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RESUMEN 

La mamitis es una de las enfermedades más comunes en el ganado lechero y causa 

de importantes pérdidas económicas en el sector lácteo en todo el mundo, así como de 

efectos negativos sobre el bienestar animal. Se caracteriza por una reacción inflamatoria 

de la glándula mamaria que produce cambios significativos en la composición bioquímica 

de la leche, estando asociada principalmente a infecciones por bacterias, tanto Gram 

negativas como positivas. La liberación de endotoxinas asociada a la lisis bacteriana es 

un factor relevante en el curso clínico de la mamitis causada por bacterias Gram negativas 

y debe tenerse en cuenta en el manejo clínico de estas infecciones empleando antibióticos. 

Es por ello que la detección de endotoxinas en muestras de leche puede ser una 

herramienta de gran utilidad en la gestión de la mamitis en las explotaciones lecheras. De 

forma similar, el estudio de la cinética de inhibición de diferentes bacterias patógenas y 

de la cinética de liberación de endotoxinas tras la exposición a diferentes antibióticos 

puede proporcionar información de interés para el manejo clínico de esta importante 

enfermedad. 

En esta Tesis Doctoral hemos optimizado un ensayo turbidimétrico cinético 

basado en lisado de amebocitos de Limulus (LAL) para la cuantificación de endotoxinas 

en muestras de leche, introduciendo en el procedimiento un pretratamiento de estas 

muestras mediante filtración a través de un filtro de polivinilo y dilución con el fin de 

minimizar las interferencias asociadas a esta compleja matriz. En una segunda etapa, 

hemos investigado, empleando esta técnica el efecto de algunos antibióticos empleados 

de forma habitual en el tratamiento de mamitis sobre el crecimiento bacteriano y la 

liberación de endotoxinas, empleando un sistema de cultivo en leche o cultivos mini-ubre 

que trata de reproducir las condiciones de la infección en la glándula mamaria.  

La técnica de detección y cuantificación de endotoxinas optimizada fue validada 

siguiendo las indicaciones establecidas por las normas de la Organización Internacional 

de Normalización, empleándose para la determinación en muestras de leche procedentes 

de animales con mamitis clínica asociada a bacterias tanto Gram negativas como 

positivas, en muestras de leche de tanque y en leches comerciales. Nuestros resultados 

demuestran la robustez y utilidad de este ensayo para la cuantificación de endotoxinas en 



un amplio rango de concentraciones, permitiendo identificar mamitis por coliformes en 

muestras de leche de animales con enfermedad clínica de la glándula mamaria, así como 

detectar endotoxinas en muestras de leche de tanque o incluso en algunas leches 

comerciales UHT (tratamiento a altas temperaturas). 

El modelo experimental optimizado de cultivo en leche o cultivos mini-ubre 

permitió simular las condiciones de una infección intramamaria con dos especies de 

bacterias Gram negativas, previamente aisladas de leches de animales con mamitis, 

Escherichia coli y Enterobacter aerogenes, y valorar el efecto de la exposición a cuatro 

antibióticos de uso habitual en el manejo de mamitis clínicas en ganado vacuno: 

bencilpenicilina, dihidroestreptomicina, cefalosporina y cefapirina. Se determinaron las 

cinéticas de inhibición de crecimiento y de liberación de endotoxinas en estos cultivos, 

comparándolas con las obtenidas en controles con idénticas condiciones, pero sin 

tratamiento antibiótico. Todos los antibióticos valorados, tal y como era de esperar, 

provocaron una reducción del crecimiento, más acentuado a partir de las 3-4 horas de 

exposición, aunque con diferencias en las cinéticas de inhibición en función del modo de 

acción. Además, todos los antibióticos generaron una liberación de endotoxinas en 

comparación con los controles que también varió en función del antibiótico. Así, la 

exposición a cefalosporinas se asoció a una muerte bacteriana más lenta y, al mismo 

tiempo, a una mayor liberación de endotoxinas, probablemente a consecuencia de 

fenómenos de filamentación bacteriana por cambios en la morfología de la membrana 

celular de las bacterias. Por el contrario, el tratamiento con dihidroestreptomicina 

combinó una rápida actividad bactericida con una liberación más reducida de 

endotoxinas, probablemente a consecuencia de una lisis celular rápida. 



ABSTRACT 

Mastitis is one of the most common diseases in dairy cattle and causes significant 

economic losses in the dairy industry worldwide, as well as negative effects on animal 

welfare. It is characterized by an inflammatory reaction of the mammary gland that 

produces significant changes in the biochemical composition of milk, being associated 

with infections by both Gram-negative and Gram-positive bacteria. The release of 

endotoxins associated with bacterial lysis is a key factor in the clinical course of mastitis 

caused by Gram-negative bacteria and should be taken into consideration when using 

antibiotics in the management of these infections. Therefore, the detection of endotoxins 

in milk samples would be of great interest in the management of bovine mastitis. 

Similarly, the study of the inhibition kinetics of different pathogenic bacteria as well as 

endotoxin release kinetics after exposure to different antibiotics would provide relevant 

information for the clinical approach of this important disease. 

In this PhD thesis we have optimized a kinetic turbidimetric assay based on 

Limulus amebocyte lysate (LAL) for the quantification of endotoxins in milk samples, 

introducing into the procedure a pre-treatment by filtration through a polyvinyl filter and 

dilution in order to minimize the interferences associated with this complex matrix. In a 

second stage, we have investigated, using this technique, the effect of some antibiotics 

commonly used in the treatment of bovine mastitis on bacterial growth and endotoxins 

release, using a milk culture system or mini-udder cultures which reproduce the 

conditions of the infection of the mammary gland. 

The optimized endotoxin detection and quantification assay was validated 

following the indications established by the standards of the International Organization 

for Standardization and was used for the determination in milk samples from animals with 

clinical mastitis associated with both Gram-negative and Gram-positive bacteria, in bulk 

milk and in commercial UHT (ultra high temperature) treated milk. Our results 

demonstrate the robustness and usefulness of this assay for the quantification of 

endotoxins in a wide range of concentrations, allowing the identification of coliform 

mastitis in milk samples from animals with clinical mammary gland disease, as well as 

detecting endotoxins in bulk milk or even in some commercial milks. 



The experimental model or mini-udder cultures allow the reenactment of the 

conditions of an intramammary infection with two species of Gram-negative bacteria, 

previously isolated from the milk of cows with mastitis, Escherichia coli and 

Enterobacter aerogenes, and to assess the effect of the exposition to four antibiotics 

commonly used in the management of clinical mastitis in cattle: benzylpenicillin, 

dihydrostreptomycin, cephalosporin and cephapirin. The kinetics of growth inhibition 

and endotoxin release were investigated in these cultures and compared with the kinetics 

determined in controls with identical conditions, but without antibiotic treatment. As 

expected, all antibiotics tested caused a significant reduction in growth, more pronounced 

after 3-4 hours of exposure, with differences in these inhibition kinetics depending on 

each antibiotic and its mode of action. Furthermore, all antibiotics produced a release of 

endotoxins compared to the controls which also varied depending on the antibiotic. Thus, 

exposure to cephalosporins was associated with a slower bacterial death and, at the same 

time, a greater release of endotoxins, probably as a result of bacterial filamentation 

phenomena due to changes in the morphology of the bacterial cell membrane. In contrast, 

dihydrostreptomycin combined a quick bactericidal activity with a reduced release of 

endotoxin, probably as a result of rapid cell lysis. 
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La mamitis es una de las enfermedades más comunes en el ganado bovino lechero 

y causa de importantes pérdidas económicas en el sector lácteo en todo el mundo, así 

como de efectos negativos sobre el bienestar animal. Se caracteriza por una reacción 

inflamatoria de la glándula mamaria que produce cambios significativos en la 

composición bioquímica de la leche y, en ocasiones, signos de enfermedad local y/o 

sistémica, estando asociada principalmente a infecciones por bacterias, tanto Gram 

negativas como positivas. Particularmente, las mamitis por bacterias Gram negativas 

cursan con una gran reacción inflamatoria, consecuencia de la liberación de endotoxinas 

asociada a la lisis bacteriana, siendo esta liberación el elemento principal en la patogenia 

de las mamitis producidas por estos microorganismos. 

Las endotoxinas son macromoléculas conocidas como lipopolisacáridos o LPS y 

son el principal componente de la membrana externa de la pared celular de las bacterias 

Gram negativas. Si bien no son dañinas cuando se encuentran formando parte de la 

membrana celular, una vez liberadas, las endotoxinas son altamente inmunoestimulantes 

y, en gran medida, son responsables de los signos de infección bacteriana. Aunque existe 

una heterogeneidad en la composición de estos LPS entre diferentes géneros, especies, 

serogrupos y serotipos bacterianos, todos los LPS comparten una composición estructural 

común; están constituidos por un lípido (lípido A, parte inmunógena y de baja 

variabilidad) y un polisacárido (parte específica de especie y, por tanto, con alta 

variabilidad dependiente de la longitud de su cadena), siendo, como hemos indicado 

anteriormente, componentes fundamentales  de la pared celular de las bacterias Gram 

negativas. Estas endotoxinas son conocidas por su efecto pirogénico y resisten altas 

temperaturas y así como un amplio rango de pH. 

A nivel biológico las endotoxinas interaccionan con los receptores de membrana 

de las células del sistema inmunitario innato, como los neutrófilos y los macrófagos, 

provocando la liberación de niveles exacerbados de citocinas mediadoras de la 

inflamación como las interleucinas (IL) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα). Estas 

endotoxinas se liberan en cantidades mínimas cuando las bacterias se multiplican, pero 

sufren un incremento considerable y perjudicial para el huésped cuando las bacterias se 

desintegran o mueren por diversas razones. Una elevada concentración de estas 

endotoxinas se asocia a una respuesta inmunitaria innata desproporcionada y perjudicial 

para el hospedador con consecuencias negativas a nivel local y sistémico (WycKoff y 

col., 1998). 
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Así pues, la liberación de endotoxinas asociada a la lisis bacteriana es un factor 

determinante en el curso de las mastitis producidas por bacterias Gram negativas y debe 

tenerse en consideración al seleccionar el antibiótico para el tratamiento de estas 

infecciones. El uso de antibióticos constituye la principal estrategia quimioterapéutica 

para el tratamiento de las mamitis, pero en el caso de las infecciones por Gram negativos 

se puede asociar a efectos adversos como consecuencia de la liberación de endotoxinas. 

Entre los factores que afectan a esta liberación de endotoxinas inducida por 

antibióticos se encuentran el microorganismo implicado, la localización de la infección, 

la virulencia particular de la cepa, así como factores relacionados con el propio antibiótico 

como el mecanismo de acción, el modo de aplicación y la dosis empleada. Se ha descrito 

que, en función del modo de acción y dosis del antibiótico, así como de la carga o 

contaminación bacteriana de partida, se pueden producir diferentes cambios morfológicos 

en el microorganismo que repercutirán en mayor o menor medida en la liberación de 

endotoxinas (Eng y col., 1993). Así, se ha descrito las cefalosporinas, un tipo de 

antibióticos β-lactámicos, están relacionadas con fenómenos de filamentación bacteriana 

y, por lo tanto, con la liberación de niveles más altos de endotoxinas mientras que, por el 

contrario, otros antibióticos, incluidos también algunos β-lactámicos, son capaces de 

provocar una lisis celular rápida y, por lo tanto, la liberación de cantidades reducidas de 

endotoxina. 

El diagnóstico de mamitis se realiza a través de la combinación de evidencias 

clínicas, incluidas las alteraciones en la composición y características de la leche, con 

cultivos microbiológicos que persiguen la identificación del patógeno implicado. La 

detección del microorganismo involucrado permite completar el diagnóstico con estudios 

de sensibilidad que permiten orientar el tratamiento, aunque presentan como 

inconveniente el retraso en el tiempo que impide reaccionar ante esta patología de forma 

temprana (May y col., 1989). La utilización de otras técnicas de detección de bacterias 

Gram negativas como las técnicas moleculares constituye, también, una herramienta muy 

útil en el diagnóstico de la enfermedad y la posterior evaluación del tratamiento. Hemos 

de resaltar que, habitualmente, los estudios de sensibilidad se realizan con inóculos de 

entre 104 y 106 unidades formadoras de colonias (UFC) por ml, una concentración 

claramente inferior a la que realmente se alcanza a nivel intramamario, por lo que utilizar 

modelos más próximos a la situación real, incorporando en ellos el efecto del tratamiento 

sobre la multiplicación bacteriana y la liberación de endotoxinas sería de gran interés. 
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Más aún, teniendo en cuenta la resistencia del LPS a las temperaturas elevadas y a las 

variaciones del pH podría utilizarse la determinación de estas endotoxinas en leche 

pasteurizada o uperizada (del inglés ultrahigh temperature o UHT) como marcador de su 

calidad microbiológica durante todo el proceso de producción, desde la granja y hasta el 

consumidor final. 

Existen diferentes métodos para la detección y cuantificación de endotoxinas, muy 

desarrollados y validados en el ámbito de la industria farmacéutica dada la importancia 

de determinar estas endotoxinas en productos farmacológicos debido a su carácter 

pirógeno. Entre estos métodos destacan, particularmente, los basados en el lisado de 

amebocitos del cangrejo herradura Limulus (del inglés Limulus amebocite lysate o LAL), 

habiéndose descartado en la actualidad los métodos de ensayo sobre animales como el 

test de pirógenos en conejos (del inglés rabbit pyrogen test o RPT). Sin embargo, no 

existen metodologías normalizadas para la detección de endotoxinas en leche, siendo este 

uno de los objetivos de este trabajo. 

Bajo estas premisas en este estudio presentamos los datos obtenidos en la 

validación de un ensayo turbidimétrico cinético basado en lisado de amebocitos de 

Limulus (LAL) para la cuantificación de endotoxinas en muestras de leche junto con los 

resultados obtenidos tras simular una infección intramamaria con dos especies Gram 

negativas, Escherichia coli y Enterobacter aerogenes, empleando una concentración de 

inóculo cercano a la que se produce en la infección real de la glándula mamaria y su 

exposición a cuatro antibióticos, bencilpenicilina (BP), dihidroestreptomicina (ST), 

cefalosporina (CF) y cefapirina (CSY), determinando las cinéticas de inhibición de 

crecimiento y de liberación de endotoxinas en comparación con controles sin tratamiento 

antibiótico. 
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2.1- MAMITIS BOVINA 

2.1.1- Definición, etimología, clasificación e importancia de las mamitis bovinas 

La Federación Internacional de Lechería (FIL o International Dairy Federation, 

IDF en su abreviatura en lengua inglesa) define la mamitis como una reacción 

inflamatoria de la glándula mamaria (IDF, 1987a). Etimológicamente la palabra mamitis 

está compuesta del prefijo “masto”, del griego “µαστς” (mastos), mama o teta, y del sufijo 

“itis” del griego “IτIς”, que indica inflamación. Desde el punto de vista médico la 

definimos como la inflamación que produce cambios en el tejido glandular y, por 

consiguiente, una serie de variaciones en la composición físico-química de la leche que, 

en ocasiones, se manifiesta por un cambio en el aspecto de la leche, alteraciones en la 

glándula mamaria (signos de Celso o signos de inflamación) o, incluso, signos clínicos 

generales o sistémicos. 

Partiendo de la base de esta definición primaria, existen muy diferentes enfoques 

que deben tenerse en cuenta para abordar el conocimiento de la mamitis bovina como son 

su etiología, epidemiología e incluso las formas de presentación y prevalencia/incidencia. 

Diversos autores califican a esta enfermedad como un proceso complejo, con 

participación de diferentes factores en su etiología o multifactorial y con muy diferentes 

grados de intensidad, así como variaciones en su duración y efecto a largo plazo. En la 

mamitis, al igual que en otras muchas enfermedades, es fundamental considerar la 

interacción entre animal, medio ambiente y microorganismos (Poutrel, 1985). 

Aunque desde el punto de vista de su etiología, la inflamación de la glándula 

mamaria puede ser consecuencia de la acción de factores abióticos como traumatismos, 

lesiones en la ubre o irritaciones químicas, la gran mayoría de los casos son consecuencia 

de una multiplicación bacteriana. De hecho, la propia FIL define la mamitis bovina como 

una enfermedad infecciosa causada por microorganismos con diferentes características 

patológicas y que afecta a hospedadores bovinos, siendo la resistencia a la infección 

variable en función del individuo (IDF, 1978b). Así mismo, considera la mamitis como 

un desequilibrio entre los mecanismos de defensa naturales del pezón y de la glándula 

mamaria y la concentración y patogenicidad de los microorganismos en contacto con la 

entrada del canal del pezón, considerando la exposición al microorganismo como un 

requisito o causa necesaria pero no suficiente para el desarrollo del proceso. Factores 

externos o ambientales pueden romper este equilibrio y predisponer o contribuir a la 
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aparición de una mamitis bovina, encontrándose entre estos factores algunos como la 

higiene, la máquina de ordeño, el tipo de estabulación, el clima, la alimentación o el 

manejo, tal y como se muestra en la Figura 1 (Poutrel, 1985).  

 

Figura 1: Principales factores que contribuyen o predisponen a la mamitis bovina. Adaptado de 

Poutrel (1985). 

 

La inflamación de la glándula mamaria siempre produce cambios significativos 

en la composición bioquímica de la leche; cuanto mayor sea la gravedad de la 

inflamación, más se parecerá la composición de la secreción láctea a la del suero 

sanguíneo (IDF, 1987a). Esta circunstancia influye directamente sobre los costes de 

producción, provocando importantes pérdidas económicas al ganadero asociadas a los 

costes directos, debidos al  incremento del gasto en medicamentos y veterinario, y a los 

costes indirectos, asociados a la disminución de la producción de leche, a penalizaciones 

económicas por el recuento elevado de células somáticas o por incumplimiento de los 

estándares de calidad bioquímica de la leche y al acortamiento de la vida productiva de 

los animales, bien por sacrificio o muerte. En conjunto, se ha descrito que la mamitis 

representa el 38 % del total de las pérdidas de producción producidas por enfermedades 

(Kossaibati y Esslemont, 1997), siendo la enfermedad económicamente más relevante en 

las explotaciones de bovino de leche. 
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Aunque la mamitis nunca puede ser erradicada, el trabajo constante del ganadero, 

del veterinario, de la industria láctea y de la administración, implantando planes y 

normativas de calidad de la leche, permite avanzar en el objetivo de reducir la incidencia 

y el impacto de esta infección en las granjas bovinas. 

En contraposición a la definición de esta patología de la ubre, la FIL define la ubre 

normal como aquella que no muestra alteraciones patológicas y cuya leche presenta 

propiedades organolépticas normales, no se aíslan microorganismos patógenos, ni 

presenta un recuento de células somáticas elevado (IDF, 1987a). Todas estas 

características tienen que estar presentes en una ubre sana y en la leche que esta produce, 

al contrario de lo que ocurría en la definición de la ubre enferma o con mamitis que es 

aquella que presenta signos de inflamación o en la que se detectan microorganismos 

patógenos en la leche o alteraciones bioquímicas en su composición. 

Como recogen diferentes autores existen distintos criterios a utilizar en 

clasificación de las mamitis bovinas, siendo el más utilizado y de mayor utilidad práctica 

el que fundamentado en la intensidad de la inflamación (IDF, 1987a). Ahora bien, en 

función de si la aparición de alteraciones patológicas son  localizadas o generalizadas 

(Giesecke, 1974), las mamitis bovinas se clasifican como mamitis clínicas o mamitis 

subclínicas: 

• Mamitis clínica se define como aquel proceso caracterizado por alguna alteración 

macroscópica en la leche o por signos de inflamación en la ubre. Por lo tanto, este 

tipo de mamitis puede ser detectada mediante la simple exploración clínica 

suficientemente cuidadosa del animal y de la secreción láctea. 

 

• Mamitis subclínica se define como aquel proceso que afecta a la ubre pero que no 

se asocia a la aparición de signos clínicos en la ubre, ni tampoco a cambios 

macroscópicos en la secreción láctea. En contraposición, en la mamitis subclínica 

existe únicamente un aumento del recuento de células somáticas (RCS), 

acompañado o no de alteraciones en las propiedades bioquímicas de la leche. Estas 

mamitis subclínicas son detectables mediante pruebas de laboratorio o por pruebas 

de campo como el test de California (del inglés California mastitis test o CMT). 

El término de células somáticas se refiere, de forma general, a todas las células 

del cuerpo a excepción de aquellas que corresponden a la línea germinal, que produce los 
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espermatozoides y los óvulos. Son las células que no aportan nada en términos de herencia 

y que, por tanto, son útiles para el propio organismo vivo, pero no influyen ni afectan a 

su descendencia. En el caso de la leche, las células somáticas incluyen las células de los 

mecanismos de defensa natural del animal como los linfocitos, macrófagos 

polimorfonucleares y neutrófilos (Pillai y col., 2001) y, en menor proporción, células de 

descamación de la propia estructura glandular (Sordillo y col., 1997). Constituyen, por 

tanto, un reflejo de la respuesta inflamatoria provocada por un agente externo que ha 

penetrado en la mama y que está actuando a este nivel (Figura 2). 

 

Figura 2: Origen de las células somáticas en leche a partir de la descamación de células 

del epitelio de los alveolos y conductos y del paso de células inflamatorias a partir de la sangre. 

Adaptado de Sordillo y col (1997). 

 

Por esta razón la FIL ha establecido el RCS como el mejor indicador de la 

respuesta inflamatoria de la glándula mamaria (IDF, 1987a). Diversos autores han 

establecido que el RCS de cuarterones individuales en animales sanos es de, 

aproximadamente, 70.000 células (cls)/ml, siendo este valor dependiente de la edad del 

animal, de su producción o de la fase de la lactación. De forma paralela, se ha propuesto 

que valores de RCS en cuarterones de 200.000-250.000 cls/ml son claramente indicativos 

de infección y proceso inflamatorio. En base a estos valores, se ha determinado una 

sensibilidad y especificidad de aproximadamente un 75 % y 90 %, respectivamente, para 

el RCS en el diagnóstico de mamitis bovina (Schepers y col., 1997). 

  



_______________________________________________________2- REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA___ 

13 
 

 

Figura 3: Recuento de células somáticas (RCS) en el diagnóstico de mamitis 

subclínicas. Adaptado de Bach y McArt (2018). 

 

Centrándonos en las mamitis clínicas, objeto de estudio en el presente trabajo, se 

han propuesto diferentes clasificaciones. 

Atendiendo a su forma de presentación y patogenia (Faull y Hughes, 1983; IDF, 

1978a), se pueden identificar las siguientes categorías: 

• Mamitis sobreaguda o hiperaguda: mamitis de curso rápido, con 

desarrollo de signos clínicos en pocas horas. Existen signos evidentes de 

inflamación del cuarterón afectado y alteraciones importantes en la secreción láctea 

en el ordeño. Además, el animal presenta signos generales como fiebre, anorexia, 

apatía, etc. 

• Mamitis aguda: con un desarrollo más lento, al menos de 24 horas. El 

cuarterón presenta signos de inflamación y la secreción láctea está alterada 

macroscópicamente, pero el animal no presenta signos generales. 
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• Mamitis subaguda: la evolución de la mamitis conlleva, por lo menos, 

varios días. No existen alteraciones en el cuarterón afectado, ni signos generales en 

el animal. Sin embargo, se observan cambios visibles en la secreción láctea, sobre 

todo al inicio del ordeño. 

• Mamitis crónica: mamitis de curso mucho más lento, llegando a 

prolongarse semanas o meses. No se observan signos de inflamación local, pero si 

signos como induración, atrofia o disfunción del cuarterón. Este tipo de mamitis se 

caracteriza por una sustitución progresiva del tejido glandular por tejido conectivo. 

El animal no presenta signos generales, pero en la secreción láctea pueden 

observarse alteraciones, particularmente en los primeros chorros. 

Algunos autores consideran que las mamitis subclínicas constituyen la causa 

principal de pérdidas económicas en los rebaños lecheros, puesto que su existencia impide 

que se alcance el potencial de producción de los animales; al mismo tiempo que 

disminuye la cantidad y calidad de la leche, obligan a hacer frente a las penalizaciones en 

el pago de calidad marcadas por la industria láctea (Huijps y col., 2008). El cálculo de las 

pérdidas económicas asociadas a las mamitis subclínicas es más complejo que el de las 

clínicas. En este sentido, Philpott (1984) demostró que existía una relación entre el RCS 

y la producción de leche por el animal, de manera que RCS superior a 200.000 cls/ml es 

inversamente proporcional a la producción de leche, calculando que existía una 

disminución de un 2,5 % de producción por cada aumento en 100.000 cls/ml. 

Adicionalmente, tanto las mamitis clínicas como subclínicas tienen un claro efecto 

adverso sobre la fertilidad del rebaño lechero (Schrick y col., 2001). 
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2.1.2- Etiología de las mastitis bovinas y clasificación de los patógenos mamarios 

Tal y como hemos señalado anteriormente, los factores bióticos son, sin lugar a 

dudas, la principal causa en la etiología de la reacción inflamatoria de la glándula 

mamaria, existiendo más de 130 especies diferentes de microorganismos que se han 

asociado a mamitis bovina (Watts, 1988). Sin embargo y a pesar de esta amplia variedad, 

la gran mayoría de las infecciones intramamarias son causadas por un número reducido 

de patógenos.  

De los diferentes Marco y diversos estudios realizados sobre los patógenos que 

participan en las infecciones intramamarias cabe reseñar que los grupos etiológicos 

aislados con mayor frecuencia en las mamitis bovinas incluyen estafilococos, 

estreptococos, corinebacterias y coliformes (Marco y col., 1998; Makovec y Ruegg, 2003; 

Pitkälä y col., 2004; Bradley y col., 2007; Ferguson y col., 2007; Piepers y col., 2007; 

Sampimon y col., 2009b; Nam y col., 2010; Kalmus y col., 2011), detectándose con 

menor frecuencia y con marcadas diferencias entre los estudios otros patógenos como 

Bacillus spp., Nocardia spp., Lactotoccus spp., Prototheca spp., Pseudomonas spp., 

Trueperella pyogenes, enterococos, micoplasmas, levaduras y hongos. 

Desde el punto de vista del impacto sobre la salud del animal y los valores del 

RCS así como sobre la calidad de la leche y la producción los patógenos mamarios pueden 

clasificarse como patógenos principales o “mayores” y patógenos “menores”. La mayoría 

de los autores consideran patógenos mamarios principales a Streptococcus agalactiae (S. 

agalactiae), Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae), Streptococcus uberis (S. 

uberis), Staphylococcus aureus (S. aureus) y Escherichia coli (E. coli) (Zadoks y 

Fitzpatrick, 2009), entendiendo que en este grupo se engloban aquellos patógenos que 

tienen un considerable impacto sobre la salud de la vaca (asociado a mamitis clínicas o a 

mamitis subclínicas con altos RCS), la calidad de la leche y la producción. Aunque esta 

clasificación no permite clasificar con claridad a muchos otros microorganismos bajo este 

mismo criterio puesto que existe poca información dada su baja frecuencia de 

aislamiento, sí que es relevante por permitir establecer las prioridades en relación a la 

adopción de medidas de control y prevención.  

Los dos principales aspectos que se tienen en cuenta en esta clasificación de 

patógenos mamarios como mayores y menores incluyen su mayor o menor frecuencia de 
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aislamiento en casos de mamitis clínica y su impacto sobre los RCS en el caso de las 

mamitis subclínicas.   

Así los RCS, considerando la media geométrica, por cuarterón afectado estimados 

en base a un metaanálisis (Djabri y col., 2002) en las infecciones intramamarias por S. 

aureus (357.000 cls/ml) fueron superiores a los observados en el caso de los estafilococos 

coagulasa negativos (138.000 cls/ml) y Corynebacterium spp. (105.000 cls/ml), pero 

mucho más bajos que los hallados en las infecciones causadas por S. uberis (1.024.000 

cls/ml), S. agalactiae (857.000 cls/ml), S. dysgalactiae (547.000 cls/ml) y coliformes 

(1.151.000 cls/ml). 

En cuanto a su frecuencia en relación con casos de mamitis clínica, Kalmus y col. 

(2011) en un estudio con más de 8.000 muestras remitidas al laboratorio para su 

diagnóstico comprobaron que algunas especies como S. aureus, estafilococos coagulasa 

negativos y Corynebacterium spp. se aislaban en mayor porcentaje en casos de mamitis 

subclínicas. Por el contrario, otros microorganismos como S. dysgalactiae, E. coli, 

Klebsiella spp. o Trueperella pyogenes se aislaban con mayor frecuencia en el caso de 

muestras recogidas en individuos con mamitis clínicas. 

