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RESUMEN

La mamitis es una de las enfermedades mas comunes en el ganado lechero y causa
de importantes pérdidas econdmicas en el sector lacteo en todo el mundo, asi como de
efectos negativos sobre el bienestar animal. Se caracteriza por una reaccion inflamatoria
de la glandula mamaria que produce cambios significativos en la composicioén bioquimica
de la leche, estando asociada principalmente a infecciones por bacterias, tanto Gram
negativas como positivas. La liberacion de endotoxinas asociada a la lisis bacteriana es
un factor relevante en el curso clinico de la mamitis causada por bacterias Gram negativas
y debe tenerse en cuenta en el manejo clinico de estas infecciones empleando antibidticos.
Es por ello que la deteccion de endotoxinas en muestras de leche puede ser una
herramienta de gran utilidad en la gestion de la mamitis en las explotaciones lecheras. De
forma similar, el estudio de la cinética de inhibicion de diferentes bacterias patogenas y
de la cinética de liberacion de endotoxinas tras la exposicion a diferentes antibioticos
puede proporcionar informacion de interés para el manejo clinico de esta importante

enfermedad.

En esta Tesis Doctoral hemos optimizado un ensayo turbidimétrico cinético
basado en lisado de amebocitos de Limulus (LAL) para la cuantificacion de endotoxinas
en muestras de leche, introduciendo en el procedimiento un pretratamiento de estas
muestras mediante filtracion a través de un filtro de polivinilo y dilucion 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 antibidticos empleados
de forma habitual en el tratamiento de mamitis sobre el crecimiento bacteriano y la
liberacion de endotoxinas, empleando un sistema de cultivo en leche o cultivos mini-ubre

que trata de reproducir las condiciones de la infeccion en la glandula mamaria.

La técnica de deteccidon y cuantificacion de endotoxinas optimizada fue validada
siguiendo las indicaciones establecidas por las normas de la Organizaciéon Internacional
de Normalizacion, empleandose para la determinacion en muestras de leche procedentes
de animales con mamitis clinica 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 cuantificacion de endotoxinas en



un amplio rango de concentraciones, permitiendo identificar mamitis por coliformes en
muestras de leche de animales con enfermedad clinica de la glandula mamaria, asi 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
permitio simular las condiciones de una infeccién 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 exposicion a cuatro
antibidticos de uso habitual en el manejo de mamitis clinicas en ganado vacuno:
bencilpenicilina, dihidroestreptomicina, cefalosporina y cefapirina. Se determinaron las
cinéticas de inhibicion de crecimiento y de liberacion de endotoxinas en estos cultivos,
comparandolas con las obtenidas en controles con idénticas condiciones, pero sin
tratamiento antibidtico. Todos los antibidticos valorados, tal y como era de esperar,
provocaron una reduccion del crecimiento, mas acentuado a partir de las 3-4 horas de
exposicion, aunque con diferencias en las cinéticas de inhibicidon en funcion del modo de
accion. Ademads, todos los antibidticos generaron una liberacion de endotoxinas en
comparacion con los controles que también varié en funcion del antibidtico. Asi, la
exposicion a cefalosporinas se asocid a una muerte bacteriana mas lenta y, al mismo
tiempo, a una mayor liberaciéon de endotoxinas, probablemente a consecuencia de
fenémenos de filamentacion bacteriana por cambios en la morfologia de la membrana
celular de las bacterias. Por el contrario, el tratamiento con dihidroestreptomicina
combind una rapida actividad bactericida con una liberacion mas reducida de

endotoxinas, probablemente a consecuencia de una lisis celular rapida.



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.



ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

ATP Adenosin trifosfato

AuNPs Nanoparticulas de oro (Au (gold) nanoparticles)

bp par de bases (base pair)

bWBA Ensayo de sangre total bovina (bovine whole blood assay)

BP Bencilpenicilina

CD Cluster de diferenciacion (cluster of diffentiation)

CF Cefalosporina

Cls Células

CMI Concentracion minima inhibitoria

CMlo concentracion minima capaz de inhibir el crecimiento del 90 % de los aislados de
una determinada especie bacteriana

CMT Test California para mastitis (California mastitis test)

CSY Cefapirina

CXCL-8 CXC motif chemokine ligand 8

DEP Diarrea epidémica porcina

E. coli Escherichia coli

EEUU Estados unidos (del inglés United States)

EIS Espectroscopia de impedancia electroquimica

EMPAS sensores acusticos piezoeléctricos electromagnéticos  (electrospun
micropyramid arrays)

EN: Norma Europea (European norm)

ENP Proteinas neutralizadoras de endotoxinas (Endotoxin Neutralizing Proteins)

E. aerogenes Enterobacter aerogenes

EU Unidades de endotoxina (endotoxin units)

rFC Factor recombinante C

FIL Federacion Internacional de Lecheria

IDF Federacion Internacional de Lecheria (International Dairy Federation)

IL Interleucina

ISO Organizacién Internacional de Normalizacion (International Organization for
Standardization)

K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae

LA-14-PP lipido A tetraacilado precursor la, compuesto 406 o también conocido como
lipido Iva

LA-22-PP del inglés violaceum-type lipid A

LAL Ensayo de Limulus (Limulus amebocite lysate)

LBP Proteina de unién al lipopolisacarido LPS (lipopolysaccharide binding protein)
LC Cristal liquido

LOD Limite de deteccion (limit of detection)

LPS Lipopolisacarido

M. bovis Mycoplasma bovis

MD-2 Proteina de diferenciacion mieloide-2 (Myeloid differentiation-2)

OMY Vesiculas de la membrana externa (outer-membrane vesicles)

OTS Triclorosilano octadecil (octadecyltrichlorosilan)

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa



PBP Péptidoglicano-transpeptidasas (Penicillin-binding proteins)
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
PGE2 Prostaglandina E2

PMB polimixina B (polymixin B)

PNA P-nitroanilina

PVDF polivinilideno de fluoruro

RCS Recuento de células somaticas

RPT Prueba de pir6genos en conejos (Rabbit pyrogen test)

8. marcescens Serratia marcescens

SPK muestra cebada con una concentracion conocida de endotoxinas (spike)
SPR Resonancia de plasmén superficial (surface plasmon resonance)
ST Dihidroestreptomicina

STD patron o estandar (standard)

S. aureus Staphylococcus aureus

S. agalactiae Streptococcus agalactiae

S. dysgalactiae Streptococcus dysgalactiae

S. uberis Streptococcus uberis

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor-alpha)
TRL toll-like-receptor

UFC Unidad formadora de colonias

UFOP sonda de fibra 6ptica doblada en U (U fiber optic probe)
UHT Uperizada (ultrahigh temperature)

UNE Asociacion Espafiola de Normalizacion
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1- INTRODUCCION

La mamitis es una de las enfermedades més comunes en el ganado bovino lechero
y causa de importantes pérdidas econdomicas en el sector lacteo en todo el mundo, asi
como de efectos negativos sobre el bienestar animal. Se caracteriza por una reaccion
inflamatoria de la glandula mamaria que produce cambios significativos en la
composicion bioquimica 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 reaccion inflamatoria, consecuencia de la liberacion de endotoxinas
asociada a la lisis bacteriana, siendo esta liberacion el elemento principal en la patogenia

de las mamitis producidas por estos microorganismos.

Las endotoxinas son macromoléculas conocidas como lipopolisacaridos o LPS y
son el principal componente de la membrana externa de la pared celular de las bacterias
Gram negativas. Si bien no son dafiinas 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 infeccion bacteriana. Aunque existe
una heterogeneidad en la composicion de estos LPS entre diferentes géneros, especies,
serogrupos y serotipos bacterianos, todos los LPS comparten una composicion estructural
comun; estan constituidos por un lipido (lipido A, parte inmundgena y de baja
variabilidad) y un polisacarido (parte especifica 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 asi como un amplio rango de pH.

