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DESCRIPCION
Lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina
La presente invencion se refiere a lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina.

La mastitis es la inflamacion del tejido de la ubre y contintia siendo la enfermedad mas frecuente y costosa del ganado
lechero. Las pérdidas financieras ocasionadas por la mastitis aparecen tanto en las etapas subclinicas como clinicas
de la enfermedad. Las pérdidas ocasionadas por la mastitis subclinica estan bien documentadas. Cada duplicaciéon
del recuento de células somaticas (RCS) por encima de las 50.000 células/ml tiene como resultado una pérdida de
0,4 kg y 0,6 kg de leche por dia en vacas de primera lactancia y con mas edad, respectivamente (Hortet P, H. Seegers.
1998. Calculated milk production losses associated with elevated somatic cell counts in dairy cows: review and critical
discussion. Vet Res. 29(6):497-510). Las pérdidas ocasionadas por la mastitis clinica incluyen desechar leche,
reducciones transitorias de la produccién de leche y descartes prematuros. El tratamiento de la mastitis debe
orientarse a las bacterias causantes siempre que sea posible.

Pyoérala S en Irish Veterinary Journal, Volumen 62 Suplemento 40-44 2009 tiene las siguientes sugerencias de
tratamiento antimicrobiano de la mastitis clinica debida a distintos patdgenos:

Especie de microorganismo Farmaco elegido Alternativa

Estreptococos | Streptococcus agalacticae Penicilina G
Streptococcus dysgalacticae
Streptococcus uberis

Enterococci Segun

analisis de susceptibilidad

Estafilococos | Staphylococcus aureus Penicilina G
Estafilococos coagulasa negativos
R-lactamasa -ve

Staphylococcus aureus Sin agentes antimicrobianos | Cloxacilina Macrolidos
Estafilococos coagulasa negativos Lincosamidas

-lactamasa +ve

Coliformes Escherichia coli Sin agentes antimicrobianos | Fluoroquinolonas

Klebsiella spp. Cefalosporinas

Una composicién farmacéutica reciente para el tratamiento de la mastitis en vacas lecheras es Ubrolexin®, un
antibiético de amplio espectro contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas que provocan mastitis. Ubrolexin®
es una combinacion de cefalexina y kanamicina y se indica para el tratamiento de la mastitis clinica ocasionada por
Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalacticae, Streptococcus uberis 'y Escherichia coli. El modo de accién de
la cefalexina es una union irreversible a la D-alanina transpeptidasa que altera la sintesis de la pared celular
bacteriana. La kanamicina actua uniéndose a la subunidad 30S de los ribosomas asociados a la membrana e inhibe
la sintesis de proteinas bacterianas.

Un problema recurrente con los antibiéticos en la técnica anterior es que los patdégenos pueden desarrollar resistencia
hacia los farmacos que se usan en el tratamiento de las enfermedades que causan. Por lo tanto, se buscan
constantemente nuevos ingredientes farmacéuticos activos.

La lisobactina se aislo por primera vez a partir del caldo de fermentacion de Lysobacter sp. SC-14076 (ATCC 53042).
Independientemente, los cientificos descubrieron la katanosina A y B a partir de una bacteria de suelo relacionada con
el género Cytophaga (cepa productora PBJ-5356). La katanosina B resulté ser idéntica a la lisobactina. La biosintesis
de la pared celular bacteriana es la diana principal de estos antibioéticos; sin embargo, el mecanismo de accion es
diferente del de la vancomicina. Las lisobactinas son depsipétidos ciclicos que contienen varios aminoacidos D y L no
proteinogénicos.

El producto natural lisobactina y algunos derivados se describen teniendo actividad antibacteriana en el documento
US 4.754.018. El aislamiento y la actividad antibacteriana de la lisobactina también se describen en los documentos
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EP 196 042 A1y JP 01-132600.

La actividad antibacteriana de la lisobactina y la katanosina A se describe adicionalmente en O'Sullivan, J. y col., J.
Antibiot. (1988) 41 :1740-1744, Bonner, D. P. y col., J. Antibiot. (1988) 41:1745-1751, Shoji, J. y col., J. Antibiot. (1988)
41:713-718 y Tymiak, A. A. y col., J. Org. Chem. (1989) 54:1149-1157.