Desde el punto de vista práctico es empleada de forma muy habitual una 

clasificación de estos agentes etiológicos de mamitis en base a la principal fuente de 

infección y el modo de transmisión tal y como se muestra en la Figura 4. Así, los 

microorganismos que causan las mamitis se clasifican como patógenos contagiosos o 

ambientales (Smith y Hogan, 1995). 

Los patógenos contagiosos incluyen a S. agalactiae, S. aureus, Corynebacterium 

spp. y Mycoplasma spp. y tienen como principal reservorio las glándulas mamarias 

infectadas, produciéndose el contagio con mayor frecuencia durante el ordeño (Smith y 

Hogan, 1995). Además, existen fuentes de infección adicionales que permiten la 

transmisión a través de lesiones de los pezones infectados, especialmente si no se realiza 

de forma adecuada la desinfección de pezones posordeño (IDF, 1987). Se ha descrito que 

algunos de estos microorganismos se caracterizan por su capacidad para colonizar y 

multiplicarse en la piel y en el canal del pezón (Smith y Hogan, 1995). 

Por su parte, los patógenos ambientales, entre los que cabe destacar a los 

coliformes y a S. uberis, tienen como fuente principal de infección el ambiente en el que 
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viven las vacas y en esos casos la infección se produce generalmente en el periodo entre 

ordeños, a través del contacto con material contaminado, principalmente la cama. Estas 

mamitis se asocian, por tanto, a una mala higiene ambiental o a un deficiente manejo 

(Dodd y Neave, 1970; Smith y Hogan, 1995). 

 

Figura 4: Fuentes de infección y mecanismos de transmisión en las mamitis contagiosas y 

ambientales. 

Las bacterias Gram negativas presentan, por lo general, mayor dificultad para 

sobrevivir y multiplicarse en el epitelio del canal del pezón y, por esta razón, la 

concentración de estas bacterias en el pezón está determinada por la exposición continua 

de la vaca al medio contaminado, fundamentalmente material de la cama con estiércol, 

agua y suelo. El constante contacto del extremo de los pezones con el material de las 

camas es una de las fuentes de infección más importantes para los patógenos ambientales 

(Hogan y col., 1989). Diferentes estudios han puesto de manifiesto la existencia de una 

correlación positiva entre el nivel de contaminación por bacterias Gram negativas en las 

camas y el del extremo apical del pezón. En consecuencia a todo ello, las tasas de mamitis 

clínicas causadas por este grupo de bacterias están directamente relacionadas con 

determinados materiales que se utilizan como cama (Hogan y Smith, 2003) y que pueden 

sustentar poblaciones de coliformes superiores a un millón de colonias por gramo (Hogan 

y col., 1989).  
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Los estudios sobre las infecciones intramamarias causadas por patógenos 

ambientales han puesto de manifiesto que una importante proporción de estas infecciones 

se originan durante el período de secado (Smith y Hogan, 1995). Además, la tasa de 

infección varía a lo largo de este periodo y también en función del microorganismo. Así, 

la tasa de infección por patógenos ambientales es más alta durante las dos semanas 

inmediatamente posteriores al secado y en las dos semanas inmediatamente anteriores al 

parto (Smith y Hogan, 1995). En el caso concreto de las infecciones por E. coli son poco 

frecuentes durante los períodos inicial y medio del secado, ocurriendo la gran mayoría de 

las infecciones entre los 7 y los 10 días previos al parto, aunque las manifestaciones 

clínicas aparecen generalmente más tarde, en los primeros días de la lactación (Smith y 

Hogan, 1995). Otros estudios señalan que las infecciones por otros microorganismos 

Gram negativos diferentes de E. coli se distribuyen de manera más uniforme entre la fase 

inicial y la fase final del período seco (Smith y Hogan, 1995).  

La introducción en las últimas décadas de las técnicas de biología molecular ha 

permitido poner de manifiesto diferencias en el comportamiento epidemiológico, fuentes 

de infección, modo de transmisión y características patológicas entre distintos patógenos 

mamarios y también entre cepas de una misma especie (Zadoks y col., 2003; Haveri y 

col., 2008). Estos estudios han determinado que la clasificación tradicional en patógenos 

ambientales y contagiosos no puede ser aplicada de una forma rigurosa en el caso de 

algunos de los microorganismos que producen mamitis bovina (Bradley, 2001). Así, cada 

vez se describen más casos de microorganismos con un comportamiento mixto. En 

cualquier caso y desde un punto de vista práctico, esta clasificación continúa siendo a día 

de hoy la más utilizada entre los veterinarios especializados en calidad de la leche. 
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2.1.3- Principales patógenos mamarios Gram negativos: epidemiología y 

patogenicidad 

 

2.1.3.1- Escherichia coli 

E. coli es una enterobacteria que forma parte de la microbiota del tracto 

gastrointestinal de animales homeotermos, incluidos todos los rumiantes, siendo esencial 

para el correcto funcionamiento del proceso digestivo. Se trata de una bacteria de 

morfología bacilar de pequeño tamaño o cocobacilar, Gram negativa, oxidasa negativa, 

catalasa positiva y anaerobia facultativa, cuya temperatura de crecimiento preferente es 

de 37°C, provista de fimbrias y generalmente móvil gracias a la presencia de flagelos 

perítricos (Crichton y Old, 1979). 

 

Figura 5: Principales características de los aislados de Escherichia coli: Gram negativo (C) de 

morfología colibacilar (A y C) y provisto de flagelos perítricos (A). Genera colonias de color 

rosa (fermenta la lactosa) en medios como el agar McConckey (B). 
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Se trata de un patógeno mamario principal, estando implicado en una elevada 

proporción de los casos de mamitis bovina y causando, habitualmente, una infección que 

se acompaña de signos clínicos o, lo que es lo mismo, una mamitis clínica (Zadoks y 

Fitzpatrick, 2009). Las características clínicas y la evolución de las mamitis por E. coli 

varían según la cepa implicada, pudiendo originar desde mamitis leves, caracterizadas 

por signos clínicos locales en la ubre y con una duración corta, hasta presentaciones muy 

severas o incluso fatales (Burvenich y col., 2003).  

Las infecciones mamarias por E. coli tienen en común que la mamitis clínica cursa 

con una aparición repentina, desarrollándose en muchos casos de un ordeño al siguiente, 

y acompañándose de cambios en la apariencia de la leche que inicialmente tiene un 

aspecto seroso y amarillento para, posteriormente, presentar coágulos y mayor espesor 

(Hogan y col. 1989). 

A pesar de que E. coli es el patógeno más frecuentemente aislado en mamitis 

sobreagudas (60-70 % de los casos), apenas un 10 % del total de las infecciones por esta 

bacteria se asocian a la aparición de signos generales siendo exagerada la asociación de 

esta bacteria con las mamitis sobreagudas (Hogan y col, 1989). Ahora bien, cuando se 

producen estas presentaciones sobreagudas en las mamitis por E. coli cabe destacar que 

el RCS presenta un notable aumento y que, además, la ubre está dura e inflamada y la 

vaca muestra signos sistémicos graves, que generalmente cursan con aumento de la 

temperatura corporal y de la frecuencia cardíaca, reducción del ritmo de las contracciones 

ruminales, pérdida del apetito, depresión y reducción drástica de la producción de leche. 

En los desafíos experimentales los primeros signos clínicos observados son los 

signos locales, aproximadamente a las 8 horas de la exposición, alcanzando la fiebre y 

los signos clínicos sistémicos el máximo a las 12 horas (Hirvonen y col., 1999). Diversos 

autores han descrito que, en un curso de infección leve o moderada, los signos sistémicos 

desaparecen en 48 horas mientras que los signos clínicos locales en 7 días (Hirvonen y 

col., 1999); en los casos graves, las vacas pueden morir o sufrir signos generales, incluida 

la pérdida de la producción láctea, que se prolongan en el tiempo (Hirvonen y col.,1999). 

En granja, las infecciones por este patógeno suelen ser de corta duración, con una 

media inferior a 10 días, haciéndose evidentes en el curso de la lactación y siendo 

relativamente raro que se cronifiquen y se prolonguen por periodos de más de 90 días 

(Todhunter y col., 1991b). Sin embargo, en algunos rebaños también se ha documentado 
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un porcentaje importante de infecciones crónicas asociadas a E. coli (Hogan y col., 1989). 

La elevada incidencia de esta infección unida a una duración generalmente corta hace que 

el RCS en tanque no sea un indicador muy adecuado para estimar la prevalencia de esta 

infección en el rebaño (Hogan y col., 1989).  

Además, como hemos comentado anteriormente, diferentes estudios demuestran 

la existencia de importantes variaciones en la duración de la infección experimental en 

función de las cepas y las dosis utilizadas en el desafío. Así, se han descrito casos de 

mamitis clínica por E. coli recurrentes y con considerables pérdidas económicas para el 

ganadero (Lamy col., 1996; Bar y col., 2007). Estos animales con episodios clínicos 

repetidos suelen presentar signos leves, pero provocan un uso continuado de 

medicamentos que repercute en los costes de explotación (Wenz y col., 2006).  

La patogenia de esta infección está relacionada con la liberación de endotoxinas, 

hecho característico de las infecciones por bacterias Gram negativas. En desafíos 

experimentales se han detectado E. coli y sus endotoxinas en leche hasta 5-7 días después 

de la inoculación (Pyörälä y col., 1994), aunque la bacteriemia o la endotoxemia suceden 

excepcionalmente y solo en los casos más graves (Wenz y col., 1999, 2001). Los estudios 

sobre los niveles de endotoxinas que se alcanzan en sangre de vacas con mamitis tras 

infecciones experimentales por E. coli demuestran que los signos sistémicos están 

relacionados con la liberación de mediadores de la inflamación, provocados, a su vez, por 

los elevados niveles de endotoxina. Así pues, la endotoxina promueve niveles deletéreos 

de los mediadores de la inflamación (Burvenich y col., 2003). Teniendo en cuenta que no 

se han detectado otros factores de virulencia específicos que diferencien o caractericen la 

capacidad de las cepas de E. coli para causar mamitis se puede concluir que la gravedad 

de la infección, desde leve a fatal, es consecuencia de las características intrínsecas del 

hospedador y de su respuesta inflamatoria (Burvenich y col., 2003).  

En las vacas de alta producción la mayoría de las infecciones por E. coli se 

manifiestan clínicamente al inicio de lactación, estando relacionadas con la existencia de 

una inmunodepresión por deficiencias metabólicas (Suriyasathaporn y col., 2000a; 

Burvenich y col., 2003). También se detectan en animales con RCS extremadamente altos 

(Suriyasathaporn y col., 2000b; Peeler y col., 2003). Las vacas en el periparto o al inicio 

de la lactación presentan signos más marcados y es en este periodo en el que se producen 

generalmente las bajas asociadas a mamitis por E. coli (Hill y col., 1979). Como se ha 
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comentado anteriormente, en muchas ocasiones estas mamitis clínicas por E. coli 

observadas durante la lactación son, en realidad, el resultado de infecciones acontecidas 

durante el periodo seco (Bradley y Green, 2000), hecho que nos permite señalar este 

periodo como la etapa más crítica en el control de las mamitis por E. coli en el ganado 

bovino. 

Como hemos mencionado al inicio de este apartado, E. coli es un habitante 

habitual del tracto gastrointestinal de los mamíferos, por lo que dada su ubicuidad se 

puede afirmar que es un claro candidato a ser considerado como principal patógeno 

ambiental en las mamitis bovinas. No existen evidencias claras de su transmisión de vaca 

a vaca (Zadoks y Fitzpatrick, 2009), estando esta afirmación basada en datos 

epidemiológicos y en estudios de tipificación de cepas que han puesto de manifiesto la 

gran heterogeneidad existente entre los aislados presentes en las granjas (Nemeth y col., 

1994; Lamy y col., 1996). Además, no se han encontrado diferencias significativas entre 

las cepas de E. coli aisladas de heces y de leche, siendo este hecho el que permite 

considerar que las heces son la principal fuente de infección (Nemeth y col., 1994).  

Ahora bien, debemos señalar que existen estudios que ponen de manifiesto la 

posibilidad de que en algún caso pueda tener lugar la transmisión entre cuarterones 

infectados. Así, se ha demostrado que entre el 8,5 % y el 28 % de las cepas aisladas de 

cuarterones infectados son las mismas que se implican en la posterior infección de otro 

cuarterón de un mismo animal (Döpfer y col., 1999; Bradley y Green, 2001).  

Finalmente, podemos mencionar que existen estudios que describen variaciones 

estacionales de las tasas de nuevas infecciones y de los casos clínicos de mamitis por 

coliformes, siendo mayores en los meses de verano y también en las vacas estabuladas 

(Todhunter y col., 1991b). El aumento de la incidencia de mamitis clínicas coincide con 

el aumento del recuento de bacterias Gram negativas en la cama durante los meses de más 

calor. Además, se ha propuesto que el estrés por calor podría ser un factor de riesgo en la 

mamitis por coliformes (Hogan y Smith, 2003). Otros estudios han demostrado que otro 

factor predisponente de infección puede ser la edad del animal o el diseño de las 

instalaciones. Así, por lo general las vacas más viejas tienen una mayor incidencia de 

mamitis clínicas causadas por bacterias Gram negativas en comparación con las 

primíparas, siendo máximo el riesgo en las hembras más viejas que paren en los meses 

de verano (Smith y Hogan, 1985). Por otro lado, un inadecuado diseño del establo o 
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incluso un mal manejo del rebaño del vacuno de leche pueden también ser factores 

predisponentes para las mamitis por coliformes (Ward y col., 2002). Existen estudios que 

asocian las mamitis colibacilares más graves con problemas reproductivos tales como 

ciclos estrales anormales, niveles séricos bajos de progesterona y abortos (Cullor, 1991). 

 

2.1.3.2- Klebsiella spp. 

Otras bacterias Gram negativas a tener en cuenta como agentes etiológicos de 

mamitis son las bacterias del género Klebsiella, siendo Klebsiella pneumoniae (K. 

pneumoniae) la especie más común en los aislamientos de mamitis bovinas y, en menor 

medida, Klebsiella oxytoca. Se trata de un género de bacterias inmóviles, Gram-

negativas, anaerobias facultativas y con una prominente cápsula de polisacáridos, que 

reciben su nombre en honor al microbiólogo alemán Edwin Klebs. Son fijadoras de 

nitrógeno y ubicuas en la naturaleza (Podschun y Ullmann, 1998). 

K. pneumoniae es, después de E. coli, el coliforme más frecuentemente aislado en 

muestras de infecciones intramamarias y mamitis clínicas de bovinos (Hogan y Smith, 

2003). De hecho, las mamitis por Klebsiella spp. se consideran, junto a las producidas 

por micoplasmas, las más importantes desde el punto de vista clínico en EEUU (Hoe y 

Ruegg, 2005; Munoz y col., 2007; Paulin-Curlee y col., 2007). 

Estas infecciones de la glándula mamaria por Klebsiella, de igual forma que las 

causadas por E. coli, son consideradas como principales o “mayores” por su curso clínico 

agudo. Las vacas con mamitis asociadas a bacterias del género Klebsiella tienen más 

probabilidad o riesgo de morir o ser sacrificadas que las afectadas por otros tipos de 

mamitis (Erskine y col., 2002) y, de hecho, se considera que tienden a provocar mamitis 

incluso más graves que las asociadas a E. coli (Erskine y col., 2002), caracterizándose 

además por una escasa respuesta a la antibioterapia (Roberson y col., 2004).  

La duración media de la infección mamaria por K. pneumoniae es de 21 días 

(Smith y col, 1985), superior a la de las infecciones por E. coli (Todhunter y col, 1991b). 

Además, las infecciones crónicas causadas por este Gram negativo pueden superar los 90 

días de duración, aunque al igual que sucede con las causadas por E. coli, son 

relativamente poco frecuentes. 
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A diferencia de lo que ocurre en el caso de E. coli no existen prácticamente 

estudios sobre la heterogeneidad de las cepas de Kebsiella que se implican en la infección 

mamaria ni se dispone de información sobre su relación con los aislados presentes en el 

ambiente de las explotaciones bovinas que permitan esclarecer las rutas de transmisión 

(Zadoks y col., 2011). Sin embargo, son considerados patógenos ambientales y se 

considera que la eliminación fecal contribuye en gran medida a la exposición y a la 

incidencia de mamitis por estas bacterias en rebaños lecheros (Munoz y col. 2006, 2007). 

En este sentido, se han descrito brotes de mamitis por Klebsiella spp. en rebaños que se 

han asociado con la exposición a camas de serrín contaminadas (Vecht y col., 1987; 

Sampimon y col., 2006).  

Los estudios con aislamientos ambientales han proporcionado resultados 

contradictorios. Así, contrariamente a lo que ocurre con E coli, se describen con 

frecuencia cepas diversas de Klebsiella tanto entre diferentes tipos de muestras, heces, 

rumen, agua de bebida o ambiente de la granja, como dentro del mismo tipo de muestras, 

haciendo muy complejo el determinar el origen de las cepas implicadas en los cuadros de 

mamitis (Munoz y col., 2007). Parece ser que las camas a base de material de madera, 

serrín y virutas, intervienen frecuentemente como fuente de Klebsiella spp. y están 

vinculadas con brotes de mamitis por este miroorganismo (Newman y Kowalski, 1973; 

Sampimon y col., 2006). Sin embargo, este no es el único material con el que se asocian 

brotes puesto que este género también se ha aislado de colchones sin virutas y de otros 

materiales empleados como cama (Kristula y col., 2008). Como hemos apuntado 

anteriormente, existe una gran heterogeneidad entre las cepas aisladas en las vacas de un 

mismo rebaño (Paulin-Curlee y col., 2007), aunque también se han detectado cepas que 

afectan a varias vacas de una misma explotación (Munoz y col., 2007). Esta circunstancia 

se atribuye, principalmente, a la excreción en la leche de las vacas infectadas, antes o 

después del ordeño, que da lugar a una contaminación de la cama con un gran número de 

colonias de una determinada cepa, más que a una posible transmisión directa durante el 

proceso del ordeño, aunque ésta no pueda ser descartada por completo (Munoz y col., 

2007). 

Dado que no se ha detectado la presencia de Klebsiella spp. en diversos materiales 

antes de su utilización como cama, son varios los estudios que han propuesto que su 

presencia es consecuencia de la contaminación a partir de las heces o de la leche de los 

animales infectados (Munoz y col., 2007). En este sentido es importante tener en cuenta 
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que Klebsiella spp. se encuentra en el suelo, alimento, agua y tracto intestinal de los 

animales y que su eliminación fecal no parece estar asociada con un estado de portador 

crónico, sino más bien, con una ingesta frecuente de bacterias de este género que pasan a 

través del tracto gastrointestinal (Munoz y Zadoks, 2007).  

Existen pocos estudios que hayan investigado la existencia de algún patrón de 

distribución estacional en las infecciones intramamarias debidas a este patógeno ya que 

en la mayoría de los estudios se incluyen de forma general dentro del grupo de las mamitis 

de etiología coliforme. Aun así, parece ser que existe una mayor prevalencia de estas 

infecciones durante los meses de verano, al menos en los EEUU (Estados unidos, del 

inglés United States) (Makovec y Ruegg, 2003). 

2.1.3.3- Otros microorganismos Gram negativos 

Además de los patógenos anteriormente descritos existen otros muchos 

microorganismos Gram negativos que, con menor frecuencia, se ven involucrados en 

infecciones intramamaria y que han sido aislados en muestras de leche de vacas con 

mamitis, tales como Serratia spp., particularmente Serratia marcescens y Enterobacter 

spp. como Enterobacter cloacae (Schukken y col., 2011). Por su menor frecuencia de 

aparición, todos estos microorganismos son considerados como patógenos “menores” 

desde el punto de vista de la patología de la glándula mamaria. 

Serratia es un género de bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas y 

baciliformes de la familia Yersiniaceae, siendo Serratia marcescens (S. marcescens) la 

especie más común del género que se implica, comúnmente, en infecciones nosocomiales. 

Las infecciones mamarias por Serratia spp. no suelen asociarse a signos clínicos, siendo 

claramente menos graves que las mamitis asociadas a E. coli (Todhunter y col., 1991b; 

Hogan y Smith, 1997). La especie de Serratia más frecuentemente aislada en procesos 

infecciosos intramamarios es S. marcescens, seguida por Serratia liquefaciens 

(Todhunter y col., 1991a). Aunque son patógenos ambientales, se han descrito brotes por 

Serratia asociados al indebido uso de un desinfectante de pezones mediante inmersión 

que había sido contaminado en la propia granja (van Damme, 1982).  

Las bacterias de este género tienden a producir infecciones más crónicas que E. 

coli, con una duración media superior a los 160 días, habiéndose descrito casos con 

persistencia durante varias lactaciones (Hogan y col., 1989). Al igual que en el caso de E. 
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coli, se ha descrito que pueden alternarse episodios clínicos y subclínicos (Bowman y 

col., 1986; Di Guardo y col., 1997). 

Se han identificado como fuentes potenciales de Serratia spp. el suelo, plantas, 

alimentos, agua, la cama y el ambiente de la sala de ordeño (Kamarudin y col., 1996). 

Aunque no se ha demostrado que las bacterias coliformes adquieran resistencia a los 

desinfectantes comúnmente empleados en la higiene del ordeño, sí que se han descrito 

estas resistencias en el caso de bacterias del género Serratia que no suelen ser susceptibles 

a la actividad antibacteriana de la clorhexidina (Lannigan y Lawrence, 1989). En este 

sentido, se han asociado brotes de S. marcescens con el uso de desinfectantes con 

clorhexidina contaminados en la propia granja (Muellner y col., 2011). 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es otra bacteria Gram negativa que 

puede estar implicada en infecciones intramamarias. Esta especie bacteriana se incluye 

en el género Pseudomonas que incluye bacilos rectos o ligeramente curvados, no 

formadores de esporas, oxidasa positivos y aeróbicos estrictos que realizan el catabolismo 

de los glúcidos por la ruta de Etner-Doudoroff y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 

Entre las especies de este género es común la presencia de plásmidos. Son organismos 

ubicuos que se aíslan tanto de suelos limpios como de suelos altamente contaminados, 

siendo microbiota predominante en la rizosfera y la filosfera de plantas, así como de 

ambientes acuáticos, tanto de agua dulce como de aguas marinas (Cornelis, 2008). 

Las infecciones mamarias por P. aeruginosa cursan, generalmente, de forma 

crónica, pudiendo incluso persistir varias lactaciones. Ocasionalmente pueden dar lugar 

a cuadros agudos o subagudos o generar infecciones subclínicas (Hogan y col., 1989). Se 

considera que P. aeruginosa es un patógeno oportunista, que vive de manera saprófita en 

suelo y agua, por lo que generalmente las infecciones provienen del agua y baños de 

pezones o de tratamientos contaminados (normalmente mezclas de varios medicamentos 

realizada en la propia explotación) o administrados con poca higiene (Bannerman y col., 

2005). Una de las principales características de este patógeno es la producción de biofilm, 

hecho que le proporciona una amplia resistencia a antibióticos (Bannerman y col., 2005) 

e incluso a algunos desinfectantes de uso habitual como la clorhexidina (Lannigan y 

Lawrence, 1989).  

Ocasionalmente se aíslan otras especies de bacterias Gram negativas en muestras 

de leche de animales con infección intramamaria, como Pasteurella spp., Enterobacter 
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spp, spp. o Raoultella spp. (Watts, 1988; Wilson y col., 1997). Cabe mencionar que 

Enterobacter cloacae se ha descrito como agente etiológico de mamitis menos graves en 

comparación con otros coliformes (Schukken y col., 2011).  

De entre todas estas especies podemos destacar a Enterobacter aerogenes (E. 

aerogenes), una bacteria Gram negativa, oxidasa negativa, catalasa positiva, citrato 

positiva e indol negativa, con forma de bastón y con capacidad para desplazarse gracias 

a la presencia de flagelos perítricos (Figura 6). Se trata de un agente infeccioso productor 

de mamitis bien reconocido por su capacidad para adquirir resistencia a los antibióticos 

utilizados contra infecciones por enterobacterias, gracias a mecanismos que inducen la 

activación o inactivación de genes cromosómicos o a través de la adquisición horizontal 

de nuevos genes de resistencia, generalmente asociada con el uso de antibióticos 

(Jacobson y col.1995; Pfaller y col., 1997; Lee y col., 2002; Barnaud y col., 2004). Se ha 

descrito que las cepas de E. aerogenes previamente susceptibles pueden adquirir o 

desarrollar fenotipos resistentes en periodos de tiempo inferiores a una semana (Bornet y 

col., 2000). 

 

Figura 6: Morfología y características tintoriales (tinción de Gram) y crecimiento en agar 

triptona-soja de un aislado de Enterobacter aerogenes. 
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2.2- ENDOTOXINAS BACTERIANAS 

 

2.2.1-. Biología de las endotoxinas bacterianas 

Hace más de un siglo Richard Pfeiffer, durante la realización de un estudio sobre 

el cólera, descubrió que Vibrio cholerae, el agente etiológico del cólera, además de la 

exotoxina termolábil responsable del cuadro clínico de esta enfermedad, producía otra 

toxina (Pfeiffer, 1892). En contraste con las exotoxinas secretadas, esta nueva toxina 

poseía un carácter termoestable y formaba parte de la célula bacteriana, por lo que fue 

denominada endotoxina. Hoy en día, tras un número muy significativo de estudios, 

sabemos que la endotoxina es el LPS, el principal componente de la membrana externa 

de las bacterias Gram negativas que, si bien no es dañino cuando se localiza incrustado 

en la membrana celular de las bacterias, una vez liberado es altamente inmunoestimulante 

y, en gran medida, responsable de los signos clínicos de numerosas infecciones 

bacterianas (Nankar y Pande, 2013). Las endotoxinas desempeñan, por tanto, un papel 

clave durante la infección por bacterias Gram negativas, en la sepsis y shock séptico que 

se observan en los casos más graves de infección (Rietschel y Brade, 1992).  

Las endotoxinas se liberan en cantidades mínimas cuando las bacterias crecen, 

pero sufren un incremento considerable y perjudicial para el huésped a medida que las 

bacterias se desintegran o mueren por diversas razones. Además, las endotoxinas, a su 

vez, forman parte de las vesículas de la membrana externa (del inglés outer-membrane 

vesicles o OMV) que son excretadas por las bacterias Gram negativas durante su 

replicación. Estas vesículas tienen diferentes funciones, tales como la secreción de 

proteínas importantes en la colonización del huésped, la emisión de autolisinas en un 

entorno competitivo, la supervivencia bacteriana para inhibir a otros competidores o la 

adquisición de nutrientes (Kulp y Kuehn, 2010).  
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2.2.2- Estructura y funcionalidad del LPS 

Aunque existe una heterogeneidad en la composición de las endotoxinas derivadas 

de diferentes géneros, especies o, incluso, serotipos bacterianos, todos comparten una 

estructura y composición común, formando parte de la membrana externa de las bacterias 

Gram negativas (Figura 7).  

Las endotoxinas son moléculas anfifílicas formadas por un polisacárido hidrófilo 

y un lípido hidrofóbico denominado lípido A, unidos mediante un enlace covalente, tal y 

como se muestra en la Figura 8. El polisacárido, a su vez, se puede dividir en dos 

subdominios, el núcleo y la cadena O-específica, compuesta por una secuencia de 

unidades repetidas de polisacáridos idénticos (Lüderitz y col., 1982). Así, la cadena O-

específica consta de hasta cincuenta unidades repetitivas, cada una compuesta por entre 

dos y ocho monómeros de azúcar (Lüderitz y col., 1982). 

 

Figura 7: Diferencias en la estructura de la pared celular de las bacterias Gram positivas 

y Gram negativas. Adaptado de Schaumberger y col. (2016). 
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Figura 8: Disposición y estructura de la molécula de lipoplisacárido (LPS) en la pared celular de 

las bacterias Gram negativas. 

 

Diferentes estudios han demostrado que existe una gran variabilidad en los 

monosacáridos que forman el complejo O específico y han permitido concluir que esta 

parte de la molécula del LPS es específica para cada endotoxina concreta, siendo 

característica de la bacteria de origen (serotipo específica) (Rietschel y col., 1996). Sin 

embargo, es importante conocer que un número importante de las bacterias Gram 

negativas patógenas expresan una endotoxina que carece de esta cadena O específica.  