A nivel biologico las endotoxinas interaccionan con los receptores de membrana
de las células del sistema inmunitario innato, como los neutréfilos y los macrofagos,
provocando la liberaciéon de niveles exacerbados de citocinas mediadoras de la
inflamacion como las interleucinas (IL) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Estas
endotoxinas se liberan en cantidades minimas 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 concentraciéon 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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Asi pues, la liberacion 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 consideracion al seleccionar el antibidtico para el tratamiento de estas
infecciones. El uso de antibidticos 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 liberacién de endotoxinas.

Entre los factores que afectan a esta liberacion de endotoxinas inducida por
antibioticos se encuentran el microorganismo implicado, la localizacion de la infeccion,
la virulencia particular de la cepa, asi como factores relacionados con el propio antibidtico
como el mecanismo de accion, el modo de aplicacion y la dosis empleada. Se ha descrito
que, en funcion del modo de accion y dosis del antibidtico, asi como de la carga o
contaminacion bacteriana de partida, se pueden producir diferentes cambios morfoldgicos
en el microorganismo que repercutirdn en mayor o menor medida en la liberacion de
endotoxinas (Eng y col., 1993). Asi, se ha descrito las cefalosporinas, un tipo de
antibioticos S-lactamicos, estan relacionadas con fenomenos de filamentacion bacteriana
y, por lo tanto, con la liberacion de niveles mas altos de endotoxinas mientras que, por el
contrario, otros antibioticos, incluidos también algunos f-lactamicos, son capaces de
provocar una lisis celular rapida y, por lo tanto, la liberacion de cantidades reducidas de

endotoxina.

El diagndstico de mamitis se realiza a través de la combinacion de evidencias
clinicas, incluidas las alteraciones en la composicion y caracteristicas de la leche, con
cultivos microbioldgicos que persiguen la identificacion del patdégeno implicado. La
deteccion del microorganismo involucrado permite completar el diagndstico con estudios
de sensibilidad que permiten orientar el tratamiento, aunque presentan como
inconveniente el retraso en el tiempo que impide reaccionar ante esta patologia de forma
temprana (May y col., 1989). La utilizacion de otras técnicas de deteccion de bacterias
Gram negativas como las técnicas moleculares constituye, también, una herramienta muy
util en el diagndstico de la enfermedad y la posterior evaluacion del tratamiento. Hemos
de resaltar que, habitualmente, los estudios de sensibilidad se realizan con inoculos de
entre 10* y 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por ml, una concentracion
claramente inferior a la que realmente se alcanza a nivel intramamario, por lo que utilizar
modelos mas proximos a la situacion real, incorporando en ellos el efecto del tratamiento

sobre la multiplicacion bacteriana y la liberacion de endotoxinas seria de gran interés.
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Mas atin, teniendo en cuenta la resistencia del LPS a las temperaturas elevadas y a las
variaciones del pH podria utilizarse la determinacion de estas endotoxinas en leche
pasteurizada o uperizada (del inglés ultrahigh temperature o UHT) como marcador de su
calidad microbiolégica durante todo el proceso de produccion, desde la granja y hasta el

consumidor final.

Existen diferentes métodos para la deteccion y cuantificacion de endotoxinas, muy
desarrollados y validados en el ambito de la industria farmacéutica dada la importancia
de determinar estas endotoxinas en productos farmacoldgicos debido a su caracter
pirdgeno. 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 pirogenos en conejos (del inglés rabbit pyrogen test o RPT). Sin embargo, no
existen metodologias normalizadas para la deteccion 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
validacion de un ensayo turbidimétrico cinético basado en lisado de amebocitos de
Limulus (LAL) para la cuantificacion de endotoxinas en muestras de leche junto con los
resultados obtenidos tras simular una infeccion intramamaria con dos especies Gram
negativas, Escherichia coli y Enterobacter aerogenes, empleando una concentracion de
in6culo cercano a la que se produce en la infeccion real de la glandula mamaria y su
exposicion a cuatro antibidticos, bencilpenicilina (BP), dihidroestreptomicina (ST),
cefalosporina (CF) y cefapirina (CSY), determinando las cinéticas de inhibicién de
crecimiento y de liberacion de endotoxinas en comparacidon con controles sin tratamiento

antibiotico.
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2.1- MAMITIS BOVINA

