut d'una importancia cabdal, a causa dels
possibles efectes indesitjables que poden comportar, com de la problematica
originada pel desenvolupament de noves resistencies bacterianes per un Us

inadequat d’ aguests antibacterians.

Per aguest motiu, Ultimament ha crescut I'interés per disposar de nous
metodes d’'andlisi, més senzills, sensibles i fiables que permetin assegurar
gue les concentracions dels farmacs en els teixits es troben per sota dels
LMR fixats per la legislacio, i aixi avaluar €l temps d’ espera que garantira
gue els teixits procedents d’ animals tractats, arribin a la cadena alimentaria

senserisc per a consumidor.

Per totes aquestes raons s han plantejat com a objectius d' aquest treball els
seguents:

e Estudiar e perfil cinétic de la tilosina després de I'’administracié
intravenosa i intramuscular d’una dosi Unica de 20 mg/kg a vedellsi de
10 mg/kg a porcs.
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e Avauar la relacié del perfil cinetic de la tilosina amb I'eficacia
d’ aguesta envers bacteris patogens que fregientment afecten a les

produccions de vacum i de porci.

e Estudiar ladeplecio de latilosina en els diferents teixits diana establerts
per al’ espécie bovinai porcina, després de la seva administracio per via
i.m. d'acord amb la dosi i la pauta terapéeutica recomanades per a

aguestes dues especies animals.

e Conéixer e temps despera necessari després de |'administracié
intramuscular de tilosina d’acord amb la dosi i la pauta terapéutica
recomanades en vedells i en porcs perque els nivells de tilosina en €els
teixits diana no superin e limit maxim de residus fixat per a aguest
farmac, i per tant, que el seu Us no representi cap risc per a la salut del

consumidor d’ aguests teixits.

e Disposar dun métode d'andlis precis, exacte i amb un limit de
quantificacié adequat que permeti determinar quins son els nivells de
farmac que es troben en e plasma dels animals tractats amb tilosina

d acord amb ladosi i lavia escollida

e Desenvolupar un meétode analitic fiable per a la deteccid i la
guantificacié de la tilosina en les mostres procedents dels teixits diana
fixats per lalegislacio per ales especies bovinai porcina, en un rang de
concentracions entre la meitat del limit maxim de residus fixat per la
tilosinai fins 5 vegades superior a aquest valor, que permeti avaluar les

concentracions tissulars d’ aquest farmac.
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MATERIAL | METODES Estudi del perfil cinétic

3.1. ESTUDI DEL PERFIL CINETIC DE LA TILOSINA DESPRES DE LA
SEVA ADMINISTRACIO INTRAVENOSA | INTRAMUSCULAR A
VEDELLSI A PORCS

3.1.1. Estudi del perfil cinetic de latilosina en vedells

Préviament a la realitzacio de I’estudi de la biodisponibilitat de la tilosina en
aquesta especie en una dosi de 20 mg/kg, es va realitzar una prova pilot en
que es va assajar amb una dosi de farmac de 10 mg/kg per via i.m. per veure
quines eren les concentracions plasmatiques assolides i quina disposicid

tenia el farmac en aquesta especie.

3.1.1.1. Estudi pilot

3.1.1.1.1. Farmac utilitzat

Per dur a terme I’experiment es va utilitzar una solucid injectable de tilosina
base, (Tilosina 200) cedida per LABIANA Life Sciences (Terrassa,
Barcelona). La concentraci6 de la solucio fou de 200 mg/ml. L’excipient de
la solucié estava constituit per propilenglicol, aigua i un 3 % d’alcohol

benzilic.

3.1.1.1.2. Animals

Per a fer aquest estudi es varen utilitzar quatre vedells femella, sans, de raca

frisona i de 4-5 mesos d’edat amb un pes mitja de 125+3.7 kg a I’inici de

I’estudi.
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Els vedells provenien d’una granja d’engreix acreditada, La Pedrosa de
Masquefa (Barcelona), on es va realitzar 1’experiment. Els animals van ser
separats del grup i estabulats lliurement en el lloc on es duria a terme

I’experiment.

Abans de comengar 1’estudi, els animals van ser sotmesos a un periode de
blanqueig de 15 dies de durada, per garantir que en cas d’haver rebut alguna
medicacid previa, aquesta pogués ser eliminada i aixi evitar qualsevol
interferencia amb el farmac objecte de 1’estudi. Aquest temps, també va
servir a 1’hora per a 1’adaptacié dels animals al nou lloc d’estabulacio, i
d’aquesta manera impedir un possible estrés afegit en el moment de

comencar 1’estudi.

L’alimentacié rebuda durant aquest periode previ i durant I’experiment va
estar constituida per palla i pinso. El pinso era compost de blat de moro i
ordi, complementat amb farina de soja, segones de blat, polpa de remolatxa,
gluten i séu de vacum, tot suplementat amb fosfat, bicarbonat, carbonat

calcic 1 sal.

Abans del tractament, els animals van estar en deji 12 h i fins 4 h després de

I’administracio del farmac, pero disposaven d’aigua ad libitum.

3.1.1.1.3. Protocol experimental

El tractament es va realitzar administrant una dosi tnica de 10 mg/kg de
Tilosina 200 per via im.. El farmac va ser administrat al muscul

braquicefalic situat al coll. Es van prendre mostres de sang a partir de la

vena jugular, abans del tractament (temps 0) i als 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120
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1150 min, i ales 3,4, 5,6, 8, 10, 24, 48 1 72 h després del tractament. Les
mostres de sang (10 ml) es recolliren en tubs de polietile que contenien

heparina com a anticoagulant.
El plasma, obtingut per centrifugaci6 a 1932 g durant 20 min, es va
emmagatzemar en tubs de polietile, repartida cada mostra recollida en 2

tubs, a —80 °C, fins al moment de I’analisi.

Tot el protocol experimental va ser aprovat per la Comissié Etica de la

Universitat Autonoma de Barcelona.

3.1.1.2. Estudi del perfil cinetic delatilosina administrada per viai.v. |

3.1.1.2.1. Farmac utilitzat

Per a fer aquest experiment es va emprar el mateix farmac que per al de la

dosi de 10 mg/kg referit a ’apartat 3.1.1.1.1..

3.1.1.2.2. Animals

Es van utilitzar sis vedells femella, sans, de raca frisona i de 4-5 mesos
d’edat, amb un pes mitja de 112+5.4 kg a D’inici de I’estudi. Aquests
animals van ser proporcionats per la mateixa granja i estabulats i alimentats

d’acord amb les mateixes directrius descrites a ’apartat 3.1.1.1.2..
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3.1.1.2.3. Protocol experimental

El tractament es va realitzar d’acord amb un model creuat segons el qual
s’administra una dosi Unica de Tilosina 200 de 10 mg/kg per via i.v. i de 20

mg/kg per via i.m., respectivament.

En una primera fase, el farmac es va administrar a 3 animals per via i.m. 1 a
3 animals per via i.v.. Després de 15 dies de periode de blanqueig es va
tornar a administrar als mateixos animals, pero per la via d’administracié
contraria a la utilitzada en el primer tractament per a cada grup. L’esquema

que es va seguir esta representat a la figura 4.

Figura 4. Esquema dels tractaments de tilosina administrats a 6 vedells seguint un

model creuat.

ler tractament

VEDELLS 15 dies VEDELLS
A,B,C després D,E, F

l

2on tractament

VEDELLS / \ VEDELLS

D,E,F A, B, C
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El farmac va ser administrat per la vena auricular en el cas de
I’administracié i.v. i en el muscul braquicefalic situat al coll, en el cas de
I’administracié i.m.. Es van prendre mostres de sang a partir de la vena
jugular, abans del tractament (temps 0) i als 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90,
120, 150 miniales 3,4, 5, 6, 8, 10, 24, 48 1 72 h postadministraci6. La dosi
administrada es va repartir en tots dos costats del coll, atés que es tractava

d’un volum elevat (>10 ml).
El plasma, obtingut per centrifugacié a 1932 g durant 20 min, es va
emmagatzemar en tubs de polietilé, repartida cada mostra recollida en 2

tubs, a —80°C, fins al moment de 1’analisi.

Tot el protocol experimental va ser aprovat per la Comissié Etica de la

Universitat Autonoma de Barcelona.

3.1.2. Estudi dd perfil cinetic delatilosina en porcs

i.m.

3.1.2.1.1. Farmac utilitzat

El farmac que es va utilitzar en ’administracio i.m. va ser el mateix referit a
I’apartat 3.1.1.1.1. Per a ’administraci6 i.v. es va preparar una soluci6 de
fosfat de tilosina d’una concentracié de 70 mg/ml. Per preparar-la es van
diluir 0.8 g de fosfat de tilosina en 11.5 ml d’aigua bidestil-lada, etanol 96 %
i acid fosforic 85 %/H,O (1:1000) en la proporcio6 (19:1:3).

61



MATERIAL | METODES Estudi del perfil cinétic

3.1.2.1.2. Animals

Per a fer aquest estudi es varen utilitzar sis porcs femella, sans, de raca
creuada (Largewhite x Landrace), de 3-4 mesos d’edat i d’un pes a I’inici de

I’estudi de 21+1.64 kg .

Els porcs provenien d’una granja d’engreix acreditada, Can Mariné de
Granollers (Barcelona). L’experiment es va realitzar a les instal-lacions de la
granja experimental Salud y Bienestar Animal situada a Bigues i Riells

(Barcelona).

Durant el temps que dura 1’experiment, els porcs van rebre una dieta de
pinso de creixement a base de grans de cereals, oleaginoses, olis, greixos,
vitamines i coure i aigua ad libitum, sense cap substancia medicamentosa

afegida.

Una vegada instal-lats al lloc on es duria a terme 1’experiment, els animals

van ser sotmesos a un periode de blanqueig de 15 dies de durada.

Abans d’iniciar 1’administracié del farmac, els animals van estar en deju

durant 12 h i fins a 4 h després, pero disposaven d’aigua ad libitum.
3.1.2.1.3. Protocol experimental

El tractament es va realitzar segons un model creuat, d’acord amb el qual es
va administrar fosfat de tilosina, en el cas de 1’administracid i.v., 1 Tilosina

200, en el cas de I’administracio6 per via i.m., en dosis Uniques de 10 mg/kg,

respectivament.
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En una primera fase, el farmac es va administrar a 3 animals per via i.m. i a
3 animals per via i.v.. Després de 15 dies de periode de blanqueig es va
tornar a administrar als mateixos animals, pero per la via d’administracio

contraria a la utilitzada en el primer tractament per a cada grup.

El farmac va ser administrat per la vena auricular en el cas de
I’administraci6 i.v. 1 en el muscul braquicefalic, situat al coll, en el cas de
I’administracié i.m.. La dosi de farmac i.m. es va administrar en un Unic

costat del coll atés que es tractava d’un volum petit (< 5 ml).

Es van prendre mostres de sang a partir de la vena jugular, abans del
tractament (temps 0) i als 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150 min, i a
les 3,4, 5,6, 8,10, 14, 24, 36, 48 1 72 h després del tractament. Les mostres
de sang (2-5 ml) es recolliren en tubs de vidre (Venoject) que contenien

heparina de liti com a anticoagulant.
El plasma, obtingut per centrifugaci6 a 1932 g durant 20 min, es va
emmagatzemar en tubs de polietile, repartida cada mostra recollida en 2

tubs, a —80 °C, fins al moment de 1’analisi.

Tot el protocol experimental va ser aprovat per la Comissié Etica de la

Universitat Autonoma de Barcelona.
3.1.3. Analis farmacocinética
Per a I’analisi dels parametres farmacocinétics, es van construir les corbes

de nivells plasmatics respecte al temps per a cadascun dels animals objecte

de I’estudi i per a ambdues vies d’administraci6 del farmac.
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L’analisi de les corbes es realitza mitjancant el programa informatic PK

Solutions (Farrier, 1997) basat en moments estadistics (Wagner, 1993).

En el model no compartimental, I’area sota la corba de nivells plasmatics
(AUC) és el moment zero, i es pot calcular a partir del métode de la suma

dels trapezoides des de zero a t.

CotCy) t-t Ci+C)) to-t Cun1+tCh) ta-tn- .
AUC, e ute (@@ et (GG b s poa

5 5 5

El temps mig de residéncia (MRT) és el primer moment i es calcula com,

I, +C dt AUMC
MRT= =
[, Cdt AUC

En qué AUMC ¢és l’area sota la corba de les concentracions plasmatiques
del farmac multiplicada per cada temps en que¢ s’obté la mostra,

posteriorment a 1’administracié del farmac.

També es determina la semivida biologica de la fase lenta de disposicié del
farmac (ti2), que es calcula utilitzant la constant de velocitat B,
corresponent al pendent de la fase exponencial terminal de la corba de
nivells plasmatics, 1 per regressi6 lineal del logaritme neperia de les

concentracions versus el temps.

0.693

tij2p=
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Al mateix temps es varen determinar, a partir de la corba de nivells

plasmatics corresponent a la via intravenosa:

El volum de distribucio (Vdarea)

_ Dosi
Vdarea_ AUC()OO'B

El volum de distribucid en 1’estat estacionari (Vdss), que és el volum aquos
de I’organisme en el qual és capac de distribuir-se una quantitat determinada

de farmac, d’acord amb les seves caracteristiques fisicoquimiques.

Vds=MRT-Cl

= La depuraci6 (Cl) o el volum de sang totalment depurat de farmac per

unitat de temps.

Cl= Dosi

AUCy”

Per a la via intramuscular es calcularen, a més de ’AUC, ’'MRT i el ty, 4

= La biodisponibilitat (F), que és el parametre que mesura el percentatge
de farmac que arriba a la sang des del lloc on ha estat administrat, i que
es pot calcular a partir de la corba de nivells plasmatics com la fraccid

de la dosi que accedeix inalterada a la circulaci6 sistémica.
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AUCOt ev

Dosi ¢y
F= -100
AUCOt v

Dosi iv

Aquest parametre es pot veure influit per factors relacionats amb el principi
actiu, amb la forma de dosificacio o pels factors fisiologics o patologics en

que es trobi I’individu.

= El temps mig d’absorci6 (MAT), que és I’aplicacié del concepte del

temps mig de residéncia al procés d’absorcio.

MAT = MRTe,- MRTjy

= La concentracié maxima (Cpa) 1 €l temps en que s’obté aquesta
concentracid maxima (tya.x) €s van obtenir de la lectura directa (valor

experimental) de cadascuna de les corbes de nivells plasmatics.
Per la major part dels parametres farmacocinétics s’ha calculat la mitjana, a
excepcio dels parametres MRT 1 tio per als quals s’ha calculat la mitjana
harmonica.
3.14. Analis estadistica
Els parametres farmacocinetics (AUC, MRT, 1 ti, g) corresponents a les

administracions de tilosina per les vies i.v. i i.m. en les especies bovina i

porcina van ser tractats estadisticament mitjangant el test no parametric de
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Wilcoxon, en qué¢ es van considerar les diferéncies estadisticament

significatives per a una p<0.05.

Com que la dosi administrada per a I’estudi descrit a 1’apartat 3.1.1.2. fou
diferent per a ambdues vies d’administracid, el parametre AUC va ser
corregit per la dosi préviament a I’analisi estadistica, atés que es tracta d’un

parametre que depén en alt grau de la dosi que s’administra.

3.1.5. Avaluacio del’eficacia terapéutica

Per a I’estudi de I’eficacia terapéutica de la tilosina davant els diferents
microorganismes causants de les malalties més importants en les espécies
bovina i porcina i per a les quals se’n recomana 1’us, s’ha fet una recerca
bibliografica de les CMI existents (90 o 50, segons el cas) d’aquests
microorganismes en qiiestio, i s’han recollit les dades aconseguides per al
seu tractament matematic, és a dir, per al calcul dels indexs d’eficacia que
s’utilitzen en medicina humana i veterinaria, i aixi valorar 1’eficacia dels

farmacs utilitzats davant d’una determinada infeccio.

Segons Gunderson i cols., (2001) i Sanchez, (2000), els indexs d’eficacia
més emprats i1 els valors que s’han de prendre per a considerar el farmac

com a efectiu son:

Cmax/CMI >10

AUCy4/CMI>125

T>CMI (%) > 50
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3.2. ESTUDI DE LA DEPLECIO DE RESIDUS DE LA TILOSINA
DESPRES DE LA SEVA ADMINISTRACIO INTRAMUSCULAR A
VEDELLSI A PORCS

3.2.1. Estudi dela deplecio deresidus de la tilosina en vedells

3.2.1.1. Farmac utilitzat

El farmac utilitzat va ser una solucio injectable de tilosina base (Tilosina
200), cedida per LABIANA Life Sciences (Terrassa, Barcelona). La
concentracio de la solucié fou de 200 mg/ml. L’excipient de la solucid

estava constituit per propilenglicol, aigua i un 3 % d’alcohol benzilic.

3.2.1.2. Animals

Per a fer aquest estudi es van utilitzar 12 vedells, femella, sans, de raga

frisona amb pesos entre 125-150 kg, a I’inici de ’estudi.

Els animals procedien d’una granja d’engreix certificada, La Pedrosa, de
Masquefa (Barcelona) i rebien una dieta, lliure de farmacs, a base de blat de
moro i ordi, complementada amb farina de soja, segones de blat, polpa de
remolatxa, gluten i séu de vacum, tot suplementat amb fosfat, bicarbonat,

carbonat calcic i sal i aigua ad libitum.
L’experiment es va dur a terme a les instal-lacions de la granja, on els

animals van ser separats del grup i van ser sotmesos a un periode de

blanqueig de 15 dies i d’aclimataci6 al nou lloc d’estabulacio.
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3.2.1.3. Protocol experimental

Per realitzar I’estudi es va administrar a les 12 vedelles una dosi de 20
mg/kg per via i.m., equivalent a 1 ml/10 kg del farmac, cada 24 h i durant 5

dies, que ¢és la pauta terapeutica recomanada per I’especialitat.

La formulaci6 va ser administrada al muscul del coll i repartida entre tots

dos costats, atés que es tractava d’un volum elevat (>10 ml).

Posteriorment, els animals van ser sacrificats a I’escorxador en grups de 4,

als 7, 141 21 dies postadministracio.

Es varen prendre mostres representatives dels diferents teixits diana dels

animals sacrificats de la segiient manera:

— Muscul: el llom dels dos costats, 500 g de teixit de cada costat.

— Fetge: 500 g de teixit de diferents zones de 1’organ.

— Ronyo: tots dos ronyons.

— Qreix: el greix subcutani de la zona dorsal (500 g).

— Punt d’injeccid: una mostra representativa de tots dos costats del coll (15

cm de diametre 1 300 g de pes).

Les mostres de cada un dels teixits van ser triturades i1 identificades
convenientment. Seguidament, les mostres van ser introduides en pots de
polietilé de 50 g de capacitat, per duplicat i emmagatzemades a — 80 °C fins

el moment de 1’analisi.
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Tot el protocol experimental va ser aprovat per la Comissié Etica de la

Universitat Autonoma de Barcelona.

3.1.5. Estudi deladeplecié deresidusdelatilosina en porcs

3.2.2.1. Farmac utilitzat

El farmac utilitzat va ser una solucio injectable de tilosina base (Tilosina
200), cedida per LABIANA Life Sciences (Terrassa, Barcelona). La
concentracio de la soluci6 fou de 200 mg/ml. L’excipient de la solucio

estava constituit per propilenglicol, aigua i un 3 % d’alcohol benzilic.

3.2.2.2. Animals

Per a fer aquest estudi de residus es van utilitzar 16 porcs, mascle, sans, de
raca creuada (Largewhite x Landrace) amb pesos entre 28-32 kg a I’inici de
I’estudi. Els animals procedien d’una granja certificada, Granja Rosita, de
Cerdanyola del Valles (Barcelona) 1 van ser allotjats a les instal-lacions de la

Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona.

Els porcs van rebre una dieta de pinso, lliure de farmacs, a base de grans de

cereals, oleaginoses, olis, greixos, vitamines i coure i aigua ad libitum,
3.2.2.3. Protocol experimental
Per a la realitzacié d’aquest estudi es va administrar a 16 porcs una dosi de

10 mg/kg per via i.m., equivalent a 0.5 ml/10 kg del farmac, cada 24 h 1

durant 5 dies, segons la pauta terapéutica recomanada. La formulaci6 es va
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administrar al muascul del coll. Posteriorment els animals es van sacrificar en
grups de 4, als 3, 7, 10 1 14 dies postadministracio. Préviament al sacrifici,
els animals van ser tranquil-litzats amb Imalgene (clorhidrat de cetamina) a

la dosi recomanada (15 mg/kg via intramuscular).

Una vegada sacrificats, es procedi a prendre mostres dels diferents teixits
diana de la manera segiient:

— Mauscul: el llom dels dos costats, 250 g de teixit de cada costat.

— Fetge: 250 g de teixit de diferents zones de 1’organ.

— Ronyo: tots dos ronyons.

— Pell+greix: 100-150 g de la zona dorsal de ’espatlla.

— Punt d’injeccié: una mostra representativa del costat del coll que va ser
injectat per ultima vegada amb el farmac. Atés que es tractava d’animals
petits, aquesta part corresponia a tot el muscul del coll (10 cm de diametre 1

300 g de pes).