A diferencia de los modos de accién de la cefalexina y la kanamicina, se ha sugerido que la lisobactina interactua
directamente con el precursor lipido Il de la pared celular bacteriana (Breukink E. y de Kruijff B., Nat. Rev. Drug Disc.
(2006) 5:321-323).

Los derivados de la lisobactina también son el objeto de las solicitudes de patente WO 2004/099239 A1, WO
2006/042653 A1, WO 2006/042654 A1, WO 2006/042655 A1, WO 2006/048139 A1, WO 2006/048140 A1, WO
2006/048156 A1, WO 2007/085456 A1, WO 2007/118691 A1y WO 2007/118693 A1.

Nada de la técnica anterior se refiere al tratamiento de la mastitis bovina usando lisobactina.

Existe una necesidad en la técnica de un tratamiento para la mastitis bovina que no sufra la desventaja de la resistencia
bacteriana hacia el principio activo. La presente invencion tiene el objeto de proporcionar un agente para tal
tratamiento.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a la lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina.

En el contexto de la presente invencion, el término "lisobactina" se refiere a la sustancia con el nimero CAS 118374-
47-3 y sus sales fisioldgicamente aceptables. La lisobactina tiene la siguiente estructura:

OH

atsa,
=L

H,N

L H”\%\)L
L ~ o

H2
NH

La mastitis bovina que se aborda es en particular la mastitis del ganado lechero.

Las sales fisioldgicamente aceptables de la lisobactina incluyen sales de adicion de acido de acidos minerales, acidos
carboxilicos y acidos sulfénicos, por ejemplo sales de acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido
fosférico, acido metanosulfonico, acido etanosulfénico, acido toluenosulfénico, acido bencenosulfénico, acido
naftalenodisulfénico, acido acético, acido trifluoroacético, acido propionico, acido lactico, acido tartarico, acido malico,
acido citrico, acido fumarico, acido maleico y acido benzoico.

Las sales fisiolégicamente aceptables de la lisobactina también incluyen sales de bases convencionales, tales como,
a modo de ejemplo y preferentemente, sales de metal alcalino (por ejemplo, sales de sodio y potasio), sales de metal
alcalinotérreo (por ejemplo, sales de calcio y magnesio) y sales de amonio derivadas de amoniaco o aminas organicas
que tienen de 1 a 16 atomos de C, tales como, a modo de ejemplo y preferentemente, etilamina, dietilamina,
trietilamina,  etildiisopropiletiiamina, = monoetanolamina, dietanolamina, trietanolamina, diciclohexilamina,
dimetilaminoetanol, procaina, dibencilamina, N-metilmorfolina, arginina, lisina, etilendiamina y N-metilpiperidina.

La lisobactina puede actuar a nivel sistémico y/o local. Para este fin, puede administrarse de forma adecuada, tal
como, por ejemplo, mediante la via oral, parenteral, pulmonar, nasal, sublingual, lingual, bucal, rectal, intraauricular,
dérmica o transdérmica o como implante o endoproétesis.

La lisobactina puede administrarse en formas de administracién adecuadas para estas vias de administracion.

Las formas de administracién oral adecuadas para administracién oral son las que funcionan de acuerdo con la técnica
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anterior y administran lisobactina rapidamente y/o de forma modificada y que contienen lisobactina en forma cristalina
y/o amorfa y/o disuelta, tales como, por ejemplo, comprimidos (comprimidos recubiertos o no recubiertos, por ejemplo
con recubrimientos entéricos o recubrimientos insolubles o se disuelven con un retardo que controlan la liberacion de
lisobactina), comprimidos que se desintegran rapidamente en la boca o peliculas/obleas, peliculas/liofilizados,
capsulas (por ejemplo capsulas de gelatina dura o blanda), comprimidos recubiertos con azlcar, granulos,
microgranulos, polvos, emulsiones, suspensiones, aerosoles o soluciones.

La administracion parenteral puede tener lugar evitando una etapa de absorcidon (por ejemplo, intramamaria,
intravenosa, intraarterial, intracardiaca, intraespinal o intralumbar) o con la inclusién de absorcidon (por ejemplo,
intramuscular, subcutanea, intracutanea, percutanea o intraperitoneal). Las formas de administracién adecuadas para
administracion parenteral son, entre otras, preparaciones para inyeccion e infusién en forma de soluciones,
suspensiones, emulsiones, liofilizados o polvos estériles.