Al ser el área más externa y expuesta al medio, la cadena O es también el objetivo 

principal para las respuestas de anticuerpos desarrolladas por el hospedador y 

comúnmente es identificada como antígeno O. La gran variabilidad de esta región 

favorece la especificidad de la respuesta de anticuerpos del hospedador contra diferentes 

cepas bacterianas y también puede ser utilizadas para la tipificación serológica de aislados 

de las bacterias Gram negativas (Erridge y col., 2002; Netea y col., 2002).  
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Por su parte, el núcleo del LPS es estructuralmente menos variable y, a su vez, 

puede subdividirse en núcleo externo, formado por la cadena O-proximal, y el núcleo 

interno, que integra el lípido A (Rietschel y col., 1985). Mientras que la porción del núcleo 

externo o lípido A presenta variabilidad en la composición y en el enlace del azúcar, 

siendo los elementos comunes en esta región D-glucosa, D-galactosa, 2-amino-2-desoxi-

D-glucosa y 2-amino-2-desoxi-D-galactosa, el núcleo interno de todas las endotoxinas 

sintetizadas por las bacterias Gram negativas contienen ácido 2-ceto-3-

desoxioctulosónico y, principalmente, heptosa, residuos que, en su mayor parte, están 

fosforilados (Holst y Brade, 1992). Esta región presenta homología en las endotoxinas de 

diversos orígenes, como por ejemplo en Salmonella enterica y en E. coli y en muchas 

otras bacterias Gram negativas. De hecho, gracias a esta estructura conservada, se han 

desarrollado anticuerpos monoclonales que reconocen epítopos localizados en esta región 

de la endotoxina, permitiendo una reacción cruzada con todos los serotipos de bacterias 

de diferentes géneros y especies (Di y col., 1993).  

Finalmente, el lípido A está compuesto por un elemento fosforilado, 

concretamente un disacárido de D-glucosamina unido a 1,6 y que lleva hasta seis residuos 

acilo. Aunque existe homogeneicidad en esta región entre las endotoxinas de diferentes 

géneros y especies bacterianas, también se producen variaciones en la longitud, posición 

y número de ácidos grasos (Zähringer y col., 1994).  

El lípido A se puede separar del polisacárido mediante un tratamiento con ácido 

suave y se ha demostrado que constituye el principio activo tóxico del LPS ya que la 

inoculación del lípido A purificado reproduce los efectos biológicos asociados al LPS 

(Galanos y col., 1985). Este hallazgo ha sido posteriormente confirmado mediante la 

utilización de la síntesis química completa del lípido A de E. coli y de sus componentes 

estructurales (llamado compuesto 506 o LA-15-PP). 

La capacidad de este lípido A para inducir la liberación de citocinas es 

consecuencia de la presencia en la molécula de dos hexosaminas configuradas con 

glucoresiduos, dos grupos fosforilo y seis ácidos grasos, por lo que las modificaciones 

estructurales parciales del lípido A en alguno de estos elementos provocan una menor o 

incluso nula bioactividad sobre los monocitos de origen humano (Rietschel y col., 1992). 
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Además, la presencia y la posición de los seis ácidos grasos son importantes para 

la bioactividad del LPS. Así, la falta de los dos ácidos grasos secundarios, como ocurre 

en el lípido A tetraacilado precursor Ia (compuesto 406 o también conocido como lípido 

IVa o LA-14-PP), hace que esta molécula sea completamente inactiva (Kovach y col., 

1990). Otro ejemplo de la importancia de estos ácidos grados lo tenemos en el compuesto 

sintético LA-22-PP (del inglés violaceum-type lipid A), caracterizado por una distribución 

simétrica de los dos ácidos grasos secundarios, y que muestra una bioactividad muy 

limitada sobre los monocitos. De forma similar, estudios sobre el LPS de las especies 

Rhodobacter sphaeroides y Rhodobacter capsulatus presentan, de forma natural, un 

lípido A inactivo desde el punto de vista endotóxico y que también difiere en su patrón 

de acilación respecto del lípido A de E. coli (Loppnow y col., 1990). 

Tanto el precursor sintético del lípido A como cualquiera de estas sustancias 

naturales mostraron una actividad de unión inalterada y antagonista que les permitieron 

competir con el LPS natural en el hospedador, concretamente compiten por la unión al 

receptor CD (del inglés cluster of diffentiation) 14, la principal molécula de unión del 

LPS en los monocitos (Qureshi y col., 1991). Se ha demostrado que los monosacáridos 

sintetizados químicamente y relacionados con la parte no reductora del lípido A, como 

GLA27 y GLA60, pueden estimular los monocitos, mientras que el monosacárido 

sintético, denominado lípido X, es completamente inactivo al carecer de estos. Por lo 

tanto, se ha propuesto que es necesaria una estructura parcial del lípido A que disponga 

de un disacárido con dos residuos de hexosamina para poder ejercer una actividad 

endotóxica óptima, tanto in vitro como in vivo (Homma y col., 1990; Saiki y col., 1990).  

 

2.2.3- Efecto del lipopolisacárido sobre el hospedador 

La importancia de las endotoxinas radica en que, una vez incorporadas al 

hospedador, interaccionan con los receptores de membrana de las células del sistema 

inmunológico; así, la mayoría de las células sensibles al LPS son componentes del sistema 

inmunitario celular y la gran mayoría de estas células se activan con cantidades mínimas 

de LPS (Rietschel y Heine, 2001). 
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Cada tipo de célula reacciona de una manera específica y característica, pero, en 

general, estas reacciones conducen a la producción y/o liberación de mediadores, a 

fagocitosis, proliferación y/o diferenciación, tal y como se muestra esquemáticamente en 

la Figura 9 (WycKoff y col., 1998).  

 

Figura 9: Efectos biológicos del lipopolisacárido (LPS) sobre diferentes células del sistema 

inmunitario. 

Los mecanismos por los cuales la endotoxina alcanza la circulación sistémica no 

están completamente dilucidados, aunque hay dos mecanismos principales propuestos, la 

vía paracelular y la vía transcelular. El transporte paracelular implica el paso entre las 

células del endotelio vascular mientras que el transporte transcelular es el paso de las 

endotoxinas a través de las células epiteliales utilizando mecanismos de endocitosis 

mediada por receptores (Mani y col., 2012). 

Centrándonos de forma específica en la glándula mamaria, las células epiteliales 

de la mama de los bovinos expresan los receptores TRL (toll-like-receptor); TLR-2 y 

TLR-4 y durante la mastitis, esta expresión está aumentada (Goldammer y col., 2004). 

Cuando estos receptores son estimulados por las bacterias o por el LPS se estimula por 
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parte de las células la producción de quimiocinas como la interleucina (IL)-8 que 

provocan la migración de neutrófilos a la zona. Además, se producen citocinas 

proinflamatorias como el factor factor de necrosis tumoral (TNF), que sirven como 

mediadores de la inflamación. La producción coordinada de citocinas y de quimiocinas 

provoca el reclutamiento de neutrófilos hacia la ubre durante la infección. Así pues, las 

endotoxinas inducen cambios metabólicos relevantes en las células epiteliales bovinas de 

forma que estas son capaces de desencadenar respuestas proinflamatorias, 

antiinflamatorias y antioxidantes con el objetivo de mantener la homeostasis celular y 

solventar el desafío ante la exposición al LPS (Huang y col., 2019).  

Desafortunadamente, este reclutamiento de los neutrófilos inducido por la acción 

de las endotoxinas sobre las células epiteliales mamarias causa el daño al epitelio de la 

glándula mamaria durante la mamitis causada por bacterias Gram negativas. Los 

mecanismos utilizados para destruir las bacterias, por tanto, también dañan el tejido de la 

propia glándula mamaria (Paape y col., 2003). 

En este sentido, diferentes estudios han demostrado que la mamitis hiperaguda 

causada por bacterias Gram negativas se asocia con una enfermedad sistémica a 

consecuencia de un estado inflamatorio exacerbado desencadenado, al menos 

parcialmente, por el LPS bacteriano (Ziv, 1992), principal causante de la liberación de 

citocinas proinflamatorias (Ohtsuka y col., 2001). Las investigaciones de Bannerman y 

colaboradores permitieron comprobar la regulación positiva de estas citocinas asociada a 

la interacción de receptores o proteínas de unión con el LPS, incluidos la proteína de 

unión a LPS o LBP (del inglés lipopolysaccharide binding protein) y CD14 soluble, 

demostrando que la exposición vía intramamaria de vacas lecheras en mitad del periodo 

de lactación al LPS de E. coli provocaba una importante respuesta de citocinas con una 

sobreexpresión de proteínas que participan en el reconocimiento de productos de la pared 

celular bacteriana por parte del hospedador (Bannerman y col., 2004). 

Un punto importante a resaltar es que diferentes estudios realizados en modelos 

murinos experimentales han puesto de manifiesto que las endotoxinas afectan a la función 

de barrera entre la leche y la sangre. Así, el estudio de Kobayashi y colaboradores 

demostró que la exposición intramamaria a LPS afectó negativamente a las funciones de 

la barrera leche-sangre tan solo tres horas después de la inoculación de la endotoxina 

(Kobayashi y col., 2013). 
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En sentido contrario, cabe destacar que la exposición de la ubre al LPS puede 

presentar ciertos aspectos ventajosos, particularmente ante infecciones posteriores. Petzl 

y colaboradores compararon vacas pretratadas con LPS, 72 o 240 h antes del desafío con 

E. coli. Los resultados del experimento revelaron que el pretratamiento con LPS limitó el 

desarrollo de una reacción febril y protegió frente a alteraciones en los recuentos de 

leucocitos circulantes (Petzl y col., 2012). No se detectaron signos clínicos de mastitis en 

los grupos pretratados con LPS en comparación con los animales del grupo de control 

que mostraron signos claros de mamitis durante las 24 horas inmediatamente posteriores 

al desafío con E. coli. Además, la carga bacteriana después del desafío con E. coli fue 

significativamente inferior en las vacas pretratadas con LPS en comparación con las vacas 

control. El pretratamiento con LPS produjo una disminución de la expresión de genes 

relacionados con la inflamación, como los que codifican TNF, CXCL-8 (del inglés C-X-

C Motif Chemokine Ligand 8), amiloide sérico A3 o IL-6, mientras que, por el contrario, 

se demostró la regulación positiva de diversos genes antiinflamatorios en los animales 

control en comparación con los tratados con LPS. 

De todo lo anteriormente expuesto podemos concluir, por tanto, que las 

endotoxinas juegan un papel muy relevante en la etiopatología de las mamitis por Gram 

negativos, afectando a las células del epitelio alveolar y extendiendo su radio de acción 

hacia la circulación sistémica para modificar la actividad de otros órganos. 

 

2.2.4- Signos clínicos relacionados con la endotoxemia 

La presencia de endotoxinas en sangre se denomina endotoxemia y se caracteriza 

por desencadenar una serie de manifestaciones clínicas asociadas a una reacción 

inflamatoria exacerbada y relacionada con una infección causada por bacterias Gram 

negativas (Figura 10).  
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Figura 10: Representación esquemática de los principales signos clínicos de la 

endotoxemia en el ganado bovino. 

 

2.2.4.1- Fiebre 

Una de las manifestaciones clínicas más evidentes que ocurre durante la 

endotoxemia es la producción de mediadores de la inflamación que incluyen la IL-1, IL-

6 y el TNF liberados por parte diferentes células del sistema inmunológico del animal 

afectado. Estas citocinas circulan en la sangre y cuando alcanzan el sistema nervioso 

central actúan directamente sobre el hipotálamo para inducir fiebre. Cabe mencionar que 

entre todas las citocinas, la IL-6 es el principal pirógeno endógeno (Cartmell y col., 2000). 
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2.2.4.2- Hipomotilidad o atonía ruminal 

Diferentes trabajos de investigación han puesto de manifiesto que en el caso del 

ganado vacuno con endotoxemia otro de los signos clínicos observable es la 

hipomotilidad ruminal (Van Merit, 1987). Esta estasis ruminorreticular asociada con la 

endotoxemia parece ser el resultado combinado de, por un lado, un mecanismo 

dependiente de prostaglandinas y, por otro, de un mecanismo que involucra a los 

receptores adrenérgicos α-2 (Eades, 1997). Además de esta hipomotilidad ruminal, otros 

estudios han demostrado que, adicionalmente, la exposición a endotoxinas aumenta el 

tiempo de vaciado abomasal en el animal afectado (Vlaminck y col., 1985).  

 

2.2.4.3- Deshidratación 

El shock endotóxico se caracteriza por una reducción del volumen sanguíneo 

circulante efectivo, resultante de la acumulación de sangre en lechos venosos, por una 

disminución del volumen plasmático, y de un aumento de la permeabilidad vascular 

(Chien y col., 1966). Se ha demostrado que la endotoxemia en ganado vacuno induce una 

marcada hipovolemia (Constable y col., 1991) y este hecho hace imprescindible una 

adecuada fluidoterapia en estos animales. 

 

2.2.4.4- Leucopenia 

Los estudios de endotoxemia en el ganado bovino, tanto inducidos 

experimentalmente como naturalmente, han puesto de manifiesto que en todos los casos 

existe una disminución significativa en el recuento de glóbulos blancos (Saad y 

Ostensson, 1990). Se han observado tanto neutropenia como linfopenia, siendo la 

neutropenia la presentación más grave. La leucopenia, según diferentes estudios, parece 

resultar de una acumulación, marginación y activación inmediata de los leucocitos en la 

microcirculación, particularmente en los capilares alveolares, mientras que la linfopenia 

se ha atribuido, particularmente, a la liberación de corticosteroides endógenos (Deldar y 

col., 1984). Por su parte, la neutropenia parece ser resultado de un secuestro pulmonar de 

neutrófilos (Warner y col., 1988). Además, existen estudios que explican la 

trombocitopenia que se produce en el shock endotóxico como el resultado del secuestro 
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de plaquetas en los lechos capilares pulmonares, hepáticos y esplénicos (Tennant y col., 

1975). 

 

2.2.4.5- Diarrea 

Diferentes estudios han descrito signos clínicos de diarrea como resultado directo 

de la endotoxemia en los rumiantes. Aunque no se ha dilucidado por completo el 

mecanismo por el cual las endotoxinas inducen esta diarrea, parecen estar involucradas 

en este proceso las prostaglandinas y el óxido nítrico (Liang y col., 2005). 

 

2.2.4.6- Hipotensión sistémica 

Se ha puesto de manifiesto que durante la endotoxemia se produce una disfunción 

circulatoria significativa, caracterizada por una disminución del gasto cardíaco e 

hipotensión sistémica (Olson y Brown, 1985).  

 

2.2.4.7- Taquicardia 

El ganado enfermo suele mostrar una frecuencia cardíaca elevada causada por el 

dolor, la hipovolemia relativa y la hipotensión sistémica, todo lo cual aumenta el tono 

simpático. 

 

2.2.4.8- Hipoxemia 

La endotoxina produce una respuesta pulmonar compleja en el ganado que incluye 

cambios tanto en las vías respiratorias como en la función vascular. Estas anomalías 

incluyen hipertensión pulmonar, cambios en la mecánica pulmonar, aumento de la 

permeabilidad microvascular, edema pulmonar, broncoconstricción, desajuste de 

ventilación, perfusión e hipoxemia grave. En comparación con otras especies, los 

rumiantes son muy sensibles a los efectos de las endotoxinas de forma que incluso 

pequeñas concentraciones pueden causar lesiones pulmonares graves (Brigham y col., 

1986).  
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De forma general, podemos concluir este apartado de signos clínicos asociados 

con la endotoxemia indicando que cualquier vaca que tenga mamitis, metritis, peritonitis 

o enteritis aguda severa producida por bacterias Gram negativas puede llegar a tener 

endotoxemia y requerir un tratamiento urgente y agresivo de fluidoterapia, antibioterapia, 

analgesia y antipiréticos, como consecuencia de los efectos de las endotoxinas liberadas 

(Smith, 2005). 

 

2.3- LIBERACIÓN DE ENDOTOXINAS INDUCIDA POR 

ANTIBIÓTICOS 

 

La quimioterapia y más concretamente el uso de antibióticos constituye la 

principal estrategia para el tratamiento de las infecciones de la glándula mamaria de los 

bovinos y, ante una mamitis bacteriana, el criterio usado para la selección de los 

antibióticos más apropiados para el tratamiento está definido por el espectro conocido o 

determinado in vitro de sensibilidades a los antibióticos, las posibilidades relacionadas 

con la vía de administración a emplear y las especies y patologías para las que está 

registrado. Adicionalmente, en el caso de las infecciones por bacterias Gram negativas es 

importante tener en cuenta que se han descrito diferentes efectos adversos como 

consecuencia de la utilización de antibióticos para tratar la infección y que están 

relacionados con la liberación de endotoxinas. 

Esta liberación de endotoxinas inducida por antibióticos varía en función del tipo 

de infección y agente infeccioso, de la localización de la infección, de la virulencia de las 

cepas implicadas, así como del modo de aplicación y de la dosis de antibiótico empleado. 

Así, diferentes antibióticos tienen diferentes efectos sobre la liberación de endotoxinas 

(Robert y col., 1993). 

Desde los años sesenta existe un interés creciente por investigar el efecto de los 

antibióticos y otros compuestos sobre la liberación de endotoxinas. Rusmin y 

colaboradores demostraron en 1975 que la administración de antibióticos puede inducir 

la liberación de endotoxinas de bacterias retenidas en filtros intravenosos dispuestos en 

línea (Rusmin y Deluca, 1975). Poco después, Rosenthal reveló mediante microscopía 
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electrónica de barrido y transmisión que los antibióticos provocaban la formación de 

numerosas protuberancias o burbujas en la superficie de las células de E. coli, con 

aparente liberación de vesículas de membrana (Rosenthal y col., 1976), hecho que fue 

confirmado por Goodell y colaboradores en una nueva investigación que demostró que la 

penicilina aumentaba en gran medida el desprendimiento de lípidos y LPS al medio 

externo (Goodell y col., 1978). 

Sin embargo, el efecto de los antibióticos sobre la liberación de endotoxina no ha 

sido completamente dilucidado, a pesar del creciente número de estudios tanto in vitro 

como sobre animales y de estudios clínicos. Algunos de estos estudios han puesto de 

manifiesto que la liberación de los LPS de las bacterias tras la interacción con los 

antibióticos está relacionada con un grupo de proteínas péptidoglicano-transpeptidasas 

(del inglés Penicillin-binding proteins o PBP) que se localizan en los espacios 

periplasmáticos de las membranas celulares de las bacterias Gram negativas y que 

participan en la síntesis de la pared celular (Jackson y Kropp, 1996). Estudios posteriores 

sobre este grupo de proteínas han permitido establecer una clasificación, en base a los 

efectos que causa la unión del antibiótico y la inhibición enzimática sobre el crecimiento 

bacteriano y la forma y/o lisis de las bacterias, clasificándolas en tres grupos, identificadas 

como PBP1, PBP2, PBP3 (Wyckoff y col., 1998). Las investigaciones sobre estas 

proteínas han permitido demostrar que aquellos antibióticos específicos para la unión con 

las PBP1 causan una muerte bacteriana rápida, con muy poca liberación de LPS; los 

antibióticos que tienen afinidad por los PBP2 provocan la pérdida de movilidad de la 

bacteria y la alteración de su forma, formando esferoplastos redondeados, sin lisis 

significativa y, por tanto, causando una liberación de endotoxinas muy baja; finalmente 

los antibióticos que interaccionan con las PBP3 conllevan a la conversión de la bacteria 

hacia una forma filamentosa, la cual continua su crecimiento anormal durante unas horas 

antes de su muerte celular y, por tanto, son las que producen la liberación de mayores 

cantidades de endotoxina (Trautmann y col., 1998).  

Por tanto, la liberación de endotoxinas inducida por antibióticos, tanto in vitro 

como in vivo, está en dependencia de la clase de antibiótico, de la presencia de suero, del 

tipo de microorganismo, del lugar de acción del antibiótico o, incluso, esta liberación 

puede ser diferente en la lisis tardía o temprana, proporcional o no al número de patógenos 

eliminados, puesto que la morfología de las bacterias también puede influir en la 

liberación de endotoxinas (Crosby y col., 1994). Se ha demostrado que los animales 
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tratados con antibióticos pueden presentar mayores niveles de endotoxina que los 

animales no tratados. Así, la endotoxina plasmática puede aumentar, a pesar de la 

disminución de la bacteriemia. Diferentes antibióticos pueden causar una tasa de 

mortalidad bacteriana similar, pero con importantes diferencias en lo que respecta a la 

liberación de endotoxinas (Robert y col., 1993). 

Algunos estudios realizados in vitro han demostrado diferentes grados de 

liberación de endotoxina tras la exposición de especies bacterianas Gram negativas a 

antibióticos bactericidas o bacterióstáticos (Crosby y col., 1994). Así, en estudios 

realizados con ciprofloxacina, una fluoroquinolona, se pudo demostrar que este 

antibiótico induce la liberación de endotoxinas, mientras que la gentamicina, un 

aminoglicósido, no lo hizo, a pesar de que ambos antibióticos provocan un efecto 

bactericida igualmente rápido. Esta diferencia se atribuye, por parte de los autores del 

estudio, a las diferencias en sus mecanismos de acción; así, aunque la ciprofloxacina actúa 

principalmente sobre la ADN girasa, los resultados mostrados en el estudio parecen 

indicar que también puede actuar sobre la pared bacteriana (Cohen y McConnell, 1986). 

Poco después, Kusser e Ishiguro lograron demostrar que estas diferencias eran, en 

realidad, consecuencia de una actividad inhibidora de los aminoglucósidos sobre la 

liberación de LPS en cultivos bacterianos de E. coli (Kusser y Ishiguro, 1988). 

Todas las investigaciones realizadas en las últimas décadas sobre la liberación de 

endotoxinas inducida por los antibióticos coinciden en demostrar una considerable 

variabilidad en la liberación de LPS asociada a diferentes antibióticos durante su acción 

antibacteriana (Jackson y Kropp, 1996). Se ha comprobado que los antibióticos beta-

lactámicos inducen mayor liberación de LPS que otras clases de antibiótico e, incluso, 

que existe variabilidad en la tasa de liberación en función de la subclase; así, por ejemplo, 

para el caso de los beta-láctamicos que incluyen a las familias de las penicilinas, 

cefalosporinas, carbapenémicos y monobactámicos se ha descrito que los carbapenémicos 

liberan una cantidad significativamente menor de LPS que el resto de las subclases, 

existiendo, además, variabilidad en esta inducción dentro de una misma subclase 

(Morrison, 1996). 
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2.4- MÉTODOS DE ANÁLISIS PARA LA DETECCIÓN Y 

CUANTIFICACIÓN DE ENDOTOXINAS 

Existen diferentes métodos para el análisis de endotoxinas, muy desarrollados y 

validados sobre todo en la industria farmacéutica, dada la importancia de detectar estas 

moléculas en productos farmacológicos. La detección de endotoxinas es fundamental 

para la seguridad de los pacientes de todo el mundo que dependen de la pureza de los 

tratamientos prescritos (Brent, 2017). Teniendo en cuenta que la reacción pirogénica 

puede ser desencadenada por la administración de tan solo 1 ng de endotoxina por 

kilogramo de peso corporal por hora (Aida y Pabst, 1990; Anspach, 2001; Petsch y 

Anspach, 2000; Gorbet y Sefton, 2005; Magalhães y col., 2007; Ongkudon y col., 2012), 

resulta indispensable para la industria farmacéutica detectar cantidades muy bajas de 

endotoxinas a fin de poder asegurar la calidad e inocuidad de los productos farmacéuticos. 

La unidad internacional para las mediciones de concentración de endotoxinas está 

definida como UE o unidad de endotoxina y equivale a la actividad de 0,1 ng de 

endotoxina de E. coli (Schaumberger y col., 2015). Existen diferentes técnicas de 

detección biológica que incluyen la prueba de pirógenos en conejos (del inglés rabbit 

pyrogen test o RPT), el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus (del inglés Limulus 

amabocite lysate o LAL) y el ensayo de sangre total bovina (del inglés bovine whole 

blood assay: bWBA), que utilizan diferentes métodos naturales de detección de 

endotoxinas y que, aunque siguen utilizándose en la actualidad, están siendo sustituidos 

por métodos de ensayo más nuevos y precisos, como los basados en biosensores (Schneier 

y col., 2020). 

2.4.1- Test de pirógenos en conejos (RPT) 

La más antigua y sencilla de las técnicas de detección de endotoxinas es el RPT y 

es un test basado en la inoculación de una muestra del producto a valorar en conejos vivos 

y la monitorización, consiguiente, de la reacción febril desarrollada por estos animales 

(Dullah y Ongkudon, 2017; Maloney y col., 2018). 
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Este método está fundamentado en el hecho biológico de que los conejos y los 

seres humanos comparten patrones de fiebre similares tras la exposición a las 

endotoxinas, habiéndose determinado que el incremento de la temperatura en 0,5 °C a lo 

largo de los 180 minutos siguientes a la inoculación de una muestra biológica constituye 

una evidencia de reacción febril (Gimenes y col., 2015). El límite de detección (del inglés 

limit of detection o LOD) o sensibilidad analítica de este procedimiento se ha fijado en 

0,5 EU (unidades de endotoxina, del inglés endotoxin units) /mililitro (EU/ml), siendo 

considerado adecuado este valor en el momento del desarrollo de este método en 1912 

(Hoffmann y col., 2005).  

Esta técnica ha sido muy utilizada para la detección de endotoxinas por su 

precisión; además, al ser una técnica in vivo, resulta relativamente sencillo aceptar los 

resultados de la prueba, ya que se observan directamente los signos de endotoxemia por 

parte de los investigadores que la realizan. Sin embargo, en la actualidad está en desuso 

debido a razones de bienestar animal ya que provoca sufrimiento animal, así como su 

limitada sensibilidad y precisión en comparación con otros métodos de desarrollo más 

reciente (Vipond y col., 2016). 

 

2.4.2- Ensayo en sangre total bovina (bWBA) 

El ensayo en sangre total bovina (“bovine Whole Blood Assay” o bWBA) está 

basado en la utilización de sangre total de vacuno que se introduce en una solución que 

contiene el fármaco que se desea analizar (Gall y col., 2006). En respuesta a la presencia 

de endotoxina, los glóbulos blancos de la sangre total bovina producirán prostaglandina 

E2 (PGE2) generando una respuesta inflamatoria similar a la de los humanos (Wunderlich 

y col., 2015). Esta producción de PGE2 es directamente proporcional a la concentración 

de endotoxina en la muestra. De acuerdo a varios estudios, esta técnica puede detectar 

con precisión endotoxinas en concentraciones cercanas a 0,25 EU/ml (Schindler y col., 

2006; Wunderlich y col., 2015).  

El ensayo bWBA es relativamente fácil de realizar y requiere pocos pasos 

preparatorios (Dullah y Ongkudon, 2017), pero no está exento de limitaciones. Así, la 

lectura a lo largo del tiempo no es muy estable a consecuencia de interferencias con las 

interacciones moleculares de los reactivos del ensayo, existe una unión inespecífica de 
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las endotoxinas con otros receptores de células sanguíneas o se puede producir el 

enmascaramiento de los monómeros de endotoxina por parte de algunos de los reactivos 

del ensayo.  

Otro inconveniente adicional que presenta esta técnica es que la sangre total 

necesaria para las pruebas sólo puede obtenerse de terneros muy jóvenes, lo que dificulta 

su obtención en grandes cantidades. 

 

2.4.3- Ensayo con lisado de amebocitos de Limulus (LAL) 

A diferencia del ensayo en conejo o RPT, el ensayo LAL desarrollado en la década 

de 1960 no utiliza animales vivos para la detección de endotoxinas, siendo más preciso y 

con mayor sensibilidad analítica o lo que es lo mismo, permitiendo límites de 

cuantificación menores. Al igual que ocurre en las técnicas de bWBA se basa en la 

utilización de material biológico, en este caso un extracto de la sangre de la especie 

Limulus polyphemus o cangrejo herradura (Jin y col., 2018; Ong y col., 2006). 

El cangrejo herradura del Atlántico es una especie de quelicerado xifosuro de la 

familia Limulidae que llega a alcanzar, en su estado adulto, una longitud de 60 cm y una 

anchura de 30 cm. A pesar de su nombre, esta especie está más próxima a las arañas y 

escorpiones que a los cangrejos, con los que no guarda ninguna relación. Su nombre hace 

alusión a su aspecto que asemeja una herradura de caballo. Por su parte, el nombre 

científico hace referencia a su conducta y a su aspecto. Así, Limulus indica que esta 

especie habita en ambientes lodosos mientras que polyphemus hace alusión a sus ojos que 

aparentan estar en medio de la frente y se asemejan a los de Polifemo, personaje de la 

mitología griega dotado de un ojo en la frente. Esta especie se distribuye de forma natural 

por las costas de la península de Yucatán en México y en la costa Atlántica de los EE.UU., 

tal y como se muestra en la Figura 11. 