Les mostres de cada un dels teixits van ser triturades i convenientment
identificades. Seguidament, van ser introduides en pots de polietile de 50 g
de capacitat, per duplicat i emmagatzemades a — 80 °C fins el moment de la

seva analisi.

Tot el protocol experimental va ser aprovat per la Comissié Etica de la

Universitat Autonoma de Barcelona.
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3.2.3. Calcul del tempsd’espera

Normalment, el calcul del temps d’espera es fa utilitzant un calcul estadistic
basat en els principis farmacocinétics, els quals consideren que en el
moment de presa de mostres, el farmac es troba en una fase d’eliminacio
lineal en qué la corba de nivells tissulars respecte al temps, expressada de
forma logaritmica, segueix una recta amb un pendent més o menys elevat
segons la velocitat d’eliminaci6 del farmac des de cadascun dels teixits
diana. A vegades, les dades obtingudes no permeten 1’Gs d’aquest model
quan la majoria dels valors es troben per sota del limit de quantificacio. En
aquest cas, el CVMP Commitee for Veterinary Medicinal Products de
I’EMEA Agéncia Europea per a I’ Avaluacio de Medicaments recomana una
aproximaci6 per a estimar el temps d’espera (EMEA/CVMP/036/95 FINAL,
1996) que consisteix a prendre el temps en que tots els teixits tenen

concentracions per sota de I’LMR 1 aplicar-I’hi un marge de seguretat entre

el 10 % 1 el 30 %.

El model estadistic que s’ha aplicat en el calcul del temps d’espera ¢és el
programa estadistic proporcionat per I'IAP (Institute of Applied
Pharmacokinetics) versi6 WT 1.4 (Hekman, 2001). L’analisi estadistica
realitzada a partir de les concentracions tissulars trobades s’ha fet d’acord
amb les recomanacions del CVMP (EMEA/CVMP/036/95 FINAL, 1996)

amb un limit de tolerancia del 95 % i un interval de confianga del 95 %.
En aquest estudi, per a dur terme el calcul del temps d’espera s’ha aplicat en

les dues espécies tant el model estadistic proporcionat per I’'IAP com

I’aproximacié recomanada per ’EMEA del marge de seguretat del 30 %,
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amb D’objectiu de poder comparar els resultats obtinguts per els dos

procediments, i aixi avaluar les possibles diferéncies existents.
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RESULTATS

Estudi del perfil cinétic

4.1. ESTUDI DEL PERFIL CINETIC DE LA TILOSINA DESPRES

DE LA

SEVA

ADMINISTRACIO
INTRAMUSCULAR A VEDELLSI| A PORCS

4.1.1. Estudi del perfil cinetic delatilosina en vedells

4.1.1.1. Estudi pilot

INTRAVENOSA

Els valors de les concentracions plasmatiques de tilosina respecte al temps,

posterior a I’administracié del farmac en els 4 vedells estudiats, en portar a

terme la prova pilot, on es va administrar als animals la dosi de 10 mg/kg, es

poden veure a la taula 3. Aquesta taula mostra els valors trobats de tilosina

fins a I’ Gltim temps de mostreig en que es van trobar nivells quantificables

de farmac, tot i que el darrer temps d’obtencio de mostres fou a les 72 hores.

Taula 3. Concentracions plasmatiques de tilosina en vedells després

de I’administracio6 per via i.m. d’una dosi de farmac de 10 mg /kg.

Temps Concentracions plasmatiques (ug/mL)
(min) Animal
1 2 3 4 X+D.E.

10 0.59 0.15 0.10 0.7 0.38+0.30
20 - 0.67 0.64 0.64 0.65%0.02
30 1.96 0.31 0.81 0.67 0.94+0.71
45 0.67 0.29 0.10 0.71 0.44+0.30
60 1.15 0.31 0.13 0.78 0.59+0.46
90 1.06 0.17 0.10 0.80 0.53+£0.47
120 0.74 0.53 0.10 0.72 0.52+0.30
150 0.74 0.50 0.13 0.65 0.50+0.27
180 0.56 0.50 0.20 0.69 0.49+0.21
240 0.56 0.46 0.20 0.47 0.42+0.15
300 0.41 0.46 0.49 0.46 0.45+0.03
360 0.53 0.41 0.15 0.43 0.38+0.16
480 0.46 0.55 0.15 0.41 0.39+0.17
600 NQ 0.50 0.23 NQ 0.36+0.194

NQ: Nivells plasmatics per sota del limit de quantificacio.
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De les 10 fins a les 72 hores postadministracié no es van trobar nivells

quantificables de tilosina en plasma.

A la figura 5 es representa la corba de les concentracions plasmatiques
mitjanes de tilosina respecte al temps, corresponents als valors que es troben

a la taula 3.

Figura 5. Concentracions plasmatiques mitjanes de tilosina en vedells després
de l'administraci6 per via i.m. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Després d’administrar el farmac per via i.m., s’observa que la tilosina
s’absorbeix rapidament, es troben concentracions als 10 min i s’assoleix la
concentracio maxima als 30 min de I’administraci6. A partir de la mitja hora

postadministracio, les concentracions disminueixen lentament, s’observa un
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repla de nivells plasmatics durant les primeres 5 hores, 1 passades 10 hores

de I’administraci6 del farmac, la tilosina ja no es detecta.

Els parametres farmacocinctics de la tilosina resultants de [’analisi
matematica d’aquestes corbes de nivells plasmatics respecte al temps,

corresponents a I’estudi pilot, es troben a la taula 4.

Taula 4. Parametres farmacocinétics de la tilosina després de 1’administracio per

via i.m. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg a vedells.

Animal
Parametres 1 2 3 4 X D.E.
AUC,' (ug'min/mL) 314.0 270 127.6 265.2 2442 80.8
MRT (min) 823.5 1398 1586.3 1613.3 1257.9° 367.2
t1/2 (min) 586.9 872.6 811.4 1160.7 857.9° 236.3
Conax (ug/mL) 2 0.7 0.8 0.8 1.1 0.6
tmax (min) 30 20 30 90 42.5 32

e Mitjana harmonica.

En avaluar aquests parametres farmacocinétics obtinguts després de
I’administracié per via i.m., es pot observar una significativa variabilitat

entre els diferents animals tractats pel que fa als parametres MRT, tyax 1 ti/p.

4.1.1.2. Estudi del perfil cinétic delatilosina administrada per viai.v. i

La dosi a avaluar va ésser 20 mg/kg per via i.m., ja que les concentracions
plasmatiques quan es va administrar la dosi de 10 mg/kg varen ésser
relativament baixes. Tot 1 que es va utilitzar la via i.v. per a coneixer la la
biodisponibilitat del farmac, per aquesta via es va aplicar una dosi meitat a

la usada per via im., per evitar reaccions adverses degudes a les
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concentracions plasmatiques assolides, al aplicar un bolus d’una dosi total al

voltant de 2,2 g de tilosina (20 mg/kg x 112 kg de pes corporal).

A la taula 5 s’han expressat els valors de concentracions plasmatiques

obtingudes quan la tilosina es va administrar per via i.v..

Taula 5. Concentracions plasmatiques de la tilosina en vedells després de

I’administracio6 per via i.v. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg.

Temps Concentracions plasmatiques (za/mL)
(min) Animal
A B C D E F X+D.E.
2 16.8 - 14.68 18.91 26.23 28.2 20.96+5.94
5 7.46 - 8.58 7.53 9.98 12.9 9.29+2.26

10 5.16 9.80 4.76 3.96 6.22 6.92 6.14£2.08
15 3.94 4.48 4.12 3.03 4.18 4.86 4.10£0.62

20 3.06 4.0 3.98 1.46 2.87 244 2.97+£0.97
30 1.66 - 2.06 1.36 2.86 1.3 1.85+0.64
45 1.22 3.72 1.14 0.72 1.65 0.52 1.50£1.16

60 0.80 1.82 1.10 0.62 0.53 0.32 0.87£0.54
90 0.50 0.78 0.64 0.68 0.33 NQ 0.59+0.17
120 0.48 0.42 0.50 0.54 0.11 NQ 0.41x0.17
150 0.30 0.50 0.36 0.62 0.12 NQ 0.38+0.19
180 0.19 0.50 0.28 0.27 0.11 NQ 0.27£0.15

240 | 0.15 NQ 0.10 NQ NQ 0.26 0.17+0.08
300 | 0.14 0.34 NQ 0.18 NQ NQ 0.2240.11
360 | 0.16 0.26 NQ NQ NQ NQ 0.21+0.07
48 | 0.12 0.20 NQ NQ NQ 0.09 0.14£0.06
600 | 0.12 0.14 0.08 0.14 0.08 0.08  0.1120.001
1440 | NQ 0.10 NQ NQ NQ NQ 0.10

NQ: Nivells plasmatics per sota del limit de quantificacid

A les figures 6 a 11 es representen les corbes de nivells plasmatics de
tilosina respecte al temps, corresponents a 1’administracié per via i.v. d’una

dosi de farmac de 10 mg/kg als vedells objecte d’aquest estudi.

80



RESULTATS

Estudi del perfil cinétic

Concentracio tilosina (ng/ml)

Concentracio tilosina (png/ml)

Figura 6. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell A després
de l'administracio per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 7. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell B després
de 1'administraci6 per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Concentracio tilosina (pg/ml)

Figura 8. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell C després
de l'administraci6 per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 9. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell D després
de l'administracid per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 10. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell E després
de I'administraci6 per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 11. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell F després
de I'administraci6 per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Com es pot apreciar a les figures, després de 1’administraci6 i.v. del farmac,

s’observa una disminuci6 rapida de les concentracions plasmatiques durant

la primera hora, que es mantenen baixes i bastant constants des de la tercera

hora fins a la desena hora postadministracié, i que es poden detectar

concentracions fins al dia segiient de I’administracio del farmac.

Els parametres farmacocinétics resultants de 1’analisi matematica de les

corbes de nivells plasmatics de la tilosina respecte al temps, corresponents a

I’administracié d’una dosi de 10 mg/kg per via i.v. a vedells es troben a la

taula 6.

Taula 6. Parametres farmacocinétics de la tilosina després de I’administraci6 per via

i.v. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg a vedells.

Parametres Animal

A B C D E F X D.E.
AUC (ug'min/mL) 312.5 5854 318.1 3744 3335 350 378.9 103.6
AUCG" (ug'min/mL) | 312.5 489.9 318.1 3744 3335 350 363.1 66.1
MRT (min) 158.5 4248 120.7 271.7 994 1304 156.4° 1254
t128 (min) 2155 6163 1579 634 2946 201.5 163.4° 191.1
Cl (mL/min/kg) 29.4 11.3 29.7 23.4 28.5 26.8 24.8 7.03
Vdyea (mL/kg) 6801.8 9368.9 6774.5 8958.7 6950.8 7790.8 7774.2 1146.2
Vdg(mL/kg) 4656.9 6576.6 3589.0 6348.1 2833.7 3492.7 4160.4 1570.5

* Mitjana harmonica

En I’administracié per via i.v. s’observa una gran variabilitat entre els

diferents animals tractats en relacio amb els parametres AUC, MRT 1 t;5p.

A la taula 7 s’han expressat els valors de concentracions plasmatiques

obtingudes quan la tilosina es va administrar per via i.m. als 6 vedells

objecte d’aquest estudi.
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Taula 7. Concentracions plasmatiques de la tilosina després de 1’administracio per

via i.m. d’una dosi de farmac de 20 mg/kg a vedells.

Temps Concentracions plasmatiques (ug/mL)
(min) Animal
A B C D E F X+D.E

2 0.22 0.78 0.10 0.18 0.18 0.99 0.41+0.38
5 0.18 0.52 1.0 0.26 0.16 0.18 0.38+0.33
10 0.36 0.88 1.08 0.30 - 0.34 0.5940.36
15 0.48 1.86 1.66 0.30 0.19 0.18 0.78+0.77
20 0.30 - 1.18 0.28 0.20 0.60 0.51£0.40
30 0.62 1.70 1.06 0.34 0.24 1.28 0.87+0.57
45 0.46 3.46 1.22 1.06 0.26 0.72 1.20+1.16
60 0.78 2.22 3.12 0.56 0.42 0.96 1.34+1.08
20 0.98 3.36 1.74 0.70 0.62 0.90 1.38+1.05

120 1.12 2.86 1.64 2.74 0.42 0.96 1.62+0.99
150 1.12 1.10 1.62 1.42 0.18 0.88 1.05£0.50
180 1.18 1.50 1.38 1.70 0.42 0.84 1.17+0.47
240 1.22 1.08 3.48 0.72 NQ 0.88 1.48+1.14

300 1.10 1.0 3.18 0.80 0.30 0.56 1.16£1.03
360 0.96 0.84 2.76 0.38 0.6 1.04 1.10£0.85
480 0.81 1.04 0.7 0.7 0.58 0.34 0.69+0.23

600 0.54 0.46 0.36 0.42 0.26 048  0.42+0.09
1440 | NQ 0.30 0.16 NQ 0.16 028  0.22+0.09
2880 | 0.08 NQ NQ 0.08 NQ NQ 0.08

NQ: Nivells plasmatics per sota del limit de quantificacio.

A les figures 12 a 17 es representen les corbes de les concentracions
plasmatiques de la tilosina respecte al temps, després de 1’administracié per

via i.m. d’una dosi de farmac de 20 mg/kg als 6 vedells tractats.
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Figura 12. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell A després
de I'administraci6 per via i.m. d'una dosi de farmac de 20 mg/kg.

4 3
3
2
—A— Vedell A (i.m.)
14
0 4

T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 3000 4500

Temps (min)

(=)

Figura 13. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell B després
de I'administraci6 per via i.m. d'una dosi de farmac de 20 mg/kg.
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Figura 14. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell C després
de l'administracio per via i.m. d'una dosi de farmac de 20 mg/kg.
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Figura 15. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell D després
de I'administracio per via im d'una dosi de farmac de 20 mg/kg.
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Figura 16. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell E després
de l'administracio per via i.m. d'una dosi de farmac de 20 mg/kg.
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Figura 17. Concentracions plasmatiques de tilosina en el vedell F després
de l'administraci6 per via i.m. d'una dosi de farmac de 20 mg/kg.
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Després de I’administracié i.m. del farmac, s’observen concentracions
plasmatiques baixes de tilosina en tots els animals. La concentracié maxima
s’assoleix a les dues hores de I’administracié del farmac, seguida d’un repla
de nivells plasmatics fins a les 6 hores postadministracid, i se’n troben
nivells detectables fins al segon dia posterior a la injeccid del farmac. Els
diferents animals presenten una alta variabilitat entre ells quant als nivells

plasmatics observats.

Els parametres farmacocinétics resultants de 1’analisi matematica de les
corbes de nivells plasmatics de tilosina respecte al temps, corresponents a
I’administracié d’una dosi de 20 mg/kg per via i.m. a vedells es troben a la

taula 8.

Taula 8. Parametres farmacocinétics de la tilosina després de 1’administracié per

via i.m. d’una dosi de farmac de 20 mg/kg a vedells.

Parametres Animal
A B C D E F X D.E.

AUC (ugmin/mL) [1251.6 1113.5 1312.7 1066.2 431.5 747.5 9872 335.9
AUC°" (ug'min/mL) | 544.8 7943 10943 4962 255.1 4283 520.5 298.1

MRT (min) 8749 8527 5142 9726 1582.1 1445.1 979.5° 400.3
ty/25 (min) 827.3 6892 5223 9527 1198.8 1079.8 812.5° 250.6
Conex (1g/mL) 12 35 31 27 06 13 21 12
tmax (min) 240 45 90 120 90 30 1025 749
MAT (min) 716.4 4279 3935 7009 14827 13147 708.6 456.5
F (%) 872 811 1720 663 382 612 737 462

* Mitjana harmonica

En I’administracié per via i.m. s’observa una gran variabilitat entre els
diferents animals tractats en relaci6 amb els parametres AUC, MRT, Cyax, 1
tmax. S1 es comparen els valors d’MRT 1 tj»3 en ambdues vies
d’administracid, es pot veure que aquests son superiors quan la via

d’administracio és la i.m..
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El resultat mitja obtingut de la relacié entre les AUC,'" corresponents a
ambdues vies d’administracid, una vegada corregides per la dosi, déna un
valor de biodisponibilitat forca alt perd amb una gran variabilitat

interindividual.
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A la figura 18 es representen les corbes de nivells plasmatics mitjans de
tilosina, respecte al temps 1 corregits per la dosi (s’ha dividit cada
concentracio obtinguda per la dosi administrada per poder fer comparables
ambdues administracions), corresponents a 1’administracié d’una dosi de
farmac de 20 mg/kg per via i.m. i de 10 mg/kg per via i.v. als 6 vedells

tractats.

Figura 18. Concentracions plasmatiques mitjanes de tilosina, corregides per la dosi,
després de 'administracié de 10 i 20 mg/kg del farmac per via i.v. i i.m., respectivament,
en vedells.
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A la figura 19 es representen les corbes de nivells plasmatics mitjans de la
tilosina respecte al temps corresponents a I’administraci6 d’una dosi de
farmac de 20 mg/kg per via i.m. a 6 vedells 1 de 10 mg/kg als 4 vedells de
I’estudi pilot.

Figura 19. Concentracions plasmatiques mitjanes de tilosina en vedells després
de 'administraci6 per via i.m. d'una dosi de farmac de 10 i 20 mg/kg.
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Com es pot veure, existeix una alta variabilitat en ambdos grups. Els nivells
plasmatics de tilosina obtinguts després de I’administracio de la dosi de 20
mg/kg equivalen aproximadament al doble dels observats amb la dosi de 10

mg/kg i les Cpax s’ obtenen una mica més tard en la dosi més alta.
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4.1.1.3. Analisi estadistica dels resultats

De I’analisi estadistica dels parametres cinétics obtinguts en 1’estudi del
perfil cinetic de la tilosina en una dosi de 20 mg/kg per via i.m. i de 10
mg/kg per via i.v. es conclou que hi ha diferéncies significatives (p<0.05)
entre les dues vies d’administracio per a ’'MRT 1 el typ, perd no s’han
observat diferéncies per a ’AUC,' ni per P’AUC,'™ Com que la dosi
administrada en aquest estudi fou diferent per a ambdues vies
d’administraci6, el parametre AUC va ser corretgit per la dosi per fer

equivalents les diferents administracions, previament a 1’analisi estadistica.

4.1.1.4. Calcul de |’ eficacia terapeutica per als diferents microorganismes
causants de malalties en vedells

A la taula 9 es mostren els valors dels diferents indexs d’eficacia
corresponents a 1’administracid de tilosina en una dosi de 20 mg/kg per via
i.m. per a cadascu dels microorganismes causants de les malalties de més

interés en aquesta especie.

Taula 9. Resultats del calcul dels indexs d’eficacia de la tilosina administrada en

una dosi de 20 mg/kg en vedells per als diferents agents etiologics.

Microoganisme Parametres
Cmax/CM |50 AUCO.24h/CM |50 T>CM |50 (%)

Mycoplasma bovis 21.6 8792 50
Corynebacterium .pyogenes 5.25 2132 58.3
Moraxella bovis 26.25 2132 58.3
Fusobacterium. necrophorum 1.34 546.7 2
Pasteurella 0.03 13.3 0
Bordetella 0.01 4.3 0
Saphylococcus 2.1 804 10.9
Streptococcus 2.1 853 10.9

* Es varen considerar eficacos els parametres Cp,/CMI>10; AUC(_41, /CMI>125; T>CMI (%) = 50
d’acord amb (Gunderson i cols., 2001; Sanchez, 2000).
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Com es pot veure a la taula, hi ha diferéncies en els resultats segons I’index
utilitzat, en que el parametre AUC,,qy, /CMI és I'indicador d’eficacia més
permissiu i el T>CMI, el més estricte, tot i que el parametre més significatiu

per als farmacs tempsdependents és el T>CMI.
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4.1.2. Estudi del perfil cinetic delatilosina en porcs

4.1.2.1. Estudi del perfil cinétic de la tilosina administrada per viai.v. i

i.m.

A la taula 10 es mostren les concentracions plasmatiques de tilosina

observades després d’administrar una dosi de farmac de 10 mg/kg per via

i.v. als 6 porcs objecte d’aquest estudi.

Taula 10. Concentracions plasmatiques de tilosina després de 1’administracié per

via i.v. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg a porcs.