Son adecuadas para las otras vias de administracion, por ejemplo, formas farmacéuticas para suspensiones acuosas
(lociones, mezclas de agitacion), suspensiones lipofilas, unglentos, cremas, sistemas terapéuticos transdérmicos
(tales como, por ejemplo, parches), leches, pastas, espumas, polvos para espolvorear, implantes o endoprétesis.

La lisobactina puede convertirse en las formas de administracion mencionadas. Esto puede tener lugar de forma
conocida en si misma mezclando con excipientes inertes, no toxicos, farmacéuticamente aceptables. Estos
excipientes incluyen, entre otros, vehiculos (por ejemplo, celulosa microcristalina, lactosa, manitol), disolventes (por
ejemplo, polietilenglicoles liquidos), emulsionantes y dispersantes o agentes de humectacion (por ejemplo,
dodecilsulfato de sodio, oleato de polioxisorbitan), aglutinantes (por ejemplo, polivinilpirrolidona), polimeros sintéticos
y naturales (por ejemplo albumina), estabilizantes (por ejemplo antioxidantes, tales como, por ejemplo, acido
ascorbico), colorantes (por ejemplo, pigmentos inorganicos, tales como, por ejemplo, 6xidos de hierro) y sabores y/u
olores para enmascarar.

La presente invencion se describira adicionalmente mediante referencia a los siguientes aspectos y realizaciones.
Pueden combinarse libremente a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Una realizacién se refiere a la lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bobina, en la que la lisobactina
se administra por via intramamaria.

Otra realizacion se refiere a la lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina, en la que la mastitis
bovina es una mastitis bovina que se manifiesta clinicamente.

Otra realizacion se refiere a la lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina, en la que la mastitis
bovina es una mastitis bovina subclinica.

Otra realizacion se refiere a la lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina, en la que la lisobactina
se proporciona en una dosis de 25 a 1000 mg por cuarto de ubre, preferentemente en una dosis de 50 a 500 mg por
cuarto de ubre y mas preferentemente en una dosis de 100 a 300 mg por cuarto de ubre.

De todas formas puede ser necesario cuando corresponda desviarse de las cantidades establecidas, especificamente
como funcién del peso corporal, via de administraciéon, respuesta individual al principio activo, naturaleza de la
preparacion y tiempo o intervalo durante el cual se lleva a cabo la administracion. Por lo tanto, puede ser suficiente en
algunos casos conformarse con menos de la cantidad minima mencionada anteriormente, los que en otros casos
puede superarse el limite maximo establecido. En caso de la administracion de cantidades mayores puede ser
recomendable dividirlas en multiples dosis individuales durante el dia.

Otra realizacion se refiere a la lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina, en la que la mastitis
bovina esta provocada por bacterias Staphylococcus, bacterias Streptococcus, bacterias Trueperella y/o bacterias
Corynebacterium. En particular, la mastitis bovina puede estar provocada por Staphylococcus aureus, estafilococos
coagulasa negativos, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalacticae ylo Streptococcus agalacticae.
Adicionalmente, la mastitis bovina puede estar provocada por Trueperella pyogenes. También, la mastitis bovina
puede estar provocada por Corynebacterium bovis. Estos microorganismos son los patégenos mas comunes que se
encuentran en los casos de mastitis bovina y que se descubrié que eran particularmente susceptibles a un tratamiento
con lisobactina de acuerdo con la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencién es una composiciéon farmacéutica que se formula para la administracion
intramamaria en las mamas bovinas, en el que la composiciéon comprende lisobactina. Preferentemente, la
composicion comprende ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable y en particular un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Estos excipientes incluyen, entre otros, vehiculos (por ejemplo, celulosa microcristalina, lactosa, manitol), disolventes
(por ejemplo, polietilenglicoles liquidos), emulsionantes y dispersantes o agentes de humectacion (por ejemplo,
dodecilsulfato de sodio, oleato de polioxisorbitan), aglutinantes (por ejemplo, polivinilpirrolidona), polimeros sintéticos
y naturales (por ejemplo albumina), estabilizantes (por ejemplo antioxidantes, tales como, por ejemplo, acido
ascorbico), colorantes (por ejemplo, pigmentos inorganicos, tales como, por ejemplo, 6xidos de hierro) y sabores y/u
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olores para enmascarar.