Se trata de una de las pocas especies consideradas como fósiles vivientes puesto 

que están presentes en la tierra desde hace más de 400 millones de años, habiendo 

coexistido con los dinosauros y con los primeros homínidos. Tienen cierta semejando con 

los trilobites, extinguidos hace unos 250 millones de años, pero prácticamente no han 

sufrido cambios evolutivos. 
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Figura 11: Aspecto y distribución mundial del cangrejo de herradura (Limulus polyphemus) y de 

otros xifosuros. 

 

La importancia de esta especie radica en que las células sanguíneas contenidas en 

su hemolinfa, llamadas amebocitos, son enormemente sensibles a la acción de las 

endotoxinas bacterianas y reaccionan produciendo la coagulación de la hemolinfa como 

mecanismo de protección. Desde su descubrimiento por Levin y Bang en 1964 (Levin y 

Bang, 1964) se ha afianzado su uso para la detección y cuantificación de las endotoxinas 

bacterianas, existiendo en la actualidad tres metodologías principales basadas en su 

empleo, el método de coágulo de gel (gel-clot), los métodos cromogénicos y los métodos 

turbidimétricos.  

El método gel-clot implica mezclar partes iguales de extracto de LAL y de 

muestra. Si reaccionan formando un gel y esta mezcla permanece intacta en el fondo del 

tubo, la prueba es considerada positiva (Sakai y col., 2004). Esta lectura implica que la 

muestra tiene suficientes endotoxinas para desencadenar la reacción y se ha determinado 

que el límite de detección oscila entre 0,03 y 0,06 EU por ml.  

Por su parte, los métodos cromogénicos y turbidimétricos son ensayos 

fotométricos y requieren un fotómetro para su lectura. El ensayo cromogénico se realiza 

sustituyendo un sustrato natural de la reacción, el coaguleno, por uno cromogénico o 

coloreado. Este sustrato cromogénico es escindido por la enzima coagulasa activada por 

las endotoxinas y la molécula cromogénica se libera, generándose un cambio de color que 
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se mide empleando espectrofotometría (Dolejš y Vaňousová, 2015). Por su parte, los 

métodos turbidimétricos son similares a los cromogénicos, pero miden la turbidez de la 

solución (Joiner y col., 2002). En ambos casos, los índices de turbidez y cambio de 

absorbancia son proporcionales a la concentración de endotoxina en la muestra problema. 

Para ambos métodos es posible medir el tiempo necesario para que la mezcla de reacción 

alcance una absorbancia o turbidez determinada, o lo que es lo mismo, es posible 

cuantificar la velocidad de desarrollo de la reacción.  

Estos tres métodos tienen un mismo mecanismo de acción; se basan en una misma 

proteína, la cascada de coagulación del factor C que se encuentra en la sangre de los 

cangrejos herradura. La endotoxina activa este factor C, que a su vez activa el factor B 

tras la formación de una enzima de coagulación (Iwanaga, 2007; Muta y col., 1991). En 

los ensayos de coagulación en gel y de turbidez, esta enzima de coagulación es la que 

actúa transformando el coaguleno en coagulina, creando el gel y el agente de turbidez, 

respectivamente. Por el contrario, el método cromogénico no utiliza coaguleno, sino que 

se basa en la utilización de un complejo de aminoácidos y p-nitroanilina (pNA) como 

factor cromogénico. La enzima elimina la pNA del complejo, lo que genera un color 

amarillo en la suspensión que es directamente proporcional a la concentración de 

endotoxina (Dullah y Ongkudon, 2017).  

Existen tres tipos de ensayos cromogénicos: dos ensayos de punto final y un 

ensayo cinético (Dawson, 1995; Lindsay y col., 1989). En los ensayos cromogénicos de 

punto final, la reacción de la liberación de pNA se detiene añadiendo ácido; la diferencia 

entre los dos ensayos de punto final es la conjugación de un compuesto di-azo con el 

pNA, que en uno de los métodos permite leer la absorbancia a 540 nm en comparación 

con la lectura a 405 nm para el pNA utilizando el segundo. El cambio en la absorbancia 

evita interferencias para aquellas muestras que absorben la luz a 405 nm. Por su parte, el 

ensayo cromogénico cinético mide la absorbancia del pNA a intervalos de tiempo 

regulares a lo largo de la prueba.  

El método turbidimétrico, al igual que el cromogénico, tiene dos variantes: un 

método de punto final y un método cinético. En el método turbidimétrico de punto final, 

las muestras se miden al cabo de un determinado tiempo de incubación. Por el contrario, 

en el método turbidimétrico cinético, la densidad óptica se mide repetidamente durante 

todo el ensayo. 
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Todas estas pruebas están ampliamente aceptadas como métodos oficiales para la 

detección de endotoxinas por la comunidad farmacéutica, aunque varían en lo que 

respecta a los límites de detección (Chen y Mozier, 2013). Aparecen recogidos en las 

farmacopeas europea, británica y americana, estando indicados para la detección de 

endotoxinas tanto en aguas como en productos farmacológicos. Además, existen normas 

UNE (Asociación Española de Normalización) que recogen las directrices para 

determinar endotoxinas en diferentes matrices, por ejemplo, en el aire, UNE-EN (EN: 

Norma Europea del inglés European norm) 14031:2021, o en muestras de 

nanomateriales, UNE-EN ISO (las siglas ISO corresponden a International Organization 

for Standardization u Organización Internacional de Normalización) 29701:2010, y para 

comprobar que no existen contaminaciones por Gram negativos en sistemas y reactivos 

empleados en cultivos celulares mediante el ensayo LAL, ISO 29701:2010. Sin embargo, 

cabe mencionar que no existen metodologías normalizadas para la detección de 

endotoxinas en leche.  

Aunque el método LAL es más preciso y sensible que el RPT, es importante 

destacar que presenta varios inconvenientes. Estos ensayos LAL pueden generar 

resultados erróneos, tanto falsos negativos como falsos positivos. Los resultados falsos 

negativos se producen cuando las endotoxinas quedan enmascaradas por las matrices de 

formulación del producto, como los componentes de las soluciones tampón (por ejemplo, 

tampones citrato o tampones fosfato), las composiciones del medio de cultivo celular y 

los tensioactivos (p. ej., polisorbato 20 y polisorbato 80) o por agregación con los 

productos (Nakamura y col., 1986; Schneider, 2020; Schwarz y col., 2017). Además, los 

ensayos LAL pueden presentar reacciones positivas falsas cuando se activa la vía de la 

enzima proteasa factor G por la acción de (1→3)-ß-D-glucano, un componente principal 

de la membrana celular de muchos procariotas y eucariotas y que da lugar a la formación 

del mismo producto final de proteína coagulina que se genera en la cascada de reacciones 

de LAL (Elin y Wolff, 1973; Morita y col., 1981) (Figura 12). 
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Figura 12: Cascada enzimática en la reacción que ocurre en el ensayo de Limulus amebocite 
lysate (LAL). Adaptada de Williams (2007). 

 

Los (1,3)-β-D-glucanos son compuestos polisacáridos constituidos por 

monómeros de glucosa, específicamente monómeros de D-glucosa, unidos a través de 

enlaces β-glicosídicos, que son producidos por muchos organismos procariotas y 

eucariotas (Theel y Doern, 2013). Una de las principales fuentes de contaminación de 

glucanos en los laboratorios proviene de la celulosa del papel. Dado que las operaciones 

de filtración son un proceso habitual en la mayoría de los laboratorios y se realizan en 

muchas ocasiones utilizando papel de filtro de celulosa, no es extraño encontrar que las 

muestras que se analizan para detectar la presencia de endotoxinas bacterianas contengan 

(1,3)-β-D-glucanos introducidos por las fibras de estos mismos filtros (Sandle, 2013). En 

muchos casos, no se llega a realizar un examen completo de los filtros antes del ensayo, 

lo cual permite la lixiviación de los glucanos que finalmente terminan en el filtrado. Por 

ello, es necesaria la validación previa de todos los filtros que puedan ser empleados en el 

desarrollo de técnicas para la determinación de actividad de endotoxina. 

Además, las muestras pueden estar contaminadas por el contacto con otros 

organismos productores de glucanos. Los glucanos contaminantes pueden provenir de 

diferentes fuentes como el zimosano de las levaduras, la laminarina de las algas, el 

lentinan de las setas Shiitake (a menudo usado como fármaco antitumoral) o el curdlan 

que producen algunas bacterias (Neun y col., 2020).  
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Se ha descrito que las cascadas de proteínas en las que se basa el ensayo de LAL 

también pueden verse alteradas en muestras con iones metálicos libres, proteínas, 

péptidos y polímeros que se unen al sitio activo de las endotoxinas, neutralizando su 

actividad biológica (Bhunia y col., 2009; Mares y col., 2009).  

 

2.4.4- Nuevas técnicas para la cuantificación de endotoxinas 

Debido a la importancia anteriormente mencionada de la detección de estas 

moléculas se continúan desarrollando técnicas que permitan modernizar la cuantificación 

de endotoxinas, buscando herramientas alternativas que minimicen la utilización de 

modelos animales o de reactivos de origen animal. Entre estas técnicas se encuentran 

pruebas electroquímicas, ópticas, basadas en masas y pruebas basadas en el factor C, una 

parte de la cascada proteica activada por endotoxinas que puede ser obtenida como 

proteína recombinante (Schneier y col., 2020). Todas ellas representan el futuro en la 

detección de endotoxinas y, muy probablemente, alguna de ellas terminará sustituyendo 

a las pruebas actuales. 

 

2.4.4.1- Ensayo del factor C recombinante (rFC) 

El factor recombinante C o rFC es una proteína sintética sensible a la endotoxina 

que se ha clonado a partir del ADN que codifica el factor C y que puede ser utilizada en 

un ensayo LAL in vitro alternativo (Levin y Bang, 1968; Nakamura y col., 1986; Iwanaga, 

1993; Ding y col., 1995; Maloney y col., 2018). En este ensayo, la unión de la endotoxina 

activa las moléculas rFC sintéticas que escinden un sustrato de fluoresceína, amino-

metilcumarina que resulta en la generación de un compuesto fluorogénico. La 

fluorescencia se mide mediante excitación/emisión a 380/440 nm, en ausencia y presencia 

de endotoxinas, y la diferencia en esta fluorescencia es proporcional a la concentración 

de endotoxinas en la muestra. La rFC es específica para la detección de endotoxinas, 

eliminando la dependencia de la unión inespecífica de glicanos, como ocurre en los 

ensayos LAL clásicos, minimizando la posibilidad de resultados falsos positivos (Ding y 

Ho, 2001). El rango de sensibilidad analítica de esta técnica está entre 0,05 y 500 EU/ml 

(Ding y col., 1995). A pesar de su bajo límite de detección en condiciones de laboratorio, 

este ensayo de rFC es propenso a la contaminación en entornos de campo, lo que 
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compromete seriamente su utilidad (Barnett y col., 2012), y depende de la estabilidad de 

las proteínas rFC. Este ensayo está basado en fluorescencia y requiere un fluorómetro 

para las lecturas. Aunque puede no ser tan rentable como las mediciones rápidas de 

absorbancia utilizando el ensayo LAL, la disponibilidad de un lector de microplacas de 

fluorescencia en muchos laboratorios equipara el coste y disponibilidad de ambos modos 

de detección (Reynolds y col., 2002; Thorne y col., 2010). 

2.4.4.2- Técnicas de biosensores 

En la actual era digital se han diseñado nuevos métodos para la detección de 

endotoxinas utilizando nuevas tecnologías diseñadas en base a enfoques más sintéticos. 

Estas técnicas representan los futuros métodos de detección que, muy probablemente, 

acabarán sustituyendo a las pruebas de RPT y LAL y que pueden dividirse en tres 

categorías: técnicas electroquímicas, ópticas y basadas en la masa. 

La mayoría de los biosensores electroquímicos se basan en un principio 

denominado espectroscopía de impedancia electroquímica o EIS (del inglés 

Electrochemical Impedance Spectroscopy). Para realizar una EIS es necesario disponer 

electrodos dentro de la solución que se desea analizar y enviar una señal de corriente 

alterna sinusoidal a través de la misma, con una tensión que oscila entre 2 y 10 mV 

(Honeychurch, 2012). Variando la frecuencia de estas ondas sinusoidales se puede crear 

un espectro de impedancia. Las proteínas neutralizadoras de endotoxinas o ENP 

(endotoxin neutralizing proteins), que son altamente selectivas a los componentes de la 

endotoxina, se unen a estos electrodos de tal manera que si las endotoxinas entran en 

contacto con el complejo electrodo-proteína, se unen a las mismas (Priano y col., 2007; 

Syaifudin y col., 2011). Cuando las endotoxinas se unen a las ENP en los electrodos, 

aumenta la resistencia del electrodo. Yeo y colaboradores (Yeo y col., 2011) emplearon 

un electrodo hecho de oro y un complejo de proteínas humanas recombinantes tipo toll 

(toll-like receptor 4 o rhTLR4 y myeloid differentiation-2 o MD-2); exponiendo los 

electrodos a soluciones con diferentes concentraciones de endotoxina reprodujeron 

espectros de impedancia diferentes para cada una de estas concentraciones. La corriente 

máxima a través de todas las diferencias de potencial fue menor a las concentraciones 

más altas de endotoxina (Mansor y col., 2018). Este estudio demostró que este biosensor 
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en particular tenía una alta especificidad hacia las endotoxinas, siendo de utilidad para 

evitar resultados falsos positivos. 

Las técnicas ópticas se basan en el empleo de un sensor óptico basado en cristal 

líquido (LC) para la detección altamente sensible de endotoxinas. Los biosensores ópticos 

basados en LC se desarrollan utilizando aptámeros de ADN monocatenario específicos 

de endotoxinas, oligonucleótidos de cadena sencilla con tamaños entre 70 y 100 

nucleótidos y capaces de reconocer de forma específica y con alta afinidad a las 

endotoxinas a través de un plegamiento tridimensional de la cadena. Los biosensores 

ópticos basados en LC tienen una capacidad de detección lineal de endotoxinas que oscila 

entre 0,05 y 1.000 EU/ml. Estos biosensores ópticos tienen una reactividad de unión 

cruzada insignificante con otras biomoléculas, maximizando así la sensibilidad y 

especificidad de la detección (An y Jang, 2019). 

En términos generales, estas técnicas ópticas se pueden dividir en tres categorías 

distintas, luminiscencia, resonancia de plasmón superficial (del inglés 

surface plasmon resonance: SPR) y electroquimioluminiscencia. Todas ellas comparten 

la característica común de estar basadas en cambios visuales. 

El método de bioluminiscencia se basa en el mismo principio del ensayo de LAL, 

aunque en este caso el material de punto final o pNA de los ensayos de LAL se emplea 

como material de partida para la acción de la enzima luciferasa (Noda y col., 2010; Paul 

y col., 2016). El pNA modificado con luciferina se había diseñado como sustrato para una 

versión mutada de la luciferasa producida por luciérnagas (Photinus pyralis) que 

identificaba con rapidez y precisión soluciones que contenían endotoxinas mediante una 

reacción de bioluminiscencia (Noda y col., 2010). La reacción genera una alta intensidad 

de luminiscencia, con una luminiscencia 20 veces más intensa que la producida por la 

luciferasa estándar de tipo salvaje (Fujii y col., 2007). La concentración más baja de 

endotoxina registrada utilizando luciferasa original o salvaje es de 0,01 EU/mL, mientras 

que el límite de detección de la técnica de bioluminiscencia basada en luciferasa de tipo 

mutante es de 0,0005 EU/ml (Dullah y Ongkudon, 2017). El tiempo de detección es de 

15 minutos, claramente más rápido que en las técnicas de coagulación en gel de LAL, que 

requieren un tiempo estimado entre de 90 y 140 minutos (Ostronoff y Lourenço, 2015). 
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En lo que respecta a las técnicas basadas en masas cabe destacar la SPR. Zhang y 

colaboradores han descrito una plataforma de biosensores para teléfonos inteligentes 

basada en SPR. Dispone de un chip sensor desechable que utiliza el sistema de flash 

incorporado al teléfono inteligente como fuente de luz y una unidad compacta de rejilla 

de difracción y dispersión espectral (Zhang y col., 2018), aunque la tecnología aún está 

en proceso de desarrollo. Una publicación más reciente basada en biosensores 

plasmónicos mediados por antibióticos para la detección de endotoxinas ha demostrado 

un límite de detección de 40 EU/ml (Manoharan y col., 2019). El biosensor plasmónico 

está basado en una tecnología de sonda de fibra óptica doblada en U o UFOP (del inglés 

U, fiber optic probe) que utiliza triclorosilano octadecil o OTS (del inglés 

octadecyltrichlorosilan) en la superficie de las sondas de fibra óptica para atrapar 

hidrofóbicamente la endotoxina presente en soluciones acuosas. La unión de las 

endotoxinas se monitoriza en tiempo real midiendo el cambio en el índice de refracción 

en la capa evanescente (Manoharan y col., 2019). Para añadir especificidad y amplificar 

la señal, las endotoxinas unidas se marcan con nanopartículas de oro conjugadas con 

polimixina B o PMB (del inglés polymixin B), un antimicrobiano (PMB-AuNPs del inglés 

Au (gold) nanoparticles), en un formato de sándwich que funciona como un biosensor de 

fibra óptica basado en absorbancia. El límite de detección está próximo a los 40 EU/ml 

obteniéndose el resultado en un tiempo de ensayo de tan solo 1 hora. 

Un último ejemplo de técnicas basadas en masas son los sensores acústicos 

piezoeléctricos electromagnéticos o EMPAS (del inglés electrospun micropyramid 

arrays) que se caracterizan por ser capaces de medir múltiples tipos de pirógenos y no 

exclusivamente endotoxinas. Además, son capaces de detectar endotoxinas en tiempo real 

en muestras de plasma sanguíneo humano (Sheikh y col., 2016). Las técnicas basadas en 

EMPAS utilizan sensores de ondas acústicas de frecuencia ultraalta basados en una 

plataforma de superficie mixta ultrafina a base de oligoetilenglicol recubierta sobre discos 

de cuarzo piezoeléctricos. El extremo de glicol de la superficie de cuarzo está recubierto 

con PMB, un antibiótico peptídico cíclico que muestra una gran afinidad por las 

endotoxinas y, por tanto, se utiliza como ensayo biosensor para la detección de 

endotoxinas. Un estudio demostró que la incubación de sangre total contaminada con 

endotoxinas con microesferas de PMB produce un cambio de frecuencia resonante 

EMPAS (Δf) que es proporcional a la concentración de endotoxinas en un rango entre 30-

60 EU/ml (Sheikh y col., 2016). 
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El uso generalizado de técnicas para la detección y cuantificación de la actividad 

de endotoxinas en la industria farmacéutica y su evolución en la era digital contrasta con 

su limitado empleo en otras áreas donde no existen metodologías normalizadas para la 

detección de endotoxinas, como es en el caso de la leche. La mayoría de los trabajos sobre 

este substrato utilizan las técnicas LAL, pero no llevan a cabo una adecuada validación 

de la técnica en base a la matriz de la muestra, ni a su tratamiento para evitar interferencias 

durante el ensayo, no reportando datos sobre la exactitud, precisión, repetibilidad o 

reproducibilidad.  
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La liberación de endotoxinas juega un papel muy relevante en la patogenia y la 

evolución clínica de las mamitis causadas por bacterias Gram negativas. El objetivo del 

presente estudio es conocer la dinámica de la liberación de endotoxinas inducida por 

diferentes tratamientos antibióticos empleados de forma rutinaria en el manejo de estas 

mamitis en el ganado bovino. La hipótesis de partida es que esta liberación varía en 

función del tratamiento empleado y de su efecto, bactericida y/o bacteriostático, sobre el 

crecimiento bacteriano en la glándula mamaria. 

Este objetivo general se ha alcanzado a través de la consecución de los siguientes 

objetivos específicos: 

 Puesta a punto y validación de un ensayo turbidimétrico para la detección y 

cuantificación de la actividad de endotoxinas en muestras de leche. 

 Puesta a punto de un sistema in vitro para simular las condiciones de la infección 

por bacterias Gram negativas en la ubre bovina. 

 Evaluación del efecto de diferentes antibióticos sobre el crecimiento bacteriano y 

la liberación de endotoxinas en leche bovina. 

 Evaluación del efecto del género/especie bacteriano implicado en la infección 

sobre el crecimiento y la liberación de endotoxinas tras el tratamiento antibiótico 

en leche bovina. 
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4.1- DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE ENDOTOXINAS EN 

MUESTRAS DE LECHE 

 

El método elegido para la detección y cuantificación de la actividad de endotoxina 

en este estudio es el identificado como método C en la Real Farmacopea Española 

(2.6.14), una técnica turbidimétrica cinética que se ha adaptado y validado para la matriz 

leche. 

Se trata de un ensayo fotométrico que cuantifica el aumento de la turbidez durante 

la reacción de la muestra problema con el lisado de amebocitos de Limulus, a 

consecuencia de la interacción con las endotoxinas presentes. La determinación del 

tiempo transcurrido para que esta reacción alcance una absorbancia predeterminada o, lo 

que es lo mismo, la estimación de la velocidad de desarrollo de la turbidez permite 

determinar la concentración o actividad de endotoxinas en la muestra. 

Como primer objetivo de este trabajo nos propusimos la optimización de esta 

técnica para la matriz leche, validando la técnica mediante la determinación de los 

parámetros de precisión, exactitud e incertidumbre, así como la repetibilidad y 

reproducibilidad. 

 

4.1.1- Toma de muestras y conservación 

Para validar el método de análisis de endotoxinas se utilizaron muestras de leche 

bovina de diversos orígenes, seleccionadas con el fin de proporcionar un amplio rango de 

concentraciones. 

De esta manera, fueron seleccionadas para el estudio inicial 10 muestras de leche 

cruda procedentes de vacas con mamitis clínica, todas ellas seleccionadas entre las 

muestras enviadas para diagnóstico etiológico de esta patología a Laboratorios Agrovet 

S.L. (Mansilla Mayor, León, España). Todas estas muestras procedían de granjas en las 

que el veterinario había realizado un diagnóstico presuntivo de mamitis con potencial 

implicación de bacterias Gram negativas en base a los signos clínicos; los animales 

afectados mostraban hinchazón de la ubre, afectando a uno o varios cuarterones, junto 
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con enrojecimiento y/o edema. Para todas estas muestras se había solicitado al laboratorio 

la realización de un diagnóstico etiológico y ninguno de estos animales estaba recibiendo 

tratamiento alguno en el momento del muestreo. Este grupo de muestras constituyó el 

grupo con una concentración teórica elevada de endotoxinas. 

Además, se emplearon cinco muestras de leche del tanque de diferentes granjas 

de bovino de leche que fueron recogidas del tanque de almacenamiento en refrigeración 

de la lechería. Este grupo de muestras constituyó el grupo con una concentración teórica 

moderada o intermedia de endotoxinas. 

Por último, se incluyeron cinco muestras de leche comercial tratada térmicamente 

(del inglés ultrahigh temperature o UHT). La inclusión de este tercer grupo de muestras 

permitió optimizar y validar la técnica para la detección de endotoxinas en el rango más 

bajo de concentración. 

Para las muestras de leche cruda, tanto de vacas con mamitis clínica como de 

tanque de leche, se recogió, asépticamente, un volumen cercano a 5 ml de leche en tubos 

Falcon estériles de 50 ml, transportándose en refrigeración hasta el laboratorio, donde se 

identificaron y almacenaron inicialmente 4ºC. De cada una de las muestras se empleó 

1 ml, recogido en condiciones estériles, para el diagnóstico microbiológico convencional 

y para la determinación del recuento de células somáticas (RCS). El volumen restante de 

muestra se almacenó a -20ºC hasta su procesamiento para la determinación de la actividad 

de endotoxinas. 

En el caso de las muestras de leche comercial no se llevaron a cabo cultivos 

microbiológicos ni RCS. A partir del envase comercial y en el mismo día de la 

determinación de endotoxinas se alicuotaron, en condiciones de esterilidad, muestras con 

un volumen de 5 ml en un tubo Falcon estéril. 

 

4.1.2- Determinación de la actividad de endotoxina 

La actividad de endotoxina en las muestras de leche se cuantificó mediante un 

ensayo turbidimétrico cinético en el que cada muestra se mezcla con el reactivo o sustrato 

LAL (del inglés Limulus amebocite lysate), se coloca en un lector turbidimétrico a 37°C 

y se monitoriza automáticamente durante el tiempo de incubación. El tiempo necesario 
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de incubación para que se desarrolle un cierto grado de turbidez, denominado 

generalmente tiempo de reacción, es inversamente proporcional a la cantidad de 

endotoxina presente en la muestra. Finalmente, la concentración de endotoxina en las 

muestras se puede estimar mediante la comparación de este tiempo de reacción en la 

muestra problema con el determinado para una curva estándar con diferentes 

concentraciones de endotoxina. 

Todos los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos (96 well Endosafe-plates, 

Charles River) y utilizando un kit comercial de detección de endotoxinas (Kinetic 

turbidimetric LAL, Charles River), diseñado para la medición de endotoxinas en agua y/o 

productos farmacéuticos. Se realizaron lecturas de turbidez a 340 nm cada 30 segundos 

durante un tiempo de incubación de una hora empleando un lector turbidimétrico, 

BIOTEK ELx808LBS (Lonza) con número de serie 208040, un equipo que es utilizado 

de manera rutinaria en los Laboratorios Analíticos Agrovet S.L. para la determinación de 

endotoxinas en aguas y productos farmacológicos (Figura 15). La temperatura de 

incubación de las placas fue de 37ºC. 

Todo el material utilizado para el ensayo LAL, incluyendo fungibles de plástico, 

reactivos y agua, estaba libre de endotoxinas. Además, la totalidad del ensayo se realizó 

en cabina de seguridad biológica para evitar contaminaciones exógenas que pudieran 

interferir en los resultados. 

4.1.2.1- Preparación de las muestras 

Las muestras de leche que se habían almacenado a -20ºC se descongelaron hasta 

alcanzar temperatura ambiente. Con objeto de eliminar posibles sustancias interferentes 

para el análisis, se llevó a cabo el filtrado de 1 ml de cada muestra a través de un filtro de 

polivinilideno de fluoruro (PVDF) con un tamaño de poro de 0,45 µm (Millex-HV, 

Merck-Millipore), con la ayuda de una jeringa estéril. El filtrado se recogió en un 

microtubo Eppendorf de 1,5 ml estéril y se conservó en refrigeración a 4ºC, empleándose 

para realizar las diluciones que se emplearon en el ensayo. Para esta dilución se empleó 

agua certificada libre de endotoxinas, preparándose las diluciones 1:500 y 1:1.000. 
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Cuando existieron problemas en la filtración primaria de la muestra original, a 

consecuencia de la saturación del filtro, se realizaron las diluciones 1:500 y 1:1.000 en 

una etapa inicial, sometiéndolas seguidamente a la misma filtración.  

El efecto del proceso de filtrado sobre la determinación de endotoxinas fue 

valorado sobre réplicas de los patrones de endotoxina a diferentes concentraciones, que 

fueron valorados antes y tras la filtración. 

 

4.1.2.2- Preparación de la recta de calibración 

Para la preparación de la recta de calibración se empleó un estándar comercial de 

endotoxina certificado CSE (Escherichia coli -E. coli-, Charles River), que fue 

resuspendido en agua ultrapura libre de endotoxinas siguiendo las instrucciones del 

fabricante para obtener una solución estándar con una concentración de 50 unidades de 

endotoxina (UE) por ml. Esta solución estándar se trató mediante filtración, de manera 

análoga a lo descrito para las muestras de leche, y se utilizó para preparar diluciones en 

base diez de manera seriada. Así, para la obtención del patrón primario certificado con 

una concentración de 50 UE/ml se reconstituyó el vial de endotoxina con la cantidad 

exacta de agua libre de endotoxina indicada por el fabricante, agitando vigorosamente 

durante 5 minutos en vórtex para conseguir su disolución y homogenización. Tras el paso 

a través del filtro de PVDF con un tamaño de poro de 0,45 µm, este patrón se empleó 

para preparar nuevas diluciones con concentraciones de 5, 0,5 y 0,05 UE/ml, necesarias 

para la preparación de la curva patrón.  

Para ello, en tres tubos libres de endotoxinas y bien identificados se añadieron 

900 µl de agua ultrapura libre de endotoxinas. Seguidamente, se dispensaron en el 

primero de los tubos 100 µl del vial de endotoxina de concentración 50 EU/ml, se agitó 

en vórtex durante 1 minuto y se obtuvo el patrón con una concentración de endotoxina de 

5 EU/ml. Nuevamente, transfiriendo 100 µl del patrón con 5 UE/ml al segundo tubo y 

agitando de forma similar en vórtex se obtuvo el patrón con 0,5 EU/ml. Finalmente, 

transfiriendo 100 µl del patrón con 0,5 EU/ml al tercero de los tubos con 900 µl de agua 

se obtuvo el patrón con 0,05 EU/ml. 