Temps Concentracions plasmatiques (za/mL)
(min) Animal
A B C D E F X+D.E.
2 - 7 11.6 11.88 7.4 10.21 9.62+2.30
5 - 2.78 7.65 6.33 - 6.22 5.75+£2.08
10 6.25 2.38 3 4.53 33 3.89 3.89+1.37
15 3.8 2.04 2.09 2.55 2.44 1.95 2.48+0.69
20 2.95 1.22 1.75 - 0.99 1.91 1.76+0.76
30 2.39 1.01 1.14 - 0.88 1.05 1.2940.62
45 1.57 1 1.06 0.59 043 0.77 0.90+0.40
60 1.04 0.67 0.79 0.22 0.68 0.49 0.65+0.28
90 0.54 0.28 0.51 0.65 0.45 0.19 0.44+0.17
120 0.49 0.19 0.31 0.28 0.3 0.12 0.28+0.13
150 0.58 0.16 0.1 0.4 0.32 0.08 0.27+0.20
180 0.44 0.14 0.12 0.3 0.38 NQ 0.28+0.14
240 0.18 0.05 NQ 0.29 0.27 NQ 0.20+0.11
300 0.3 0.1 NQ 0.25 NQ NQ 0.224+0.10
360 0.18 0.09 0.18 NQ 0.18 NQ 0.16+0.04
480 0.18 NQ NQ 0.15 0.15 NQ 0.16+0.02
600 0.28 NQ 0.39 0.32 0.33 NQ 0.33£0.05
840 NQ 0.1 0.27 0.09 NQ NQ 0.15+0.10
1440 0.32 NQ 0.14 0.19 0.31 NQ 0.24+0.09
2160 NQ NQ 043 0.11 0.17 0.14 0.21£0.15
2880 NQ 0.36 0.15 NQ 0.14 NQ 0.224+0.12
4320 NQ NQ NQ 0.16 NQ 0.22 0.19+0.04

NQ: Nivells plasmatics per sota dels limits de quantificacio.
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A les figures 20 a la 25 es poden veure representades les corbes de les
concentracions plasmatiques de tilosina respecte al temps, després de

I’administraci6 per via i.v. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg a porcs.

Figura 20. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc A després
de l'administraci6 per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 21. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc B després
de l'administracio per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 22. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc C després
de I'administraci6 per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 23. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc D després
de I'administracio per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 24. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc E després
de I'administraci6 per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 25. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc F després
de l'administracid per via i.v. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Les concentracions plasmatiques respecte al temps, expressades a la taula 10
1 representades a les figures, mostren que després de I’administracio del
farmac per via iv., les concentracions plasmatiques disminueixen
rapidament durant la primera hora. A partir de la segona hora, les
concentracions es mantenen amb petites oscil-lacions fins a la cinquena hora
postadministraci6. A continuacid, les concentracions disminueixen

lentament, tot i que se’n poden trobar encara detectables al tercer dia

postadministracio.

A la taula 11 es mostren els parametres farmacocinétics resultants de
I’analisi matematica de les corbes de nivells plasmatics respecte al temps,
corresponents a 1I’administracié i.v. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg a

porcs. L’animal F no es va tenir en compte per al calcul de la mitjana perque
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presentava parametres farmacocinétics molt discrepants de la resta dels

animals.

Taula 11. Parametres farmacocinétics de la tilosina en porcs, després de

I’administracio per via i.v. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg.

Animal
Parametres A B C D E F* X D.E.
AUC, (ug'min/mL) | 582.6 6562 9227 8173 322.1 3673 660.2 2313
MRT (min) 1785 201.1 420.0 380.0 2435 31.4 253.9° 108.8
t1/08 (min) 176.6  272.1 471.7 396.1 2248 513 271.3° 1225
Cl (mL/min/kg) 26.8 56.0 24.7 25.5 369  65.02 34.0 13.3
Vdyea (mL/kg) 6822 22001 16842 14560 11963. 4809.9 14437. 5637.4
Vdg(mL/kg) 4778 11268 10390 9681.4 8980.2 2041.2 9019.5 2518.1

*Animal no considerat en el calcul de la mitjana.

* Mitjana harmonica

En referéncia als parametres obtinguts després de I’administracié per via

1.v., es pot observar una alta variabilitat entre els diferents animals tractats

pel que fa als parametres t;,5 1 de MRT .

A la taula 12 es mostren les concentracions plasmatiques de tilosina

observades després d’administrar una dosi de farmac de 10 mg/kg per via

i.m. als 6 porcs objecte d’aquest estudi.
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Taula 12. Concentracions plasmatiques de tilosina després de 1’administracio per

via i.m. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg a porcs.

Temps Concentracions plasmatiques (za/mL)
(min) Animal
A B C D E F X+D.E.

2 NQ - NQ 0.21 0.18 0.18 0.1940.02
5 0.18 0.38 NQ 0.28 0.21 0.2 0.2540.08
10 0.26 0.18 0.22 0.44 0.14 0.24 0.25+0.10
15 0.19 0.22 - 04 0.16 0.24 0.24+0.09
20 0.37 0.96 0.38 0.49 0.16 0.24 0.43+0.28
30 0.62 0.34 0.42 0.74 0.18 0.35 0.44+0.20
45 0.56 0.52 0.36 0.77 0.24 0.72 0.53+0.20
60 0.56 0.42 0.3 0.83 0.18 0.34 0.44+0.23
90 0.74 0.7 04 0.86 0.36 0.56 0.60+0.20
120 0.8 0.7 0.32 1.31 0.24 0.4 0.63+0.40
150 0.6 0.79 0.32 0.81 0.22 0.5 0.54+0.24
180 1.92 0.85 0.3 1.24 0.22 0.48 0.84+0.65
240 1.12 - 03 0.81 0.26 0.3 0.56+0.39
300 0.56 0.61 0.3 0.84 0.14 0.32 0.46+0.25
360 0.3 0.58 0.24 0.45 0.26 0.32 0.36+0.13
480 0.28 0.13 0.34 0.14 0.21 0.24 0.22+0.08
600 0.32 0.22 0.28 0.37 0.2 0.32 0.29+0.07
840 0.36 0.26 0.27 04 0.16 0.08 0.25+0.12
1440 NQ NQ 0.34 0.11 NQ NQ  0.2240.16
2160 0.18 0.11 0.3 0.11 NQ NQ 0.17£0.09
2880 NQ 0.14 0.27 0.11 NQ NQ 0.17£0.08
4320 0.09 0.14 NQ 0.15 NQ NQ 0.13+0.03

NQ: Nivells plasmatics per sota del limit de quantificacio.

A les figures 26 a 31 es poden veure representades les corbes de les
concentracions plasmatiques de tilosina respecte al temps, després de
I’administracié per via i.m. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg als 6 porcs

objecte d’aquest estudi.
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Figura 26. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc A després
de l'administracid per via i.m. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 27. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc B després
de I'administracié per via i.m. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 28. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc C després
de l'administracid per via i.m. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 29. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc D després
de I'administracié per via i.m. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 30. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc E després
de I'administraci6 per via i.m. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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Figura 31. Concentracions plasmatiques de tilosina en el porc F després
de 'administraci6 per via i.m. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.

—&— Porc F (i.m.)

T T T T T T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 3000 4500

Temps (min)

Estudi de depleci6 de residus



RESULTATS Estudi de depleci6 de residus

Després de I’administracid i.m. del farmac, s’observa que la tilosina
s’absorbeix lentament i de manera sostinguda durant les primeres 3 hores, 1

encara es troben nivells detectables als 3 dies postadministracio.

A la taula 13 es mostren els parametres farmacocinétics resultants de
I’analisi matematica de les corbes de nivells plasmatics respecte al temps,
corresponents a 1’administracié i.m. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg a
porcs. L’animal F no es va tenir en compte per al calcul de la mitjana perque
va presentar parametres farmacocinétics molt discrepants de la resta dels

animals.

Taula 13. Parametres farmacocinétics de tilosina en porcs, després de

I’administraci6 per via i.m. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg.

Animal
Parametres A B C D E F* X D.E.
AUC, 609.5 689.8 867.9 776.5 1762 2557 624.0 268.2
MRT (min) 2283.6 1263.6 2898.7 1629.1 23229 4929 1909.4° 6404
ty/25 (min) 1773.1 1063.2 1983.6 1270.5 1646.7 377.7 1469.3° 3749
Crax (ng/mL) 1.9 1 0.4 1.3 0.4 0.7 1.0 0.6
tmax (min) 180 20 30 120 90 45 88.0 66.1
F (%) 104.6 105.1 94.1 95 54.7 69.6 90.7 20.8
MAT (min) 2105.1 1062.5 24787 1249.1 2079.4 461.5 17949 608.1

* Animal no considerat en el calcul de la mitjana.

* Mitjana harmonica

En referéncia als parametres obtinguts després de 1’administracié per via
1.m., es pot observar una alta variabilitat entre els diferents animals tractats

pel que fa als parametres tmax 1 Cmax.

Els valors de ti»p 1 d’MRT s6n més alts després de I’administracié per via
i.m. en comparaciéo amb els obtinguts quan la tilosina s’administra per via

1.V..
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Els valors d’AUC en ambdues vies d’administracié son molt similars, la

qual cosa es tradueix en una alta biodisponibilitat.

A la figura 32 es pot veure la representaci6 grafica de les corbes de nivells
plasmatics mitjans de tilosina respecte al temps, després de I’administracio

per via i.v. 1 i.m. d’una dosi de farmac de 10 mg/kg a porcs.

Figura 32. Concentracions plasmatiques mitjanes de tilosina en porcs
després de l'administracid per via i.v. i i.m. d'una dosi de farmac de 10 mg/kg.
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4.1.2.2. Analisi estadistica dels resultats

En comparar estadisticament els parametres obtinguts després d’ambdues
administracions s’ha pogut observar que hi ha diferéncies significatives
(p<0.05) entre les dues vies d’administracid per a 'MRT 1 per al ti»p, pero

no s’observaren diferéncies per a ’AUC.
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4.1.2.3. Calcul de |’ eficacia terapeutica per als diferents microorganismes
causants de malalties en porcs

A la taula 14 es mostren els valors dels diferents indexs d’eficacia
corresponents a 1’administracié de tilosina en una dosi de 10 mg/kg per via
i.m. envers cadasctn dels microorganismes causants de les malalties de més

interés en aquesta especie.

Taula 14. Resultats del calcul dels indexs d’eficacia de la tilosina administrada

en una dosi de 10 mg/kg en porcs per als diferents agents etiologics.

Microoganisme Parametres
Cna/CMI AUCg.oan /ICMI T>CMI (%)

Erysipelothrix. rhusiopathiae 10 4400 100
Mycoplasma 10 4400 100
Saphylococcus 0.94 415 0
Sreptococcus 2.5 1100 64.8
Corynebacterium 2.5 1100 64.8
Fusobacterium 0.64 282 0
Vibrio 0.5 88 0
Pasteurella* 0.07 34 0
Bordetella * 0.005 2.2 0

* Es consideren eficacos els parametres C,,/MIC>10; AUC .4, /MIC>125; T>MIC (%) = 50
d’acord amb (Gunderson i cols., 2001; Sanchez, 2000).
Els valors de CMI emprats corresponen a CMI;s, excepte pels bacteris amb * que soén

valors de CMly,,

Com es pot veure als resultats de la taula, hi ha diferéncies en els resultats
segons 1’index utilitzat; el parametre AUC.24/CMI és I’indicador d’eficacia
més permissiu (indica que la tilosina seria efica¢ per a la major part del
microorganismes), mentre que els Cp.x/CMI i T>CMI serien els més
estrictes, tot 1 que el parametre més significatiu per als farmacs

tempsdependents és el T>CMI.
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4.2. ESTUDI DE LA DEPLECIO DE RESIDUS DE TILOSINA
DESPRES DELA SEVA ADMINISTRACIO PER VIA
INTRAMUSCULAR

4.2.1. Estudi dela deplecié deresidus detilosina en vedells

A les taules 15 a 19 es poden veure les concentracions de tilosina
obtingudes en cadascun dels teixits diana, després de tractar 12 animals per
via i.m. amb una dosi de farmac de 20 mg/kg cada 24 h durant 5 dies i1 de
sacrificar-los a diferents temps postadministacid (7,14 i 21 dies). L’LMR

establert per a tots els teixits de bovins correspon a 100 pg/kg.

Taula 15. Concentracions de tilosina en muscul de vedelles tractades durant 5 dies
consecutius amb una dosi de farmac de 20 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificades als

7, 14121 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentracio detilosina en miscul (ug/kg)
(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
7(1) <50 <50 <50 <50
14 (2) <50 <50 <50 <50
21 (3) <50 <50 <50 <50

Taula 16. Concentracions de tilosina en fetge de vedelles tractades durant 5 dies
consecutius amb una dosi de farmac de 20 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificades als

7, 141 21 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentracio de tilosina en fetge (ung/kg)
(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
7(11) <50 <50 <50 <50
14 (2) <50 <50 <50 <50
21 (3) <50 <50 <50 <50
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Taula 17. Concentracions de tilosina en rony6 de vedelles tractades durant 5 dies
consecutius amb una dosi de farmac de 20 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificades als

7, 141 21 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) | Concentracié detilosina en rony6 (ug/kg)
(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
7 (1) 142 108 126 116
14 (2) <50 <50 <50 <50
21 (3) <50 <50 <50 <50

Taula 18. Concentracions de tilosina en greix de vedelles tractades durant 5 dies
consecutius amb una dosi de farmac de 20 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificades als

7, 141 21 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentracio detilosina en greix (ug/kg)
(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
7(1) <50 <50 <50 <50
14 (2) <50 <50 <50 <50
21 (3) <50 <50 <50 <50

Taula 19. Concentracions de tilosina en el punt d’injeccié de vedelles tractades
durant 5 dies consecutius amb una dosi de farmac de 20 mg/kg/dia per via i.m. i

sacrificades als 7, 14 i 21 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentracio detilosina en € punt d'injeccié (ug/kg)
(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
7(1) 2700 7200 5900 1500
14 (2) 1700 2000 1500 2100
21 (3) <50 570 2310 440

Com es pot observar a les taules, en tots els teixits els nivells observats es
van trobar per sota del limit de quantificacié des del primer periode de
sacrifici, excepte pel que fa al rony0, teixit en qué es van detectar nivells de
tilosina per sobre de I'LMR al set¢ dia postadministracio i al punt
d’injeccid, on es troben nivells superiors a I’LMR fins als 21 dies

postadministracio.
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4.2.1.1. Calcul del temps d' espera

En fer la corba de deplecido de I’inic teixit on es troben concentracions
quantificables en els tres periodes de sacrifici (punt d’injeccio), s’observa
que els temps fixats eren insuficients per a definir bé la deplecidé de la
tilosina d’aquest teixit ja que en totes les mostres, les concentracions de
farmac es trobaven per sobre de ’'LMR. No obstant aix0, a partir de les
dades obtingudes es va calcular el temps d’espera mitjancant el programa
estadistic en el qual es van introduir les dades obtingudes al punt d’injeccid
dels vedells sacrificats als 7, 14 1 21 dies. El resultat del temps d’espera amb
un limit de tolerancia i un interval de confianga del 95 % seria igual a 92.5

dies

A la figura 33 es pot veure la corba de deplecié de residus de tilosina al punt
d’injecci6 de vedells, després de 1’administracié d’una dosi de farmac de 20

mg/kg/dia per via i.m., durant 5 dies.

Figura 33. Corba de deplecid de residus de tilosina del punt d'injeccié de vedells,
als quals se'ls ha administrat una dosi de farmac de 20 mg/kg/dia per via i.m.
durant 5 dies.
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Si s’aplica I’aproximaci6 recomanada per la guia (marge de seguretat d’un
30 %), sobre el periode de sacrifici en el que totes les concentracions
tisulars de tilosina es troben per sota de ’'LMR (14 dies), el resultat del

temps d’espera seria de 18 dies.

4.2.2. Estudi de la deplecio deresidus detilosina en porcs

A les taules 20 a 24 es poden veure les concentracions de tilosina
obtingudes després d’analitzar els teixits diana provinents dels 16 porcs
tractats per via i.m. amb una dosi de farmac de 10 mg/kg/dia cada 24 h
durant 5 dies consecutius 1 de sacrificar-los a diferents temps

postadministracido. L’LMR establert per a tots els teixits de porc ¢s de 100

ng/kg.

Taula 20. Concentracions de tilosina en muscul de porcs tractats durant 5 dies
consecutius amb una dosi de farmac de 10 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificats als 3,

7, 101 14 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentraci6 de tilosina en muscul (ug/kg)

(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
3(1) 50 60 <50 <50
72 <50 100 <50 <50
10 (3) <50 <50 <50 <50
14 (4) <50 <50 <50 <50

Taula 21. Concentracions de tilosina en fetge de porcs tractats durant 5 dies
consecutius amb una dosi de farmac de 10 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificats als 3,

7, 101 14 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentracio detilosina en fetge (ug/kg)

(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
31 70 80 <50 80
72 <50 <50 <50 <50
10 (3) <50 <50 <50 <50
14 (4) <50 <50 <50 <50

111



RESULTATS Estudi de depleci6 de residus

Taula 22. Concentracions de tilosina en ronyo de porcs tractats durant 5 dies

consecutius amb una dosi de farmac de 10 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificats als 3,

7, 10 i 14 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentracio detilosina en rony6 (ug/kg)

(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
3D 120 <50 <50 <50
7(2) <50 110 70 <50
10 (3) <50 <50 <50 <50
14 (4) <50 <50 <50 <50

Taula 23. Concentracions de tilosina en pell+greix de porcs tractats durant 5 dies

consecutius amb una dosi de farmac de 10 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificats als 3,

7,10 1 14 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentraci6 detilosina en pell+greix (ug/kg)

(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
3(1) 84 101 66 78
702 460 <50 56 <50
10 (3) <50 <50 <50 <50
14 (4) <50 <50 <50 <50

Taula 24. Concentracions de tilosina en el punt d’injeccié de porcs tractats durant

5 dies consecutius amb una dosi de farmac de 10 mg/kg/dia per via i.m. i sacrificats

als 3,7, 10 1 14 dies postadministracio.

Sacrifici (dies) Concentracio detilosina en € punt d'injecci6 (ug/kg)
(Grup) Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
3(1) 440 110 1260 2540
702 120 310 100 4100
10 (3) <50 <50 <50 <50
14 (4) <50 <50 <50 <50

Com es pot observar a les taules, gairebé en tots els periodes de sacrifici i
per a la majoria de teixits els nivells de farmac es troben per sota del limit

de quantificacio, excepte en el cas de la pell+greix i del punt d’injeccio on
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els nivells de farmac es mantenen per sobre de 'LMR fins al seté dia

postadministracio.

4.2.2.1. Calcul del temps d’ espera

El calcul del temps d’espera en els porcs tractats amb tilosina a la dosi
assajada dona com a resultat un temps d’espera de 13 dies, resultat d’aplicar
el 30% de marge de seguretat (’EMEA recomana una aproximacié amb
I’aplicacié d’un marge de seguretat entre un 10 i un 30 %) sobre el periode

de sacrifici en que tots els teixits tenen concentracions per sota de I’LMR.

Si es calcula el temps d’espera mitjancant el programa estadistic al qual
s’han introduit les dades obtingudes al punt d’injeccié dels porcs sacrificats
als 3, 71 10 dies; considerant els valors d’aquest ultim periode com la meitat
del limit de quantificacio, és a dir 25 pg/kg (EMEA/CVMP/036/95 FINAL,
1996); el resultat és un temps d’espera amb un limit de tolerancia i un

interval de confianga del 95 % igual a 24.4 dies.

113



RESULTATS Estudi de depleci6 de residus

A la figura 34 es pot veure la corba de deplecid de residus de tilosina en el
punt d’injeccio6 de porcs, després de 1’administracié d’una dosi de farmac de

10 mg/kg/dia per via i.m.,durant 5 dies.

Figura 34. Corba de deplecio de residus de tilosina del punt d'injeccio de porcs,
als quals se'ls ha administrat una dosi de farmac de 10 mg/kg/dia per via i.m.
durant 5 dies.
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5.1. ESTUDI DEL PERFIL CINETIC DE LA TILOSINA DESPRES
DE LA SEVA ADMINISTRACIO INTRAVENOSA I
INTRAMUSCULAR A VEDELLSI A PORCS.

5.1.1. Estudi del perfil cinetic delatilosina en vedells

Després de portar a terme un estudi pilot per veure quins eren els nivells
plasmatics que s’obtenien després d’administrar la tilosina per via i.m., en
una dosi de 10 mg/kg a 4 vedells, els resultats obtinguts van posar de relleu
que aquests eren significativament baixos en comparaci6 amb les
concentracions efectives (CMI) per a molts dels microorganismes patogens
per a la espécie estudiada. Aquestes baixes concentracions plasmatiques
poden estar relacionades amb diferents factors; aixi, €és conegut ’efecte
irritant de la tilosina en la zona d’injecci6 (Gueorguieva i cols., 1998), cosa
que pot facilitar I’enquistament del farmac en aquest lloc, i1 alentir-ne
I’absorcié de manera significativa. Tampoc no es pot oblidar que es tracta
d’un farmac molt liposoluble que es distribueix rapidament i extensivament
per I’organisme i que assoleix altes concentracions en teixits molt periferics,
com per exemple la pell, o bé s’acumula als macrofags (Chamberland, 2001,
comunicacio personal). A més, és també conegut que la tilosina s’elimina
rapidament de 1’organisme i1 que presenta uns temps de semivida
relativament curts. Aquests factors poden donar lloc a una desaparicid
rapida del farmac de la sang, 1 per tant, aquest fet produeix que els nivells

plasmatics no sigui el parametre més adient per avaluar I’efectivitat.
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En I’administracio i.m. del farmac en una dosi de 10 mg/kg és va assolir la
Cmax (de la mitjana de les concentracions) als 30 min de ser administrat,
seguidament, els nivells varen disminuir fins a concentracions de
0.36 pg/mL a les 10 h postadministracid. La C,x obtinguda en aquest estudi
fou lleugerament superior a I’observada per Saurit i cols, (2002) en un
estudi realitzat en vaques 1 bufals en el qual es va administrar la mateixa
dosi de tartrat de tilosina, i on la Cp,x va ser de 0.65 pg/mL, el ty.,x de
63 min, i I’AUC de I’ordre de 6 vegades superior a I’observada en 1’estudi

que ens ocupa.