2.1.1- Definicion, etimologia, clasificacion e importancia de las mamitis bovinas

La Federacion Internacional de Lecheria (FIL o International Dairy Federation,
IDF en su abreviatura en lengua inglesa) define la mamitis como una reaccion
inflamatoria de la glandula mamaria (IDF, 1987a). Etimoldgicamente la palabra mamitis
estd compuesta del prefijo “masto”, del griego “uaorg” (mastos), mama o teta, y del sufijo
“itis” del griego “Itlg”, que indica inflamacion. Desde el punto de vista médico la
definimos como la inflamacion que produce cambios en el tejido glandular y, por
consiguiente, una serie de variaciones en la composicion fisico-quimica de la leche que,
en ocasiones, se manifiesta por un cambio en el aspecto de la leche, alteraciones en la
glandula mamaria (signos de Celso o signos de inflamacion) o, incluso, signos clinicos

generales o sistémicos.

Partiendo de la base de esta definicion primaria, existen muy diferentes enfoques
que deben tenerse en cuenta para abordar el conocimiento de la mamitis bovina como son
su etiologia, epidemiologia e incluso las formas de presentacion y prevalencia/incidencia.
Diversos autores califican a esta enfermedad como un proceso complejo, con
participacion de diferentes factores en su etiologia o multifactorial y con muy diferentes
grados de intensidad, asi como variaciones en su duracion y efecto a largo plazo. En la
mamitis, al igual que en otras muchas enfermedades, es fundamental considerar la

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

Aunque desde el punto de vista de su etiologia, la inflamacion de la glandula
mamaria puede ser consecuencia de la accion de factores abidticos como traumatismos,
lesiones en la ubre o irritaciones quimicas, la gran mayoria de los casos son consecuencia
de una multiplicacion bacteriana. De hecho, la propia FIL define la mamitis bovina como
una enfermedad infecciosa causada por microorganismos con diferentes caracteristicas
patologicas y que afecta a hospedadores bovinos, siendo la resistencia a la infeccion
variable en funcion del individuo (IDF, 1978b). Asi mismo, considera la mamitis como
un desequilibrio entre los mecanismos de defensa naturales del pezén y de la glandula
mamaria y la concentracion y patogenicidad de los microorganismos en contacto con la
entrada del canal del pezdn, considerando la exposicion 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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aparicion de una mamitis bovina, encontrandose entre estos factores algunos como la
higiene, la maquina de ordefio, el tipo de estabulacion, el clima, la alimentacion o el

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

Microorganismos

Maquina Caracteristicas
de ordeio de la vaca
f —
@Y ‘ L))

3 A

) Y
Manejo ‘ P ol Medio
del ordeno ambiente

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

Poutrel (1985).

La inflamacion de la glandula mamaria siempre produce cambios significativos
en la composicion bioquimica de la leche; cuanto mayor sea la gravedad de la
inflamacién, més se parecera la composicion de la secrecion lactea a la del suero
sanguineo (IDF, 1987a). Esta circunstancia influye directamente sobre los costes de
produccion, provocando importantes pérdidas econdmicas al ganadero asociadas a los
costes directos, debidos al incremento del gasto en medicamentos y veterinario, y a los
costes indirectos, asociados a la disminucion de la produccion de leche, a penalizaciones
econdmicas por el recuento elevado de células somaticas o por incumplimiento de los
estandares de calidad bioquimica 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 produccion producidas por enfermedades
(Kossaibati y Esslemont, 1997), siendo la enfermedad econdmicamente mas 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 lactea y de la administracion, implantando planes y
normativas de calidad de la leche, permite avanzar en el objetivo de reducir la incidencia

y el impacto de esta infeccion en las granjas bovinas.