Otro aspecto de la presente invencion es el uso de lisobactina para la preparacion de agentes farmacéuticos para el
tratamiento de la mastitis bovina.

En una realizacién del uso de acuerdo con la invencién la mastitis bovina es una mastitis bovina que se manifiesta
clinicamente.

En otra realizacion del uso de acuerdo con la invencion la mastitis bovina es una mastitis bovina subclinica.

En ofra realizacion del uso de acuerdo con la invenciéon la mastitis bovina esta provocada por bacterias
Staphylococcus, bacterias Streptococcus, bacterias Trueperella y/o bacterias Corynebacterium.

En particular, la mastitis bovina puede estar provocada por Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa negativos,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalacticae ylo Streptococcus agalacticae. Adicionalmente, la mastitis bovina
puede estar provocada por Trueperella pyogenes. Ademas, la mastitis bovina puede estar provocada por
Corynebacterium bovis.

La presente invencioén se refiere adicionalmente a un procedimiento para tratar la mastitis bovina, comprendiendo el
procedimiento la etapa de administrar a una vaca que necesite la misma, una cantidad terapéuticamente eficaz de
lisobactina.

Ejemplos:

La presente invencion se aclarara adicionalmente mediante referencia a los siguientes ejemplos y figuras sin quedar
limitada a los mismos.

FIGURA 1 muestra la actividad cinética destructora de la lisobactina contra Staphylococcus aureus y Streptococcus
uberis (ejemplo 2)

FIGURA 2  muestra los cambios de la CMI de lisobactina contra Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis
durante el pasaje en serie (ejemplo 4)

FIGURA 3 muestra la efectividad de la lisobactina en un modelo de mastitis aguda de ratén por Staphylococcus
aureus (ejemplo 5)

FIGURA 4 muestra la efectividad de la lisobactina en un modelo de mastitis de ratén de exposicién a
Staphylococcus aureus (ejemplo 6)

FIGURA5 muestra el perfil de concentracion-tiempo de lisobactina en la leche después de la aplicaciéon
intramamaria (IMAM) a vacas Holstein lactantes (ejemplo 7)

Ejemplo 1: Actividad antibacteriana in vitro contra los patogenos de la mastitis

La actividad antibacteriana in vitro de la lisobactina contra patégenos comunes de la mastitis tales como
Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa negativos, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus agalactiae, Trueperella pyogenes, Escherichia coli o Klebsiella pneumoniae se evalué mediante
metodologia CMI de dilucién de microcaldo como describe el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLS) para
obtener la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) que se define como la menor concentracion de una sustancia que
evita un crecimiento visible de una bacteria. Los resultados expresados como CIMgg se resumen en la tabla siguiente,
en la que CIMg, se define como la concentracion en la cual se inhibe el crecimiento de al menos el 90 % de las cepas
de una especie determinada.

Bacterias analizadas CIMgo [ug/ml] de lisobactina

Staphylococcus aureus 0,5

Estafilococos coagulasa negativos | 0,5

Streptococcus uberis 0,125
Streptococcus dysgalacticae 0,25
Streptococcus agalacticae 0,25
Trueperella pyogenes 0,5
Escherichia coli >16
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Bacterias analizadas CIMgo [ug/ml] de lisobactina

Klebsiella pneumoniae >16

Ejemplo 2: Cinética de destruccion in vitro para patéogenos de la mastitis

Con el fin de evaluar la capacidad de la lisobactina para destruir las bacterias presentes en la leche, se inocularon
matraces con distintas concentraciones de lisobactina en leche entera comprada con 1-2 x 108 unidades formadoras
de colonias/ml de una cepa representante de Staphylococcus aureus o bien Streptococcus uberis. Los matraces se
incubaron durante 24-48 horas en un bafio de agua en agitacion a 35 +/- 2°C, y se determinaron los recuentos
bacterianos viables en cada matraz en distintos puntos de tiempo mediante dilucién y colocacién de las muestras en
placas de agar. Una reduccion de al menos el 99,9 % de la cantidad de bacterias viables en el inoculante inicial se
define como actividad bactericida.