Aquestes dades varen suggerir I’interés de treballar amb una dosi superior
de tilosina ja que la dosi administrada de 10 mg/kg per via i.m. donava
nivells plasmatics baixos que feien pensar en la possibilitat que el farmac no
assolis nivells terapcutics en els teixits infectats. L’MRT observat va
presentar valors entorn a les 20 hores, cosa que suggeria que era necessari
fer un mostreig superior a les 48 hores per definir correctament la fase
d’eliminacié quan s’administrés una dosi dues vegades superior (20 mg/kg).
Aixi, aquest estudi preliminar va permetre fixar la idoneitat d’administrar
una dosi de 20 mg/kg per a ’estudi del perfil cinetic de la tilosina i1 de la
seva biodisponibilitat en ésser administrada per via i.m.. Aquesta analisi
preliminar del perfil de la tilosina (parametres cinctics calculats)
administrada per via i.m. (10 mg/kg) també va permetre definir amb més

precisio el temps de mostreig per a fer I’estudi posterior.

D’aquesta manera, es va fixar el protocol del segon estudi que es va portar a
terme amb 6 vedells als quals se’ls va sotmetre a dos tractaments
consecutius amb el farmac, un per via i.v. (10 mg/kg) i un altre per via i.m.

(20 mg/kg), de manera creuada. Per a I’administracié i.v. es va escollir una
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dosi igual a la meitat de la que s’administrava per via i.m. ja que els alts
nivells plasmatics que s’obtenien en administrar la tilosina per via i.v.

podien produir reaccions adverses en els animals tractats.

En el cas en que la dosi administrada va ser de 10 mg/kg 1 la via escollida la
i.v., els resultats varen mostrar que les concentracions plasmatiques de
tilosina disminuien rapidament en el transcurs de la primera hora. A partir
d’aqui, els nivells plasmatics continuaven baixant lentament, i eren
quantificables fins a les 10 hores postadministraci6 en la majoria dels
animals estudiats. Aquest primer rapid decreixement a nivell sanguini de les
concentracions de tilosina es pot explicar per 1’alta liposolubilitat de la
molécula, la seva baixa unié a proteines plasmatiques (40 %) (Ziv i Sulman,
1973) i al seu baix grau de dissociacid en la sang (33 %) que, en conjunt,
fan que la tilosina no quedi retinguda al plasma, es difongui facilment cap
als teixits (Hamill i cols., 1961), i assoleixi alts nivells en tots ells, inclosos

els periferics.

Els volums de distribucio obtinguts després d’administrar la tilosina per
aquesta via als vedells (Vdirea: 7.7£1.1 L/kg 1 Vi 4.1£1.5 L/kg) confirmen
aquesta amplia distribucié tissular, i resulten ser una mica superiors als
descrits a la bibliografia per a aquesta espécie per Burrows i cols., (1983), i
de I'ordre de 4-7 vegades més grans que els descrits en vaques per Ziv i
Sulman, (1973); Gingerich i cols., (1977) i Cester i cols., (1993), en vedells
i bufals per Saurit i cols., (2002) i inferiors als descrits per Ziv i cols.,
(1995) en camells (Vdss: 11.9 L/kg). Els Vdiea descrits en altres espécies
(ovelles, cabres, gossos) amb valors que oscil-len entre els 0.86 i els
3.1 L/kg, també van ser inferiors als trobats en el present estudi. Aquestes

diferéncies, que no so6n molt elevades, poden ésser atribuides a la diversitat
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d’especies 1 relacionades amb la composicio tissular i I’estructura anatomica
diferents. Tamb¢ podrien ser degudes a 1’edat dels animals. En I’estudi que
ens ocupa, els animals utilitzats eren molt joves, cosa que implica un alt
volum d’aigua corporal, que pot modificar significativament el volum de
distribuci6 si es compara amb animals adults en que 1’aigua corporal és

menor.

Els valors de ti»p 1 d’MRT obtinguts després de I’administraci6 del farmac
per via i.v. (2.7£3.2 1 2.6+2.1 h, respectivament) indiquen una rapida
eliminaci6 del farmac de I’organisme, propera a I’observada per altres
autors en la mateixa especie i1 en gossos i aus (Burrows i cols., 1986; Weisel
i cols., 1977; Locke i cols., 1982) que oscil-laven entre 1 i 1.5 hores. També
resultats similars, van ser els observats en vaques i ovelles (Ziv i Sulman,
1973); en cabres (Atef 1 cols., 1991) i en vaques (Cester i cols., 1993) on es
van descriure uns ti»g entorn a les 3 hores. En un estudi realitzat en ovelles 1
cabres s’obtingueren valors de t;g superiors als d’aquest estudi (4.7 1 4.2 h,
respectivament) (Taha i cols., 1999). En tots els casos, s’ha de destacar que
I’eliminaci6 de la tilosina es feia de manera rapida i, en poques hores, el

farmac ja no era present a I’organisme.

La depuraci6 mitjana observada (24.8+7.03 mL/min/kg) fou similar a
I’obtinguda en vedells (23.7 mL/min/kg) per Burrows i cols., (1986) i en
gossos (21.9 mL/min/kg), 1 superior als valors obtinguts en diferents
especies com ovelles, cabres, vaques (6-8 mL/min/kg) (Taha i cols., 1999;
Atef 1 cols., 1991; Cester i cols., 1993; Baggot i Gingerich, 1976). En un
estudi fet amb camells i en un altre portat a terme en rates es van obtenir

valors de Cl molt superiors als del present estudi (239.3 1 86 mL/min/kg,
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respectivament) (Ziv 1 cols.,, 1995; Duthu, 1985). Aquestes dades
suggereixen una influéncia de I’espécie a la qual s’administra el farmac, aixi
com també, com s’ha assenyalat anteriorment, la possible influéncia que
podria tenir 1’edat dels animals utilitzats en els diferents estudis sobre el
comportament d’aquest parametre, ja que en animals joves el metabolisme

hepatic és inmadur i I’excreci6 renal és reduida (De Backer, 1986).

En el cas en qué es va administrar la tilosina per via i.m. en una dosi de
20 mg/kg, es pot apreciar una alta variabilitat en les concentracions
plasmatiques durant la primera mitja hora, la qual cosa suggereix que els
mecanismes d’absorcid en son els responsables. La tilosina, com a molecula
irritant, pot causar modificacions tissulars al lloc de la injeccio, cosa que es
tradueix en una alta variabilitat en la velocitat d’incorporacié del farmac al

torrent circulatori.

A la dosi de 20 mg/kg el perfil presentat va ser similar a I’observat quan
s’administrava una dosi de 10 mg/kg, perd0 amb una major variabilitat.
Aquest fet s’explicaria per el diferent grau de retencid de farmac observat al
lloc d’injecci6 en els diferents animals. La Cuax es va assolir
aproximadament a les 2 hores postadministracio. A partir d’aqui, les
concentracions es mantenen més O menys constants (repla de
concentracions) durant les primeres 6 hores. En alguns animals es varen
trobar nivells detectables fins a les 24 hores i en altres fins a les 48 hores.
Aquest tipus de perfil s’ajustaria a un procés d’absorci6 lenta i continuada
des del punt d’injeccio en el muscul, fet que concordaria amb una retencid

del farmac en els teixits inflamats.
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Els quocients de les AUC i.m. respecte a les AUC i.v. presenten una elevada
variabilitat, cosa que dona com a resultat una biodisponibilitat mitjana del
73.7+46.2 %, 1 el que suggereix que encara que el procés d’absorcio sigui
lent, el farmac s’incorpora a la sang gairebé completament amb una bona
biodisponibilitat. La variabilitat observada concordaria amb la que es dona
en la primera fase de la corba de nivells plasmatics i que correspon a la
variabilitat en la fase d’absorci6. Els valors de biodisponibilitat trobats en
altres estudis existents en diferents espécies com camells, ovelles i cabres
van ser similars als del present estudi, 1 oscil-laven el 73 % i el 88 % (Ziv 1

cols., 1995; Taha i cols., 1999; Atef'i cols., 1991).

Els valors de MRT 1 de ti»3 obtinguts son molt superiors als de la via i.v.,
igual com passava quan s’administrava una dosi i.m. de 10 mg/kg, cosa que
confirma I’endarreriment en 1’eliminaci6 del farmac de 1’organisme a causa
de la lenta absorcio d’aquest des del punt d’injeccid. Aixd és confirmat pel
valor, forca elevat, observat de MAT (11.8 h), parametre que reflecteix el
temps mitja d’absorcio. Aquestes dades fan pensar que es produeix un
efecte flip-flop, cosa que voldria dir que 1’absorcié del farmac des del lloc

d’injeccio6 en condiciona de manera significativa 1’eliminacio.

Si es comparen els resultats obtinguts després d’administrar les dues dosis
(10 1 20 mg/kg) per via i.m., s’observa que quan la dosi administrada era de
20 mg/kg, la Cpax (de la mitjana de les concentracions) s’assolia més tard
(120 min) i els nivells plasmatics eren aproximadament el doble que els
obtinguts després d’administrar una dosi de 10 mg/kg. Es a dir, en
augmentar la dosi es trobaren valors de Cp.x més grans. Si s’observa la
figura 19 es pot veure que en doblar la dosi, les concentracions sanguinees

augmenten de manera considerable, i passen d’un valor d’AUC de
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244.2480.8 a 987.2+335.9 pg-min/mL. Es 1dgic pensar que a mesura que
s’incrementa la dosi administrada les concentracions plasmatiques
augmenten, i que per tant parametres com I’AUC 1 la Cp.x es veuen
incrementats, generalment, d’una manera lineal. Aquestes dades
suggereixen que, en aquest interval de dosis, no hi ha saturacidé en els
processos d’absorcié a nivell intramuscular i que el procés d’absorcio

segurament segueix una cinetica lineal.

Quan s’administra una dosi de 20 mg/kg, i encara més, 1’allargament del
temps en que les concentracions plasmatiques es mantenen en uns nivells
similars entorn a 1 pg/ml (durant més de 6 hores) fa pensar, com ja s’ha
reflectit abans, que una part de la dosi administrada queda retinguda al punt
d’injeccid durant moltes hores, fet que es va confirmar en I’estudi de
depleci6 de residus, en qué als 21 dies postadministracié de la tilosina
encara es detectaven nivells de farmac en el muscul on es va fer la injeccio.
Aquesta retenci6 del farmac en el punt d’injeccid pot ésser deguda, com ja
s’ha indicat anteriorment, tant a les caracteristiques irritants de la mateixa
tilosina, com als excipients que la vehiculen, que en el present estudi eren
propilenglicol i alcohol benzilic. El fet que la tilosina sigui una molécula
altament liposoluble, amb caracter de base feble i amb facilitat per travessar
les membranes, fa pensar que el seu transport és basicament passiu i no
saturable, cosa que fonamenta la idea que aquesta absorci6 sostinguda sigui
probablement deguda al procés inflamatori i no a una possible saturacio

d’un transport actiu o mediat per transportadors.
Pel que fa a la ty.x s’ha descrit en altres estudis que aquesta pot assolir-se
abans o després en augmentar la dosi respecte a una dosi menor, depenent

del tipus de macrolid que es tracti (Williams 1 Sefton, 1993).
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Si es comparen els parametres obtinguts després d’administrar una dosi de
10 1 de 20 mg/kg respectivament, es troba que els valors de t;»gno presenten
diferéncies estadistiques significatives. Aixo confirmaria que un cop a la
sang el farmac és eliminat de I’organisme independentment de la dosi a la

qual ha estat administrat.

Des del punt de vista de I’eficacia del producte, les concentracions
plasmatiques assolides en la dosi de 10 mg/kg (dosi minima recomanada en
bovins) son forga baixes, perod es mantenen estables des de la primera fins a
la tercera hora postadministracié amb concentracions de 0.5 pg/mL. A les
8 hores postadministracid, els nivells son encara de 0.4 pg/mL, concentracio
que es troba lleugerament per sobre de les CMI dels principals agents
etiologics de malalties que afecten els vedells, com el Mycoplasma bovis
(CMIsp 0.097 pg/mL) (Prescott, 2000), causant de la pneumonia i de
I’artritis, 1 d’altres micoplasmes, aixi com ureaplasmes (CMIsy 0.08 pg/mL)
(Prescott, 2000), i estreptococs. Aquests nivells plasmatics de tilosina també
serien efectius contra altres bacteris patogens que afectarien més a animals
adults, com el Corynebacterium pyogenes, causant de la metritis, o la

Moraxella bovis productora de la queratoconjuntivitis.

Quan s’administra una dosi de tilosina de 20 mg/kg a vedells, els resultats
mostren que les concentracions plasmatiques son superiors al doble dels
observats en la dosi de 10 mg/kg, aix0o suggereix, com era d’esperar, que el
nombre de microorganismes sensibles a la tilosina sera més elevat si
s’augmenta la dosi. Entre aquests es poden incloure certes soques
d’estafilococs, d’estreptococs i el Fusobacterium necrophorum (CMlsg
1.56 pg/mL), bacteri oportunista, causant d’abcessos hepatics en animals

adults (Nagaraja i cols., 1999).
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Altres microorganismes amb CMlIsy superiors als 100 pg/mL, com la
Pasteurella i la Bordetella, i per als quals 1’s d’aquest antibiotic esta
indicat, semblaria que no soén sensibles a la tilosina en cas d’una
bacteriemia, perd en canvi hi ha estudis clinics en els quals s’ha comprovat
que la tilosina, administrada a vedells per via oral en una dosi de 2 g/dia,
redueix la incidéncia de la pneumonia en vedells 1 el nombre de bacteris
crescuts en mostres de teixit aillades del pulmé com Pasteurella multocida
(Matsuoka i cols., 1980).

En els assaigs clinics s’ha observat que, malgrat que els nivells plasmatics
de tilosina siguin menors que les concentracions a les CMI d’alguns bacteris
patogens, aquest antibiotic ¢és efectiu. Aquesta eficacia podria respondre a la
facilitat que té la tilosina, com d’altres macrolids, d’acumular-se en
macrofags alveolars amb una concentraci6 intracel-lular 10 vegades superior
a I’extracel-lular (Chamberland, 2001, comunicaci®6 personal). Un
antecedent que confirmaria aquest fet seria un estudi realitzat en vedells als
quals se’ls administrava tilosina i.m. (17.6 mg/kg), i en els que es van trobar
concentracions pulmonars de tilosina (11.47 pg/g) molt superiors a les
trobades en plasma (0.67 ng/g) a les 12 hores postadministracié (Van Duyn
i Folkerts, 1979).

Alguns autors (Gunderson i cols., 2001; Sanchez, 2000) suggereixen que
quan la Cpax €s com a minim unes 10 vegades superior a la CMIgg, 0 bé quan
I’AUC.24n ho és unes 125 vegades, aixi com quan es dona un interval
posologic superior a la CMlgy en un 50 % de I’interval total de dosificacio,
es pot considerar que els nivells d’antimicrobia son suficients per a eliminar
el bacteri sensible. En general, els macrolids soén considerats farmacs

tempsdependents, per aquesta rad els parametres més significatius per al
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farmac que ens ocupa serien, en termes generals, el temps en el qual les
concentracions plasmatiques estarien per sobre de la CMly o també
I’AUC(24/CMLI. Pero el fet que no hi hagin estudis PK/PD publicats en
I’ambit de farmacs d’s exclusiu veterinari (tilosina) que permetin escollir
quin seria I’index més adient, fa que s’hagi hagut de tenir-los tots en compte

per avaluar I’eficacia de la tilosina en aquest estudi.

Els resultats obtinguts per a aquests tres parametres en relacio amb els
valors de CMI obtinguts de la literatura suggereixen que, en general, en els
vedells, les infeccions respiratories, causades per micoplasmes, 1 d’altres
malalties, com la queratoconjuntivitis provocada per Moraxella i la metritis
causada per Corynebacterium pyogenes, es podrien resoldre amb una dosi
de 20 mg/kg de tilosina administrada per via i.m.. Tenint en compte el
parametre AUC.,4n/CMI, la dosi administrada en aquest estudi també seria
efectiva per combatre infeccions produides per estafilococs 1 estreptococs.
L’exit clinic de la tilosina sobre la resta de malalties en qué no es
compleixen tots tres parametres, ja que son produides per bacteris amb CMI
molt superiors (Pasteurella, Bordetella), es podria explicar per 1’esmentat
efecte acumulatiu que aquesta presenta en els macrofags i/o a I’efecte
postantibiotic potenciador dels leucocits que faria que, un cop tractat
I’animal amb el farmac, els bacteris fossin més susceptibles a ser fagocitats i

destruits (Van Bambeke i Tulkens, 2001).
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5.1.2. Estudi del perfil cinetic delatilosina en porcs

En I’avaluacié del perfil cinétic de la tilosina en porcs després de
I’administracié i.v. de tilosina en una dosi de 10 mg/kg, els resultats
obtinguts suggereixen que, quan s’administra ’antibiotic per aquesta via,
aquest es distribueix rapidament des de la sang cap als teixits de manera
similar a I’observada en vedells, per tant, com s’ha descrit anteriorment, les
caracteristiques fisicoquimiques del farmac n’afavoreixen la distribuci6 fins
als teixits (Anadon i Reeve-Johnson, 1999). Aixo es veu confirmat amb els
alts volums de distribuci6 observats, tant pel que fa al Vdie,, com per al

Vdss (14.4 1 9.0 L/kg, respectivament).

Hi ha pocs treballs publicats referents a estudis farmacocingtics en porcs, el

que dificulta la contrastacio del present treball amb els d’altres autors.

El volum de distribuci6 observat va resultar ser molt més alt que el descrit
per diferents autors en vaques (1.1 L/kg) (Baggot i Gingerich, 1976), vedells
(3.5-5.6 L/kg) (Burrows 1 cols., 1986), bufals (1.3 L/kg) (Saurit 1 cols.,
2002), cabres (1.7 L/kg) (Atef i cols., 1991), ovelles (0.73 L/kg) (Taha 1
cols., 1999) i gossos (1.7 L/kg) (Weisel i cols., 1977). El volum de
distribucio en 1’estat d’equilibri també va ser més gran que el de la majoria
de les espécies citades, pero lleugerament inferior a I’observat en camells
(11.9 L/kg). De la mateixa manera que ja s’ha expressat en ’avaluaci6 de la
cinetica de la tilosina en vedells, aquestes diferéncies podrien ser degudes a
la composicié tissular diferent que presenten cadascuna de les espécies a les
quals es fa referéncia i a I’edat dels animals tractats que en alguns estudis
son animals adults i en d’altres, animals molt joves. Tots dos volums de

distribuci6 van ser superiors, aproximadament el doble, que els trobats en
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aquest estudi per als vedells. Aix0 podria estar en relaci6 amb les
caracteristiques tissulars d’ambdues especies ja que la tilosina, com a
farmac liposoluble que ¢és, es distribueix bé fins al teixit greixds, com s’ha
pogut observar en 1’estudi de residus, i anatdomicament els porcs disposen
d’un panicul adip6s molt superior al dels vedells, 1 d’aquesta manera el

farmac podria quedar retingut en major quantitat en aquest teixit.

Tant els valors de ti»3 com els de MRT observats, suggereixen que
I’eliminaci6 del farmac es produeix rapidament, encara que d’una manera
lleugerament més lenta que en els vedells. No obstant aixo, s’ha de
considerar 1’alta variabilitat que presenten aquests parametres en aquestes
especies. Comparant aquestes dades amb d’altres estudis, s’observa que en
els porcs el tipp és superior a I'observat en d’altres espécies (vaques,
vedells, cabres, ovelles, gossos 1 aus) en els quals es trobaven entre uns
valors de 0.91 i 3.04 h 1 similars als observats en un altre estudi realitzat en
en ovelles i cabres (4.7 h). Pel que fa a ’MRT, només ¢€s té constancia d’un
estudi realitzat per Cester i cols., (1993) en vaques on aquest parametre era

molt inferior (1.70+0.21 h) a I’ obtingut en porcs.

L’aclariment plasmatic observat va ser lleugerament superior a 1I’obtingut en
el present estudi per a I’espécie bovina i superior també a la resta d’espécies
de les quals es tenen dades publicades, aixo no obstant, aquestes diferéncies

no van ser significatives.