Como control negativo y quinto punto de la curva patrón del método se incluyó 

agua libre de endotoxinas, también denominado blanco. 
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4.1.2.3- Validación interna del ensayo 

De acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el fabricante, es necesario 

llevar a cabo una validación del test y de los reactivos empleados, particularmente cuando 

se emplea algún reactivo que provenga de un nuevo proveedor o que forme parte de un 

nuevo lote. Esta validación tiene por objeto comprobar el buen estado de todos los viales, 

de los reactivos y del agua libre de endotoxinas empleados en la determinación.  

Para ello se debe preparar, como acabamos de describir, la curva patrón a partir 

del estándar de endotoxina, con cuatro concentraciones, así como una muestra blanco. 

Esta serie de diluciones debe ser procesada en el test de determinación de actividad de 

endotoxina por quintuplicado, procediendo tal y como se indica a continuación en el 

apartado 4.1.2.4 que describe la realización del test. 

Para que este proceso de validación sea aceptado, todos los puntos de la recta, 

incluido el blanco, deben cumplir con los parámetros descritos por el fabricante; el propio 

software del lector realiza la evaluación y definirá como aceptables o no aceptables los 

resultados (Figura 13). Esta etapa es necesario ejecutarla antes de proceder a la realización 

de análisis de rutina sobre muestras de diferente naturaleza. 
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Figura 13: Validación interna del test turbidimétrico cinético para la determinación de la 

actividad de endotoxina siendo STD1: patrón de endotoxina de 50 unidades de endotoxina 

(UE)/ml, STD2: patrón de endotoxina de 5 UE/ml, STD3 patrón de endotoxina de 0,5 UE/ml, 

STD4 patrón de endotoxina de 0,05 UE/ml, CTRL1 agua libre de endotoxinas, SPK2 agua libre 

de endotoxina cebado con patrón de endotoxina con concentración final de 0,5 UE/ml. 

 

4.1.2.4- Ensayo turbidimétrico cinético LAL 

Para la determinación rutinaria de endotoxinas en leche empleando la técnica 

puesta a punto en este trabajo, incluimos en cada placa una curva patrón constituida por 

cuatro puntos o concentraciones (50, 5, 0,5 y 0,05 EU/ml), además del blanco. En 

contraposición, el método oficial para detección de endotoxinas en emplea, tan sólo, una 

recta patrón constituida por tres puntos. Además, todos los puntos de la curva patrón, 

incluido el blanco, se procesaron por duplicado en cada placa. Tanto el patrón de 

endotoxinas primario como las diluciones correspondientes se realizan de acuerdo al 

apartado 4.1.2.2 (Preparación de la recta de calibración). 
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Las muestras problema se procesaron de forma rutinaria a las diluciones 1:500 y 

1:1.000, como se ha indicado anteriormente, y por duplicado.  

La disposición de los puntos de la curva patrón y de las muestras problema en los 

pocillos de la placa se realizó de acuerdo a las instrucciones del fabricante, tal y como se 

muestra en la Figura 14. 

 
 

Figura 14: Diseño de una placa de 96 pocillos para el ensayo turbidimétrico cinético de Limulus 

amebocite lysate (LAL) optimizado para la matriz leche, siendo STD los patrones de las 

concentraciones de 50 (STD 1), 5 (STD 2), 0,5 (STD 3) y 0,05 (STD 4) EU/ml, CTRL el blanco 

(agua libre de endotoxinas), M las muestras problema (M1, M2, M3…), siendo Mx500a la 

réplica 1 de la dilución 1:500 y Mx500b la réplica 2 de la dilución 1:500 y Mx1000a y 

Mx1000b las dos réplicas de dilución 1:1.000, SPL la muestra sin cebar y SPK la muestra 

cebada (spike). 

 

Además, en todos los ensayos realizados, se incluyó para cada muestra un control 

interno o “spike” (SPK), obtenido mediante la adición o cebado de la muestra con una 

concentración conocida del patrón de endotoxina. Esto permite, al cuantificar la 

endotoxina presente en la muestra cebada o muestra SPK, determinar para forma 

individual para cada muestra el porcentaje de recuperación (con respecto a la 

concentración de endotoxina adicionada) y detectar la presencia de sustancias que puedan 

enmascarar la determinación. Cada muestra cebada deberá alcanzar un mínimo de 

detección o mínimo de recuperación para que la determinación realizada en los pocillos 
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sin adición de endotoxina pueda ser considerada válida. La concentración de endotoxina 

adicionada en el pocillo de esta muestra cebada o SPK fue de 0,5 EU/ml. Para ello, se 

añadieron 10 µl del tubo que contenía el estándar de endotoxina a una concentración de 

5 EU/ml a un pocillo que contenía la dilución 1:500 o 1:1.000 de cada una de las muestras 

problema (realizando una dilución .1:10). 

El programa de lectura de las placas calcula de forma automática el porcentaje de 

recuperación para las muestras cebadas, debiendo alcanzarse un valor entre el 50 y el 

200 %, según las especificaciones del fabricante. De no cumplirse este parámetro, la 

lectura proporcionada por la muestra problema no será válida. Así, se debe prestar 

atención al valor proporcionado por el programa para el pocillo con muestra cebada y sin 

cebar con el fin de determinar si existe algún problema en la recuperación y, por lo tanto, 

descartar la medición efectuada en esa muestra. Al igual que los patrones, el blanco y las 

muestras problema, también estos controles cebados o SPK se realizaron por duplicado. 

Tanto para los patrones como para el blanco, las muestras problema y sus 

controles cebados se dispensó un volumen de 100 µl en cada pocillo de la placa que fue 

suplementado con 100 µl del lisado de amebocitos. La dispensación de este lisado de 

amebocitos se realizó en el menor tiempo posible, colocando de forma inmediata la placa 

en el lector en el que se realiza la incubación e iniciando las lecturas repetidas de la 

turbidez (Figura 15). 
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Figura 15: Placa y lector empleados en el ensayo turbidimétrico cinético para la determinación 

de la concentración de endotoxinas en muestras de leche. 
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Una vez completada la cinética del ensayo, el propio software del equipo realiza 

los cálculos y expresa el resultado como la media de las dos réplicas para cada muestra. 

Si el coeficiente de variación entre réplicas supera el 10 %, el propio software indicará 

que la determinación no es válida. En el caso de que el valor de alguna de las muestras 

cebadas supere el valor asignado por el fabricante, se marca como invalido el resultado, 

siendo necesaria la repetición de esa muestra y de su réplica junto con su correspondiente 

muestra cebada o SPK.  

 

4.1.2.5- Controles de calidad 

Como controles de calidad se incluyeron en todas las placas de este procedimiento 

controles negativos, realizados con agua libre de endotoxinas, las réplicas de cada una de 

las muestras problema, así como los controles cebados o SPK. Si cualquiera de estas 

muestras genera resultados que no se encuentran dentro de lo admitido, es necesario 

repetir el análisis. 

En el caso de los controles realizados con agua libre de endotoxina el valor 

obtenido debe ser inferior a 0,05 UE/ml.  

En el caso de las réplicas y de las muestras cebadas (SPK), el coeficiente de 

variación entre sus resultados debe ser inferior al 10 %. 

Todos estos valores son calculados directamente por el equipo al realizar la lectura 

y son incluidos en el informe final que se genera, tal y como se muestra en la Figura 16. 

Cuando no se cumplen los requisitos establecidos, es necesario repetir la placa 

completa o la muestra problema en particular. En concreto, se invalidará por completo la 

placa cuando sea el blanco el que no cumpla con las expectativas, puesto que el blanco se 

ha realizado con el agua libre de endotoxinas con la que se realizan también las diluciones 

de las muestras y de los estándares. Por el contrario, si el problema está en una elevada 

desviación de las réplicas de una muestra o en el porcentaje de recuperación de una 

muestra en particular, tan solo se invalidará el resultado de la muestra particular. 
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Figura 16: Informe de resultados donde se muestra la recta patrón, así como los controles de 

calidad. Aparecen los coeficientes de variación (CV) entre réplicas de muestras y patrones, así 

como entre muestras cebadas o spike (SPK). Se incluye un ejemplo de porcentaje de 

recuperación del 105% en la muestra SPK. 
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4.1.3- Validación del ensayo LAL en la matriz leche 

La validación de un método analítico comprende la estimación de parámetros 

estadísticos que permiten evaluar los resultados del análisis en términos de exactitud y de 

precisión. Para ello comparamos los resultados obtenidos con los patrones de referencia, 

así como con muestras de la matriz de estudio cebadas y determinamos la precisión, la 

exactitud y la incertidumbre o sesgo de medida de la técnica evaluada y para la matriz 

concreta de trabajo. 

Además, en este proceso de estandarización de la técnica es necesario evaluar los 

resultados obtenidos en las mediciones efectuadas por analistas diferentes y en diferentes 

periodos de tiempo, determinando los valores de repetibilidad y reproducibilidad 

respectivamente. 

 

4.1.3.1- Conceptos y términos de validación 

Para realizar estas estimaciones los laboratorios se basan en las indicaciones 

establecidas por las normas de la Organización Internacional de Normalización (del 

inglés International Organization for Standardization) ISO 5725-1:1994, “Cálculo de 

exactitud (veracidad y precisión) de métodos de medición y resultados” (ISO, 5725) e 

ISO 19036:2019, “Microbiología de la cadena alimentaria. Estimación de la 

incertidumbre de medición para determinaciones cuantitativas, como guías para los 

estudios estadísticos y evaluación de las técnicas de ensayo” (ISO, 19036). 

A continuación, y con el fin de poder entender e interpretar adecuadamente los 

procedimientos de validación de los métodos de medición, se describen los principales 

términos y definiciones establecidos en estas normas. 

• Valor observado: valor de una característica obtenido como resultado de una 

observación individual.  

• Resultado del ensayo: valor de una característica obtenido tras la realización 

de un método de ensayo especifico. El resultado del ensayo puede ser un 

resultado calculado tras la observación de varios valores y se debe especificar 

si este resultado es la consecuencia de una o de más observaciones y debería 

aportar, en su caso, como resultado el valor medio u otra función (mediana o 



__________________________________________________________4- MATERIAL Y MÉTODOS___ 
 

73 
 

desviación estándar). Además, se debe especificar si se han aplicado 

correcciones normalizativas, como por ejemplo correcciones de volúmenes de 

gases a temperatura y presión normalizadas. 

• Valor de referencia aceptado: valor que sirve como referencia consensuada 

para la comparación y que se obtiene a partir de: 

a) un valor teórico o establecido, basado en principios científicos, 

b) un valor asignado o certificado, basado en trabajos experimentales de 

alguna organización nacional o internacional, 

c) un valor certificado o consensuado, basado en trabajos de colaboración 

experimental bajo los auspicios de algún grupo científico o técnico, 

d) cuando no se trata de ninguno de los casos anteriores, la esperanza de la 

magnitud (medible), como por ejemplo la media de una población 

especificada de medidas. 

• Exactitud: grado de concordancia existente entre el resultado del ensayo y un 

valor aceptado como referencia o proximidad entre un valor medido y el valor 

verdadero del mensurando. Este término, aplicado a un conjunto de resultados, 

implica una combinación de componentes o errores aleatorios y un componente 

de error sistemático o sesgo. 

• Veracidad: grado de concordancia entre el valor medio obtenido de una serie 

de resultados y un valor aceptado como referencia. Esta medida se expresa, 

usualmente, en términos de sesgo. Aunque no se recomienda, en ocasiones se 

denomina como exactitud de la media. 

• Sesgo: diferencia entre la esperanza matemática o valor esperado de la 

magnitud y el valor de referencia aceptado. Este sesgo es el error sistemático 

total, en contraposición al error aleatorio. Pueden existir uno o más 

componentes de error sistemático que contribuyen de forma simultánea al 

sesgo. A mayor diferencia sistemática respecto al valor aceptado de referencia, 

mayor valor de sesgo. 



___4- MATERIAL Y MÉTODOS__________________________________________________________ 

74 
 

• Sesgo del laboratorio: la diferencia entre la esperanza matemática o valor 

esperado de los resultados del ensayo de un laboratorio particular y un valor 

referencia aceptado. 

• Sesgo del método de medición: diferencia entre la esperanza matemática de los 

resultados de ensayo obtenidos por todos los laboratorios que utilizan el mismo 

método y un valor aceptado como referencia. 

• Componente del sesgo del laboratorio: diferencia entre el sesgo del laboratorio 

y el sesgo del método de medición. La componente del sesgo del laboratorio es 

específica para un laboratorio dado y para las condiciones de medición dentro 

del laboratorio y también puede variar para diferentes niveles del ensayo. 

• Precisión: grado de concordancia existente entre los resultados independientes 

de un ensayo, obtenidos en condiciones estipuladas. La precisión depende 

únicamente de la distribución de los errores aleatorios y no está relacionada 

con el valor verdadero o especificado. Habitualmente se expresa en términos 

de falta de precisión, calculándose a partir de la desviación típica o desviación 

estándar de los resultados del ensayo. A mayor desviación típica, menor 

precisión. Al hablar de resultados de ensayo independientes nos referimos a 

resultados obtenidos sin que exista influencia de un resultado previo sobre el 

mismo objeto o similar de ensayo. La expresión cuantitativa de la precisión 

depende en forma crítica de las condiciones estipuladas. Las condiciones de 

repetibilidad y reproducibilidad son conjuntos particulares de condiciones 

extremas. 

• Repetibilidad: precisión bajo condiciones de repetibilidad. 

• Condiciones de repetibilidad: condiciones bajo las que se obtienen resultados 

independientes, con el mismo método, sobre muestras idénticas, en el mismo 

laboratorio, por el mismo operador y utilizando los mismos equipos de 

medición, durante un corto intervalo de tiempo. 

• Desviación típica o desviación estándar de repetibilidad: desviación típica o 

desviación estándar de los resultados del ensayo obtenida bajo condiciones de 

repetibilidad. Es una medida de la dispersión de la función de distribución del 
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ensayo bajo condiciones de repetibilidad. Otras medidas de dispersión que 

pueden emplearse bajo condiciones de repetibilidad son la varianza de 

repetibilidad y el coeficiente de variación de repetibilidad. 

• Límite de repetibilidad: valor por debajo del cual se sitúa, con una probabilidad 

del 95 %, el valor absoluto de la diferencia entre dos resultados de ensayo 

obtenidos bajo condiciones de repetibilidad. 

• Reproducibilidad: precisión bajo condiciones de reproducibilidad. 

• Condiciones de reproducibilidad: condiciones bajo las cuales los resultados se 

obtienen con el mismo método, sobre muestras idénticas, en laboratorios 

diferentes, con operadores distintos y utilizando equipos diferentes. 

• Desviación típica o desviación estándar de reproducibilidad: la desviación 

típica o desviación estándar de los resultados del ensayo obtenidos bajo 

condiciones de reproducibilidad. Se trata de una medida de dispersión de la 

función de distribución de los resultados del ensayo obtenido bajo condiciones 

de reproducibilidad. Otras medidas de dispersión de los resultados del ensayo 

bajo condiciones de reproducibilidad incluyen la varianza de la 

reproducibilidad y el coeficiente de variación de la reproducibilidad. 

• Límite de reproducibilidad: valor por debajo del cual se sitúa, con una 

probabilidad de 95 %, el valor absoluto de la diferencia entre dos resultados de 

ensayo obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad. Suele representarse 

con la letra mayúscula R. 

• Valor atípico: elemento de un conjunto de valores que es incoherente con los 

otros elementos de dicho conjunto. La norma NC-ISO 5725-2 especifica las 

décimas estadísticas y el nivel de significación que hay que utilizar para 

identificar los valores atípicos en las determinaciones de veracidad y precisión. 
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Tomando como referencia estos términos y definiciones aportados de las normas 

indicadas (ISO, 1994; ISO, 2019), podemos afirmar que un experimento de exactitud es 

un ensayo práctico sobre la adecuación de un método de medición normalizado que tiene 

como objetivo demostrar que el protocolo del ensayo no presenta diferencias 

significativas ni para el mismo usuario y laboratorio ni entre usuarios diferentes; 

diferencias marcadas en las varianzas entre las réplicas o entre los valores medios 

obtenidos por distintos usuarios/laboratorios son indicativas de que el método de 

medición normalizado no está suficientemente desarrollado y optimizado y que debe ser 

mejorado. 

Para estimar la exactitud (veracidad y precisión) de un método de medición resulta 

de utilidad suponer que cada resultado de ensayo, y, es la suma de tres componentes: 

y = m + B + e 

donde, para el material particular ensayado: 

m es la media general o esperanza 

B es la componente del sesgo debida al laboratorio, bajo condiciones de 

repetibilidad 

e es el error aleatorio que tiene lugar en cada medición, bajo condiciones de 

repetibilidad 

 

En nuestro caso, teniendo en cuenta que estamos analizando la diferencia entre 

los resultados obtenidos utilizando el mismo método de medición, el sesgo de medición 

carecerá de influencia y puede ignorarse. 
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En lo que respecta al término B, sesgo de laboratorio, este valor se considera como 

constante durante cualquier serie de ensayos ejecutados en condiciones de repetibilidad, 

pero puede diferir cuando los ensayos se realizan bajo otras condiciones. Cuando se 

comparan los resultados de ensayo entre dos analistas (siempre los mismos) es necesario 

determinar el sesgo relativo existente entre ambos, a partir de sus valores individuales de 

sesgo, determinados a partir de un experimento de exactitud. La varianza de B se 

denomina varianza inter-analistas y se expresa como: 

Var (B) = σ 2L  

donde: 

σ 2L incluye la variabilidad entre operadores y entre equipos de medición 

De manera general B puede considerarse como la suma de las componentes 

aleatoria y sistemática de un ensayo. 

Finalmente, el término e representa el error aleatorio asociado a cada resultado 

del ensayo y a los procedimientos de análisis, asumiéndose que la distribución de esta 

variable es aproximadamente normal, aunque en la práctica se apliquen a la mayor parte 

de las distribuciones siempre que éstas sean unimodales. 

 

4.1.3.2- Ensayo para determinar la exactitud, incertidumbre y precisión 

Para la validación de la técnica turbidimétrica cinética LAL sobre la matriz leche 

empleamos los patrones de referencia, así como muestras cebadas con material de 

referencia (leche suplementada con patrón de endotoxinas), respetando la definición de 

condiciones de repetibilidad que establece que las mediciones tendrán que ser realizadas 

sobre muestras idénticas. 

En primer lugar, se determinó la exactitud, precisión, incertidumbre y coeficiente 

de variación de los patrones correspondientes a 50, 5, 0,5 y 0,05 EU/ml, preparados como 

se ha indicado anteriormente (apartado 4.1.2.2) a partir de diluciones seriadas del patrón 

comercial de 50 EU/ml. Todos estos patrones fueron filtrados de forma similar al 

tratamiento realizado en las muestras de leche (apartado 4.1.2.1). 
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Seguidamente y con el fin de conocer la repetibilidad del método y el coeficiente 

de variación se realizaron una serie de mediciones de muestras, con valores comprendidos 

dentro del rango alto, medio y bajo, por parte de dos analistas diferentes. Finalmente, la 

reproducibilidad del método se determinó midiendo una serie de muestras replicadas a lo 

largo del tiempo y por dos analistas diferentes.  

 

4.2- DIAGNÓSTICO DE MAMITIS EN MUESTRAS DE LECHE 

 

Las muestras de leche utilizadas para la validación de la técnica de determinación 

de endotoxinas fueron, a su vez, procesadas para el diagnóstico rutinario de mamitis 

mediante el aislamiento e identificación del patógeno causante de la mamitis y mediante 

el RCS. Ambas técnicas fueron empleadas tanto en las muestras de leche procedentes de 

animales con mamitis clínica como en las muestras de tanque de leche. 

 

4.2.1- Cultivo microbiológico de las muestras de leche 

Para la detección de bacterias Gram negativas en muestras de leche se utilizaron 

dos métodos; por un lado, un método de aislamiento general a partir de muestras de leche 

recomendado por el National Mastitis Council, basado en el empleo de agar sangre 

(Becton-Dickson Microbiology), y que permite el aislamiento tanto de bacterias Gram 

negativas como de Gram positivas; paralelamente, se empleó un método de recuento por 

siembra en placa de agar cromogénico que permite aislar y cuantificar, de forma selectiva, 

coliformes totales y E. coli mediante la utilización de agar para coliformes Chromocult® 

(Brilliance E. coli/coliform chromogenc select agar, Millipore), permitiendo la detección 

selectiva de bacterias de los géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter. 

Todas las manipulaciones para el cultivo microbiológico de las muestras de leche 

se llevaron a cabo en cabina de seguridad biológica.  
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4.2.1.1- Método de aislamiento general 

Para cada muestra se sembraron 100 µl de leche cruda en sábana o césped sobre 

la superficie de una placa de agar sangre utilizando un asa de Drigalski desechable. 

Posteriormente, las placas se invirtieron y se incubaron en estufa a 37ºC ± 1ºC durante 48 

horas ± 2 horas. Para la lectura se obtuvo tanto el número de colonias como su 

identificación primaria basada en la morfología de la colonia, la morfología de la célula 

bacteriana (cocos, bacilos o cocobacilos) y sus características tintoriales (Gram positivas 

o Gram negativas), el tipo de hemólisis y las pruebas bioquímicas de la oxidasa y la 

catalasa realizadas como se describe a continuación. 

• Prueba de la catalasa: 

La catalasa es una enzima que cataliza la descomposición del peróxido de 

hidrógeno en agua y oxígeno. La prueba se utiliza para comprobar la presencia de la 

enzima catalasa que se encuentra en la mayoría de las bacterias aerobias y anaerobias 

facultativas que contienen el citocromo oxidasa con excepción de algunos géneros como 

Streptococcus. Para esta determinación se utilizó el método del portaobjetos a 

temperatura ambiente; en un portaobjetos se depositaron una o dos gotas de agua 

oxigenada al 30 %, poniendo en contacto con ella una alícuota de cada colonia de los 

microorganismos a estudiar con el asa de siembra. La formación inmediata de una 

efervescencia rápida con desprendimiento de burbujas revela la presencia de la enzima y 

es, por tanto, resultado positivo. 

 

• Prueba de la oxidasa 

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reacción 

de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo oxidasa. Los citocromos son 

enzimas que forman parte de la cadena de transporte de electrones en la respiración 

aeróbica, transfiriendo electrones al oxígeno, con la formación de agua. Por lo general, el 

sistema citocromo oxidasa sólo se encuentra en los organismos aerobios, algunos 

anaerobios facultativos y, excepcionalmente, en algún microaerófilo (como por ejemplo 

Vibrio fetus), pero los anaerobios estrictos carecen de actividad oxidasa. Asimismo, la 

presencia de oxidasa va ligada a la producción de catalasa, ya que ésta degrada el peróxido 

de hidrógeno que se produce como consecuencia de la reducción del oxígeno y cuya 

acumulación es tóxica. 
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La prueba de la oxidasa se usa sobre todo para identificar todas las especies del 

género Neisseria, positivas, y para diferenciar bacterias del género Pseudomonas de los 

otros géneros oxidasa negativos de las enterobacterias. 

El reactivo de la oxidasa más recomendado es la solución acuosa al 1 % de 

diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina o reactivo de Kovacs que tiñe las colonias 

positivas de un color lavanda que vira gradualmente a púrpura-negruzco intenso. 

Se utilizó el método indirecto sobre papel, colocando un trozo de papel de filtro 

de 3 x 3 cm, aproximadamente, en la superficie de una placa de Petri y agregándole 2-3 

gotas del reactivo de Kovacs (CondaLab) en el centro para, inmediatamente, extender con 

el asa de siembra cada una de las colonias en estudio. La reacción de color debe producirse 

a los 5-10 segundos para que la muestra sea considerada positiva (Figura 17). 

Figura 17: Test de catalasa y oxidasa para la identificación microbiana sobre colonias 

recuperadas en el cultivo microbiológico de muestras de leche bovina. 

4.2.1.2- Método de aislamiento selectivo en agar cromogénico 

En el método de aislamiento selectivo en agar cromogénico, para cada muestra de 

leche se realizaron diluciones decimales seriadas, hasta una dilución 10-9, y utilizando 

agua de peptona tamponada (CondaLab). Por duplicado, se realizó la siembra 

depositando, con una micropipeta estéril, 1 ml de cada una de las diluciones sobre la 

superficie de una placa de Petri de 90 mm de diámetro estéril. De forma inmediata se 

vertieron, sobre cada una de las placas, 15 ml del agar selectivo para coliformes 

cromogénico atemperado a 45ºC ± 1ºC, mezclando este medio fundido con el inóculo, 

CATALASA - 

OXIDASA + 
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agitando suavemente mediante movimientos circulares y de traslación, sin dejar de apoyar 

las placas sobre la mesa de trabajo. Posteriormente se dejó solidificar el medio dentro de 

la cabina de seguridad biológica durante unos minutos y, una vez solidificadas, las placas 

se invirtieron y se incubaron en estufa a 37ºC ± 1ºC durante 24 horas ± 2 horas.  

La figura 18 muestra un esquema del procedimiento realizado. 

Transcurrido el tiempo de incubación se procedió al recuento de las colonias; para 

ello se escogieron aquellas placas de dilución con un número de colonias entre 90 y140 

y, a partir de ellas, se seleccionaron las colonias que presentaron un color azul o azul 

violáceo fueron identificadas como E. coli, mientras que las colonias que presentaron un 

color rosa asalmonado o rojo fueron identificadas como bacterias coliformes totales.  

Figura 18: Método de aislamiento selectivo en agar cromogénico: diluciones seriadas y siembra 

en profundidad para la realización del recuento microbiano en cada muestra de leche 

investigada. 
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Figura 19: Crecimiento bacteriano en agar cromogénico. Las colonias de Escherichia coli se 

aprecian en color azul, mientras que las de otros coliformes aparecen en color rosa. 

4.2.1.3- Identificación molecular 

Todas las colonias diferentes aisladas de las muestras de leche fueron 

identificadas, posteriormente, mediante técnicas moleculares, amplificando un fragmento 

del rADN 16S bacteriano mediante reacción en cadena de la polimerasa o polymerase 

chain reaction (PCR) convencional y visualizando la banda correspondiente mediante 

técnicas de electroforesis en gel de agarosa. 

Para la obtención del ADN bacteriano de las colonias recuperadas de las placas, 

se tomó una pequeña cantidad del crecimiento bacteriano con un asa de siembra, 

resuspendiéndolo en 10 µl de NaOH 0,02 M en un tubo Eppendorf e incubando a 100ºC 

durante 2 minutos en un termobloque (Thermo Scientific). Como control negativo de 

reacción se incluyó una alícuota de 10 µl de NaOH 0,02 M que sufrió idéntico proceso al 

de las muestras. 

El material obtenido se empleó para llevar a cabo la reacción de PCR, utilizando 

dos cebadores que amplifican un fragmento de unos 350 pares de bases o base pair (pb) 

del rADN 16S bacteriano previamente descritos (Janda y Abbott, 2007; Sambrook y 

Russel, 2001). La secuencia de esta pareja de cebadores fue 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG para el cebador forward y 

AAGGAGGTGATCCANCCRCA para el reverso (Tabla 1). Los cebadores fueron 

sintetizados por Thermo Fisher, mientras que el kit empleado para esta PCR fue OptiTac 
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PCR MasterMix (EURx) que incluye ADN polimerasa, cloruro de magnesio y 

desoxirribonucleótidos (dNTPs). 

El perfil térmico de PCR fue de 35 ciclos de amplificación con una 

desnaturalización a 95ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55ºC durante 30 segundos 

y elongación a 72ºC durante 30 segundos. 

Para la detección del fragmento amplificado se llevó a cabo una electroforesis en 

gel de agarosa (Sigma-Aldrich) al 1 % suplementado con RedSafe (iNtRON 

BIOTECHNOLOGY) en la proporción marcada por el fabricante, utilizando como 

tampón Tris-acetato-EDTA (Thermo Scientific) y realizando la electroforesis a 100 V 

durante 75 minutos. 

La detección de una banda con un peso aproximado de 350 pb indica que se ha 

producido la amplificación del fragmento del genoma bacteriano flanqueado por los 

cebadores empleados (Figura 20). Para la identificación se llevó a cabo la secuenciación 

del fragmento amplificado.  

Cebadores Secuencia 

Forward: 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

Reverse: 1522R AAGGAGGTGATCCANCCRCA 

Tabla 1: Cebadores empleados para la identificación bacteriana mediante la amplificación de un 

fragmento de 350 pb del gen 16S ribosomal en los aislados bacterianos recuperados de casos de 

mamitis clínica. 
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Figura 20: Electroforesis en gel de agarosa al 1 % con los productos de la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). M: marcador de peso molecular; C-: control negativo; 

EM: muestra problema. 