En contraposicion a la definicion de esta patologia de la ubre, la FIL define la ubre
normal como aquella que no muestra alteraciones patoldgicas y cuya leche presenta
propiedades organolépticas normales, no se aislan microorganismos patdgenos, ni
presenta un recuento de células somaticas elevado (IDF, 1987a). Todas estas
caracteristicas tienen que estar presentes en una ubre sana y en la leche que esta produce,
al contrario de lo que ocurria en la definicion de la ubre enferma o con mamitis que es
aquella que presenta signos de inflamacion o en la que se detectan microorganismos

patogenos en la leche o alteraciones bioquimicas en su composicion.

Como recogen diferentes autores existen distintos criterios a utilizar en
clasificacion de las mamitis bovinas, siendo el mas utilizado y de mayor utilidad practica
el que fundamentado en la intensidad de la inflamacion (IDF, 1987a). Ahora bien, en
funcion de si la aparicion de alteraciones patoldgicas son localizadas o generalizadas
(Giesecke, 1974), las mamitis bovinas se clasifican como mamitis clinicas o mamitis

subclinicas:

e Mamitis clinica se define como aquel proceso caracterizado por alguna alteracion
macroscopica en la leche o por signos de inflamacién en la ubre. Por lo tanto, este
tipo de mamitis puede ser detectada mediante la simple exploracion clinica

suficientemente cuidadosa del animal y de la secrecion lactea.

e Mamitis subclinica se define como aquel proceso que afecta a la ubre pero que no
se asocia a la aparicion de signos clinicos en la ubre, ni tampoco a cambios
macroscopicos en la secrecion lactea. En contraposicion, en la mamitis subclinica
existe Unicamente un aumento del recuento de células somaticas (RCS),
acompanado o no de alteraciones en las propiedades bioquimicas de la leche. Estas
mamitis subclinicas 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 somaticas se refiere, de forma general, a todas las células

del cuerpo a excepcion de aquellas que corresponden a la linea germinal, que produce los
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espermatozoides y los 6vulos. Son las células que no aportan nada en términos de herencia
y que, por tanto, son utiles para el propio organismo vivo, pero no influyen ni afectan a
su descendencia. En el caso de la leche, las células somadticas incluyen las células de los
mecanismos de defensa natural del animal como los linfocitos, macrofagos
polimorfonucleares y neutrofilos (Pillai y col., 2001) y, en menor proporcion, células de
descamacion 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 estd actuando a este nivel (Figura 2).
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Figura 2: Origen de las células somaticas en leche a partir de la descamacion 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 razéon la FIL ha establecido el RCS como el mejor indicador de la
respuesta inflamatoria de la glandula 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 produccién o de la fase de la lactacion. De forma paralela, se ha propuesto
que valores de RCS en cuarterones de 200.000-250.000 cls/ml son claramente indicativos
de infeccion 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 diagnostico de mamitis bovina (Schepers y col., 1997).
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RCS anormal RCS normal

> 200.000 cls/ml = 70.000 cls/ml

Figura 3: Recuento de células somaticas (RCS) en el diagnostico de mamitis

subclinicas. Adaptado de Bach y McArt (2018).

Centrandonos en las mamitis clinicas, objeto de estudio en el presente trabajo, se

han propuesto diferentes clasificaciones.

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

1978a), se pueden identificar las siguientes categorias:

* Mamitis sobreaguda o hiperaguda: mamitis de curso rapido, con

desarrollo de signos clinicos en pocas horas. Existen signos evidentes de
inflamacioén del cuarteron afectado y alteraciones importantes en la secrecion lactea
en el ordefio. Ademas, el animal presenta signos generales como fiebre, anorexia,

apatia, etc.

» Mamitis aguda: con un desarrollo mas lento, al menos de 24 horas. El

cuarteron presenta signos de inflamacion y la secrecion lactea estd alterada

macroscopicamente, pero el animal no presenta signos generales.
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* Mamitis subaguda: la evolucion de la mamitis conlleva, por lo menos,

varios dias. No existen alteraciones en el cuarterdn afectado, ni signos generales en
el animal. Sin embargo, se observan cambios visibles en la secrecion lactea, sobre

todo al inicio del ordeno.