Se determind actividad cinética de destruccion de la lisobactina contra Staphylococcus aureus ATCC 29740 y
Streptococcus uberis ATCC 27958 en la leche en concentraciones de lisobactina de 4, 8, 16, 32 y 64 ug/ml. Los
resultados se describen en la FIGURA 1 (UFC: unidades formadoras de colonias). Puede postularse una cidalidad a
las 24 h y 48 h respectivamente para S. aureus 'y S. uberis.

Ejemplo 3: Evaluacioén in vitro del desarrollo de resistencia espontanea:

La frecuencia del desarrollo de la resistencia espontanea se evalué mediante la colocacion en placas de al menos
1x10° unidades formadoras de colonias de la cepa bacteriana respectiva en placas de agar que contienen lisobactina
en 4x y 8x la CMI e incubando las placas a 35 +/- 2 °C. Después de 48 h, la cantidad de colonias que crecieron en las
placas con la concentracion de lisobactina por encima de la CMI se dividié por la cantidad de bacterias que se
colocaron inicialmente en las placas. La cantidad resultante se define como la frecuencia de resistencia espontanea y
es un indicativo de la probabilidad de que aislados resistentes aparezcan durante una infeccion.

Como conclusion, la lisobactina en 4 y 8 veces la CMI muestra un muy buen perfil de resistencia: no se detectd ningun
aislado resistente. Los resultados se resumen en las siguientes tablas.

Staphylococcus aureus ATCC 29740:

24 h 48 h
Concentracion de | Uch
lisobactina colocadas en ; ; ; ;
placas Colonias Frecuencia de Colonias Frecuencia de
obtenidas la resistencia obtenidas la resistencia
2 ug/ml (4x CMI) 3,562 x 10° 0 <2,84x 10710 0 <2,84x 10710
4 ug/ml (8x CMI) 3,562 x 10° 0 <2,84x 10710 0 <2,84x 10710

Streptococcus uberis ATCC 27958:

UFC
colocadas en 24 h 48 h

Concentracion de placas
lisobactina

Colonias Frecuencia de Colonias Frecuencia de

obtenidas la resistencia obtenidas la resistencia
2 ug/ml (4x CMI) 2,4 x 10" 0 <417 x10M 0 <417 x10M
4 pg/ml (8x CMI) 2,4 x 10" 0 <417 x10M 0 <417 x10M

Ejemplo 4: Evaluacion in vitro del desarrollo de la resistencia durante el pasaje en serie
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La aparicion de cambios de la CMI durante la exposicion constante de las bacterias a concentraciones por debajo de
la CMI de lisobactina se evalué mediante experimentos de pasajes en serie. En el primer dia, se evaluaron las CMI
de S. aureus y S. uberis mediante metodologia de CMI de dilucién de microcaldo tal como describe el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Cada dia durante los 33 dias siguientes consecutivos, se recogieron las
bacterias del pocillo con las mayores concentraciones que permiten un crecimiento pleno y se usaron para inocular
placas de 96 pocillos y evaluar la CMI durante la exposicién constante a la lisobactina. La CMI obtenida en cada dia
se graficd en el tiempo. Los resultados se muestran en la FIGURA 2. Se us6 rifampicina como control positivo, que se
sabe que tiene como resultado cambios rapidos de la CMIL.

Los resultados indican un muy buen perfil de la lisobactina para el desarrollo de resistencia durante la exposicion
constante, ya que las CMI de S. aureus y S. uberis permanecen constantes durante el periodo de 33 dias.

Ejemplo 5: Efectividad en un modelo de mastitis de raton aguda con S. aureus

Se analizé la eficacia de la lisobactina (formulada en un hidrogel a un pH de 4,7) en un modelo de mastitis aguda de
ratén con Staphylococcus aureus establecido en la Universidad de Sherbooke, Canada (Broui-llette y col, Vet.
Microbiol. (2004) 4:253-262), que se incorpora de esta manera por referencia. Ambas glandulas mamarias
abdominales (L4 y R4) de los ratones CD-1 lactantes se infectaron por via intramamaria con 100 UFC (unidades
formadoras de colonias) de S. aureus. Los ratones se trataron por via intramamaria con lisobactina cuatro horas
después de la infeccion. Cada grupo de tratamiento contenia al menos 3 ratones (6 cuartos), 14 horas mas tarde (18
horas después de la inoculacién) los ratones se sacrificaron, las glandulas mamarias se cosecharon y se evaluo el
contenido de UFC colocando en placas diluciones en serie de 10 veces de homogenatos de glandulas mamarias. El
contenido de UFC se expres6 como un recuento logio. El limite de deteccion fue de 200 UFC/g de glandula. Las
glandulas con menos de 200 UFC/g se consideraron limpias. Los resultados se muestran en la FIGURA 3.