Finalmente, para la identificación, los fragmentos amplificados fueron 

secuenciados. Para ello, con la ayuda de un bisturí, se recortaron las bandas del gel de 

agarosa, se introdujeron en un microtubo estéril y se remitieron a un servicio de 

secuenciación externo, CENIT SUPPORT SYSTEMS (Salamanca), empresa que se 

encargó de realizar la secuenciación e identificación de los fragmentos amplificados. Las 

secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias depositadas en GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando el algoritmo Megablast (highly similar 

sequences) frente a la base de datos no redundante (nr/nt). Se seleccionaron los resultados 

con un mayor porcentaje de similitud y en las bacterias en que sólo se obtuvo la 

identificación a nivel de género, se determinó la especie que alcanzó la mayor homología. 
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4.2.2- Recuento de células somáticas (RCS) 

El RCS determina la concentración de células por unidad de volumen en las 

muestras de leche, incluyendo diferentes tipos de leucocitos y las células epiteliales. 

Desde el punto de vista clínico, el RCS es ampliamente reconocido como método para 

monitorizar el estado de salud de la glándula mamaria, existiendo una relación directa 

entre este RCS, el grado de infección y la disminución de la producción láctea. 

Aunque existen diferentes métodos para llevar a cabo el RCS, hoy en día se 

emplean, de forma habitual, los métodos automáticos de recuento. 

Las muestras de leche utilizadas en el presente estudio, después de su utilización 

para el análisis microbiológico, fueron sometidas al ensayo del RCS utilizando un equipo 

automático portátil, DeLaval cell Counter DCC (equipo cedido por Laboratorios 

Analíticos Agrovet S.L.). Este equipo es un contador de células óptico y portátil que 

utiliza un cartucho o casete de un solo uso para el procesamiento de la muestra, con 

reactivos que reaccionan con el núcleo de las células somáticas una vez depositada la 

muestra de leche en el cartucho y que emiten señales fluorescentes que son detectadas, 

registrándose para determinar el número de células somáticas presentes en esa muestra 

(Figuras 21 y 22). 

Figura 21: Mecanismo de funcionamiento del sistema automático portátil DeLaval cell Counter 
DCC para el recuento de células somáticas. 
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Figura 22: Sistema automático portátil DeLaval cell counter DCC para el recuento de células 
somáticas: cartucho (A) y lector (B). 

a b 
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4.3- LIBERACIÓN DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS INDUCIDA 
POR ANTIBIÓTICOS 

Una vez validada la técnica de detección y cuantificación de endotoxinas mediante 

un método turbidimétrico cinético LAL, se realizó un procedimiento experimental para 

investigar los niveles de endotoxinas generados en la infección de la glándula mamaria 

por diferentes especies bacterianas Gram negativas cuando se encuentran a una 

concentración similar a la que se alcanza en la infección de forma natural y para 

monitorizar la liberación de estas endotoxinas tras la exposición a cuatro antibióticos 

diferentes empleados de forma habitual en el tratamiento de mamitis clínicas en el ganado 

bovino, tres betalactámicos, cefalosporina (CF), cefapirina (CSY) y bencilpenicilina 

(BP), y un aminoglucósido, la dihidroestreptomicina (ST).  

4.3.1- Cultivos mini-ubre 

Con el fin de reproducir las condiciones de la infección por bacterias Gram 

negativas en la glándula mamaria y poder determinar el efecto de los distintos 

antibióticos, tanto en la inhibición el crecimiento como en la liberación de endotoxinas, 

se diseñó un sistema de inoculación y cultivo en leche y en condiciones similares a la de 

esta glándula que hemos denominado como cultivos mini-ubre. 

La validez de este modelo mini-ubre se valoró empleando dos cepas seleccionadas 

a partir de los aislamientos realizados de las leches de ganaderías en estudio. Las dos 

cepas seleccionadas fueron E. coli y Enterobacter aerogenes (E. aerogenes), ambas 

aisladas de muestras de leche de animales con mamitis clínica e identificadas según se ha 

indicado anteriormente. Tras la identificación se realizó un pase en medio líquido, 

empleando caldo nutritivo (CondaLab) e incubando durante 24 horas a 37ºC. Completada 

la incubación y para su conservación, 500 µl de la suspensión bacteriana fueron 

transferidos a microtubo de 1,5 ml estéril adicionando 500 µl de glicerol (Sigma Aldrich) 

al 40 %, para su conservación en congelación a -20ºC hasta el momento del ensayo. 
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Para el ensayo de mini-ubres se procedió, inicialmente, al descongelado de las 

cepas seleccionadas. Para ello se inoculó el volumen incluido en el microtubo congelado 

sobre 9 ml del caldo nutritivo, incubando en estufa a 37ºC y en agitación (30 rpm) en 

condiciones de aerobiosis y durante 24 horas.  

Finalizada esta incubación se determinó la concentración bacteriana alcanzada, 

realizando diluciones hasta la 10-8 y sembrando 1 ml de cada una de las diluciones en 

placas de agar nutritivo (CondaLab) utilizando el método de siembra en profundidad, tal 

y como se describe en los apartados 4.2.1.2 y 4.3.2. Tras la incubación a 37ºC durante 24 

h, se realizó el contaje de colonias en aquellas diluciones cuyo crecimiento estuvo entre 

90 y 140 colonias para, posteriormente, realizar el cálculo de la concentración bacteriana 

en función del recuento realizado y la dilución de siembra (Figuras 23 y 24). 

Una vez realizada la cuantificación del crecimiento bacteriano, se estimó para 

cada cepa el volumen de inóculo necesario para alcanzar en el volumen de 500 ml de 

leche una concentración de 107 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, un valor 

similar al que se alcanza en una infección de la glándula mamaria. 
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Figura 23: Representación esquemática del proceso de recuento bacteriano y los posteriores 

cálculos para su expresión en unidades formadoras de colonias (UFC)/ml en una suspensión 

mediante la realización de diluciones seriadas. Adaptado de Madigan y col. (2019). 
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Figura 24: Placas empleadas para la determinación de la concentración bacteriana, expresada 

como unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, mediante un sistema de dilución y siembra en 

placa. 
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Una vez cuantificada la concentración en la suspensión bacteriana, se utilizó leche 

pasteurizada, previamente analizada y determinada como libre de endotoxinas y sin 

crecimiento de bacterias Gram negativas, para simular la infección de la ubre. Para ello, 

inicialmente, se distribuyó un volumen de 500 ml de leche en cada uno de dos matraces 

estériles de 1 litro de capacidad. Estos matraces fueron inoculados, respectivamente, con 

cada una de las dos especies de bacterias Gram negativas seleccionadas; el primero de 

ellos se inoculó con el aislado de E. coli y el segundo con el aislado de E. aerogenes, 

utilizando el volumen necesario para cada cepa que permitiese alcanzar una 

concentración de 107 UFC/ml en la suspensión. 

Una vez inoculada y homogeneizada la suspensión bacteriana en leche, para 

ambos matraces, se tomaron cuatro alícuotas de 40 ml en sendos matraces estériles, 

adicionando a cada una de ellas uno de los antibióticos seleccionados (Figura 25). La 

dosis de antibiótico empleada fue la determinada como concentración mínima inhibitoria 

que inhibe el 90 % de los aislados o CMI90, según los datos recogidos en la base de datos 

Antimicrobial Index, una herramienta que recoge información de sensibilidad para más 

de 67.000 microorganismos y 4.000 antimicrobianos. Este proyecto financiado por 

TOKU-E, un líder global en biotecnología e innovación, está disponible en abierto en 

internet (https://antibiotics.toku-e.com). 

La concentración de antibiótico empleada fue de 16 µg/ml para CF, 16 µg/ml para 

la CSY, 64 µg/ml para la BP y 8 µg/ml para la ST. 

Una vez incorporado el antibiótico, los matraces se incubaron a 37ºC y en 

agitación (30 rpm), recogiendo muestras a diferentes tiempos (30, 60, 120, 180 y 360 

minutos). En cada una de las muestras se determinó el efecto del tratamiento tanto sobre 

el crecimiento de la bacteria como sobre la liberación de endotoxinas, tal y como se 

muestra en la Figura 26. Adicionalmente, se realizó el mismo procedimiento en un matraz 

de leche inoculada con la suspensión bacteriana, pero sin tratamiento antibiótico, para 

determinar la relación entre concentración de bacteria y capacidad máxima de liberación 

de endotoxinas de manera natural (cultivo control). 

https://antibiotics.toku-e.com/


___4- MATERIAL Y MÉTODOS__________________________________________________________ 

92 

Figura 25: Diseño experimental para la simulación de las condiciones de la infección de la 

glándula mamaria por bacterias Gram negativas y del efecto del tratamiento con la 

concentración mínima que inhibe al 90 % de los aislados o CMI90 con cuatro antibióticos 

empleando cultivos mini-ubre. 

Figura 26: Determinación del efecto del tratamiento antibiótico sobre el crecimiento bacteriano 

y la liberación de endotoxinas mediante el empleo de cultivos mini-ubre. 
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4.3.2- Determinación de la cinética de crecimiento bacteriano 

Para la determinación de la cinética de crecimiento de las dos cepas del estudio y 

en los tiempos indicados (30, 60, 120, 180 y 360 minutos) se empleó una alícuota de 1 

ml recogida en condiciones de esterilidad en cada uno de los tiempos indicados y de cada 

uno de los matraces con los diferentes tratamientos, incluido el control. 

Para estimar la concentración bacteriana se realizaron diluciones decimales en 

agua de peptona tamponada (CondaLab), hasta la 10-8, realizando la siembra de 1 ml de 

cada una de las diluciones sobre agar nutritivo, utilizando el método de siembra en 

profundidad y por duplicado. Para realizar la siembra en profundidad se depositó el 

volumen de 1 ml de cada dilución sobre una placa de Petri vacía y estéril, vertiendo de 

forma inmediata sobre este volumen 12 ml de agar nutritivo atemperado. Realizando giros 

en forma de ocho de la placa sobre una superficie plana se mezcló todo el contenido de 

manera homogénea para, seguidamente, dejar solidificar el medio bajo flujo estéril dentro 

de una cabina de seguridad biológica. Una vez solidificadas, las placas se voltearon para 

su incubación en estufa a 37ºC y durante 24 h. 

4.3.3- Determinación de la cinética de liberación de endotoxinas 

La cinética de liberación de endotoxinas se determinó mediante la medición de 

las endotoxinas presentes en la muestra, liberadas por acción del antibiótico, así como en 

el blanco o control, mediante el método turbidimétrico cinético desarrollado y validado 

previamente. Las muestras procesadas correspondieron a aquellas obtenidas a tiempo 

final, es decir, 360 minutos tras la adición del antibiótico a los cultivos mini-ubre. 

La determinación se realizó tras la dilución de la alícuota a las diluciones 1:500 y 

1:1000 y su filtrado a través de un filtro de PVDF de 0,45 nm de tamaño de poro (Millex-

HV, Merck-Millipore) utilizando una jeringuilla estéril, tal y como se ha descrito 

anteriormente (apartado 4.1.2.4). Seguidamente, cada muestra se mezcló con el reactivo 

de sustrato LAL, se dispensó en placas de 96 pocillos y se incubó en el lector 

turbidimétrico a 37ºC, monitorizando automáticamente el desarrollo de turbidez mediante 

la lectura a 340 nm cada 30 segundos y durante un tiempo de incubación de una hora 

(BIOTEK lector turbidimétrico, Lonza, Porriño, Pontevedra, España). 
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4.4- ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos fueron almacenados en la hoja de cálculo Excel y para el análisis 

estadístico se utilizó el software IBM SPSS Statistics (versión 26.0, Chicago, IL, EE. 

UU.), disponible a través de la Universidad de León. 

Las variables numéricas como el tiempo de reacción, la concentración de 

endotoxina, el RCS o el recuento bacteriano en las diferentes determinaciones fueron 

descritas empleando la media aritmética y la mediana como medidas de tendencia central 

y la desviación (DE) y el rango como medidas de dispersión. Además, para evaluar y 

comparar la dispersión o variación entre medidas repetidas empleamos el coeficiente de 

variación (CV), un valor que permite describir la relación entre el tamaño de una media 

y la variabilidad de una variable con independencia de la escala de la variable. Además, 

para las estimaciones de la concentración de endotoxinas en leche de tanque o en leches 

comerciales se determinó el intervalo 95 % de las estimaciones realizadas.  

La correlación entre los valores determinados de actividad de endotoxina y el RCS 

o el recuento en una suspensión bacteriana se investigó empleando el coeficiente de

correlación Rho de Pearson, una medida de dependencia lineal entre dos variables 

aleatorias cuantitativas y que es independiente de la escala de medida de las variables. El 

valor de Rho varía en el intervalo -1 a +1, indicando el signo el sentido de la relación. 

Así, un coeficiente de valor +1 indica correlación positiva perfecta o, lo que es lo mismo, 

dependencia total y directa entre las dos variables: cuando una de ellas aumenta, la otra 

también lo hace y en proporción constante. Por el contrario, un valor de Rho de -1 indica 

correlación negativa perfecta, cuando una variable aumenta, la otra disminuye de forma 

directamente proporcional. Finalmente, un valor de 0 o próximo a cero indica que no 

existe relación lineal entre ambas variables 



5- RESULTADOS 





___________________________________________________________________5- RESULTADOS___ 

97 

5.1- OPTIMIZACIÓN Y VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

TURBIDIMÉTRICO CINÉTICO LAL PARA LA 

CUANTIFICACIÓN DE ENDOTOXINAS EN MUESTRAS DE 

LECHE 

La primera parte del trabajo experimental se orientó hacia la puesta a punto y 

validación de una técnica de cuantificación de endotoxinas adaptada y optimizada para la 

matriz leche a partir de un ensayo turbidimétrico cinético LAL (del inglés Limulus 

amebocite lysate) comercial utilizado para los estudios de endotoxinas en agua purificada 

de uso farmacéutico, así como en diversos productos farmacológicos según las diferentes 

farmacopeas. Tal y como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos, las 

modificaciones con respecto al protocolo empleado para otras matrices incluyeron el uso 

de mayor número de puntos en la curva de calibración, la filtración inicial de las muestras 

y su dilución. 

5.1.1- Efecto de la filtración 

Uno de los retos que plantea la optimización de un método para la determinación 

de la actividad de endotoxinas en leche es consecuencia de la presencia en esta matriz de 

sustancias interferentes, inherentes a la complejidad de la misma y que pueden afectar a 

la cascada enzimática en la reacción LAL, así como la dilución necesaria para evitar la 

interferencia del color en las lecturas de turbidez. Ambas características dificultan las 

determinaciones y hacen necesaria una etapa de validación previa que permita asegurar 

la fiabilidad de la técnica. 

En nuestro caso, para minimizar el efecto de interferentes decidimos incorporar 

una etapa inicial de filtración de las muestras a través de un filtro de polivinilideno de 

floururo (PVDF). El efecto del filtrado sobre la determinación de endotoxinas se evaluó 

procesando estándares de endotoxinas y agua libre de endotoxinas, tanto de forma directa 

como tras su filtración. 

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos en 10 réplicas de estos estándares y 

blanco, en forma de tiempos de reacción, así como la media y desviación estándar. 
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TIEMPOS DE REACCIÓN (segundos) 

Estándar 

(EU/ml) 
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 

50 599,3 620,6 598,2 618,7 600,9 604,1 610,6 603,4 614,8 607,3 

5 929,3 964,5 945,7 933 941,8 932,7 930,4 958,7 964,1 959,8 

0,5 1.545 1.587,5 1.569,2 1.552,9 1575,4 1548,4 1562,3 1.580,2 1.573,5 1.549,3 

0,05 3.006 3.090 3.018,3 3.035,7 3.027,1 3.042 3.036,8 3.033,9 3.041,7 3.054,5 

Control
negativo >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150

Estándar 
(EU/ml) RF1 RF2 RF3 RF4 RF5 RF6 RF7 RF8 RF9 RF10

50 603,7 622,4 609,3 627,8 615,4 616,7 605,9 619 625,1 625,6 

5 938,7 956,4 939,4 971,7 936,5 926,6 943,5 956,1 965,3 936 

0,5 1.563,7 1.535,1 1.549,3 1.568,2 1.543,5 1.568 1.576,5 1.548,8 1.565,9 1.571,4 

0,05 3.015,6 3.021,2 3.045,1 3.056,7 3.038,7 3.064,9 3.063,4 3.058,2 3.054,3 3.067,2 

Control
negativo >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150 >3.150

Estándar 

(EU/ml) 
Media DE Estándar 

(EU/ml) Media DE 

50 607,3 8,32 50 617,1 8,07 

5 946 13,81 5 947 13,79 

0,5 1.564,4 14,17 0,5 1.559 13,06 

0,05 3.038,6 21,35 0,05 3.048,5 17,24 

Control 
negativo >3.150 0 

Control 
negativo >3.150 0

DE: desviación estándar; 

Tabla 2: Tiempos de reacción expresados en segundos de las cinéticas turbidimetrícas de 

patrones y controles negativos (blancos) sin filtrar y tras la filtración utilizando el filtro de 

polivinilideno de fluoruro (PVDF). R1-R10: réplicas no filtradas; RF1-RF10: réplicas filtradas. 

Las concentraciones de los patrones se expresan en unidades de endotoxina (EU) por ml. 

Además, como se puede ver en los dos ejemplos que se muestran en la Figura 27, 

las curvas de calibración obtenidas con estándares filtrados y sin filtrar fueron muy 

similares. 
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Figura 27. Curvas de calibración obtenidas con estándares de endotoxina de 50, 5, 0,5 y 0,05 

unidades de endotoxina (EU) por ml no filtrados (A) y filtrados (B) a través de un filtro de 

polivinilideno de floururo (PVDF). 
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5.1.2- Curvas de calibración, coeficientes de variación (CV) y tasa de recuperación 

En cada experimento se realizó una curva de calibración, determinando, como 

controles de calidad internos, su linealidad (valor de R) y el coeficiente de variación (CV) 

en las réplicas de los diferentes estándares. Para todos los procedimientos se aceptaron 

como parámetros de validación de la técnica un coeficiente de linealidad R superior a 

0,995 y valores del CV entre réplicas inferior al 10 % (Figura 28). 

Figura 28. Ejemplo de recta de calibración y criterios de aceptación: linealidad de la recta (R> 

0,995) y coeficiente de variación (CV) entre réplicas de los patrones inferior al 10 %. Las 

concentraciones de los patrones se expresan en unidades de endotoxina (EU) por ml. 



___________________________________________________________________5- RESULTADOS___ 

101 

Además de los estándares, también las muestras fueron procesadas en cada 

procedimiento por duplicado, estimando el CV entre réplicas para identificar la dispersión 

o grado de variabilidad en las estimaciones realizadas, tanto en muestras de leche como

en estándares filtrados y no filtrados. Como se observa en las Tablas 3 y 4, este CV fue 

inferior al 5 % en todos los casos, oscilando en un rango de 0,00 y 3,22 % para los 

estándares y blancos y de 0,00 a 3,44 % para las muestras de leche.  

Coeficiente de variación (CV) 

Estándares de endotoxina (EU/ml) 
Blanco (EU/ml) 

50 5 0,5 0,05 

Estándares filtrados 2,99 % 2,34 % 1,25 % 0,64 % 0 % 

Estándares sin filtración 2,16 % 1,86 % 1,36 % 1,38 % 0 % 

Tabla 3: Valor medio de los coeficientes de variación (CV) entre las réplicas de los estándares 

de endotoxina (50, 5, 0,5 y 0,05 unidades de endotoxina (EU)/ml) y el blanco (agua ultrapura 

libre de endotoxinas) no filtrados y filtrados a través de filtro de polivinilideno de fluoruro 

(PVDF) obtenidos en la determinación de la activad de endotoxina empleando un método 

turbidimétrico cinético. 

Coeficiente de variación (CV) 

Muestras de leche 

procedentes de vacas con 

mamitis clínica 

Muestras de tanque 

de leche 

Muestras de leche 

comercial 

Filtradas 2,62 % 2,23 % 1,24 % 

Tabla 4: Valor medio de los coeficientes de variación (CV) entre las réplicas de las muestras de 

leche obtenidos en la determinación de la actividad de endotoxina empleando un método 

turbidimétrico cinético. 
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Finalmente, y con el fin de monitorizar la presencia y el efecto de sustancias 

interfirientes, cada muestra fue suplementada con una concentración conocida de 

endotoxina. En la Figura 29A podemos ver un ejemplo de expresión de resultados 

conforme a los cálculos que realiza el software del equipo. La concentración de 

endotoxina adicionada fue de 0,5 unidades de endotoxina (EU)/ml, mientras que la de la 

muestra fue de 0,0997 EU/ml. En el caso de la muestra cebada la concentración obtenida 

fue de 0,6254 EU/ml. En un escenario de recuperación del 100 %, la concentración teórica 

de la muestra cebada sería de 0,5 EU/ml más 0,0997, es decir 0,5997. Al recuperar un 

valor ligeramente superior (0,6254 EU/ml), se estima un porcentaje de recuperación del 

105 %, tal y como muestra el cálculo del equipo. Estos datos indican que se recupera 

prácticamente la misma concentración de endotoxina adicionada. De forma similar, si se 

recupera menor cantidad que la adicionada, el porcentaje de recuperación será inferior al 

100 %. 

Figura 29: Valores de porcentaje de recuperación de una concentración conocida de endotoxinas 

en muestras cebadas o “spike” (B). Se incluye un ejemplo de esta recuperación conforme los 

cálculos del software (A). Las concentraciones de endotoxinas se expresan en unidades de 

endotoxina (UE)/ml. 
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La tasa de recuperación determinada para las muestras cebadas con una 

concentración conocida de endotoxina estuvo en el rango considerado aceptable por el 

fabricante del test (50 a 200 %), con valores que variaron entre el 51 y el 190 %, en más 

del 95 % de las muestras de leche analizadas (Figura 29B). 

5.1.3- Validación del ensayo LAL optimizado en la matriz leche 

Teniendo en cuenta las directrices de validación indicadas en las normas ISO 

(Organización Internacional de Normalización, del inglés International Organization for 

Standardization) 5725-1:1994 (ISO, 1994) y ISO 19036:2019 (ISO, 2019), para la 

validación intralaboratorial de la técnica turbidimétrica cinética LAL en la matriz leche 

se procesaron cinco réplicas de los estándares de endotoxinas y de una muestra de leche 

sin endotoxinas suplementada con 5, 0,5 y 0,05 UE por ml. Estas determinaciones fueron 

realizadas por dos operadores diferentes y los resultados obtenidos se muestran en las 

Tablas 5, 6 y 7. 

En primer lugar, se determinó la exactitud, precisión, incertidumbre y veracidad 

de los patrones correspondientes a 50, 5, 0,5 y 0,05 EU/ml, realizados a partir de 

diluciones seriadas del patrón comercial de 50 EU/ml. Como se puede observar, tanto la 

incertidumbre del método como la precisión y veracidad en condiciones de 

reproducibilidad, varían en función del rango o nivel de concentración. Así, estos 

parámetros mostraros valores superiores a mayores concentraciones, encontrándose los 

resultados más altos en el rango superior de medida (50 EU/ml) y los más bajos en el 

rango inferior de medida (0,05 EU/ml). Por su parte, la exactitud también varió en función 

del rango de medida, mostrando valores de 9,305, 5,618, 8,044 y 1,620 % para los 

patrones de 50, 5, 0,5 y 0,05 EU/ml respectivamente (Tabla 5).  
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Concentración 

de patrón 

certificado 

(EU/ml) 

Media 

(EU/ml) 

Precisión 

(DE) 

Veracidad 

(V) 

Incertidumbre 

(U) 

(k = 2,95 %) 

Exactitud 

(%) 

0,05 0,051 0,004 0,001 0,009 1,620 

0,5 0,540 0,025 0,040 0,094 8,044 

5 5,281 0,405 0,281 0,986 5,618 

50 54,652 6,562 4,652 16,088 9,305 

EU: unidades de endotoxina; DE: desviación estándar; U (incertidumbre) = 2* √ DE2 + V2 

Tabla 5: Validación del ensayo turbidimétrico cinético Limulus amebocite lysate (LAL) para la 

cuantificación de endotoxinas en muestras de leche: resultados obtenidos con cinco réplicas 

procesadas por dos operadores sobre los estándares de endotoxina.  

En la tabla 6 se muestran los resultados de la media, precisión, veracidad, 

incertidumbre y exactitud para la cuantificación de muestras de leche cebadas con 

diferentes concentraciones de endotoxinas (5, 0,5 y 0,05 EU/ml). En todos los casos, los 

valores variaron en dependencia del rango de medida. Como se puede observar, tanto la 

precisión como la veracidad aumentan conforme se incrementa el valor del patrón 

adicionado. En el caso de la incertidumbre, ésta es mayor en los rangos altos y bajos frente 

al rango medio. Finalmente, la exactitud mostró valores muy similares en el rango 

superior e inferior de la técnica y menores a éstos en el rango intermedio.  

Finalmente, los resultados globales de esta validación, incluyendo tanto los 

resultados obtenidos con los estándares de endotoxina y el blanco, así como con las 

muestras de leche procesadas se muestran en la Tabla 7. De nuevo, los valores de los 

parámetros variaron dependiendo del rango de concentración de endotoxinas en la 

muestra y tanto la precisión como la verosimilitud, la incertidumbre y la exactitud se 

incrementaron conforme esta concentración medida aumentaba. 
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Concentración 

(EU/ml) 

Media 

(EU/ml) 

Precisión 

(DE) 

Veracidad 

(V) 

Incertidumbre 

(U) 

(k = 2,95 %) 

Exactitud 

(%) 

0,05 0,053 0,009 0,003 0,20 6,600 

0,5 0,521 0,042 0,021 0,094 4,260 

5 5,340 0,390 0,340 1,035 6,800 

EU: unidades de endotoxina; DE: desviación estándar; U (incertidumbre) = 2* √ DE2 + V2 

Tabla 6: Validación del ensayo turbidimétrico cinético Limulus amebocite lysate (LAL) para la 

cuantificación de endotoxinas en muestras de leche: resultados obtenidos con cinco réplicas 

procesadas por dos operadores sobre una muestra de leche libre de endotoxinas suplementada 

con diferentes concentraciones de endotoxina. 

Concentración 

(EU/ml) 

Media 

(EU/ml) 

Precisión 

(DE) 

Veracidad 

(V) 

Incertidumbre 

(U) 

(k = 2,95 %) 

Exactitud 

(%) 

0,05 0,052 0,007 0,002 0,015 4,110 

0,5 0,530 0,035 0,030 0,093 6,052 

5 5,310 0,388 0,310 0,994 6,209 

EU: unidades de endotoxina; DE: desviación estándar; U= 2* √ DE2 + V2 

Tabla 7: Validación global del ensayo turbidimétrico cinético Limulus amebocite lysate LAL 

para la cuantificación de endotoxinas en muestras de leche: resultados obtenidos con cinco 

réplicas procesadas por dos operadores sobre estándares de endotoxina y sobre muestras de 

leche libre de endotoxinas suplementadas con diferentes concentraciones de endotoxina. 
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Adicionalmente se validó la técnica en condiciones de repetibilidad, mismo 

método, laboratorio, operario, equipo y muestras en corto periodo de tiempo, y 

reproducibilidad, mismo método y muestras, pero diferente laboratorio, método u 

operador. Para la evaluación de la repetibilidad se emplearon cuatro muestras de leche, 

dos con una concentración intermedia de endotoxinas (75-80 UE/ml), una con una 

elevada concentración de endotoxinas (2.000 UE/ml) y una con baja concentración de 

endotoxinas (28 UE/ml). La reproducibilidad se determinó utilizando 12 muestras de 

leche dentro de cada concentración de endotoxina (alta, media y baja) que fueron medidas 

por dos operarios en días diferentes y utilizando dos réplicas por muestra.  

Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 8 y 9 siendo destacable que 

ambos parámetros fueron más elevados para las determinaciones en el rango intermedio 

en comparación con las de las concentraciones alta y baja. 