En el cas en qué es va administrar el farmac per via i.m. en una dosi de 10
mg/kg, s’aprecia una lenta perd continuada absorcié d’aquest des del punt
d’injeccid, 1 s’assoleix la Cp,x de la mitjana entorn a les 3 h de la seva

administracio. A la vegada, es trobaren uns alts valors de t;, g1 de MRT (5 1
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7 vegades més grans, respectivament, que els obtinguts en 1’administracio
1.v.)., resultat de 1’eliminaci6 del farmac que es produeix d’una manera
lenta. Aquest alentiment en 1’eliminacio podria ser atribuit principalment a
dos factors: el primer seria la lenta absorcid del farmac des del punt
d’injeccid, segurament produida, de la mateixa manera que en vedells, per
les caracteristiques irritants de la mateixa tilosina i pels excipients que
formen part d’aquesta formulacid; i el segon, per la possible retencié del
farmac en el greix i en els teixits periférics que es podria explicar per la gran
lipofilia i I’alta distribucio tissular de la molecula, fendomens que
provocarien un alentiment en el retorn del farmac des dels teixits cap a la
sang. Fet que estaria corroborat per 1’alt valor de MAT (1794.9+608 min)
obtingut. Aquests factors explicarien que encara es trobi farmac a la sang a
les 72 hores postadministracid. Aixo també és confirmat pels resultats dels
estudis de residus en que als 7 dies postadministracidé encara es trobaven

concentracions elevades de tilosina en el punt d’injeccio.

A partir dels valors obtinguts de MAT (1794.9+608 min) i de MRT
(1909.4+£640.4 min), que com es pot observar son similars, es pot concloure
que la velocitat amb qué el farmac és eliminat és igual a la que és absorbit,
¢s a dir, que 1’absorcio en condiciona la depuracid, i dona lloc al denominat

fenomen de flip-flop, com ja s’ha descrit anteriorment per als vedells.

Aquest comportament de la molécula de tilosina es veu confirmat pels
resultats obtinguts en un estudi realitzat recentment en el nostre
departament, en que després d’administrar una dosi de 10 mg/kg de tilosina
a vaques lleteres per via i.m. durant 5 dies, es van trobar concentracions de
tilosina en llet fins als 9 dies després de I’tltim tractament, 1 es van apreciar

pujades i baixades notables dels nivells de farmac en llet en les mostres
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procedents de les diferents munyides recollides. El fet que els dos
compartiments (sang-llet) estiguin directament connectats, fa que les
concentracions de tilosina trobades en llet serveixin per a recolzar el
comportament farmacocinétic (absorcio6 lenta) que va presentar la molécula

després de ser administrada tant a vedells com a porcs per via i.m..

La biodisponibilitat obtinguda després d’administrar la tilosina per via i.m.
va ser molt alta, cosa que demostra que I’absorcié de la tilosina per aquesta
via es produeix de manera lenta perd completa. Aquestes dades son similars
a les obtingudes en cabres (Taha i cols., 1999; Atef'i cols., 1991), en camells

(Ziv i cols., 1995) i en ovelles (Taha i cols., 1999).

Si s’avalua I’eficacia del farmac en funci6é de les concentracions
plasmatiques assolides després d’administrar la dosi de 10 mg/kg, s’ha de
constatar que aquestes van ser relativament baixes. Malgrat aixo0, durant més
de 2 dies postadministracid, en alguns animals, les concentracions
plasmatiques encara assolien nivells per sobre de les CMI d’alguns bacteris
patogens com I’Erysipelothrix rhusiopathiae i Mycoplasma sp.
(CMI50<0.1pg/mL), causants de I’erisipela 1 de pneumonies, respectivament.
Aquestes dades, referides a aquests microorganismes en concret,
suggereixen que la pauta terapéutica recomanada de 10 mg/kg cada 24 hores

seria adient, 1 que inclis podria ampliar-se I’interval entre dosis.

Tal com s’ha comentat abans per als bovins, si es prenen els tres parametres
Cinax/CMI, AUCq.24n /CMI 1 T>CMI per avaluar I’eficacia del tractament
amb tilosina, s’observa que per als bacteris citats anteriorment
I’administracié d’una dosi de 10 mg/kg de tilosina per via i.m. seria

suficient per inhibir el creixement d’aquests microorganismes.
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Com s’ha comentat abans, cal destacar la capacitat de la tilosina per
acumular-se en macrofags alveolars, 1 fer que augmenti la seva eficacia
contra infeccions respiratories (Chamberland, 2001, comunicacié personal).
En un estudi fet en rates tractades durant 10 dies amb tilosina per via oral
(aigua de beguda) també s’hi van trobar concentracions en pulmo

10 vegades superiors a les trobades en plasma (Carter i cols., 1987).

Altres microorganismes que pertanyen als géneres Staphylococcus,
Streptococcus i Corynebacterium i que tenen uns valors de CMlsg
intermedis (1.06, 0.4 1 0.4 pg/mL) també serien sensibles a I’accié de la
tilosina i, per tant, aquesta podria ser efectiva en el tractament de D’artritis
porcina, produida per aquests bacteris. Tenint en compte la relacid
AUC.,4n/CMI, es pot suggerir que aquesta dosi seria efectiva contra aquests
bacteris i també contra el Fusobacterium. I si es té en compte la relacid
T>CMI llavors els bacteris sensibles a la tilosina serien Erysipelothrix

rhusiopathiae, Mycoplasma, Streptococcus i Corynebacterium.

Pel que fa als altres bacteris patogens contra els quals esta indicada la
tilosina, com els microorganismes dels generes Fusobacterium, Vibrio,
Pasteurella i Bordetella,— agents causants de malalties com la disenteria, la
rinitis atrofica i la pneumonia— les concentracions plasmatiques trobades
no serien efectives, per ser inferiors a les seves CMI (Fusobacterium,
CMlsy 1.56 pg/mL; Vibrio, CMIs, 5 pg/mL; Pasteurella multocida,
CMlsp90 13 pg/mL 1 Bordetella, CMIsg90 >200 pg/mL); en canvi, la gran
afinitat de la molecula envers els teixits i la seva tendéncia a acumular-se en
cel-lules de la linia blanca fan pensar que, d’aquesta manera, la tilosina pot
acabar efectuant la seva acci6 antibiotica contra aquests microorganismes i

ser efectiva contra aquestes malalties.
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Aquest farmac esta indicat en el tractament d’infeccions respiratories en la
majoria dels paisos europeus, els Estats Units, Canada, etc. Aquestes
especialitats farmaceutiques estan avalades per assatjos clinics, les dades del
quals han estat avaluades i estan protegides per les autoritats sanitaries
responsables d’autoritzar-les. Per aquest motiu, s’ha de suposar que els
estudis in vivo confirmen I’eficacia de 1’as de tilosina en les infeccions
respiratories de bovins i porcs, 1 segurament, aquests estudis demostren que
I’acumulacié d’aquest farmac en els macrofags en facilita [’accid
terapéutica, encara que les concentracions plasmatiques no siguin un factor

totalment confirmatori.
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5.2. ESTUDI DE LA DEPLECIO DE RESIDUS DE LA TILOSINA
DESPRES DE LA SEVA ADMINISTRACIO PER VIA
INTRAMUSCULAR

5.2.1. Estudi dela deplecio deresidus de la tilosina en vedells

Els resultats de 1’estudi de la deplecid de residus de la tilosina després
d’administrar una dosi de 20 mg/kg/dia durant 5 dies a 12 vedells, i de
sacrificar-los en diferents periodes mostra que la desaparici6 del farmac de
la major part dels teixits (muscul, fetge i greix) es produeix abans dels 7 dies
postadministraci6. Al seté dia només es troben nivells per sobre de ’LMR al

ronyo i al punt d’injeccio.

En el teixit muscular, adipos i hepatic, les concentracions trobades al 7¢ dia
de sacrifici van estar per sota del LQ, fet que no va permetre dur a terme

I’estudi estadistic (EMEA/CVMP/036/95 FINAL, 1996).

El rony6 és un dels principals teixits encarregats de 1’eliminacié de la
tilosina de D'organisme; per aquesta rad encara s’hi troben nivells
quantificables de tilosina quan aquesta ja no ho és al fetge. De nou, el temps

de mostreig realitzat va impedir aplicar I’estadistica als resultats.

Malgrat els nivells tan alts de tilosina trobats al punt d’injeccid als 21 dies
postadministracid, aquests només representen un 0.001 % de la quantitat
total de farmac administrat, calculat sobre 300 g de mostra al voltant del
punt d’injeccié (EMEA/CVMP/036/95 FINAL, 1996). Aixo voldria dir que
el farmac s’acaba absorbint completament, encara que d’una forma lenta, 1

passa d’un contingut de tilosina respecte a la total administrada del 0.009 %
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als 7 dies fins a un 0.004 % als 14 dies. En alguns animals s’ha vist la
formacid de quists a la zona on es va administrar el farmac, a causa de
I’efecte irritant atribuit a la mateixa tilosina i als excipients que formen part

d’aquesta especialitat farmaceutica.

Hi ha molt pocs estudis publicats sobre la deplecié de residus de tilosina en
vedells administrada per via oral o intramuscular. Només és té constancia
d’un treball en qué s’estudiava la preséncia de residus en els diferents teixits
diana de vedells i vaques tractats per via i.m. o i.v. amb tilosina, en sacrifici
d’urgencia. La determinacio dels residus es va fer amb una analisi
microbiologica, que va donar negativa en muscul a les 24 h i positiva en
ronyo a les 31 h postractament (Nouws i Ziv, 1977). Aquests resultats estan
en la linia dels del present estudi, ja que el ronyo ¢€s el teixit on el farmac

roman durant més temps.

Altres estudis no publicats, descriuen que, després d’administrar tilosina a
vedells per via i.m., es detecten residus de tilosina per sobre de I’'LMR als
3 dies postadministracié en fetge, muscul i ronyd. En greix, transcorregut
aquest temps, els nivells van ser no quantificables; mentre que en ronyo,
encara ho eren als 7 dies. Aquestes dades estarien d’acord amb les
observades en el present estudi, en qué també s’han trobat nivells

quantificables de farmac als 7 dies en aquest teixit diana.

Si es t¢ en compte el punt d’injeccid, tal com indica la guia
(EMEA/CVMP/036/95 FINAL, 1996), per poder fixar el temps d’espera i es
fa un calcul estadistic de les concentracions, representades en la figura 19,
aquest dona un resultat de 92.5 dies amb un interval de confianga del 95 %,

per tan s’hauria d’esperar 3 mesos abans de portar 1’animal a 1’escorxador
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per al consum alimentari. El reduit nombre d’animals emprats en aquest
estudi 1 la variabilitat de les dades en el punt d’injeccid serien les
responsables d’aquest valor tan elevat de temps d’espera quan s’aplica la

tolerancia i la confianca d’un 95 %.

Si es tenen en compte les concentracions trobades al ronyo, 1 es seguis la
recomanacido de ’EMEA consistent en aplicar un marge de seguretat del
30 % sobre el primer periode de sacrifici en el que totes les concentracions
es trobaven per sota de I’'LMR; ¢és a dir, 14 dies, suposaria un temps

d’espera de 18 dies per I’especialitat estudiada.

Aquestes discrepancies entre el que succeeix en els teixits de consum
habitual i el punt d’injeccidé posen en evidéncia les dificultats de treballar
amb conceptes com el de la toxicitat cronica, que serveix per a definir el
terme IDA i el d’una ingesta circumstancial, com pot ser la inclusio en la
dieta d’un tros de muscul procedent del punt d’injeccid i que comportaria

per a la persona afectada, una toxicitat aguda.

Aquest és un tema llargament discutit per la comunitat cientifica, el CVMP,
el VICH, sense que s’hagi pogut arribar encara a cap conclusio pel que fa a

I’LMR per al punt d’injeccid.

A més, cal afegir que en el punt d’injeccid sempre es trobara el principi
actiu administrat junt amb els excipients, mentre que en els altres teixits s’hi
pot trobar el principi actiu administrat i els metabolits d’aquests, o només
els metabolits. Aquest seria el cas de la ivermectina, farmac que es

metabolitza rapidament en H2B1a ivermectina, que ¢€s el residu marcador; o
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bé I’enrofloxacina que es transforma en ciprofloxacina en el fetge, fet que

comporta que el residu marcador sigui enrofloxacina+ciprofloxacina.

Aquests fets expliquen la dificultat d’aplicar ’'LMR del muscul per a

calcular el temps d’espera a partir del muscul del punt d’injeccid.
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5.2.2. Estudi dela deplecio deresidus de la tilosina en porcs

L’estudi de la depleci6 de residus de tilosina després d’administrar
10 mg/kg/dia durant 5 dies a 16 porcs i de sacrificar-los en diferents temps
mostra que el farmac s’acumula poc en muscul 1 fetge, mentre que se’n
troben concentracions majors en ronyo, greix i, sobretot, en el punt

d’injeccid.

Als 3 dies postadministracid, les concentracions de tilosina corresponents al
muscul 1 al fetge es trobaven per sota de ’'LMR. En ronyo 1 pell+greix

només un animal supera I’'LMR.

Al 7¢ dia postractament, les concentracions en fetge varen disminuir fins a
nivells per sota del limit de quantificacio, cosa que indica que la deplecié en
aquest teixit es fa molt rapidament. Els nivells de tilosina en pell+greix es
trobaven en tots els animals, excepte en un, per sota del limit de
quantificacid, i mostraven una gran variabilitat intraindividual en la deplecid
de la tilosina des d’aquest teixit. En ronyo, només un animal va superar
I’LMR. Pel que fa al punt d’injecci6 i en aquest periode de sacrifici, encara

es varen observar nivells de tilosina per sobre de I’ LMR en tots els animals.

Als 10 dies postadministraci6 ja no s’observaven nivells de tilosina

quantificables en cap dels teixits analitzats procedents dels animals tractats.
Les caracteristiques fisicoquimiques de la molécula de tilosina permeten

entendre el seu comportament diferencial depenent dels teixits. La seva

afinitat envers alguns teixits i la seva excrecid per via renal explicaria el fet
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de trobar concentracions de tilosina superiors en aquests teixits, respecte al

muscul o al fetge.

El tipus de formulaci6 administrada, que actuaria de manera semblant a una
preparacid retardada, faria que una vegada injectada, la tilosina s’alliberés
lentament des del teixit muscular. Aixo queda reflectit en les concentracions
trobades en el punt d’injecci6é als 7 dies postadministracid, que superen
I’LMR gairebé en tots els animals. La concentracié més alta trobada en un
dels animals en aquest periode només representaria un 0.14 % de la
quantitat total del farmac administrat, calculat sobre 300 g de mostra al
voltant del punt d’injeccid, i un 0.04 % si es té en compte la resta dels
animals. Aix0, junt amb la disminuci6é considerable de les concentracions
trobades en aquest punt en els posteriors periodes de sacrifici corroboraria
que I’absorcié de la tilosina es fa de manera gairebé completa, i és
practicament insignificant el risc per a la salut del consumidor per la

presencia del farmac en el lloc d’injeccid.

Altres estudis descrits en que la tilosina va ser administrada a porcs a través
del pinso, van mostrar que després d’administrar una dosi de tilosina de 200
0 400 mg/kg en pinso se’n detectaven residus a les 3 hores de retirar el
menjar en fetge i ronyo (entre 30 i 60 pg/kg) perdo no en muscul. Kline i
Waitt, (1971); Lauridsen i cols., (1988) trobaren residus de tilosina en fetge
de porcs (550 pg/kg) a les 0 hores després d’administrar 1000 mg/kg de
tilosina en pinso, perd no van trobar residus superiors als 200 pg/kg després
d’administrar 500, 200 i 100 mg de tilosina per kg de pinso. A les 48 hores
de retirar el pinso ja no van trobar preséncia de residus en cap teixit en les
diferents dosis assajades. Vassilopoulos i cols., (1979) tampoc van trobar

residus de tilosina en muscul, teixit adipds, ronyo ni fetge 2 dies després
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d’administrar 20 mg de tilosina per kg de pinso. Aquestes dades
confirmarien la rapida eliminacio del farmac de 1’organisme i que, en el cas
de I’administracié per via i.m., el punt d’injeccid seria el reservori que

allargaria la preséncia de la tilosina en els animals tractats.

Aquests resultats refermarien, un cop més, la clara influéncia de la via
d’administraci6 en el temps de residéncia del farmac en 1’organisme, que
doéna com a resultat un temps de deplecio dels residus en els teixits diana
molt diferents segons la via utilitzada. Aixi, quan la tilosina s’administra per
via oral, els nivells tisulars sén baixos, segurament per la reduida taxa

d’absorcio del farmac per aquesta via en porcs.

En comparar la deplecio dels residus de tilosina en els vedells i els porcs
objecte d’aquest estudi es pot veure que als 7 dies de sacrifici es troben
concentracions de tilosina per sobre de ’'LMR en molts dels teixits de porcs
(muscul, rony6, greix i punt d’injeccid) i, en canvi, en els vedells inicament
s’observen concentracions quantificables en rony6 i punt d’injeccid. Aixo,
segurament, ¢s degut principalment a les diferéncies entre especies pel que
fa a la composicio tissular i, per tant, a la distribucié de la tilosina en els
teixits, particularment en el greix, i esta d’acord amb els t;», i MRT

observats, que son més llargs per als porcs.

Si es comparen els resultats obtinguts en I’actual estudi amb els presentats
en estudis en que la tilosina va ser administrada per via i.m. a altres espécies
es pot apreciar que per a les diferents dosis recomanades per a cada espécie i
via, la deplecié es produeix de manera més rapida en porcs que en
pollastres, i que en aquests Ultims es van detectar nivells de tilosina en la

pell del punt d’injecci6 fins als 25 dies (Nogawa i cols., 1982). En canvi, la
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deplecid va ser més lenta en porcs que en vaques, si no es considera el punt
d’injeccid, en les quals a les 24 h de I’administraci6é d’aquesta ja no existien
nivells en muascul (Nouws i Ziv, 1977). Aquestes dades estarien d’acord
amb les trobades en el present estudi. No obstant aixo, s’ha de tenir en
compte, com ja s’ha assenyalat anteriorment, que la forma farmaceutica, la
via d’administracid, la posologia, etc. son factors que modificaran

considerablement la cinética del farmac i per tant el temps d’espera.

Si es relacionen les concentracions plasmatiques i les concentracions
tissulars assolides en un mateix temps en porcs, es pot veure que als 3 dies
de I’administracié d’una dosi de 10 mg/kg de tilosina per via im. la
concentracio de tilosina és de 0.13 pg/mL en plasma. En aquest mateix
moment, les concentracions mitjanes de tilosina en muscul son de 0.05 ppm,
en fetge i pell+greix de 0.08 ppm, en rony6 de 0.12 ppm, i de 1.09 ppm en
el punt d’injeccio. Moats 1 cols., (1985) després d’administrar per via i.m.
una dosi similar a porcs, es va trobar que a les 4 hores del tractament la
tilosina en sang era de 0.65 ppm i en muscul, fetge, ronyo i punt d’injeccid
erad’1.1, 0.37, 0.55 1 55 ppm, respectivament. Les relacions entre el plasma
1 teixits com el fetge 1 el ronyo, els quals son teixits ben irrigats i per tant, on
els farmacs facilment s’equilibren amb les concentracions sanguinies, son

similars en ambdos estudis.

A partir de les dades obtingudes en tots els teixits, incloent-hi el punt
d’injeccid, es va realitzar el calcul del temps d’espera en porcs aplicant el
metode d’aproximacid, amb un marge de seguretat del 30 % (pitjor del
casos), sobre el periode en qué tots els teixits estan per sota de ’'LMR (10
dies). El resultat ha estat un temps d’espera del producte de 13 dies, ¢€s a dir,

que caldria esperar aquest periode després d’administrar tilosina a la dosi i a
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la pauta recomanada per assegurar que no es troben residus per sobre de
I’LMR en cap del teixits diana, i per tant que no hi ha cap risc per a la salut
del consumidor. En canvi, si s’aplica el calcul estadistic sobre 1 unic teixit
en que es podria aplicar (punt d’injeccid), sempre i que en el dia 10 el valor
inclos correspongui a la meitat del limit de quantificacio, tal com recomana
I’EMEA, el resultat obtingut és de 24.4 dies. De nou, s’observa que
I’aplicacio del metode estadistic quan es tenen pocs animals i1 gran
variabilitat, dona valors de temps d’espera lleugerament diferents respecte a
la’aplicacid del meétode de I’aproximacio. A més, en el punt d’injeccio, igual
com s’ha observat en vedells, la variabilitat entre animals és molt gran a
causa del possible enquistament del farmac en els teixits, que fa que
I’alliberament al liquid intersticial i a la sang segueixi un proces erratic que

dona molta variabilitat.