La instilacion intramamaria de 50 pg de lisobactina reduce el contenido medio de UFC en aproximadamente 4 logqo,
400 pg de lisobactina eliminan la infeccion de todas las glandulas infectadas.

Ejemplo 6: Efectividad en un modelo de mastitis de raton aguda con S. uberis

La eficacia de la lisobactina (formulada en un hidrogel con un pH de 4,7) se analiz6 en un modelo de mastitis de ratén
estimulado con Streptococcus uberis. Los resultados se muestran en la FIG. 4.

Veinte ratones lactantes se infectaron de forma experimental en el cuarto par de glandulas mamarias con S. uberis
alrededor de 12-15 dias después del nacimiento de las crias. Cuatro horas después de la inoculacién, grupos de
cuatro ratones se trataron en las mismas glandulas con lisobactina a 100, 200, 400 u 800 pg/glandula formulada como
hidrogel. El quinto grupo se traté Gnicamente con el vehiculo de hidrogel como control negativo. Dieciocho horas
después de la infeccion se sometié a eutanasia a los animales, se quitaron las glandulas, se homogenizaron y se
determinaron las unidades formadoras de colonias bacterianas (UFC) mediante los procedimientos microbiolégicos
establecidos. Posteriormente se calculd el homogenato de UFC/ml asi como las UFC/g de glandula. El limite de
deteccion fue de aproximadamente 100 UFC/g de glandula. La actividad antimicrobiana de la lisobactina contra Strep
uberis se determiné comparando las UFC/glandula media de los distintos grupos de dosificacion y el grupo control
negativo.

Las glandulas de todos los animales del grupo de control presentaron una tasa de infeccion optima (2107 UFC/g de
glandula) 18 horas después de la infeccion. Con una excepcion en el grupo de dosificacion mas alto, todas las
glandulas de los grupos tratados con lisobactina tuvieron conteos bacterianos por debajo del limite de deteccion (102
UFC/g). Puede concluirse que la lisobactina formulada como hidrogel tiene una eficacia antibacteriana destacable
contra S. uberis en dosis por via intramamaria de entre 100 y 800 pg/glandula.

Ejemplo 7: Datos de ganado in vivo de lisobactina - estudio farmacocinético de la leche en vacas Holstein
lactantes

El estudio se disefid como estudio no pivotal adecuado para investigar las actividades farmacocinéticas de la leche de
la sustancia activa lisobactina después de una Unica aplicacion intracisternal a vacas lecheras lactantes.

La sustancia activa se proporcioné en una formulacion de servicio con base en parafina adecuada para la aplicacion
intracisternal que contiene 150 mg de lisobactina B en 10 g de suspension oleaginosa.

La unidad de prueba se administré como tratamiento intracisternal unico en una tasa de dosis de 150 mg de lisobactina
en un unico cuarto trasero de cuatro vacas lecheras lactantes cada una.

Las vacas lecheras del estudio (vacas Holstein) representaron la poblacion diana en edad, niumero de lactancia, etapa
de lactancia, produccion de leche y raza. Los animales se dejaron en establo con cubiculos y se los alimenté con
alimento estandar para vacas lecheras que consiste en maiz y ensilados de pasto y alimento para el rendimiento
lechero. Se ordend dos veces al dia en un intervalo de 12 horas usando un dispositivo de ordefie de tipo cubo.

El muestreo frecuente de la leche se realizé a partir de los cuartos de control tratados y respectivos antes de (0 h) y
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durante un periodo de 168 horas después del tratamiento (0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 120, 144,y
168 h) mediante el ordefie manual de los cuartos de ubre respectivos. Las muestras de leche en los momentos de
ordefie rutinarios se recabaron antes del ordefie.