Condiciones de repetibilidad 

Media* DE CV (%) 

Concentración de 

endotoxina 

Alta 5,193 0,936 18,022 

Moderada 0,696 0,185 26,562 

Baja 0,363 0,031 8,535 

EU: unidades de endotoxina; DE: desviación estándar; CV: coeficiente de variación; *Valores 
no corregidos (tener en cuenta la dilución para estimar la concentración de endotoxina) 

Tabla 8: Repetibilidad determinada para el ensayo turbidimétrico cinético Limulus amebocite 

lysate (LAL) para la cuantificación de endotoxinas en muestras de leche empleando muestras 

con elevada, moderada y baja concentración de endotoxina. 
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Condiciones de reproductibilidad 

Media* DE CV (%) 

Concentración de 

endotoxina 

Alta 4,86 0,355 7,297 

Moderada 0,15 0,018 11,863 

Baja 0,06 0,004 6,937 

EU: unidades de endotoxina; DE: desviación estándar; CV: coeficiente de variación; *Valores 
no corregidos (tener en cuenta la dilución para estimar la concentración de endotoxina) 

Tabla 9: Reproductibilidad determinada para el ensayo turbidimétrico cinético Limulus 

amebocite lysate (LAL) para la cuantificación de endotoxinas en muestras de leche empleando 

muestras con elevada, moderada y baja concentración de endotoxina. 

5.1.4- Determinación de la actividad de endotoxinas en muestras de leche 

Se procesaron un total de 15 muestras de leche recogidas en vacas con mamitis 

clínica, así como 5 muestras de leche de tanque y 5 muestras de leche comercial UHT 

(uperizada, del inglés ultrahigh temperature). En todas ellas se determinó la actividad de 

endotoxina empleando el ensayo turbidimétrico cinético puesto a punto. Las muestras 

procedentes de animales con mamitis clínicas fueron procesadas para la identificación del 

microorganismo implicado y tanto estas muestras como las muestras de tanque de leche 

fueron procesadas de forma automática para obtener el recuento de células somáticas 

(RCS), tal y como se ha indicado en las secciones 4.2.1 y 4.2.2 de Material y Métodos de 

esta tesis. 

5.1.4.1- Muestras de leche recogidas en vacas con mamitis clínica 

Los resultados obtenidos con las muestras de animales enfermos se muestran en 

la Tabla 10.  

Como cabía esperar, entre las muestras de leche recogida de vacas con mastitis 

clínica los resultados de actividad de endotoxina fueron muy variables y estuvieron 

relacionados con el microorganismo implicado en la infección. La técnica optimizada 

demostró su capacidad para detectar y cuantificar endotoxinas en un amplio rango, desde 

valores negativos (< 25 EU/ml) y hasta valores próximos a 30.000 EU/ml. 
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Identificación 

Muestra 

Concentración de 

endotoxinas 

(EU/ml) 

RCS 

(cls/ml) 

Microorganismo 

implicado 

151677 570 951.650 Escherichia coli 

151678 29.000 1.457.000 Escherichia coli 

151679 22.000 1.120.500 Escherichia coli 

151680 < 25 856.930 
Staphylococcus coagulasa 

negativo 

151681 < 25 958.670 Serratia marcescens 

151682 < 25 657.000 
Staphylococcus coagulasa 

negativo 

182179 < 25 858.000 Staphylococcus aureus 

182180 < 25 856.930 Streptococcus agalactiae 

182181 < 25 1.587.600 Mycoplasma bovis 

182182 27.000 1.389.000 Escherichia coli 

182183 25.300 1.125.320 Enterobacter aerogenes 

182184 21.800 978.580 Enterobacter aerogenes 

182185 17.500 898.000 Enterobacter aerogenes 

186186 875 589.000 Enterobacter aerogenes 

182187 32800 1.907.800 Escherichia coli 

Tabla 10: Concentración de endotoxinas expresadas en unidades de endotoxina (UE)/ml, 

recuento de células somáticas (RCS) expresado en células (cls)/ml y resultados de 

microbiología en muestras de leche recogidas en vacas con mamitis clínica. 

No se detectaron endotoxinas (< 25 EU/ml) en ninguna de las muestras en las que 

se identificó un microorganismo Gram positivo como agente etiológico ni en una muestra 

en la que la mamitis estaba asociada a Mycoplasma bovis (M. bovis). 
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Por el contrario, se detectaron concentraciones variables de endotoxina en todas 

las muestras de leche procedentes de animales con mamitis clínica por bacterias Gram 

negativas, con la única y sorprendente excepción de un caso asociado a Serratia 

marcescens. La concentración media de endotoxina en las muestras con detección 

positiva fue de 19.649,4 UE/ml (DE 11.606,06 EU/ml), con una mediana de 22.000 

UE/ml y un mínimo de 570 EU/ml y máximo de 32.800 EU/ml. La comparación de la 

concentración de endotoxina en las muestras de leche positivas a las dos especies de 

bacterias Gram negativas detectadas, Escherichia coli (E. coli) (n=5) y Enterobacter 

aerogenes (E. aerogenes) (n=4) mediante ANOVA, demostró que no existían diferencias 

estadísticamente significativas, aunque los valores fueron más altos en las muestras 

positivas a E. coli (F = 0,542, p = 0,485) (Tabla 11). 

Concentración de endotoxinas (EU/ml) 

n Media DE 
Intervalo de confianza 

95 % 

Mediana 

E. coli 5 22.274,00 12.742,74 6.451,80 38.096,20 27.000,00 

E. aerogenes 4 16.368,75 10.810,52 833,19 33.579,69 19.650,00 

Tabla 11: Concentración de endotoxinas en las muestras de leche procedentes de animales con 

mamitis clínica asociada a bacterias Gram negativas. 

En lo que respecta a la relación entre la actividad de endotoxina y el RCS, se 

demostró una correlación positiva significativa entre ambos parámetros para las muestras 

de leche con mamitis por bacterias Gram negativas (Rho = 0,891, p = 0,001). Como se 

observa en la Figura 30, esta correlación fue particularmente clara para los recuentos 

superiores a 1.000.000 cls/ml.  
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Figura 30: Correlación entre en el recuento de células somáticas (RCS) expresado en células 

(cls)/ml y la concentración de endotoxina expresada en unidades de endotoxina (EU)/ml en 

muestras de leche recuperadas de animales con mamitis clínica por bacterias Gram negativas. 

Por el contrario, y como cabía esperar, no existió correlación entre la actividad de 

endotoxina determinada, en todos los casos inferior a 25 EU/ml, y el RCS para las 

muestras de leche de animales con mamitis clínica asociada a otras bacterias (Gram 

positivos o M. bovis), que varió entre valores ligeramente superiores a 600.000 cls/ml y 

hasta más de 1.500.000 cls/ml en el caso de la leche con mamitis causada por M. bovis. 

No fue posible estimar esta correlación por ser idéntico el resultado de concentración de 

endotoxina para todas estas muestras. 

5.1.4.2- Muestras de tanque de leche 

Los resultados obtenidos con las muestras de tanque de leche se muestran en la 

Tabla 12. 

La concentración de endotoxina en muestras de leche de tanque varió entre menos 

de 25 y 270 EU/ml (mediana < 25 EU/ml) y no existió correlación entre el valor obtenido 

y el RCS determinado (Rho = 0,670, p = 0,100) (Figura 31). 
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Identificación 

muestra 

Concentración de 

endotoxinas 

(EU/ml) 

RCS 

(cls/ml) 

149927 140 331.000 

182406 < 25 435.000 

196517 < 25 172.000 

196518 < 25 224.000 

206036 270 733.000 

206037 180 389.000 

206038 <25 198.000 

Tabla 12: Concentración de endotoxinas expresadas en unidades de endotoxina (UE)/ml y 

recuento de células somáticas (RCS) expresado en células (cls)/ml en muestras de leche de 

tanques de leche. 

Figura 31: Correlación entre en el recuento de células somáticas (RCS) expresado en células 

(cls)/ml y la concentración de endotoxina expresadas en unidades de endotoxina (UE)/ml en 

muestras de leche recuperadas de animales con mamitis clínica por bacterias Gram negativas. 
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5.1.4.3- Muestras de leche UHT comercial 

Los resultados obtenidos con las muestras de leche UHT se muestran en la Tabla 

13.  

Identificación 

Muestra 

Concentración de endotoxinas 

(EU/ml) 

232807 34 

232808 175 

232809 57,08 

232810 < 25 

232811 164,5 

232812 179,15 

232813 87 

232814 < 25 

232815 < 25 

132816 < 25 

Tabla 13: Concentración de endotoxinas expresadas en unidades de endotoxina (UE)/ml en 

muestras de leche comercial UHT (uperizada o del inglés ultrahigh temperature). 

Se detectó actividad de endotoxina en 6 de las 10 leches comerciales analizadas, 

con una concentración que varió entre < 25 y 179,15 UE/ml. El valor medio de la 

actividad de endotoxina en las muestras con detección positiva fue de 116,12 UE/ml (DE 

64,59) y mediana de 125,75 UE7ml.  
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5.2- EMPLEO DE UN SISTEMA DE CULTIVO MINI-UBRE PARA EL ESTUDIO 

DE LA LIBERACIÓN DE ENDOTOXINAS INDUCIDA POR ANTIBIÓTICOS 

En una segunda etapa, el trabajo experimental se dirigió hacia la optimización de 

un sistema específico de cultivo microbiológico que simula las condiciones de la 

infección intramamaria o sistema mini-ubre. Empleando este modelo hemos investigado 

la inhibición del crecimiento bacteriano y la liberación de endotoxinas asociada al 

tratamiento con diferentes antibióticos empleados en el tratamiento de la mamitis bovina. 

La investigación se ha llevado a cabo con dos especies de bacterias Gram negativas 

implicadas en mamitis clínicas del ganado bovino, E. coli y E. aerogenes, dado que fueron 

las dos especies de Gram negativos identificadas con mayor frecuencia en las muestras 

de leche de vacas con mamitis clínica en la primera etapa del trabajo, y para cuatro 

antibióticos empleados de forma habitual en el manejo clínico de mamitis bovina, tres 

betalactámicos (cefalosporina (CF), cefapirina (CSY) y bencilpenicilina (BP)) y un 

aminoglucósido (dihidroestreptomicina (ST)).  

5.2.1- Cinética de la inhibición del crecimiento bacteriano 

Los resultados del estudio de la cinética de inhibición inducida por los antibióticos 

valorados se muestran en la Tabla 14 y Figura 32. 

Para ambas especies bacterianas, los antibióticos valorados provocaron una 

reducción del crecimiento, siendo este hecho más acentuado con el paso del tiempo Así, 

durante la primera hora de tratamiento, las bacterias continuaron multiplicándose y los 

cultivos alcanzaron su punto máximo de crecimiento, comenzando la inhibición del 

crecimiento entre una y dos horas tras el tratamiento. Por el contrario, los cultivos control 

sin tratamiento antibiótico continuaron creciendo hasta alcanzar la fase estacionaria 

durante el periodo de estudio. 
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A Escherichia coli (UFC/ml) 

0 h 1 h 2 h 3 h 6 h 

Control 1,68E+07 1,55E+08 3,61E+08 2,27E+08 6,79E+08 

Bencilpenicilina (BP) 1,68E+07 5,54E+07 7,71E+06 1,00E+00 1,00E+00* 

Cefapirina (CSY) 1,68E+07 3,92E+07 2,92E+04 7,92E+03 5,68E+02 

Dihidroestreptomicina 

(ST) 
1,68E+07 1,68E+07 1,71E+06 1,00E+00 1,00E+00* 

Cefalosporina (CF) 1,68E+07 8,96E+07 6,17E+04 8,30E+04 7,02E+02 

*Pese a que no se recuperó colonia viable alguna, se considera el valor de una colonia a
efectos prácticos para la representación logarítmica posterior. 

B Enterobacter aerogenes (UFC/ml) 

0 h 1 h 2 h 3 h 6 h 

Control 1,79E+07 1,24E+08 5,20E+08 6,70E+08 8,40E+08 

Bencilpenicilina (BP) 1,79E+07 1,36E+08 6,25E+07 8,05E+05 2,95E+04 

Cefapirina (CSY) 1,79E+07 5,30E+07 1,90E+06 2,05E+04 3,95E+04 

Dihidroestreptomicina 

(ST) 
1,79E+07 1,16E+08 1,98E+07 8,00E+04 5,10E+04 

Cefalosporina (CF) 1,79E+07 7,15E+07 6,75E+05 3,85E+04 2,35E+04 

Tabla 14: Cinética de inhibición del crecimiento en unidades formadoras de colonias (UFC)/ml 

en los cultivos mini-ubre tratados con antibióticos: bencilpenicilina (BP), cefapirina (CSY), 

dihidroestreptomicina (ST) y cefalosporina (CF), así como en el control sin antibióticos. 

A) Escherichia coli y B) Enterobacter aerogenes.
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Figura 32: Cinética de crecimiento de Escherichia coli (A) y Enterobacter aerogenes (B) en 
cultivos mini-ubre: control (●) tras el tratamiento con cefalosporina (CF: ■), cefapirina (CSY: 
▼), becilpenicilina (BP: ○) y dihidroestreptomicina (ST:      ). Se representa el logaritmo en 

base 10 del recuento bacteriano expresado en unidades formadoras de colonias (UFC)/ml frente 
al tiempo. Los valores mostrados en la figura son la media de tres réplicas experimentales. 
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El tratamiento con BP o con ST provocó la reducción más drástica del crecimiento 

en los cultivos de E. coli, sin que se pudieran recuperar células bacterianas viables a partir 

de las tres horas tras la adición del antibiótico (Figura 32). Por su parte, el tratamiento 

con CF y CSY provocó una disminución más progresiva de los recuentos de esta especie 

bacteriana, con una tasa de supervivencia claramente superior a las seis horas del 

tratamiento.  

En el caso de los cultivos de E. aerogenes, las tasas de supervivencia fueron más 

altas, en comparación con las observadas para E. coli. Estas tasas de supervivencia fueron 

similares, independientemente del tratamiento empleado, en el momento final del ensayo. 

5.2.2- Cinética de liberación de endotoxinas 

En una etapa preliminar se confirmó la idoneidad de la metodología empleada 

para la determinación de la concentración de endotoxinas en una matriz de leche, 

evaluando la liberación de endotoxinas inducida mediante la sonicación de los cultivos 

durante 15 minutos (Tablas 15 y 16). 

Escherichia coli 

Dilución UE/ml UFC/ml UE/UFC 

-5 428 9,00 E+05 4,76 E-04 

-4 1.462,1 9,10 E+06 1,61 E-04 

-3 7.314,5 4,60 E+07 1,59 E-04 

-2 15.822 6,50 E+07 2,43 E-04 

-1 36.290 5,20 E+08 6,98 E-05 

Tabla 15: Concentración bacteriana expresada como unidades formadoras de colonias (UFC)/ml 

y concentración de endotoxinas en unidades de endotoxina (UE)/ml tras la lisis bacteriana 

inducida por sonicación en cultivos mini-ubre de Escherichia coli. La relación entre actividad 

de endotoxina y el recuento bacteriano se expresa como UE/UFC. 
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Enterobacter aerogenes 

Dilución UE/ml UFC/ml UE/UFC 

-4 47,9 7,00 E+05 6,84 E-05 

-3 164,7 1,50 E+07 1,10 E-05 

-2 16.373 2,30 E+08 7,12 E-05 

-1 88.800 1,60 E+09 5,55 E-05 

Tabla 16: Concentración bacteriana expresada como unidades formadoras de colonias (UFC)/ml 

y concentración de endotoxinas en unidades de endotoxina (UE)/ml tras la lisis bacteriana 

inducida por sonicación en cultivos mini-ubre de Enterobacter aerogenes. La relación entre 

actividad de endotoxina y el recuento bacteriano se expresa como UE/UFC. 

Para ambas especies bacterianas la concentración de endotoxina liberada (EU/ml) 

correlacionó con la concentración bacteriana expresada en unidades formadoras de 

colonia (UFC)/ml, con valores del coeficiente de correlación de Pearson de 0,951 (p = 

0,013) y 0,999 (p = 0,001) respectivamente para E. coli y E. aerogenes (Figuras 33 y 34). 
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Figura 33: Correlación entre en la concentración de endotoxina obtenida tras el tratamiento de 

sonicación y la concentración bacteriana en cultivos mini-ubre de Escherichia coli. 

Figura 34: Correlación entre en la concentración de endotoxina obtenida tras el tratamiento de 

sonicación y la concentración bacteriana en cultivos mini-ubre de Enterobacter aerogenes. 
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Además, aunque los datos de endotoxina determinada tras el tratamiento por 

sonicación de los cultivos de E. aerogenes fueron ligeramente superiores en valor 

absoluto, cuando se relacionaron con los valores de concentración bacteriana en el cultivo 

(EU/UFC), el valor fue ligeramente inferior al de E. coli (Figura 35).  
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Figura 35: Relación entre la concentración de endotoxina (unidades de endotoxina (UE)/ml) y la 
concentración bacteriana expresada como unidades formadoras de colonia (UFC)/ml 

determinada tras el tratamiento por sonicación durante 15 minutos de cultivos mini-ubre de 
Escherichia coli (●) y Enterobacter aerogenes (○). 

Los resultados obtenidos tras el tratamiento de los cultivos de leche con los 

diferentes antibióticos valorados se muestran en la Tabla 17 y Figura 36.  
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Ratio endotoxinas (UE)/UFC 

E. coli E. aerogenes 

Control 1,04 E-05 1,16 E-06 

Cefalosporina (CF) 2,54 E-04 9,74 E-05 

Cefapirina (CSY) 3,23 E-04 5,13 E-05 

Bencilpenicilina (BP) 1,94 E-04 2,99 E-05 

Dihidroestreptomicina (ST) 5,99 E-05 2,04 E-05 

Tabla 17: Concentración de endotoxina liberada (unidades de endotoxina (UE)/ml) en los 

cultivos de Escherichia coli y Enterobacter aerogenes tras el tratamiento con cefalosporina 

(CF), cefapirina (CSY), becilpenicilina (BP) y dihidroestreptomicina (ST) durante 6 horas. Para 

la determinación de la ratio EU/unidades formadoras de colonias (UFC) se tomaron los datos 

correspondientes a las EU/ml liberadas a tiempo final tras el tratamiento y el número de células 

bacterianas estimado como la diferencia entre el recuento en el punto máximo de crecimiento y 

al final del tratamiento. Los resultados mostrados son la media de tres réplicas experimentales. 

Como se observa en la Figura 36 las cefalosporinas (CF y CSY) causaron los 

niveles más altos de liberación de endotoxinas para ambas especies bacterianas, seguidas 

por el tratamiento con BP. Por el contrario, el tratamiento con ST condujo a los niveles 

más bajos de endotoxinas. Como cabe esperar, las concentraciones de endotoxina más 

reducidas se observaron en los cultivos control sin tratamiento antibiótico. 
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Figura 36: Porcentaje de liberación de endotoxinas en los cultivos de Escherichia coli (barras 
negras) y Enterobacter aerogenes (barras grises) tras el tratamiento con cefalosporina (CF), 

cefapirina (CSY), becilpenicilina (BP) y dihidroestreptomicina (ST) tras la exposición al 
antibiótico durante 6 horas. Los resultados mostrados son la media de tres réplicas y expresados 
en porcentaje respecto al total de endotoxina procedente del sumatorio de endotoxinas liberadas 

en todos los tratamientos. 





6- DISCUSIÓN 





_____________________________________________________________________6- DISCUSIÓN___ 

125 

La mamitis bovina es una de las enfermedades que más pérdidas económicas 

ocasiona, tanto para el ganadero como para la industria láctea, con enormes repercusiones 

sobre los rendimientos de la explotación, sobre la calidad de la leche y sobre el bienestar 

animal. Cuando esta enfermedad está causada por bacterias Gram-negativas se ve, a su 

vez, agravada por la liberación de endotoxinas, fundamentalmente a consecuencia de la 

lisis bacteriana. 

Esta liberación de endotoxinas es un factor de gran importancia en el curso de la 

enfermedad clínica de la mamitis asociada Gram negativos (Eckel y col., 2016; Sharun y 

col., 2021). Los niveles de endotoxinas liberados varían durante el curso de la 

enfermedad, pero también con el tratamiento antibiótico que, en función del mecanismo 

de acción, puede incrementar de forma significativa esta liberación. Por consiguiente, la 

identificación de los microorganismos implicados y, en particular, la discriminación entre 

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas es crucial en el manejo clínico de la mamitis 

del ganado vacuno lechero, permitiendo un enfoque adaptado de las estrategias de 

tratamiento.  

Tradicionalmente, el diagnóstico de la mamitis asociada a bacterias Gram-

negativas se ha basado en los signos clínicos y los resultados de los cultivos 

microbiológicos (Anri y col., 1989, Waage y col., 1994). Basándonos en la clasificación 

primaria de las mamitis en base a la presentación clínica, la inflamación del cuarterón 

afectado, acompañada de pirexia, anorexia, deshidratación y diarrea, junto con 

endotoxemia sistémica son los principales signos clínicos descritos en las presentaciones 

hiperagudas de las mamitis causadas por bacterias coliformes, mientras que en los casos 

agudos, la deshidratación y la diarrea no suelen aparecer (Anri y col., 1989). 

Ahora bien, el diagnóstico basado únicamente en los signos clínicos puede inducir 

a error y son necesarios métodos microbiológicos o moleculares para confirmar las 

sospechas clínicas y para determinar el tratamiento más adecuado. Sin embargo, este 

diagnóstico requiere de tiempo y puede retrasar el inicio del tratamiento, con los riesgos 

que esto supone. En este contexto, la detección de endotoxinas en la leche se ha propuesto 

como una alternativa de gran interés para la aproximación diagnóstica en el manejo de 

las mamitis asociadas a bacterias Gram negativas (Waage y col., 1994; Suzuki y col., 

2016). 
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Aunque existen varios métodos para la detección de endotoxinas, actualmente las 

pruebas basadas en el lisado de amebocitos de Limulus (Limulus amebocite lysate o LAL) 

son las más extendidas debido a su alta sensibilidad analítica, su potencial de 

cuantificación y la fácil realización (Hurley col., 1995). Estas pruebas son seguras, 

rápidas y teóricamente podrían permitir discriminar entre las mamitis asociadas a 

bacterias Gram negativas y Gram positivas en pocas horas, permitiendo identificar e 

instaurar rápidamente el tratamiento más adecuado. Estas pruebas LAL podrían realizarse 

en sangre, pero parece mucho más adecuado realizarlas sobre muestras de leche en el 

diagnóstico precoz de la mamitis, ya que esta secreción puede contener niveles de 

endotoxinas hasta cinco veces superiores a los encontrados en la sangre (Anri y col., 

1989). 

Varios estudios han empleado pruebas LAL convencionales, como las basadas en 

la puntuación macroscópica de la fuerza del gel coagulado en muestras de leche al 

interaccionar con el lisado de amebocito (Anri y col., 1989; May y col., 1989; Waage y 

col., 1994; Svensson y Hahn-Hägerdal, 1987). Se trata de ensayos cualitativos o 

semicuantitativos, que se ven afectados por diversas condiciones ambientales y del 

laboratorio (Gehring y col., 2008). Más recientemente, otros autores han utilizado 

ensayos cromogénicos (Gehring, y col., 2008; Suzuki y col., 2016) o turbidimétricos 

(Mottar y col., 1993), igualmente basados en LAL, y adaptados a la matriz láctea. Estos 

métodos están reconocidos en las farmacopeas de Europa, EE.UU., Japón, China y otros 

países (Levin y col 1964) para la detección de actividad de endotoxinas en agua y 

productos farmacológicos. Sin embargo, y aunque existen directrices a nivel europeo para 

la detección de endotoxinas en matrices como el aire (EN, norma europea o european 

norm 14031:2021) o algunos nanomateriales (ISO, Organización Internacional de 

Normalización, del inglés International Organization for Standardization 29701:2010), 

así como investigaciones recientes que han empleado metodologías basadas en LAL para 

la detección de entotoxinas en leche, no se dispone en la actualidad de metodologías 

estandarizadas para la detección de esta actividad en muestras de leche (Wu y col., 2022; 

Sipka y col., 2015). 
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En relación a estos métodos, uno de los objetivos de esta investigación fue 

optimizar y validar un ensayo turbidimétrico cinético para la detección de endotoxinas en 

muestras de leche bovina a un coste asequible (aproximadamente 30-35 €/muestra) que 

permitiera su utilización tanto con fines de investigación como en el diagnóstico rutinario 

de la mamitis bovina. 

La coloración de la leche y la presencia de sustancias interferentes son los 

principales retos que plantea el empleo de ensayos turbidimétricos en muestras de leche. 

A priori, sería plausible realizar diluciones que amortigüen el efecto del color y/o 

concentración de sustancias no deseadas para evitar estos efectos, tal y como se contempla 

para otras matrices, pero estas diluciones deben realizarse de modo que no supongan un 

riesgo para la validez del ensayo. En este sentido podemos destacar que, con respecto a 

la dilución de las muestras para minimizar el efecto del color y/o la concentración de 

sustancias no deseadas, la Real Farmacopea Española y Europea proporcionan una 

fórmula que permite calcular la máxima dilución permitida para las determinaciones en 

fármacos, en función de la posología y la vía de administración del producto. Siguiendo 

esta misma metodología otros investigadores han propuesto una dilución máxima para la 

detección de endotoxinas en heparina sódica mediante un ensayo gelificación con LAL 

(Burguet, y col., 2012). Sin embargo, no existe ninguna propuesta ni estudio previo con 

respecto a la dilución máxima que podría utilizarse para la detección de endotoxinas en 

la matriz láctea, habiéndose encontrado en la bibliografía previa un único proyecto de 

investigación llevado a cabo en 2015 y utilizando un ensayo turbidimétrico cinético en 

leche de vacas sanas que utilizó tres diluciones diferentes, 1/100, 1/200 y 1/400, 

obteniendo buenos resultados en la determinación de las endotoxinas sobre las muestras 

de leche ensayadas (Suzuki y col., 2016).  

Teniendo en cuenta estos datos, en nuestra investigación decidimos utilizar dos 

diluciones diferentes, 1/500 y 1/1000 como diluciones de trabajo. A priori, estas 

diluciones permiten un rango de detección de 25 a 50.000 unidades de endotoxina 

(UE)/ml, garantizando que el ensayo pueda proporcionar resultados sobre muestras de 

leche que contengan un amplio rango de concentración de endotoxinas.  

De manera complementaria, para evitar el efecto de sustancias interferentes 

potencialmente presentes en las muestras de leche, se evaluó un abordaje novedoso de 

pre-procesamiento de estas mediante filtración. Según la Farmacopea Europea, la 

filtración es uno de los métodos más comunes para eliminar las interferencias, aunque 
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algunos filtros, normalmente los de celulosa, pueden dar lugar a resultados falsos 

positivos debido a derivados celulósicos como los glucanos. En nuestro estudio, se 

utilizaron filtros con un tamaño de poro de 0,45 µm y fabricados con polivinilideno de 

fluoruro (PVDF) para filtrar todas las muestras de leche analizadas. Este material es muy 

inerte químicamente y suele utilizarse en condiciones que requieren una gran pureza 

(Salazar Macián, 2007; Guo-Dong y col., 2014). El efecto de esta filtración sobre la 

determinación se evaluó utilizando estándares de endotoxinas y agua libre de endotoxinas 

como control negativo o blanco. Los resultados obtenidos demostraron que la filtración a 

través de filtros de PVDF no afecta a los resultados de concentración de endotoxinas, 

produciendo además una reducción de la desviación entre réplicas o, dicho de otra 

manera, favorece una mayor homogeneización de las endotoxinas presentes en una 

solución. 

Los estudios de validación del pre-procesamiento mediante filtración de PVDF, 

pusieron de manifiesto la ausencia de resultados falsos positivos. Además, demostraron 

que la variación de la actividad de endotoxina medida en los estándares filtrados y no 

filtrados es insignificante, aunque este valor fue ligeramente inferior en los patrones 

filtrados. El tiempo de reacción en las diez réplicas de cada patrón fue más homogéneo 

tras la filtración. Por consiguiente, la filtración a través de un filtro de PVDF se incluyó 

como pretratamiento rutinario de las muestras de leche, estándares y blancos en nuestro 

ensayo.  

El ensayo turbidimétrico LAL utiliza una curva de calibración basada en 

estándares de referencia certificados para endotoxinas bacterianas que permiten la 

cuantificación. En el presente estudio hemos aceptado los mismos requisitos exigidos 

para el control de productos farmacológicos, definidos por el fabricante del lector de 

endotoxinas. En este sentido la linealidad aceptada viene determinada por un coeficiente 

de linealidad o R2 superior a 0 para la curva de calibración, la variación entre réplicas de 

una misma muestra se limita con un porcentaje del coeficiente de variación inferior al 

10 % y la recuperación de endotoxina en las muestras cebadas o spike con un patrón de 

endotoxina debe alcanzar un porcentaje de recuperación que oscile entre el 50 % y el 

200 %. 
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Teniendo estos límites en cuenta, podemos destacar que la linealidad de las curvas 

obtenidas fue muy elevada, siendo en todos los casos superior a 0,995, hecho que 

demuestra la robustez del método. Por otro lado, la determinación de la tasa de 

recuperación en las muestras de leche enriquecidas o cebadas con una cantidad conocida 

de endotoxina para evaluar sustancias interferentes en la matriz de la leche, como se ha 

propuesto anteriormente (Suzuki y col., 2016), determinó que en nuestro estudio se 

cumplía este requisito en más del 95 % de las determinaciones realizadas en las muestras 

de leche, hecho que demuestra una adecuada sensibilidad y capacidad de recuperación de 

la técnica, así como la validez de la filtración a través de filtros de PVDF, tanto de los 

estándares como de las muestras procesadas. 