Si es compara el resultat del temps d’espera obtingut en prendre com a teixit
de refereéncia el muscul del punt d’injecci6 en vedells (92.5 dies), s’observa
que és molt superior a I’obtingut en porcs (24.4 dies), fet que es podria
explicar per les diferents caracteristiques fisicoquimiques dels teixits en
aquestes especies, que farien que el farmac quedés retingut en major o
menor proporcid. Si es té en compte el resultat obtingut d’aplicar el marge
de seguretat del 30 % en porcs (13 dies) es veu que aquest encara és més
curt que I’obtingut d’aplicar I’estadistica. Com que el nombre d’animals
utilitzats per a fer aquests estudis no és gaire alt, potser seria convenient
agafar el periode de temps més llarg per evitar possibles riscos de cara a la

salut del consumidor.
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Com ja s’ha indicat en I’apartat dels vedells, el fet que la legislacié vigent
consideri el punt d’injeccid com un teixit més (muscular), fa que aquest
determini en molts casos el periode de retirada per a molécules que per la
seva composicio tenen una absorcio lenta des del punt d’administracié. En
canvi, ¢s dificil que una persona consumeixi cada dia carn corresponent a
aquesta zona i, per tant, seria improvable que s’intoxiqués a causa del
consum d’aquesta. Per aixo, seria convenient 1’establiment d’un LMR
especial per al muscul provinent d’aquesta zona, ja que el consum d’aquest
no ¢és tant freqlient com el de la resta de muscul de 1’animal, i 1’avaluaci6
del benefici/risc és diferent al que s’utilitza per al muscul de consum

habitual en la dieta de les persones.

No obstant aixd, una conclusié que s’ha de treure d’aquests dos estudis de
residus/temps d’espera €s que la fixacidé d’un temps de mostreig i de nombre
d’animals correctes és fonamental per dur a terme una avaluacié ajustada
d’aquest parametre tan important que €s el temps d’espera, per evitar que
cap teixit arribi al consum i pugui suposar un risc per a la salut del
consumidor. La seleccido del temps de mostreig ha d’ésser el resultat de
I’analisi del perfil cinétic del producte utilitzat, que és el que ens indicara

quina és la permanéncia i la distribucié del farmac en 1’espécie de desti.
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CONCLUSIONS

1. El perfil cinetic de la tilosina s’ajusta a un comportament bifasic,
una fase rapida on predomina la distribucio cap als teixits, 1 una lenta

caracteritzada pels processos d’eliminacio.

2. La tilosina base administrada per via i.v. a vedells 1 a porcs es
distribueix ampliament, assoleix Vdire, de 7.8 1 14.4 L/kg 1 Vi de 4.2 1
9.0 L/kg respectivament, i s’elimina rapidament amb [’obtencié de

valors de t;» g1 de MRT que oscil-len entre les 2.6 i les 5 h.

3. La tilosina base administrada per via i.m. s’absorbeix lentament
des del punt d’injeccid, a causa, segurament, de les caracteristiques
irritants de la tilosina i dels excipients de la formulacid, i dona lloc a
alts valors de MAT en vedells (11.8£7.6 h) i en porcs
(29.9£10.1 min).

4. Els ti5p1 els MRT obtinguts després de 1’administracié per via i.m.
en les dues especies, son més llargs que els obtinguts després de
I’administraci6 i.v., cosa que suggereix que la cinética del farmac per
aquesta via s’ajusta a un model flip-flop en qué la lenta absorciod

d’aquest en condiciona I’eliminacio.

5. Després de doblar la dosi de tilosina administrada per via i.m. en
vedells, els parametres AUC 1 Cpax esdevenen també el doble, el tyax
s’endarrereix pero els ti»p no mostren diferéncies significatives entre
ambdues dosis, el que suggereix que els processos d’absorcio i

d’eliminacid no es saturen en aquest marge de dosis.
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6. La bona biodisponibilitat obtinguda en vedells després de
I’administracié i.m. d’una dosi de 10 1 20 mg/kg i en porcs després de
I’administracié d’una dosi de 10 mg/kg de tilosina confirma que

I’absorci6 de la tilosina és produeix de manera lenta perd completa.

7. Les concentracions assolides en plasma després d’administrar una
dosi de 10 mg/kg a porcs son baixes, perdo es mantenen en nivells
superiors a les CMI d’alguns bacteris patdgens causants de malalties
com [D’erisipela i algunes pneumonies bacterianes durant un periode

superior a les 24 hores segiients a la seva administracio.

8. Les analisis PK/PD que relacionen les Cpax, AUCg24n 1 T amb les
CMlIs i les CMlIyg per a una serie de bacteris responsables d’algunes
de les infeccions, sobretot respiratories, que freqlientment s’observen
en vedells 1 porcs, posen de relleu que per a la tilosina aquests
parametres poden no ésser del tot rellevants per a 1’avaluacié d’una

dosi terapeutica.

9. L’eficacia de ’administracié d’una dosi de 10 mg/kg de tilosina
observada en els assaigs clinics envers alguns bacteris causants de
malalties com la disenteria i la rinitis atrofica en porcs, i la pneumonia
produida per Pasteurella en vedells, suggereix que I’efecte acumulatiu
1 Pefecte postantibiotic del farmac,descrita per alguns autors, podria
ésser la responsable de la resposta antibacteriana d’aquest antibiotic,
ja que les concentracions plasmatiques obtingudes no en justifiquen
I’eficacia. Aixo indicaria que 1’estudi de mostres de teixits infectats

seria la millor aproximacio per a una analisi PK/PD.
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10. Els estudis de deplecio de residus després d’una administracio de
10 1 20 mg/kg respectivament, durant 5 dies per via i.m. a vedells i
porcs posen de relleu que el farmac roman a 1’organisme durant més
d’una setmana en el cas dels porcs i de tres setmanes en el cas dels

vedells.

11. L’acumulacié de la tilosina observada en el punt d’injeccio
demostra que és el factor responsable de I’allargament del temps
d’espera en els animals tractats, ja que en la resta dels teixits analitzats
(muscul, fetge, ronyd, pell+greix) el farmac desapareix fins a nivells

no quantificables als 10 i 14 dies en porcs 1 vedells, respectivament.

12. Els alts nivells de tilosina trobats en el punt d’injeccio en vedells
als 21 dies 1 en porcs als 7 dies de temps de sacrifici, representen
nomeés un 0.001 % 1 un 0.04 % respectivament, de la quantitat total de
farmac administrat, cosa que confirma que ’absorci6 es produeix de

manera completa.

13. D’acord amb els resultats obtinguts després d’administrar la dosi i
la pauta terapcutica descrita amb la formulacio estudiada, el temps
d’espera recomanable, segons la normativa europea, per a garantir la
salut del consumidor seria de 92.5 dies en vedells 1 de 24.4 dies en

porcs.
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ANNEX Metode analitic per a la determinacié de latilosina

8.1. METODE ANALITIC PER A LA DETERMINACIO DE LA
TILOSINA

8.1.1. Introduccio

8.1.1.1. Antecedents

8.1.1.1.1. Métodes analitics per a la determinacio de la tilosina en plasma

Els métodes analitics existents a la bibliografia per a la determinacié de
tilosina en plasma sdn principa ment metodes microbiol 0gics.

Dins d’'aquests metodes, € més utilitzat és e metode de difusiéo en gel
d’'agar, en que sutilitzen com a agents microbiologics Saphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) o mgjoritariament Sarcina lutea (ATCC 9341).
Locke i cols. (1982); Burrows i cols., (1986); Ziv i cols. (1995) i Taha i
cols. (1999) segueixen el procediment descrit per Bennett i cols. (1966),
mentre que Atef i cols. (1991) i Cester i cols. (1993) segueixen el métode
descrit per Arret i cols. (1971).

Altres autors com Ziv i Sulman (1973); Baggot i Gingerich (1976)
Gingerich i cols. (1977) o Weisel i cols. (1977) utilitzen el metode de
difusié en gel d’agar amb cilindres inoxidables descrit per Grove i cols.
(1955), en que fan servir com a microorganisme test diferents sogues de

Sarcina lutea.

També s ha descrit un métode de copa cilindrica (Arret i cols., 1971) en que

S utilitza com a microorganisme test Sarcina lutea (ATCC 9344), i
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metode turbidimetric (Ose i Tonkinson, 1985) amb Staphylococcus aureus
(ATCC 9144) com a microorganisme test.
També s ha descrit un métode de determinacié per cromatografia liquida
d’alta eficacia en qué les mostres sdn sotmeses primer a una extraccio amb
metanol i tampd fosfat (pH 8), seguida d’una purificaci6 amb columnes
d alimina acida (Osei Tonkinson, 1985).

Els métodes microbiologics mesuren I’ activitat antimicrobiana i per tant
guantifiguen aquesta activitat per al conjunt dels components de la tilosina,
en canvi els metodes de cromatografia liquida d'alta eficacia i altres
metodes quimics quantifiquen en general e component majoritari de la

tilosina (tilosina A).

8.1.1.1.2. Métodes analitics per a la determinacio detilosina en teixits

En una primera aproximacié als metodes que hi ha descrits, aguests es
podrien dividir en dos grans grups tenint en compte la tecnica de
determinacié que utilitzen; aixi, es diferenciarien €els métodes

microbiol ogics dels cromatografics.

— Métodes microbiologics

Les primeres analisis de la tilosina en mostres provinents de teixits es van
dur aterme mitjancant I’ s de métodes microbiologics (Klinei Waitt, 1971,
Van Duyn i Folkerts, 1979; Korkeala i cols., 1983; Moats i cols., 1985b;
Petz i cols., 1987; Lauridsen i cols., 1988). Aquests méetodes son basicament
qualitatius, ésadir, son Utils per afer un screening de les mostres sospitoses

de contenir substancies antibacterianes, encara que també s utilitzen per a
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guantificar. A la vegada, |I’absencia de selectivitat, fa dificil confirmar la
naturalesa exacta del farmac que es troba en els teixits i, per tant, coneixer
amb certesa de quin antimicrobia es tracta. Per aixd, moltes vegades,
aquests métodes s han utilitzat associats amb diferents técniques més fines
com la cromatografia en capa prima (CCP), d’ entre altres (Markakis, 1996).

Els metodes microbiologics han anat millorant amb el temps, i han
optimitzat la seva sensibilitat amb noves combinacions de medis i
microorganismes (Tsai i Kondo, 2001).

Hi ha també estudis microbiologics que determinen la presencia de tilosina
en pinsos animals mitjancant I’analisi turbidimeétrica (Ragheb i cols., 1973;

Coleman, 1988 i Coleman i Mowrey, 1990).

— Métodes cromatografics

Davant €ls inconvenients que presentaven els metodes microbiologics, es
van comencar a desenvolupar métodes per cromatografia liquida d ata
eficacia (CLAE) que proporcionaven una sensibilitat més alta i, sobretot,

unamajor selectivitat per als diferents components de latilosina.

La majoria d’ aquests metodes utilitzaren cromatografia en fase reversa
juntament amb deteccié per UV a 280 o 287 nm (Moatsi cols., 1985b; Keng
L.JY i Boison, 1992; Chan i cols., 1994; Horiei cols., 1998; De Liguoro i
cols., 1998; Juhel-Gaugain i cols., 1999; Ledl i cols., 2001 i Pratsi cols.,,
2002;). D’entre aguests autors, només Moats i cols. (1985) i Pratsi cols.
(2002) fan una extraccio tipus liquid-liquid, els atres utilitzen tots, una

extraccié en fase solida (EFS), excepte Keng L. JY i Boison (1992) i
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Juhel-Gaugain i cols. (1999) que utilitzen ambdues purificacions. Aguests
metodes han estat descrits per determinar tilosina en teixits de vacu, porci i
pollastrei € seu limit de deteccié oscil-laentre els5i els 100 ug/kg. Pel que
fa a la fase mobil, utilitzen fases acides, més apropiades per a la

cromatografia en fase reversa.

Latilosinatambé s’ ha determinat en teixits animals utilitzant cromatografia
en capa prima (CCP). Moats, (1985d) utilitza aquesta tecnica per a
determinar tilosina en muscul de pollastre, ous i llet amb uns limits de
deteccio6 entre 101 100 pg/kg. Petz i cols., (1987) detecta tilosina en muscul,
fetgei ronyo de diferents especies animals i també en ousi llet amb un limit
de detecci6 de 20 pg/kg.

També <sha utilitzat, la cromatografia liquida juntament amb
I’ espectrometria de masses (CL-EM) com a metode alternatiu per a la
determinacié de nivells residuals de tilosina en muscul de bovi amb limits
de deteccio de 10 pg/kg (Delepine i cols., 1994, 1996); en muscul, fetge i
ronyo de bovi amb limits de deteccio de 30 i 40 pg/kg, respectivament
(Draisci i cols., 2001). En teixits de gal d'indi també s utilitza aquesta
tecnica amb un limit de deteccié de 50 pug/kg (Montesissa i cols., 1999), o
per a la determinacio de tilosina en muscul, fetge i rony6 de porc, vedells i
pollastres, llet i ous amb limits de deteccié entre 1-37 pg/kg (Dubois i cols.,
2001). Tots aquests metodes utilitzen la purificacio de les mostres amb
columnes d’ EFS, després de precipitar les proteines, i algun autor també fa
servir previament la purificacio liquid-liquid (Delepine i cols., 1994 i
Draisci i cols., 2001).
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Hi ha métodes descrits més sofisticats que utilitzen la cromatografia de
gasos en combinacio amb |’ espectrometria de masses (CG-EM) per a
determinar antibiotics macrolids en muscul de porc i de vacum, pero amb un
[imit de detecci6 de 50 pg/kg (Takatsuki i cols., 1987).

Altres autors han determinat tilosina en productes farmaceutics amb
tecniques com la pirolis-cromatografia de gasos amb deteccio
espectrofotométrica (Danielson i cols., 1993); i altres han aconseguit separar
els components de la tilosina mitjangant tecniques de CLAE (Fish i Carr,
1986; Roets i cols., 1993), i encara d'altres han determinat la preséncia
d’ antibiotics en pinsos d’ animals per CCP (Markakis, 1996).

Els métodes d’ extracci6 que es troben descrits a la bibliografia, acostumen a
coincidir en un primer pas de desestructuracié de la matriu, ja sigui de
forma fisica (trituracio) i/o quimica (dissolvents que causen la precipitacio
de proteines i lipids), seguida d’una basificacio o acidificacié del medi en
virtut del teixit de qué es éstracti o bé del métode de purificacié escollit per
recuperar la molécula de tilosina. Aixi, métodes que utilitzen EFS
d’intercanvi ionic (De Liguoro i cols.,, 1998 i Horie i cols.,, 1998) o de
octadecilsilica (C-18) (Chan i cols., 1994) i teixits com € fetge i e ronyé
milloren la recuperacié de la tilosina en condicions acides (Moats, 1985a i
DeLiguoroi cols., 1998).

8.1.1.2. Validacio del metode analitic
La validaci6 de la metodologia analitica utilitzada en els estudis de

farmacologia, constitueix la garantia de qualitat i rigorositat dels resultats i

conclusions obtingudes. Es per aixo, que és de gran interés |’ establiment
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d’ una metodol ogia on es defineixin parametres fixats com a imprescindibles
a |I’hora de validar un métode analitic, aixi com els procediments emprats

per ala seva determinacio.

8.1.1.2.1. Definicions

Per alavalidacio de latécnica s han calculat els parametres seglients:

— Selectivitat i especificitat: els termes selectivitat i especificitat, considerats
com a equivalents, es defineixen com la capacitat d’ un métode analitic per a
mesurar exactament i especificament I’analit en presencia de tots els
components que s espera que estiguin presents a la mostra. Es a dir, ens
indica que les impureses, productes de degradacid, compostos relacionats,
excipients o altres substancies que estiguin presents en la mostra no

interferiran en ladeterminaci6 de I’ andlit.

— Linealitat: rang de concentracio en que els senyal's presenten una resposta
lineal (directament proporciona a la concentracio de I’analit a la mostra).

Existeixen pero, dos tipus de linedlitat:

e Linealitat intradia, que és aquella que es calcula en les mateixes
condicions, sobre la mateixa mostra, per un mateix analista, en el mateix
laboratori, amb els mateixos aparells i reactius i en € curs d’'una série

d’analisis efectuades en un curt interval de temps.
e Linealitat interdia, que és la que es calcula sobre una mateixa mostra
perd en condicions diferents (diferent analista, diferent dia, diferents

aparells, etc.).
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— Precisio: expressa el grau d’ acostament entre resultats individuals quan
e metode saplica repetidament a mdltiples mostres d'una barrgja
homogeénia.

Es poden distingir dos tipus de precisio:

e Repetibilitat o precisié intradia, que és la mesura de la precisio d un
metode efectuat en les mateixes condicions, sobre la mateixa mostra, per
un mateix analista, en el mateix laboratori, amb els mateixos aparells i
reactius i en el curs d'una serie d’andlisis efectuades en un curt interval

de temps.

e Reproducibilitat o precisio interdia, és la mesura de la precisio dels
resultats d’ un métode analitic efectuat sobre una mateixa mostra pero en
condicions diferents (diferent analista, diferent dia, diferents aparells,
etc.).

— Exactitud: I'exactitud d’'un metode analitic S expressa com € grau

d’ acostament entre el valor obtingut i I’ acceptat com a valor vertader.

— Limit de quantificacio: és la concentracid més baixa que el métode pot

mesurar amb exactitud i precisio acceptables.
— Limit de deteccid: és la concentracio més baixa d analit que € métode
pot diferenciar del soroll de fons. Es la minima quantitat d’ analit que pot ser

detectada en una mostra, perd no quantificada com un valor exacte.

— Estabilitat de I'analit en la matriu biologica en les condicions

d emmagatzematge: és la comprovaci6 que les condicions
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d’emmagatzematge de les mostres no afecten I’analit existent a la matriu

biologica.

8.1.1.2.2. Calcul dels parametres

A. Selectivitat i especificitat

La selectivitat d’un métode analitic es determina comparant els resultats de
I’andlis de mostres que continguin impureses, productes de degradacio,
substancies relacionades, excipients o altres substancies de les mostres
problema amb €ls resultats de I’ andlisi de mostres blanques a les quals se'ls
ha afegit els patrons corresponents abans de sotmetre-les a procediment

d’ extraccio.

B. Linealitat

La linedlitat del metode s avalua mitjancant una analis de regressio de
minims quadrats, en que es representen les concentracions de tilosina en
I’eix d'abscisses i les relacions d’ arees entre els pics de I'analit i del patré
intern en |’ eix d' ordenades.

Es pot considerar que lalinealitat d’ un métode és correcta quan el coeficient
de correlacio esta e meés proxim a la unitat i quan les variacions en els

pendents de |es rectes son minimes.
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C. Precisi6

La precisio s expressa matematicament per la desviacié estandard (D.E.) o
preferiblement pel coeficient de variacio (C.V.) dels resultats de les andlisis
d'un nombre suficient d'aliquotes d’'una mostra homogénia, fetes en

diferentsdies.

En aquest estudi i per a avaluar aquest parametre en el plasma s ha utilitzat
el metode de Horwitz. Segons agquest autor, es consideren valids els resultats
de la determinacio de la reproducibilitat d’ un métode quan el C.V. obtingut

sigui inferior a valor trobat en aplicar 1a férmula seguent:

C.V.< 2(1— 0.5 Iog C)

En que C éslaconcentracio tedrica de |’ analit expressada en g/g o g/ml.

Pel que fa a la repetibilitat, es consideren valids els resultats de la
determinacié quan € C.V. corresponent a les mostres analitzades és inferior
0 es troba dins l'interval 1/2 a 2/3 del valor obtingut en aplicar la formula

anterior.

Per avaluar la precisio en teixits s'’ha calculat € C.V. i s’ha comprovat que
aguests parametres fossin com a maxim d'un 20 % per a concentracions >10
ug/kg fins a 100 ug/kg; d’'un 15 % per a concentracions entre 100 i 1000
ug/kg (Document SANCO/1805/2000).
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D. Exactitud

L’ exactitud s expressa en forma d’ error relatiu mig (E.R.M.), calculat com
la diferéncia entre el valor trobat i € vertader dividit pel valor vertader
(expressat en percentatge), o tambeé pot expressar-se com a percentatge de
recuperacié de I'analit afegit, és a dir, com la diferencia entre la
concentracié afegida i |’observada després d' extrapolar a una recta de
calibratge sotmesa a procediment d’ extraccio. L’ exactitud s ha avaluat com
a error relatiu mig tant per el métode d' andlisi en plasma com per € de
teixits. Els valors de I'E.R.M. haurien d estar compresos entre -50 % i
+ 20 % per a concentracions <1 ug/kg, entre =30 % i +10 % per a
concentracions >1 fins a 10 pg/kg i entre 20 % i + 10% per a
concentracions >10 ug/kg (Document SANCO/1805/2000) i dins d'un
+15 % del valor nominal en e cas que es calculi com a percentatge de
recuperacio de la quantitat de tilosina afegida en un rang de concentracions
(Shahi cols,, 1992).

E. Limit de quantificacié (LQ)

Es calculaapartir deI’analisi de répliques de mostres de baixa concentracio
d analit amb les quals es determinara quina és la menor concentracié
d’analit amb una precisio i exactitud acceptables.

F. Limit de detecci6 (LD)

Es calcula com la desviacio estandard dels pics més grans dins dels que es
consideren soroll de fons d’un nombre determinat de mostres blanques (en

cm). El limit de detecci6 s avalua segons la formula:
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L.D =3.30/S

En qué 3,3 és e factor corresponent a un nivell de confianga del 99.9 %, o
és la desviacio estandard de les mesures dels senyals obtinguts i S és €l
pendent mitja obtingut de lalinealitat intradia.