Las concentraciones de la sustancia activa lisobactina en la leche se analizaron mediante HPLC con la deteccion
mediante espectrometria de masa en tandem. El limite de la cuantificacion fue de 0,05 mg/I.

La evaluacion farmacocinética de los datos de concentracion de leche se basé en procedimientos no compartimentales
y abarco parametros farmacocinéticos para describir adecuadamente el perfil de absorcion, distribucion y eliminacion
de la sustancia activa en la leche.

En la tabla siguiente se presentan los resultados resumidos de los cuartos de ubre tratados. No se detecto lisobactina
en las muestras de control (cuartos de ubre sin tratar).

Resultados farmacocinéticos medios de lisobactina en la leche después de un tratamiento Unico

Matriz Crmax’ Tmax® t1" AUCiq" AUCq.12n" AUCq.24n"
mg/l h h mg*h/I mg*h/I mg*h/I
Leche 342 4 11,6 2321 1870 2213

La dosis aplicada a 1 cuarto por vaca fue de 150 mg de lisobactina;

las medias se proporcionan como 1) media geométrica, 2) mediana

La curva de concentracion tiempo de la lisobactina se describe en la FIGURA 5.
Ejemplo 8: Datos de ganado in vivo de lisobactina - modelo de infeccién de ubre de vaca lechera con S. aureus

Quince vacas lecheras lactantes saludables se infectaron de forma experimental con el patégeno de mastitis
Staphylococcus aureus en todos los cuatro cuartos de ubre. Tan pronto como el cuarto de ubre mostré sintomas
clinicos de mastitis, tales como hinchazén, dolor, consistencia anormal de leche, se traté con un ungiiento de
lisobactina con base de parafina en dos concentraciones distintas, o con Ubrolexin® (Cefalexina + Kanamicina,
Boehringer Ingelheim), Los tratamientos se asignaron aleatoriamente a 42 cuartos de ubre en total, ya sea con 50 mg
de lisobactina por cuarto (en 11 cuartos), o 150 mg de lisobactina (en 11 cuartos) o Ubrolexin® (en 9 cuartos) o solucion
salina (en 11 cuartos). Solo los cuartos de ubre bacterioldgicamente positivos para el organismo de estimulacion
inmediatamente antes del tratamiento (n=42) se eligieron para evaluar la cura microbioldgica y clinica. Los cuartos
enfermos se trataron con estas formulaciones intramamarias dos veces con un intervalo de 24 horas entre si. Las
ubres se examinaron clinicamente y se tomaron muestras de la leche antes del tratamiento y varias veces después
hasta tres semanas después de la segunda administracion. La leche se inspeccioné visualmente por desviaciones de
consistencia y las muestras se evaluaron para determinar la presencia del organismo de estimulacién y para el
recuento de células somaticas para confirmar el diagndstico de mastitis. Los cuartos de ubre enfermos se consideraron
microbiolégicamente curados cuando la bacteria Staphylococcus aureus que se encontré en las muestras de leche
brevemente antes del tratamiento no pudo aislarse de ninguna muestra de leche tomada dentro del periodo de tiempo
entre el tercer y el vigésimo primer dia después del segundo tratamiento. La cura clinica se logré cuando los sintomas
locales de mastitis desaparecieron completamente y la recuperacion de los recuentos de células somaticas (RCS)
como parametro de la inflamacion de ubre se logré cuando todos los recuentos permanecieron por debajo de las
500.000 células por ml de leche en el periodo mencionado anteriormente.

La tasa de cura microbiologica en el Dia 3 y el Dia 21 después del segundo tratamiento fue del 73 % y 27 % para la
lisobactina 50 mg, 73 % y 45 % para la lisobactina 150 mg, 78 % y 44 % para Ubrolexin®, y 0 % y 0 % para la solucion
salina, respectivamente. La tasa de cura clinica en el Dia 3 y el Dia 21 después del segundo tratamiento fue del 45 %
y 73 % para la lisobactina 50 mg, 37 % y 82 % para la lisobactina 150 mg, 33 % y 67 % para Ubrolexin®, y 55 % y 73
% para la solucion salina, respectivamente. La tasa de recuperacion del RCS en el Dia 3 y el Dia 21 después del
segundo tratamiento fue del 36 % y 45 % para la lisobactina 50 mg, 36 % y 91 % para la lisobactina 150 mg, 56 % y
67 % para Ubrolexin®, y 36 % y 27 % para la solucion salina, respectivamente.