Hasta donde los autores de este trabajo hemos podido conocer, no existe ninguna 

investigación o informe previo sobre la validación de ensayos turbidimétricos de LAL 

para la detección de endotoxinas en muestras de leche. Por ello, la primera parte de 

nuestro estudio se dedicó a establecer los valores de exactitud, incertidumbre, 

reproducibilidad y repetibilidad del método turbidimétrico LAL adaptado para la matriz 

leche. Esta validación del método se realizó siguiendo criterios nacionales, de la Entidad 

Nacional de Acreditación (ENAC), e internacionales, normas ISO. 

Los parámetros determinados en esta validación variaron en función de la 

actividad de endotoxinas de las muestras, un resultado esperable cuando se trata de la 

validación de un método de análisis que abarca un rango de concentraciones de detección 

particularmente amplio. Los mejores resultados se obtuvieron en el rango medio (0,5-5 

EU/mL), mientras que empeoraron en los valores más elevados (50 EU/mL) y más bajos 

(0,5-5 EU/mL).  

Además, para realizar el presente estudio ha sido necesario contar con una serie 

de muestras de leche diferentes fuentes y que permitiesen obtener valores de endotoxinas 

en todos los rangos del estudio. Así, se analizaron muestras de leche de animales con 

mamitis causadas por bacterias Gram negativas, con el fin de validar el método en los 

rangos altos y medios, leches procedentes de tanque de leche, con el fin de validar el 

método en el rango medio y bajo, y, por último, muestras de leche UHT (uperizada o del 

inglés ultrahigh temperature) comerciales, con el fin de validar la técnica LAL 

optimizada en el rango bajo o muy bajo de concentración de endotoxinas. 
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El método desarrollado fue capaz de discriminar claramente la mamitis causada 

por bacterias coliformes, proporcionando altas actividades de endotoxinas, de las mamitis 

causadas por bacterias Gram positivas, sin actividad de endotoxinas. Estos resultados 

confirman los hallazgos de una investigación previa en la que se utilizaron doce muestras 

de leche de vacas clínicamente afectadas de mamitis (Suzuki y col., 2016). 

Inesperadamente, no se detectó actividad de endotoxinas en una muestra de leche de una 

vaca con mamitis clínica atribuida a Serratia marcescens, una enterobacteria Gram 

negativa ocasionalmente involucrada en casos de mamitis en el ganado bovino. Este 

hallazgo puede ser consecuencia de un diagnóstico erróneo, pero también podría deberse 

a que en la leche objeto de estudio presentó un número relativamente bajo de bacterias 

(datos no mostrados). En este sentido, se ha descrito que las infecciones intramamarias 

por bacterias del género Serratia suelen asociarse a signos clínicos menos graves en 

comparación con otras bacterias Gram negativas (Schukken y col., 2012) y este hecho 

podría explicar el resultado inesperado de nuestro estudio. En cualquier caso, creemos 

que son necesarios más estudios con el fin de evaluar la utilidad del ensayo desarrollado 

en muestras de leche recogidas en animales con mamitis asociadas a diferentes géneros y 

especies de bacterias Gram negativas, diferentes de Escherichia coli (E. coli) y 

Enterobacter aerogenes (E. aerogenes), las dos incluidas en los ensayos realizados en 

nuestra investigación.  

El ensayo también fue capaz de medir la actividad de endotoxinas en la leche de 

tanque de explotación y en muestras comerciales de leche UHT. Las bacterias Gram 

negativas de la leche cruda son la principal fuente de endotoxinas en los productos lácteos 

y aunque los tratamientos térmicos pueden eliminar eficazmente las bacterias presentes 

en la leche, no son capaces de eliminar la endotoxina que es una molécula altamente 

estable a altas temperaturas, permitiendo mantener esta actividad de la endotoxina en los 

productos lácteos (Wu y col., 2021). Se ha demostrado que el número total de bacterias 

presentes en la leche cruda y la intensidad de los tratamientos térmicos son los principales 

determinantes de la actividad de endotoxinas en estos productos lácteos (Wu y col., 2022). 

En lo que respecta a la relevancia clínica o desde el punto de vista de la seguridad 

alimentaria de este hecho, se ha descrito que, aunque no hay pruebas claras de que la 

exposición oral a la endotoxina pueda causar malestar o enfermedad, si se ha demostrado 

en algunos estudios la existencia de un efecto sobre el tracto digestivo, tanto en humanos 

como en animales (Wu y col., 2021; Wu y col., 2022).  
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En resumen, nuestros resultados demuestran que el ensayo turbidimétrico de LAL 

desarrollado es un método robusto y estandarizado adecuado para la detección de 

endotoxinas en leche de vaca, tanto cruda como comercial. La dilución y la filtración de 

las muestras a través de filtros de PVDF evitan las interferencias asociadas a la matriz 

leche y permiten la detección de un amplio rango de actividades de endotoxinas. 

En el caso de las mamitis del ganado bovino, aunque es necesario seguir 

investigando y evaluar su utilidad en los casos asociados a diferentes microorganismos 

Gram negativos, los resultados obtenidos demuestran la utilidad del ensayo optimizado 

para el diagnóstico rápido de mamitis por coliformes, así como en la elección del 

tratamiento más adecuado. En este sentido, la liberación de endotoxinas asociada a la lisis 

bacteriana es un factor determinante en el curso clínico de la enfermedad y debe tenerse 

en consideración al seleccionar el antibiótico para el tratamiento. Las endotoxinas son 

excelentes indicadores de infección activa, siendo muy adecuadas como marcadores para 

la fase aguda de la misma (Stromberg y col., 2017). Su importancia radica en que pueden 

interaccionar con los receptores de membrana de algunas células del sistema inmunitario 

como neutrófilos y macrófagos, desencadenando la liberación de citocinas 

proinflamatorias como las interleucinas y el factor de necrosis tumoral alfa e induciendo 

inflamación (Wyckoff, y col., 1998). Los altos niveles de endotoxinas pueden causar una 

respuesta inmunitaria innata desproporcionada y perjudicial para el huésped, pudiendo 

provocar un agravamiento del estado general en los animales enfermos (Wyckoff y col., 

2003, Eckel y col., 2016). 

La cantidad de endotoxinas liberadas en el curso de la enfermedad varía en 

función del tratamiento antibiótico aplicado, dependiendo de si la acción de este 

antibiótico es bactericida o bacteriostática, de su modo de interacción con la bacteria o de 

su concentración, pudiéndose llegar a inducir una respuesta inflamatoria exacerbada con 

consecuencias clínicas a nivel local y sistémico (Jackson y col., 1996). Aunque se 

emplean de forma habitual tratamientos dirigidos a controlar esta reacción inflamatoria 

exacerbada en el manejo de las mamitis asociadas a bacterias Gram negativas (Caldeira 

y col., 2021), es importante investigar la liberación de endotoxinas inducida por diferentes 

manejos terapéuticos.  

Desde el punto de vista de calidad de la leche, el ensayo turbidimétrico 

estandarizado LAL es una herramienta útil para investigar y, en su caso, minimizar la 

presencia de concentraciones significativas de endotoxinas en los productos lácteos. Este 
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hecho es de particular interés en el caso de la leche de fórmula destinada a la alimentación 

de lactantes. Se ha descrito que, dado que la estructura intestinal de los bebés no está 

completamente desarrollada, las endotoxinas residuales presentes en estas leches 

maternizadas pueden constituir una amenaza para la salud de los niños. Aunque no hay 

evidencias claras de que estas endotoxinas causen alteraciones inmunológicas 

significativas o enfermedad en los bebes, se ha propuesto que pueden alterar la microbiota 

intestinal, generando disbiosis, y que pueden inducir inflamación intestinal, obesidad o 

incluso sepsis, entre otros procesos (Wu y col., 2021). La técnica optimizada y validada 

en nuestra investigación podría ser de utilidad para evaluar la calidad de la leche de 

fórmula infantil y esta estrategia, unida a un control exhaustivo del origen y de la cadena 

de frío en todas las etapas, incluido el transporte y el almacenamiento, serían claves para 

asegurar productos infantiles de alta calidad para el crecimiento saludable de los recién 

nacidos. 

Además, nuestros resultados avalan la posibilidad de adaptar las técnicas 

turbidimétricas LAL para la determinación de la actividad de endotoxina en otras matrices 

o substratos diferentes de la leche para la que se ha optimizado y validado en esta

investigación. Entre algunos potenciales substratos de interés podemos destacar 

diferentes aditivos empleados en alimentación animal, particularmente algunos como 

aminoácidos y vitaminas que son producidos a través de la fermentación de algunas 

especies de bacterias Gram negativas como E. coli (Wallace y col., 2016). En este sentido, 

la presencia de altas concentraciones de endotoxina en la dieta se ha relacionado, en el 

caso del ganado porcino, con un impacto negativo en la morfología de las vellosidades 

intestinales, produciendo reducción tanto de la altura como del área de las vellosidades y 

un aumento en el ancho y profundidad de las glándulas intestinales (Parra-Blanco y col., 

2011). Más aún, una investigación reciente ha cuantificado el efecto de la estimulación 

del sistema inmunitario mediante la exposición al lipopolisacárido (LPS) de E. coli sobre 

los requisitos energéticos de mantenimiento de los lechones (Huntley y col., 2017), 

demostrando que no se afectó el equilibrio de nitrógeno ni la digestibilidad de los 

nutrientes, pero aumentó la producción total de calor (19 %) y los requisitos de energía 

de mantenimiento (23 %), resultando en una disminución de la deposición de lípidos (-

27 %) y de la ganancia media diaria (-26 %). 

De forma similar, la optimización de técnicas de cuantificación de endotoxinas en 

matrices biológicas como por ejemplo muestras de plasma o suero podría tener interés 
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para el seguimiento del curso clínico y el diagnóstico precoz de procesos asociados a 

endotoxemia como pueden ser la laminitis, el desplazamiento abomasal, la acidosis 

ruminal, la metritis, el síndrome de muerte súbita de los novillos de engorde o el síndrome 

de boca mojada, entre otras enfermedades (Andersen, 2003).  

Una vez validado el método de detección de endotoxinas en la matriz láctea se 

pasó a acometer el resto de objetivos específicos de este trabajo, la puesta a punto de un 

sistema in vitro para simular la infección por microorganismos Gram negativos en la ubre 

bovina y la evaluación del efecto de diferentes antibióticos, así como del género y especie 

en la liberación de endotoxinas y en la inhibición del crecimiento bacteriano. 

Para alcanzar estos objetivos se desarrolló un sistema de cultivos en leche o 

cultivos mini-ubre con dos patógenos bacterianos Gram negativos, E. coli y E. aerogenes, 

un modelo de crecimiento bacteriano empleando leche como medio de cultivo y con una 

concentración de inóculo cercano a la infección real en la glándula mamaria sobre la que 

se valoró el efecto de la exposición a diferentes antibióticos, tanto β-lactámicos (dos 

cefalosporinas y bencilpenicilina) como un aminoglucósido (dihidroestreptomicina) 

sobre el crecimiento bacteriano y sobre la liberación de endotoxinas. 

Nuestros resultados indican que el modelo de cultivos mini-ubre permite simular 

las condiciones de multiplicación en leche bovina de estas bacterias, así como estudiar el 

efecto asociado al tratamiento antibiótico, tanto en lo que respecta al crecimiento 

bacteriano como a la liberación de endotoxinas, con una aproximación mayor a 

condiciones reales que otros estudios llevados a cabo en medios de cultivo tradicionales 

(Crosby y col., 1994; Robert y col., 1993). De hecho y siempre buscando similitud con 

condiciones reales de infección, en el presente estudio se ha empleado una concentración 

de inóculo muy cercano a la infección en términos reales ((107 unidades formadoras de 

colonias (UFC)/ml)), mientras que la mayoría de los ensayos realizados de forma habitual 

emplean concentraciones que oscilan entre 104 y 106, claramente inferiores a los que se 

alcanzan de forma habitual en la infección real (Gould y col., 1997). 

Las cefalosporinas y la bencilpenicilina son antibióticos pertenecientes al grupo 

de los ꞵ-lactámicos que, comúnmente, se usan para tratar infecciones de bacterias tanto 

Gram positivas como Gram negativas (Bui y Preuss, 2023; Vardanyan y Hruby, 2006). 

Los antibióticos ꞵ-lactámicos constan de un anillo ꞵ-lactámico que constituye el núcleo 

esencial de la molécula, al cual se pueden unir estructuras adicionales (Kim y col., 2023). 
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Aunque cefalosporinas y penicilinas comparten la misma estructura de anillo ꞵ-

lactámico, las cefalosporinas presentan un átomo adicional en el anillo lateral, siendo bien 

conocido que las modificaciones tanto en el anillo como en las cadenas laterales pueden 

conducir a alteraciones en la actividad microbiana o la farmacocinética (Harrison y 

Bratcher, 2008). La actividad antibacteriana de los β-lactámicos se basa en su parecido 

con la fracción terminal o dipéptico terminal D-Alanina-D-Alanina del pentapéptido del 

peptidoglicano, hecho que les permite imitar el enlace peptídico y el carboxilato terminal 

de d-Ala-d-Ala (Tooke y col., 2019). La reacción del anillo β-lactámico con la serina 

nucleófila de las proteínas de unión a penicilina o PBPs conduce a la apertura del anillo 

y a la acilación irreversible de estas proteínas de unión, evitando la formación de enlaces 

cruzados transpeptídicos de peptidoglicano y, consecuentemente inhibiendo la síntesis de 

la pared bacteriana. 

Por otra parte, la dihidroestreptomicina es un antibiótico aminoglucósido 

bactericida, activo frente a bacterias Gram negativas y también frente a algunas Gram 

positivas que basa su mecanismo primario de acción en la interferencia en la síntesis de 

proteínas, uniéndose a los ribosomas bacterianos y, por lo tanto, modificando su función 

(Wray y col., 2016).  

Ha sido previamente demostrado que la exposición a diferentes tipos de 

antibióticos ꞵ-lactámicos puede generar diferentes respuestas morfológicas en las 

bacterias que, principalmente, se relacionan con los sitios de unión específicos para el 

anillo ꞵ-lactámico (Cornaglia y col., 1994). Estos sitios de unión son los conocidos como 

PBPs, proteinas de unión a la penicilina o penicillin-binding proteins, anteriormente 

mencionadas. La pared celular de las bacterias se encuentra reforzada por 

peptidoglucanos entrecruzados gracias a estas PBPs (Bui y Preuss, 2023), pero cuando 

los anillos ꞵ-lactámicos se unen a estas PBPs inhiben su actividad normal, produciendo 

la muerte de la bacteria al no poder sintetizar la pared celular. Existen tres principales 

respuestas a los antibióticos ꞵ-lactámicos por parte de las bacterias Gram negativas: la 

lisis celular rápida debido a la inhibición de las PBPs-1A y 1B, la producción de una 

pared celular deficiente que genera células redondas por la inhibición de la PBP-2 y, en 

tercer lugar, la generación de procesos de filamentación por la inhibición de la PBP-3. 

Particularmente, el fenotipo filamentoso consecuencia de la inhibición de la reticulación 

de la pared de pétidoglicano en el tabique de división se caracteriza por la acumulación 

en la célula bacteriana de grandes concentraciones de LPS, habiéndose asociado a ciertos 
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antibióticos β-lactámicos como la cefalexina, el aztreonam o la piperacilina. Además, 

puede ser que ciertos antibióticos causen la inhibición de varias de estas PBPs de manera 

simultánea, dependiendo de su concentración, así como del tamaño de inóculo, generando 

diferentes manifestaciones morfológicas y estructurales en la célula bacteriana (Gould y 

col., 1997). 

En lo que respecta a la influencia del tamaño del inóculo y la fase de crecimiento 

del cultivo en el tipo de respuesta morfológica a los antibióticos ꞵ-lactámicos se ha 

descrito que las concentraciones relativas de PBPs 1A, 1B, 2 y 3 varían dependiendo en 

función del inóculo y de las condiciones de crecimiento (Maloun y col., 1991; Stevens y 

col., 1993). Por otro lado, la concentración del antibiótico también afecta a la saturación 

de las diferentes PBPs y, por lo tanto, influye sobre la respuesta morfológica de la célula 

bacteriana (Gould y col., 1997).  

En nuestro estudio, trabajando en igualdad de concentración del inóculo y en 

idéntica fase de crecimiento, los cuatro antibióticos valorados provocaron una marcada 

reducción del crecimiento bacteriano a partir de las dos horas del tratamiento, tanto para 

los cultivos de E. coli como para los de E. aerogenes, confirmando su utilidad a la dosis 

empleada para inhibir el crecimiento bacteriano. Además, en el caso de E. coli tanto el 

tratamiento con bencilpenicilina como con dihidroestreptomicina generaron una 

inhibición completa de este crecimiento bacteriano tras tres horas de tratamiento. Estos 

resultados podrían ser consecuencia del mecanismo de acción de ambos antibióticos. En 

el caso de la dihidroestreptomicina, la interferencia en la síntesis proteica explicaría este 

resultado. Por su parte, las diferencias estructurales entre la bencilpenicilina y las 

cefalosporinas podrían ser determinantes para permitir la reducción total en el 

crecimiento de la cepa de E. coli empleada en el estudio. 

Además, es importante mencionar que las curvas de supervivencia bacteriana 

fueron diferentes para las dos especies investigadas, siendo superiores las tasas de 

supervivencia de E. aerogenes en comparación con las de E. coli para los cuatro 

antibióticos investigados. Este hecho, en primer lugar, vuelve a poner de manifiesto la 

influencia de las diferencias tanto del modo de acción de los antibióticos como de 

diferencias estructurales intragrupales sobre la inhibición del crecimiento bacteriano. En 

segundo lugar, confirma la estrecha relación genotipo-dependiente en la respuesta a los 

antibióticos mostrada por diferentes cepas y, finalmente, pone de manifiesto la 

importancia de llevar a cabo estudios de sensibilidad, bien con técnicas convencionales o 
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con técnicas como el cultivo mini-ubre, para la selección adecuada del tratamiento y para 

la monitorización de su efecto. 

En lo que respecta a la liberación de endotoxinas, los resultados del presente 

trabajo nos permiten concluir que, para ambas especies de bacterias Gram negativas, el 

tratamiento con cefalosporinas se asoció a la generación de mayores concentraciones, 

todo ello a pesar de que el tratamiento con estos antibióticos no logró inhibir por completo 

el crecimiento bacteriano en los cultivos tratados. Con toda probabilidad este efecto está 

relacionado con los procesos de filamentación que se asocian al tratamiento con 

cefalosporinas y que generan una mayor concentración de endotoxinas en las células 

bacterianas de acuerdo a un cierto número de investigaciones (Gould y col., 1997; 

Schneier y col., 2020; Stromberg. y col., 2017; Tineke y col., 2013). 

Centrándonos en los antibióticos ꞵ-lactámicos, las concentraciones empleadas en 

el presente trabajo inhibirían la PBP-3, produciendo la filamentación de las células 

bacterianas. Por tanto, se produciría una muerte celular más lenta, tal y como muestran 

las cinéticas de inhibición del crecimiento en el caso de E. coli para estos antibióticos, así 

como una mayor tasa de liberación de endotoxinas, hecho observado para ambas cepas y 

especies bacterianas investigadas. Por el contrario, el tratamiento con bencilpenicilina a 

la concentración aplicada en este estudio estaría asociada con la inhibición de las PBPs 1 

y 2, provocando una lisis celular rápida. Este hecho explicaría la reducción drástica del 

crecimiento observada en los cultivos de E. coli a las 3 horas de la exposición a 

bencilpenicilina, así como las menores tasas de liberación de endotoxinas mostradas tanto 

para E. coli como para E. aerogenes. 
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Finalmente, el tratamiento con el aminoglucósido dihidroestreptomicina demostró 

ser la mejor opción entre las valoradas, combinando una actividad bactericida sobre un 

inóculo bacteriano con una concentración similar a la detectada en condiciones reales de 

infección de la glándula mamaria con los niveles más bajos de liberación de endotoxinas. 

Este hecho fue particularmente marcado en el caso de E. coli y fue, probablemente, 

consecuencia de una lisis celular rápida. 

De forma global los resultados obtenidos con los cultivos mini-ubre demuestran 

la utilidad de este modelo experimental para la investigación detallada del efecto del 

tratamiento antibiótico en el manejo de las mamitis causadas por bacterias Gram 

negativas, particularmente cuando se trata de bacterias que se multiplican en la leche y 

tienen escala o nula capacidad de adhesión a las células de los acinis y conductos de la 

glándula mamaria como E. coli. La valoración de los resultados obtenidos con diferentes 

antibióticos, especies bacterianas o incluso cepas permitirá la optimización del manejo 

clínico de las mamitis asociadas a Gram negativos. 
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Primera 

La validación intralaboratorial del ensayo turbidimétrico cinético en la matriz 

leche nos permite concluir que la técnica estandarizada es robusta y permite la detección 

válida y segura de un amplio rango de endotoxinas en muestras de leche, abarcando desde 

la detección en leches de animales afectados de mamitis clínica asociada a bacterias Gram 

negativas como E. coli a la detección en leche de tanque de explotaciones ganaderas o, 

incluso, en leche comercial UHT. Además, cabe destacar que esta técnica validada es 

rápida y tiene un coste relativamente bajo, hecho que la hace atractiva para su empleo en 

muy diferentes ámbitos. 

.Segunda 

La dilución y la filtración de las muestras de leche a través de filtros de PVDF 

permiten minimizar las interferencias asociadas a la matriz leche, tanto por su coloración 

como por la presencia de sustancias interfirientes, en la detección y cuantificación de 

endotoxinas. La incorporación de estas dos etapas en el procesado previo de las muestras 

ha permitido adaptar una técnica turbidimétrica cinética basada en la reacción de lisis de 

los amebocitos de Limulus o técnica LAL, diseñada para la detección de endotoxinas en 

aguas farmacológicas, para la detección sobre muestras de leche de muy diferentes 

orígenes 

Tercera 

La cuantificación de endotoxinas en muestras de leche permite el diagnóstico 

precoz de las mamitis causadas por bacterias Gram negativas como Escherichia coli o 

Enterobacter aerogenes, sin necesidad de hacer cultivo microbiológico e identificación. 

Esta cuantificación aporta, además, información clínica relevante para el seguimiento de 

la evolución y el curso clínico de estas mamitis, así como para la monitorización de 

diferentes estrategias empleadas en su control. 
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Cuarta 

La incorporación de muestras de leche comercial UHT en la validación de un 

ensayo turbidimétrico cinético para la cuantificación de endotoxinas nos ha permitido 

detectar concentraciones variables de endotoxinas en estas muestras. Aunque la 

relevancia de este hallazgo desde el punto de vista de la salud pública no está clara, 

creemos que es necesario ampliar este trabajo para evaluar la actividad de endotoxina en 

diferentes productos lácteos comerciales y, muy especialmente, en leches de fórmula 

maternizadas. 

Quinta 

Los cultivos mini-ubre realizados sobre leche permiten reproducir las condiciones 

de multiplicación de bacterias Gram negativas como Escherichia coli o Enterobacter 

aerogenes en la glándula mamaria, alcanzando concentraciones bacterianas similares a 

las observadas en casos clínicos de mamitis en condiciones de campo. Combinado con 

técnicas de cultivo bacteriológico y técnicas de detección de endotoxinas, este modelo 

experimental permite monitorizar tanto el curso de la infección como el efecto sobre la 

multiplicación bacteriana y la liberación de endotoxinas de diferentes antibióticos. 

Sexta 

La utilización de cultivos mini-ubre de Escherichia coli y Enterobacter aerogenes 

nos ha permitido demostrar que la cefalosporina y la cefapirina provocan una menor y 

más lenta inhibición del crecimiento bacteriano, así como una mayor liberación de 

endotoxinas que otros antibióticos betalactámicos como la bencilpenicilina, 

probablemente a consecuencia de fenómenos de filamentación de las células bacterianas. 

Por el contrario, el tratamiento con el aminogucódiso dihidroestreptomicina combinó una 

elevada actividad bactericida con niveles bajos de liberación de endotoxinas, 

probablemente a consecuencia de una lisis celular rápida.  
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Abstract: Mastitis, one of the most common diseases in dairy cattle, causes severe 
losses in the dairy sector worldwide and affects animal welfare. The disease is 
characterized by an inflammatory reaction of the mammary gland and is mainly caused by 
bacterial infections, including both Gram-negative and Gram-positive bacteria. The 
release of endotoxins associated to bacterial lysis is a weighty factor in the clinical 
course of Gram-negative associated mastitis and should be taken into consideration when 
using antibiotics in the treatment of these infections. Therefore, endotoxin detection in 
milk samples would be of help in the management of bovine mastitis. With this aim, we 
have validated a kinetic turbidimetric assay based on Limulus amebocyte lysate (LAL) 
for the quantification of endotoxins in milk samples. The assay was adapted to this 
particular matrix by incorporating filtration and dilution of the milk samples in the 
procedure. Our results demonstrate the robustness and usefulness of the assay, which 
allows the identification of coliform mastitis in milk samples from affected cows and the 
quantification of endotoxin activity in bulk and commercial milk samples. Further studies 
are required to evaluate the performance of the assay in mastitis milk samples associated to 
Gram-negative bacteria other than Escherichia coli as well as during the clinical course of 
these Gram-negative mastitis or after their treatment with antibiotics.



RESUMEN:La mastitis, una de las enfermedades más comunes en el ganado lechero, 

causa graves pérdidas en el sector lácteo en todo el mundo y afecta al bienestar animal. 

La enfermedad se caracteriza por una reacción inflamatoria inflamatoria de la glándula 

mamaria y está causada principalmente por infecciones bacterianas, tanto por bacterias 

Gram negativas y Gram positivas. La liberación de endotoxinas asociada a la lisis 

bacteriana es un factor de peso en el curso clínico de la mastitis asociada a 

gramnegativos y debe tenerse en cuenta a la hora de utilizar antibióticos en el 

tratamiento de estas infecciones. Por lo tanto, la detección de endotoxinas en muestras 

de leche sería de gran ayuda en la gestión de la mastitis bovina. Con este objetivo hemos 

validado un ensayo turbidimétrico cinético basado en lisado de amebocitos de Limulus 

(LAL) para la cuantificación de endotoxinas en muestras de leche. El ensayo se adaptó a 

esta matriz compleja incorporando la filtración y dilución de las muestras de leche en el 

procedimiento. Nuestros resultados demuestran la robustez y utilidad del ensayo, que 

permite la identificación de mastitis coliforme en muestras de leche de vacas afectadas y 

la cuantificación de endotoxinas en muestras de leche de tanque d ela explotación  y  

leches envasadas comerciales.
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RESUMEN: La mamitis es una de las enfermedades más comunes en el ganado lechero 

y causa de importantes pérdidas económicas en el sector lácteo en todo el mundo, así 

como de efectos negativos sobre el bienestar animal. Se caracteriza por una reacción 

inflamatoria de la glándula mamaria que produce cambios significativos en la 

composición bioquímica de la leche, estando asociada principalmente a infecciones por 

bacterias, tanto Gram negativas como positivas. La liberación de endotoxinas asociada a 

la lisis bacteriana es un factor relevante en el curso clínico de la mamitis causada por 

Gram negativas y debe tenerse en consideración al usar antibióticos en el tratamiento de 

estas infecciones. Por ello, el estudio de la cinética de inhibición de diferentes bacterias 

patógenas y de la cinética de liberación de endotoxinas tras su exposición a diferentes 

antibióticos proporciona información de interés para el manejo clínico de esta importante 

enfermedad. Con este objetivo hemos validado un ensayo turbidimétrico cinético basado 

en lisado de amebocitos de Limulus (LAL) para la cuantificación de endotoxinas en 

muestras de leche y en este trabajo presentamos los resultados obtenidos tras simular una 

infección intramamaria con dos especies Gram negativas, E. coli y Enterobacter 

aerogenes, y su exposición a cuatro antibióticos, bencilpenicilina (BP), 

dihidroestreptomicina (ST), cefalosporina (CF) y cefapirina (CSY), determinando las 

cinéticas de inhibición de crecimiento y de liberación de endotoxinas en comparación con 

controles sin tratamiento antibiótico.
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