G. Estabilitat

Després d afegir concentracions conegudes de patrons a mostres blanques,
aguestes es sotmeten a les mateixes condicions d’ emmagatzematge i com a
minim durant el mateix temps que ho estaran les mostres sotmeses a analisi.
Passat aquest temps les mostres son analitzades i es comprova que €ls
resultats obtinguts estiguin dins uns marges acceptables tenint en compte la

concentraci6 afegida.

8.1.2. Objectius

e Desenvolupar un métode analitic que permeti determinar i quantificar la
tilosina en mostres de plasma de les espécies bovina i porcina per
CLAE.

e Desenvolupar un métode analitic per aladeterminacié i quantificacié de
la tilosina en mostres de teixits diana (muscul, fetge, ronyo, greix i punt
d'injeccio) provinents de les espécies bovina i porcina amb un limit de
guantificacié que es correspongui a les exigencies de les directives
marcades per les autoritats sanitaries europees, és a dir, la meitat de
I'LMR.
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8.1.3. Material i métodes

8.1.3.1. Material i metode analitic per a la determinacio de tilosina en
plasma

8.1.3.1.1. Substancies utilitzades

—Tilosina (Tilosina base. Lot 940700Y. LABIANA Life Sciences,
Terrassa, Barcelona).

— Albendazole (ABZ) (Shering Plough, USA).

— Acetonitril, diclormeta (qualitat CLAE, Riedel-deHaén).

— Etanol 96 % (Panreac).

— Aigua bidestil -lada.

— TRIS (hidroximetilaminometd) (Sigma).

— Hidrogen fosfat sodic dihidratat (NaoHPO,. 2H,0) (Merck).

— Acid ortofosforic 85 % (per andlisi, Riedel-deHagn).

8.1.3.1.2. Material de laboratori

— Tubs de vidre de 15 ml (Pyrex).

— Pipetes Pasteur.

— Pipetes automatiques de precisio de 200 ul i d’1 ml (Gilson).
— Microxeringues de vidre de 25, 50 i 100 ul (Hamilton).

— Tubs de polietile per al’injector automatic (Cole-Palmer).
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8.1.3.1.3. Aparélls

— Agitador horitzontal (Heidolph PROMAX 1020).
— Vortex (Heidolph REAX 2000).

— Centrifugadora (Heraeus SEPATECH).

— Rotavapor (Heidolph ELEKTRO KG).

— Bombade buit (BUCHI).

— Bombaisocratica: Waters, 515 CLAE.

— Injector automatic: Waters 712 Wisp.

— Detector ultraviolat: Waters 436.

— Registrador: Waters 746.

8.1.3.1.4. Solucions patr6

a. Solucions patro primaries:

— 1 mg/ml de tilosina es van pesar 100 mg de tilosina base i es van
dissoldre en un matras aforat de 100 ml amb acetonitril.

— 1 mg/ml de ABZ: es van pesar 100 mg de ABZ i es van dissoldre en un
matras aforat de 100 ml amb metanol.

b. Solucions patré secundaries:

— 0.1 mg/ml detilosina: 1 ml de la solucio primaria de tilosina d’ 1 mg/ml
esvadissoldre en 9 ml d’ acetonitril.

— 0.01 mg/ml de tilosina 0.1 ml de la solucidé primaria de tilosina

d’1 mg/ml esvadissoldre en 9.9 ml d’ acetonitril.
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— 0.05 mg/ml de ABZ: 0.5 ml de la solucio primariade ABZ d'1 mg/ml de
ABZ esvadissoldre en 9.5 ml de metanol.

— 0.005 mg/ml de ABZ: 1 ml de la solucié 0.05 mg/ml de ABZ es va
dissoldre en 9 ml de metanol.

8.1.3.1.5. Altres solucions

— 1.65M de TRIS: esvan pesar 20 g de TRIS (hidroximetilaminometd) i es
van redissoldre en un matras aforat amb 100 ml d’ aigua.

— 0.05 M d’hidrogen fosfat sodic dihidratat: es van pesar 4.4 g d’ hidrogen
fosfat sodic i es van redissoldre en 500 ml d'aigua. Per ala preparaci6 de la

fase mobil es portala solucié apH 2.4 amb acid ortofosforic 85 %.

8.1.3.1.6. Condicions cromatografiques

— Fase mobil: acetonitril/0.05 M d’ hidrogen fosfat sodic dihidrat a pH 2.4.
Proporcié (37 %:63 %).

— Columna: ODS-2; 5 g (4.6 x 200 mm), (Waters).

— Flux: 1.5 ml/min.

— Detecci6 per ultraviolat: A de 280 nm.

8.1.3.1.7. Procediment d’ extraccié de la tilosina en mostres de plasma

Es van prendre 0.5 ml de plasma de les diferents mostres i es van col -locar
en tubs de vidre, amb tap de rosca, de 15 ml de capacitat. S hi afegiren
0.125 ug de ABZ (25 pl de la solucio 0.005 mg/ml com a patré intern) mes
0.5 ml de tampd TRIS 1.65 M (pH 10.8). A continuacié s afegiren 4 mi

d’ acetonitril per precipitar les proteines, s agita durant 30 s al vortex i es
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centrifuga a 1932 g. Es recolli el sobrenedant i es col-loca el contingut en
tubs de 30 ml, on s hi afegiren 10 ml de diclormeta. S agita en un agitador
horitzontal durant 20 min, passats €els quals, es centrifuga a 1932 g durant
20 min. Es repeti I’extraccio amb 5 ml més de diclormeta i es transferi la
fase organica a tubs conics per portar a sequedat mitjancant I'ds d’'un
rotavapor a 40 °C. Aguest extracte sec es va redissoldre en 200 ul de fase
mobil dels quals 50 ul s'injectaren a cromatograf per a la seva separacio i

quantificacio.

A la figura 35 es pot veure representat I’esquema del procediment

d’ extraccio que es va seguir en I’ analisi de les mostres de plasma.

Figura 35. Esquema del procediment d extraccié de la tilosina en mostres

de plasma.

ml de plasma

:

Precipitaci6 de proteines amb
acetonitril i tampo TRIS

A 4
Doble extraccié amb diclormeta

v
Evaporar a40 °C

A 4
Redissoldre en fase mobil

v
Analisi per CLAE
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8.1.3.2.1. Selectivitat i especificitat

Per determinar si el métode emprat era selectiu i especific es van comparar
€ls resultats de I'andlisi de mostres de plasma blanques amb mostres de
plasma blanques a les quals se'ls hi afegi tilosina i ABZ, abans de ser
processades.

8.1.3.2.2. Linealitat

L’estudi de la linedlitat es va fer intradia i interdia per a les mostres de

plasma de ambdues espécies (vedellsi porcs).

Per calcular la linealitat intradia del métode es van prendre 5 aliquotes de
0.5 ml de plasma blanc a les quals se'ls se |li afegiren concentracions
conegudes de tilosina (0.25, 0.5, 1, 251 5 pg/ml) i de ABZ (0.25 pg/ml).
Les mostres van ser processades per quadruplicat d acord amb segons €
procediment descrit al’ apartat 8.1.3.1.7.

Simultaniament es van preparar blancs de plasma per comprovar que no hi
havia cap pic en € temps de retencié de la tilosina que pogués interferir en
la quantificacio correcta d’ aquesta.

La linedlitat interdia es va redlitzar de la mateixa manera que la linedlitat

intradia, pero les mostres de larecta es van analitzar en dies diferents.
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Per al calcul de les dues linealitats es va procedir com s especifica a
I’ apartat 8.1.1.2.2.B

8.1.3.2.3. Precisio i exactitud

Per calcular la precisio i I'exactitud intradia del metode es van prendre 5
aliguotes de 0.5 ml de plasma a les quals se'ls afegiren concentracions
conegudes de tilosina (0.25, 0.5, 1, 251 5 ug/ml) i de ABZ (0.125 pg). Les
mostres van ser processades i analitzades per quadruplicat d’ acord amb €l
procediment descrit al'apartat 8.1.3.1.7.

Laprecisioi I’exactitud interdia es varealitzar igual que laintradia, pero les

mostres van ser analitzades en 4 dies diferents.

Els clculs de laprecisié i de |’ exactitud es van realitzar com s especifica a
I"gpartat 8.1.1.2.2.Ci 8.1.1.2.2.D.

8.1.3.2.4. Limit de quantificacio

El limit de quantificacié es va determinar afegint 0.08 pg/ml (80 ul de la
solucié 0.001 ug/ul) de tilosina i 0.125 pug de ABZ, a 4 mostres blanques
gue van ser analitzades segons el procediment descrit al’ apartat 8.1.3.1.7. i
de les quals es va calcular la precisio (mesurada com a coeficient de
variacio) 1 |'exactitud interdia (mesurada com a error relatiu mig)
corresponent a la concentracié afegida, com sespecifica a |’ apartat
8.1.1.22.C.i81.1.2.2D.
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8.1.3.2.5. Limit de deteccio

Per calcular-lo es van preparar 10 mostres blanques d acord amb €l
procediment d’extracci6 descrit al’ apartat 8.1.3.1.7., es va mesurar de cada
mostra el pic més gran dins dels que es consideraren soroll de fons, i se'nva
calcular la desviacio estandard. El valor del limit de detecci6 va ser calculat

d’acord amb laformula descritaal’ apartat 8.1.1.2.2.F.

8.1.3.2.6. Estabilitat

Per comprovar |’estabilitat de la tilosina en la matriu biologica, i
mantingudes en les condicions d emmagatzematge, es van prendre 6
mostres de plasma a les quals se'ls va afegir una concentracid coneguda de
tilosina (1 pg/ml) i seguidament van ser congelades en les mateixes

condicions gque les mostres problema (-80 °C).

Les mostres van ser descongelades a diferents temps coincidents amb el
temps que portaven congelades les mostres problema abans de ser
analitzades. Les mostres es van analitzar després d'1, 2 i 3 mesos de ser

emmagatzemades.

L’ estabilitat esvacalcular com esdetallaal’ apartat 8.1.1.2.2.G.
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8.1.3.3.1. Substancies utilitzades

—Tilosina (Tilosina base. Lot 940700Y. LABIANA Life Sciences,
Terrassa, Barcelona).

— ABZ (Shering Plough, USA).

— Acetonitril, acetat d’etil i metanol (qualitat CLAE, Riedel-deHaén).

— Triclormeta, diclormeta i acid ortofosforic 85 % (per andisi, Riedel-
deHaén).

— Hidroxid sodic (Riedel-deHaén).

— Aiguabidestil-lada.

— Hidrogen fosfat sodic dihidratat (NaoHPO,. 2H,0), (Merck).

— Dihidrogen fosfat potasic (KH2PO,), (Merck).

8.1.3.3.2. Material de laboratori

— Tubs de vidre de 30 ml (Pyrex).

— Pipetes Pasteur.

— Pipetes automatiques de precisio de 200 ul,11 5 ml (Gilson).
— Microxeringues de vidre de 25, 50 i 100 ul (Hamilton).

— Tubs de polietilé per al’injector automatic (Cole-Palmer).

— Pinces, tisores.
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8.1.3.3.3. Aparélls

— Balanga de precisi6 (Sartorius).
— Homogenitzador ultraturrax(Heidolph DIAX 900).
— Agitador horitzontal (Heidolph PROMAX 1020).
— Vortex (Heidolph REAX 2000).
— Centrifugadora (Heraeus SEPATECH).
— Speed-Vac (Savant Instruments SC110A Speedvac plus concentrator).
— Rotavapor (Heidolph ELEKTRO KG).
— Bomba de buit (BUCHI).
— Cromatograf liquid d’ alta eficacia:

— Bomba: Waters, 515 CLAE.

— Injector: Waters 712 Wisp.

— Detector ultraviolat: Waters 486.

— Registrador: Waters 746.

8.1.3.3.4. Solucions patr6

Les solucions patré utilitzades van ser les mateixes que les descrites a
I’ apartat 8.1.3.1.4.

8.1.3.3.5. Altres solucions

— NaOH 50 % : es van pesar 50 g de NaOH i es van enrasar amb aigua
destil-ladafins a 100 ml.

— NaOH 7 M: es van pesar 14 g de NaOH i es van enrasar amb aigua

destil-lada fins a 50 ml.
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— Tampo fosfat 0.07 M, pH 8.5: 1.18 g de Na,HPO, i 0.9 g de KH,PO, es
van dissoldre en 100 ml d'aigua cadascun. Es van prendre 94.5 ml de la
soluci6 sodica junt amb 5.5 ml de la potassica.

— Hidrogen fosfat sodic dihidratat 0.05 M: es van pesar 4.4 g d’hidrogen
fosfat sodic i es van redissoldre en 500 ml d'aigua. Per ala preparacio de la

fase mobil es portala solucié apH 2.4 amb acid ortofosforic 85 %.

8.1.3.3.6. Condicions cromatografiques

L es condicions cromatografiques van ser les mateixes que s han especificat
a I'apartat 8.1.3.1.6., amb excepcid de la proporcié de la fase mobil:
acetonitril/0.05 M d’ hidrogen fosfat sodic dihidrat apH 2.4 (33 %:66 %).

8.1.3.3.7. Procediment d’ extracci6 de la tilosina en mostres de teixits

El procediment d extracci utilitzat va ser similar per al muscul, €l fetgei €
ronyo de vedells i porcs, amb una lleugera variacié en € cas del greix de
vedell i e greix+pell de porc.

a. Muscul, fetge i ronyé

Esvaren pesar 5 g de muscul i esvan col-locar dins de tubs de vidre amb tap
de rosca de 30 ml de capacitat. S'hi afegiren 3 ug de ABZ (30 ul de la
solucié 0.1 mg/ml), com a patré intern, juntament amb 10 ml de cloroform i
1 ml de tampo fosfat (NaeHPO,4 i KH,PO, 0.07 M, pH: 8.5). Seguidament
les mostres van ser homogeneitzades amb I'gjut d’un homogenitzador
(ultraturrax). Després van ser agitades durant 20 min en un agitador

horitzontal i centrifugades durant 20 min més a 1932 g. Es procedi a recollir
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el cloroform en tubs de 15 ml i a secar-lo mitjancant un Speed-Vac a 40 °C.
Els extractes secs obtinguts van ser redissolts en 4 ml d’ acetonitril:aigua
(8:2), i sotmesos a una extraccio liquid-liquid amb 10 ml de diclormeta
Després d' agitar i centrifugar durant 10 min, es varecollir lafase organicai
es va fer una segona extraccié amb 5 ml de diclormeta. Tot e diclormeta
recollit va ser evaporat mitjancant un rotavapor a 40 °C. Finament, els
extractes secs van ser redissolts en 200 ul de fase mobil, dels quals 50 pl

van ser injectats en el cromatograf per ala seva separacio i quantificacio.

Les mostres de fetge i rony0 van ser processades de la mateixa manera que
en el cas del muscul, pero en comptes d' afegir tampo fosfat (NaoHPO; i
KH,PO,0.07 M, pH: 8.5) al comencament de |’ extraccio, s hi va afegir 1 ml
deNaOH 7 N en e cas del fetge, i 1 ml de NaOH 50 % en el cas del ronyo.

El mateix procediment fou utilitzat per al’ extraccio de muscul, fetgei rony6
de vedell i de porc, tot i que nhomés es va validar de forma completa per a

una especie (vedell).

A lafigura 36 es poden veure esquematitzats els passos que es van seguir en

I’ extracciO de latilosina de les mostres de muscul, fetge i ronyo.
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Figura 36. Esquema del procediment d extraccié de la tilosina en mostres

de muscul, fetgei ronyo.

g defetge g de mascul g de ronyo
Extraccio amb Extraccio amb Extraccié amb
cloroformi NaOH cloroform i tampo cloroformii
7N fosfat pH 8.5 NaOH 50 %
| |
\ 4

Separar i evaporar
fase liqguidaa 40 °C

l

Redissoldre en CH3CN:H,0 (8:2)

l

Doble extraccié amb diclormeta

l

Evaporar a40 °C

l

Redissoldre en fase mobil

l

Andlis per CLAE
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b. Pell+greix de porc

Es van pesar 5 g de pell+greix i es col-locaren dins un tub de 30 ml de
capacitat. Seguidament, s'hi afegiren 2 ml de tampo fosfat (NaHPO;, i
KH,PO40.07 M, pH: 8.5) i 10 ml d' acetat d’etil. No es va afegir patro intern
en aquest teixit. Després d homogeneitzar € teixit, les mostres van ser
agitades i centrifugades a 1932 g durant 20 min. Es va descartar la fase
aguosa i la fase organica es va evaporar fins a quedar un residu oliés
d aproximadament 3 ml de volum. Shi afegiren 4 ml de metanol i les
mostres s agitaren i es centrifugaren durant 10 min. Després el metanol es
mesura i S evapora fins a la sequedat. El residu sec es va redissoldre en
200 pl de fase mobil dels quals 50 ul van ser injectats en el cromatograf per

alasevaandis.

c. Greix de vedell

El procediment utilitzat en greix de vedell va ser el mateix que el descrit per
a pell+greix de porc, pero enlloc d afegir-hi 10 ml d’ acetat d'etil, se n’hi
van afegir 15 ml.

A lafigura 37 es pot veure representat en forma d’ esquema el procediment

d extraccio emprat per extreure latilosina de mostres de teixit de greix i de

pell+greix.
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Figura 37. Esquema del procediment d extraccié de la tilosina en mostres

de greix i de pell+greix.

g degreix / pell+greix

l

Extraccié amb acetat d’etil i tampd
fosfat pH 8.5

l

Evaporar fase organicaa 40 °C

l

Extracci6 del residu oliés
amb metanol

l

Evaporar a40 °C

l

Redissoldre en fase mobil

l

Andlisi per CLAE
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8.1.3.4.1. Selectivitat i especificitat

L’ especificitat del métode es va avaluar a partir de la comparacié de la
matriu biologica analitzada a la qual s hi afegi una concentracié coneguda
detilosinai de ABZ abans de ser processades, amb un blanc de la mateixa
matriu. ES comprova que no apareixia cap pic en e mateixos temps de

retencio que latilosinai quel’ ABZ.

8.1.3.4.2. Linealitat

L’estudi de la linealitat es va fer interdia i intradia per a cadascun dels
teixits analitzats.

Per a I’estudi intradia, es van preparar per quadruplicat 4 mostres de cada
una de les matrius biologiques per andlitzar i se'ls afegi una concentracié
creixent de tilosina (50, 100, 250 i 500 ug/kg per muscul i ronyé; 50, 100,
2001 300 ug/kg per a fetge i pell+greix de porc i 50, 100, 200 i 400 pg/kg
per agreix de vedell).

A totes les mostres se'ls va afegir 3 ug de ABZ (30 ul de la solucié de
0.1 mg/ml).

Alhora es van preparar blancs de cadascun dels teixits per comprovar que no

hi havia cap pic en e temps de retencié de la tilosina que pogués interferir

en la correcta quantificacio d’ aquesta.

196



ANNEX Metode analitic per a la determinacié de latilosina

Les mostres van ser sotmeses al procediment d’ extraccio descrit a's apartats
8.1.3.3.7. a, b i ci van ser analitzades per CLAE segons les condicions de
I’ apartat 8.1.3.3.6.

La linedlitat interdia es va redlitzar de la mateixa manera que la linedlitat

intradia, pero les mostres de larecta es van analitzar en 4 dies diferents.

Per al calcul de les dues lineadlitats es va procedir com s especifica a
|"apartat 8.1.1.2.2.B.

8.1.3.4.3. Precisid i exactitud

L'estudi de la precisio i de I’exactitud es va fer interdia i intradia per a
cadascun dels teixits analitzats.

Per calcular la precisid i I exactitud intradia del métode, es van afegir per a
cadascun dels teixits estudiats quatre concentracions diferents de tilosina
(les mateixes que per a calcul de la linealitat, descrites ja a |’ apartat
8.1.3.4.2.). Les mostres es van processar per quadruplicat i es van analitzar

d’acord amb les condicions descrites anteriorment.

La precisio i I’exactitud interdia es van realitzar igual que la intradia, pero

les mostres van ser analitzades en 4 dies diferents.

Els calculs de laprecisio i de I’ exactitud es van realitzar com s especifica a
I"apartat 8.1.1.2.2.C. 1 8.1.1.2.2.D.
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8.1.3.4.4. Limit de quantificacio

Per calcular € limit de quantificacié es van preparar 4 mostres de cadascuna
de les matrius estudiades, a les quals shi van afegir concentracions
conegudes de tilosinai de ABZ de 50 ug/kg i 3 ug (30 ul de la soluci6 de

0.1 mg/ml), respectivament.

Les mostres varen ser processades d acord amb les diferents metodol ogies
descrites as apartats 8.1.3.3.7. a, b i c i es van cacular la precisio i
I’ exactitud interdia per ala concentracié afegida.

També es va avaluar e limit de quantificacié calculant la mitjana del
coeficient de variacié obtingut en dos dies diferents, procedent de I’ andlisi
de 10 mostres de cadascun dels teixits ales quals se'|s havia afegit 50 png/kg

detilosina

El cacul del limit de quantificacio es va fer com s especifica a I’ apartat
8.1122E.