Es posible concluir que 150 mg de lisobactina muestran una efectividad similar o incluso mejor en comparacioén con el
producto de control positivo Ubrolexin® y superioridad respecto de los 50 mg de lisobactina y la solucion salina en los
parametros de cura microbiolégica y clinica y la recuperacion del RCS.

Ejemplo 9: Datos de ganado in vivo de lisobactina - modelo de infeccion de ubre de vaca lechera con S. uberis
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Setenta y dos vacas lecheras lactantes saludables se infectaron de forma experimental con el patdégeno de mastitis
Streptococcus uberis en dos cuartos de ubre por vaca. Tan pronto como el cuarto de ubre mostré sintomas clinicos
de mastitis, (por ejemplo, calor, hinchazén, enrojecimiento, dolor, consistencia anormal de la leche), se traté con un
unglento de lisobactina con base de parafina en dos concentraciones distintas o Ubrolexin® (Cefalexina + Kanamicina,
Boehringer Ingelheim),

Los tratamientos se asignaron aleatoriamente a 41 (clinicos) o 37 (microbioldgicos) cuartos de ubre en total, ya sea
con 50 mg de lisobactina por cuarto (en 15/13 cuartos), o 150 mg de lisobactina (en 15/14 cuartos) o Ubrolexin® (en
11/10 cuartos) como control positivo. Los cuartos enfermos se trataron con estas formulaciones intramamarias dos
veces con un intervalo de 24 horas entre si. Las ubres se examinaron clinicamente y se tomaron muestras de la leche
antes del tratamiento y varias veces después hasta tres semanas después de la segunda administracion. La leche se
inspecciond visualmente por desviaciones de consistencia y las muestras se evaluaron para determinar la presencia
del organismo de estimulacion para confirmar el diagndstico de mastitis. Los cuartos de ubre enfermos se consideraron
microbiolégicamente curados cuando la bacteria Streptococcus uberis que se encontrd en las muestras de leche
brevemente antes del tratamiento no pudo aislarse de ninguna muestra de leche tomada dentro del periodo de tiempo
entre el séptimo y el vigésimo primer dia después del segundo tratamiento. La cura clinica se logré cuando los
sintomas locales de mastitis desaparecieron completamente o como maximo eran muy suaves.

La tasa de cura microbioldgica en el Dia 7 y el Dia 21 después del segundo tratamiento fue del 84,6 % y 92,31 % para
la lisobactina 50 mg, 71,4 % y 85,71 % para la lisobactina 150 mg, y 30 % y 30 % para Ubrolexin®, respectivamente.
La tasa de cura clinica local en el Dia 7 después del segundo tratamiento fue del 86,7 % tanto para la lisobactina 50
mg y lisobactina 150 mg, y 36,4 % para Ubrolexin®, respectivamente.

Puede concluirse que los 50 y 150 mg de lisobactina fueron claramente mas efectivos en comparacion con el producto
de control positivo Ubrolexin® en los parametros centrales de cura clinica y microbiologica.
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REIVINDICACIONES
1. Lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina.

2. La lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la
lisobactina se administra intramamariamente.

3. La lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina de acuerdo con la reivindicaciéon 1 0 2, en la que
la mastitis bovina es una mastitis bovina que se manifiesta clinicamente.

4. La lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina de acuerdo con la reivindicacién 1 o0 2, en la que
la mastitis bovina es una mastitis bovina subclinica.

5. La lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4,
en la que la lisobactina se proporciona a una dosis de 25 a 1000 mg por cuarto de ubre.

6. La lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5,
en la que la mastitis bovina esta provocada por bacterias Staphylococcus, bacterias Streptococcus, bacterias
Trueperella y/o bacterias Corynebacterium.

7. La lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la
mastitis bovina esta provocada por Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa negativos, Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalacticae ylo Streptococcus agalacticae.

8. La lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la
mastitis bovina esta provocada por Trueperella pyogenes.

9. La lisobactina para su uso en el tratamiento de la mastitis bovina de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la
mastitis bovina esta provocada por Corynebacterium bovis.
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