8.1.3.4.5. Limit de deteccio

Per calcular-lo es van preparar 10 mostres blanques de cadascun del teixits
estudiats i es van sotmetre al procediment d’extraccio descrit a I’ apartat
8.1.3.3.7. a, b i c. Es va mesurar de cada mostra €l pic més gran dins dels

gue es consideraren soroll defons, i se'n va calcular la desviaci6 estandard.

L'LD vaser calculat d acord amb laférmula descritaal’ apartat 8.1.1.2.2.F.
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8.1.3.4.6. Estabilitat

Per comprovar |'estabilitat de la tilosina en les diferents matrius
biologiques, i mantingudes en les condicions d’ emmagatzematge, es van
prendre 6 mostres de cadascun dels teixits, als quals s'hi va afegir una
concentracié coneguda de tilosina (250 ug/kg) i seguidament van ser

congel ades en les mateixes condicions que les mostres problema (-80 °C).

Les mostres van ser descongelades en diferents temps coincidents amb el
temps transcorregut des de la congelacio fins a I'analisi de les mostres
problema. Les mostres es van analitzar després de 80 dies, en €l cas de les
mostres de muscul; 120 dies, en e cas del fetge; 110 dies, en €l cas del
greix, i 400 dies, en €l cas del ronyo.

L’ estabilitat es va calcular com s especificaal’ apartat 8.1.1.2.2.G.
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8.1.4. Resultats

8.1.4.1. Validaci6 del méetode analitic de la tilosina en plasma

Per al’estudi de la validacié del métode analitic de tilosina en plasma es va
utilitzar plasma de vedell, donat que totes dues matrius no mostraren
diferéncies alhora de ser analitzades cromatograficament.

8.1.4.1.1. Selectivitat i especificitat
A lafigura 38 es mostren els cromatogrames corresponents a una mostra de
plasma blanc de vedell i a una mostra de plasma a la qual s havia afegit

tilosinai ABZ.

Els temps de retencié per a la tilosina fou de 3.6£0.12 min i de
4.6.1+0.06 min per al’ABZ.

En comparar ambdds cromatogrames no sobserva cap interferéncia

cromatografica en els temps de retencié corresponents als analits afegits.
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Figura 38. Cromatogrames corresponents a una mostra de plasma blanc de vedell
(a) i a una mostra de plasma a la qual s ha afegit 500 ng de tilosinai 125 ng de
ABZ (b).
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8.1.4.1.2. Linealitat

Les taules 25 i 26 mostren els resultats de la linedlitat intradia i interdia

respectivament.

Taula 25. Linedlitat intradia del metode analitic per ala determinaci6 detilosinaen
plasmade vedell (n = 4).

Ordenada al’origen Pendent Coeficient de correlacié
()£ D.E. (b)£D.E. (nNzD.E.
0.17+0.11 3.98+0.58 0.9989+0.001

Taula 26. Linealitat interdia del metode analitic per ala determinacio de tilosina en
plasmade vedell (n = 4).

Ordenada al’origen Pendent Coeficient de correlacié
()£ D.E. (b)£D.E. (nN#D.E.
0.12+0.06 3.01+0.65 0.9988+0.002

Com s observa a les taules, tant per a la linedlitat intradia com interdia el
coeficient de correlacio del métode fou proper a 1. Els pendents de les dues
linedlitats van ser similars, cosa que indica una sensibilitat aproximadament
igual del métode quan s avalua aquest parametre el mateix dia o en dies
diferents. EI metode fou lineal dins del rang de concentracions de
0.25i 5 ug/ml.

8.1.4.1.3. Precisi6 i exactitud

Elsresultats delaprecisio i I’ exactitud intradiai interdia del métode per ala

tilosinaes poden veure alataula 27 i alataula 28, respectivament.
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Taula 27. Precisio i exactitud intradia del métode analitic per ala determinacio de

tilosina en plasma de vedell (n = 4).

pg Tilosina tedrics
0.125 0.25 0.5 1.25 25
pg de Tilosina 0.14 0.25 0.50 1.23 251
observats
D.E. 0.01 0.02 0.04 0.03 0.01
C.V. (%) 7.14 8.0 8.0 2.44 0.4
E.R.M. (%) 12.0 0 0 -16 0.4

Taula 28. Precisi6 i exactitud interdia del métode analitic per ala determinacio de

tilosina en plasma de vedell (n = 4).

ug Tilosina tedrics
0.125 0.25 05 1.25 25
pgdeTilosina 0.11 0.25 0.52 1.24 2.50
observats
D.E. 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01
C.V. (%) 9.09 8 1.92 1.61 0.4
E.R.M. (%) -12 0 4 -0.8 0

Després d'aplicar la formula de Horwitz, es veu que els resultats de la
precisio intradiai interdia es van trobar dins dels limits permesos per al rang

de concentracions assgjat.

Els resultats obtinguts de I’ E.R.M. es van trobar dins dels intervals suggerits
en Document SANCO/1805/2000 per a les diferents concentracions i per
tant I’ exactitud intradia i interdia del metode, avaluat a través de I'E.R.M

van ser correctes.
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8.1.4.1.4. Limit de quantificacio

Segons els resultats, que es poden veure alataula 29, en elsquals la precisio
i I'exactitud estan dins els limits fixats, € |limit de quantificacié per ala

tilosina es va establir en 0.08 (pg/ml).

Taula 29. Limit de quantificacio de tilosina en plasma de vedell.

ug/ml Tilosina afegits C.V. (%) E.R.M. (%)
0.08 9.33 -0.125

8.1.4.1.5. Limit de deteccid

A lataula 30 es mostren dls resultats del limit de deteccio del metode.

Taula 30. Limit de detecci6 de latilosinaen plasmade vedell (n = 10).

Resposta
Mitjana (cm) o S L.D. (ug/mi)

0.185 0.067 3.98 0.05

8.1.4.1.6. Estabilitat

A lataula 31 es mostren els resultats obtinguts de la prova d estabilitat de
I’analit.

Taula 31. Estabilitat de latilosina en plasma segons les

condicions d’ emmagatzematge.

Concentracio afegida Concentraci6 observada
(ng/ml) (ug/ml) #D.E.
1 0.087+0.023
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Els resultats trobats en €l plasma analitzat demostraren que latilosinaen les

condicions d’ emmagatzematge és estable.

8.1.4.2. Validaci6 del métode analitic de la tilosina en teixits

Per a I'estudi de la validacio en les diferents matrius bioldgiques es van
utilitzar els teixits de I'espécie bovina, excepte per a I'estudi de la
selectivitat i de I’especificitat, en els que es van utilitzar les matrius
corresponents a les diferents espécies. En el cas del greix el metode es va

validar per a cadascuna de |es especies objectes de I’ estudi.

8.1.4.2.1. Selectivitat i especificitat

En les figures 39 a 46 es mostren els cromatogrames de teixits blancs
corresponents a cadascuna de les especies objecte d'agquest estudi i a

mostres dels mateixos teixits als quals s€'ls ha afegit ambdds analits
estudiats.

Els temps de retencié van ser de 4.85+0.22 min per a la tilosina i de

5.45+0.27 min per al’ ABZ.

No s observa cap interferencia cromatografica en els temps de retencio

corresponents alatilosinai al’ABZ.
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@ (b)

Figura 39. Cromatogrames corresponents a una mostra de muscul de vedell blanc
(@ i auna mostra de muscul alaqua s han afegit 500 ng de tilosinai 3000 ng de
ABZ (b).
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@ (b)

Figura 40. Cromatogrames corresponents a una mostra de fetge de vedell blanc (a)

i a una mostra de fetge ala qual s han afegit 500 ng de tilosinai 3000 ng de ABZ
(b).
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@ (b)

Figura 41. Cromatogrames corresponents a una mostra de rony6 de vedell blanc
(a) i a una mostra de rony6 a la qual s han afegit 500 ng de tilosina i 3000 ng de
ABZ(b).
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@ (b)

Figura 42. Cromatogrames corresponents a una mostra de greix de vedell blanc (a)

i aunamostrade greix alaqual s han afegit 500 ng detilosina (b).
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@ (b)

Figura 43. Cromatogrames corresponents a una mostra de muscul de porc blanc
(a) i a una mostra de porc a la qual s'han afegit 500 ng de tilosina i 3000 ng de
ABZ (b).
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@ (b)

Figura 44. Cromatogrames corresponents a una mostra de fetge de porc blanc (a) i

a una mostra de fetge ala qual s'han afegit 500 ng de tilosina i 3000 ng de ABZ
(b).
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@ (b)

Figura 45. Cromatogrames corresponents a una mostra de ronyé de porc blanc (a) i

a una mostra de rony6 a la qual s'han afegit 500 ng de tilosina i 3000 ng de ABZ
(b).
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@ (b)

Figura 46. Cromatogrames corresponents a una mostra de pell+greix de porc blanc

(a) i aunamostra de pell+greix alagual s han afegit 500 ng de tilosina (b).
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8.1.4.2.2. Linealitat

A lestaules 32 i 33 es mostren els resultats de la lineditat intradiai interdia

per cadascun delsteixits.

Taula 32. Linedlitat intradia per a cadascun dels diferents teixits analitzats (n = 4).

Teixit Ordenada al’origen Pendent ng‘;ir(;ilzrgige
(a)#D.E. (b) #D.E. (r) 2D E.
M Uscul 0.17+0.11 9.87+0.82 0.9922+0.007
Fetge 0.07+0.03 3.62+0.10 0.9973£0.002
Rony6 0.17+0.03 1.48+0.22 0.9921+0.006
Pell+greix porc 0.47+0.59 7.13+2.53 0.9950+0.001
Greix vedell 0.17+0.15 8.12+1.49 0.9970+0.003

Taula 33. Linedlitat interdia per a cadascun dels diferents teixits analitzats (n = 4).

B e o
o T (r) #D.E.
M Gscul 0.09+0.05 5.2+2.48 0.9958+0.007
Fetge 0.04+0.04 2.56+1.18 0.9927+0.005
Ronyé 0.13+0.10 2.24+2.50 0.9946+0.005
Pell+greix porc 0.35+0.08 7.68+3.85 0.9934+0.005
Greix vedell 0.59+0.14 4.54+0.27 0.9981+0.001

Lalinealitat es va establir entre 50 i 500 pg/kg per a muscul i ronyo, entre
50 300 ug/kg per a fetge i per a pell+greix de porc, i entre 50 i 400 ng/kg

per a greix de vedell.

214



ANNEX Metode analitic per a la determinacié de latilosina

8.1.4.2.3. Precisio i exactitud

Lataula 34 mostra els resultats de la precisio i de |’ exactitud trobades per a
cadascun dels teixits.

Taula 34. Precisi6 i exactitud dels métodes de determinacié de tilosina en €s
diferents teixits estudiats (n = 4).

Teixit Tilosina Tilosina Exactitud Precisio
afegida (ug/kg) trobada (wg/kg) (E.R.M)(%) (C.V.)(%)
50 57 +14 131
M dscul 100 99 -1 115
250 236 -5.6 11.2
500 505 +1 2.1
50 47 -6 12.0
Fetge 100 103 +3 8.9
200 198 -1 10.4
300 298 -0.7 38
50 48 -4 34
. 100 108 +8 20
Ronyo
250 259 +3.6 49
500 491 -1.8 1.9
50 50 0 20.3
Greix vedd| 100 90 -10 9.3
200 180 -10 39
400 410 +2.5 0.9
50 42 -16 19.4
Pell+greix porc 100 105 +5 114
200 199 -0.5 7.2
300 293 -2.3 2.4

La precisio i I’exactitud obtingudes en la gran majoria de les diferents
concentracions assgjades van estar per sota dels limits establerts per la
Comunitat Europea (Document SANCO/1805/2000). Cal remarcar, pero,
que la precisio i I’exactitud corresponents a la concentracié de I'LMR en

tots elsteixits va estar sempre per sota dels limits establerts.
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8.1.4.2.4. Limit de quantificacio

A les taules 35 i 36 es mostren els resultats obtinguts del limit de
quantificacio.

Taula 35. Limit de quantificacio de la tilosina obtingut en els diferents

teixits.
Teixit Ti'og(ﬂ”;‘/s;gida CV. (%) ERM. (%)
M Uscul 50 131 +14
Fetge 50 12.0 -6
Ronyé 50 34.0 -4
Pell+greix porc 50 194 -16
Greix vedell 50 20.3 0

Laprecisioi |’exactitud obtingudes en la majoria dels teixits fou bona. En €
ronyo tot i que la precisio trobada va ser més elevada del que s esperava, €ls
resultats foren molt homogenis. Com es pot veure alataula 36 el C.V. dels
valors trobats disminui en avaluar la variacio obtinguda a |’ afegir aquesta

concentracid i analitzar-la en dies diferents.

Aixo explicariaque el C.V. tant alt obtingut en els diferents teixits, sobretot
en e ronyd no depen de la concentracio afegida sino a les diferents
condicions a les que es sotmet la matriu i que varien a llarg del dia alhora

defer I'andlis dinsd’ un mateix dia
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Taula. 36. Limit de quantificacio de latilosina obtingut per a's

diferentsteixitsi avaluat com el C.V. corresponent a diferents

diesd andlisi.
Teixit T"Oi';g/s;?g'da C.V.(%)#D.E.
M ascul 50 115+ 22
Fetge 50 14.65+ 0.21
Rony6 50 17.04+ 7.49
Pell+greix porc 50 16.11+ 3.71
Greix vedell 50 13.73+ 1.36

El limit de quantificacio per alatilosinaes vaestablir en 50 pg/kg.

8.1.4.2.5. Limit de deteccid

A lataula 37 es mostren €ls limits de detecci6 resultants per a cadascun dels

diferents teixits objecte de I’ estudi.

Taula 37. Limit de detecci6 de latilosina per a's diferents teixits estudiats
(n=10).

Teixit Resposta o S LD (ug/kg)
Mitjana (cm)

M Uscul 0.17 0.053 9.87 18

Fetge 0.15 0.035 3.62 32

Ronyo6 0.19 0.015 1.48 34

Pell+greix porc 0.2 0.045 7.13 21

Greix vedell 0.13 0.049 8.12 20

Elslimits de detecci6 per alatilosinaen els diferents teixits es va establir en
18 pg/kg per a muscul, 32 ug/kg per a fetge, 34 pug/kg per a ronyo, 21 per
al pell+greix de porci 20 pg/kg per a greix de vedell.
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8.1.4.2.6. Estabilitat

A lataula 38 es mostren els resultats obtinguts de la prova d’ estabilitat de

I’andlit en els diferents teixits.

Taula. 38. Estabilitat de latilosina en els diferents tei xits estudiats.

Concentraci6 observada

Teixit Concentracio afegida

(ug/kg) (ug/kg) £D.E.
M Gscul 250 235+ 0.023
Fetge 250 238+ 0.036
Rony6 250 252+ 0.012
Pell+greix porc 250 248+ 0.031
Greix vedell 250 224+ 0.024

Els resultats trobats en tots els teixits analitzats demostraren una bona

estabilitat de latilosina en les condicions d’ emmagatzematge.
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8.1.5. Discussio

8.1.5.1. Metode analitic per ala determinacié delatilosina en plasma

El metode utilitzat que es basa en una desproteinitzacio del plasma a pH
basic seguida d’una purificacié de la molécula de tilosina amb diclormeta.
Es un métode senzill i rapid amb una bona sensibilitat, resolucid i
selectivitat, que permet la quantificacid de tilosina en concentracions iguals

0 superiors a0.08 pg/mil.

En el métode cromatografic descrit per (Ose i Tonkinson, 1985) també es fa
una extraccié a pH basic pero s utilitza metanol enlloc d’ acetonitril, es
purifica amb columnes daumina acida en comptes de fer-ho amb
dissolvents organics. La deteccié en ambdos metodes és per UV (280 nm),
pero en I'estudi redlitzat per aquest autor s utilitza una fase mobil amb par
ionic, cosa que normalment provoca més variabilitat en |’ estabilitzacié de
les condicions cromatografiques i dona lloc a uns temps de retencié

variables.

8.1.5.2. Metode analitic per ala determinacié delatilosina en teixits

El metode d’ extraccio descrit en el present treball, va permetre I’andlisi de
la tilosina en tots els teixits diana provinents de les dues especies animals
objecte d’ aguest estudi. Unicament unes petites variacions del métode van
ser necessaries per al’andlisi de les diferents matrius biol0giques.

Per les caracteristiques quimiques de la molécula (pKa:7.1), les condicions

de pH gque normalment s’ utilitzen son basiques (Petz i cols., 1987; Takatsuki
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i cols.,, 1987; Keng L.JY i Boison, 1992; Delepine i cols., 1996; Draisci i
cols., 2001), jaque és aixi com latilosina es troba en formano ionitzadai és
susceptible de ser separada del teixit i arrossegada pel solvent en € qual es
troba immersa la matriu. Alguns autors, pero, en fan |’ extraccio a pH acid;
en primer lloc, per trencar I’ estructura proteica (Chan i cols., 1994), i en
segon lloc, per millorar la unié de la molécula ales columnes d extraccié en
fase solida, sobretot en columnes de tipus d’intercanvi ionic (Horie i cols.,
1998; De Liguoroi cols., 1998).

En e present estudi, el pH en el qual es va extraure el farmac a partir del
muscul (tampo fosfat pH 8.5) es va incrementar per treballar amb el fetge i
el ronyo, i es va utilitzar hidroxid sodic 7 N i a 50 % respectivament, a
causa de les caracteristiques propies d aguests teixits. Alguns autors,
préviament citats, també van haver de tractar aquests teixits (fetge i ronyo)
de manera diferencial en el seu métode d’ extraccié (Horiei cols., 1998), en
alguns casos disminuint €l pH de la matriu (Moats i cols., 1985b; Chan i
cols., 1994; De Liguoro i cols., 1998), per aixi millorar la recuperacio de la
tilosina d’ aguest teixit.

En referéncia als solvents utilitzats, en primer lloc s ha emprat €l cloroform
gue és ampliament utilitzat per les seves propietats (Delepine i cols., 1994,
Delepinei cols., 1996; Draisci i cols., 2001): dissol els antibiotics macrolids
amb facilitat, és soluble en aigua, cosa que li permet penetrar facilment en
els teixits, precipita les proteines i els lipids, i per dltim, dissol poc €els
carbohidrats i €ls lipids, cosa que permet obtenir aixi extractes bastant nets
(Petz i cols., 1987). L’ altre dissolvent majoritari ha estat el diclormeta amb
el qual shan purificat les mostres un cop extreta la tilosina dels teixits.
Altres autors com Takatsuki i cols. (1987); De Liguoroi cols. (1998) i Leal i
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cols. (2001) utilitzen metanol o bé acetonitril (Moats i cols., 1985b; Petz i
cols., 1987; Lauridsen i cols., 1988; Chan i cols., 1994 i Juhel-Gaugain i
cols., 1999).

En el cas de la pell+greix i del greix es va substituir el cloroform i €
diclormeta per |I'acetat d'etil i pel metanol respectivament per aconseguir

una millor recuperacio de lamoléecula.

Malgrat que I’ extraccio liquid-liquid té molts detractors, principalment per
I’ Gs de dissolvents clorats, un dels seus principals avantatges és que la seva
aplicacio no és tan cara com |’ extraccio en fase solida, molt utilitzada en els

darrers anys.

La quantitat de mostra utilitzada (5 g) no és excessivament gran en €l
present metode, cosa que en permet fer una extraccio no massa llargai aixi
obtenir uns perfils cromatografics amb una resolucié i una especificitat
bones. A la vegada, la sensibilitat obtinguda també és bona. Altres autors
utilitzen una mida de mostra de I’ ordre de 5-10 vegades més gran amb la
intencié d’augmentar la sensibilitat del metode, tant en métodes d’ extraccio
per pinso, (Ragheb i cols., 1973; Coleman i Mowrey, 1990; Houglum i
Tadler, 1996 i Markakis, 1996) com per teixits (Petz i cols., 1987 i
Takatsuki i cols., 1987). Aixo perd, comporta una série d’ inconvenients com
la necessitat d’augmentar el nombre de passos en |’ extraccio i € volum de
dissolvents emprats per a poder aconseguir una resolucié i especificitat del
metode bones, encara que en detriment de la precisié i de I'exactitud
d’ aquest.
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Quant a la determinacié cromatografica, €l temps de cromatograma va ser
de 10 min, més curt que I’ obtingut en altres estudis (Horie i cols., 1998; De
Liguoro i cols., 1998; Juhel-Gaugain i cols., 1999; Dubois i cols., 2001) on
la tilosina eluia més tard. Aixo permet I'analis d'un nombre elevat de
mostres en un curt periode de temps. L’ Us d’una elucio isocratica també ha
contribuit a escurcar el temps de cromatograma i a obtenir una major

repetibilitat en comparacié de |’ elucié en gradient.

La fase mobil va ser la mateixa per a tots els teixits analitzats, en canvi, hi
ha estudis en que la proporcié de fase mobil ha hagut de ser modificada en
funci6 del tipus de mostra analitzada (Moatsi cols., 1985b).

Per finalitzar, € sistema de deteccid emprat no presenta grans diferencies en

sensibilitat en comparaci6 amb atres sistemes més sofisticats com

I’ espectrometria de masses (Duboisi cols., 2001).
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