* Mamitis cronica: mamitis de curso mucho mas lento, llegando a
prolongarse semanas o meses. No se observan signos de inflamacion local, pero si
signos como induracion, atrofia o disfuncion del cuarteron. Este tipo de mamitis se
caracteriza por una sustitucion progresiva del tejido glandular por tejido conectivo.
El animal no presenta signos generales, pero en la secrecion lactea pueden

observarse alteraciones, particularmente en los primeros chorros.

Algunos autores consideran que las mamitis subclinicas constituyen la causa
principal de pérdidas econdmicas en los rebanos lecheros, puesto que su existencia impide
que se alcance el potencial de produccion 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 lactea (Huijps y col., 2008). El calculo de las
pérdidas econdmicas asociadas a las mamitis subclinicas es mas complejo que el de las
clinicas. En este sentido, Philpott (1984) demostrd que existia una relacion entre el RCS
y la produccion de leche por el animal, de manera que RCS superior a 200.000 cls/ml es
inversamente proporcional a la produccion de leche, calculando que existia una
disminuciéon de un 2,5 % de producciéon por cada aumento en 100.000 cls/ml.
Adicionalmente, tanto las mamitis clinicas como subclinicas tienen un claro efecto

adverso sobre la fertilidad del rebafio lechero (Schrick y col., 2001).
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2.1.2- Etiologia de las mastitis bovinas y clasificacion de los patogenos mamarios

Tal y como hemos sefialado anteriormente, los factores bidticos son, sin lugar a
dudas, la principal causa en la etiologia de la reaccion inflamatoria de la glandula
mamaria, existiendo mas 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 mayoria de las infecciones intramamarias son causadas por un nimero reducido

de patogenos.

De los diferentes Marco y diversos estudios realizados sobre los patégenos que
participan en las infecciones intramamarias cabe resefiar que los grupos etiologicos
aislados con mayor frecuencia en las mamitis bovinas incluyen estafilococos,
estreptococos, corinebacterias y coliformes (Marco y col., 1998; Makovec y Ruegg, 2003;
Pitkédld 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), detectandose con
menor frecuencia y con marcadas diferencias entre los estudios otros patogenos 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 asi como sobre la calidad de la leche y 1a produccion los patdgenos mamarios pueden
clasificarse como patdgenos principales o “mayores” y patdgenos “menores”. La mayoria
de los autores consideran patogenos mamarios principales a Streptococcus agalactiae (S.
agalactiae), Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae), Streptococcus uberis (8.
uberis), Staphylococcus aureus (S. aureus) y Escherichia coli (E. coli) (Zadoks y
Fitzpatrick, 2009), entendiendo que en este grupo se engloban aquellos patégenos que
tienen un considerable impacto sobre la salud de la vaca (asociado a mamitis clinicas o a
mamitis subclinicas con altos RCS), la calidad de la leche y la produccion. Aunque esta
clasificacion no permite clasificar con claridad a muchos otros microorganismos bajo este
mismo criterio puesto que existe poca informacion dada su baja frecuencia de
aislamiento, si que es relevante por permitir establecer las prioridades en relacion a la

adopcion de medidas de control y prevencion.

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

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

mamitis subclinicas.

Asi los RCS, considerando la media geométrica, por cuarterdn afectado estimados
en base a un metaanalisis (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 mas 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 relacioén con casos de mamitis clinica, Kalmus y col.
(2011) en un estudio con mas de 8.000 muestras remitidas al laboratorio para su
diagndstico comprobaron que algunas especies como S. aureus, estafilococos coagulasa
negativos y Corynebacterium spp. se aislaban en mayor porcentaje en casos de mamitis
subclinicas. 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 clinicas.

Desde el punto de vista practico es empleada de forma muy habitual una
clasificacion de estos agentes etiologicos de mamitis en base a la principal fuente de
infeccién y el modo de transmision tal y como se muestra en la Figura 4. Asi, los
microorganismos que causan las mamitis se clasifican como patdégenos contagiosos o

ambientales (Smith y Hogan, 1995).

Los patogenos contagiosos incluyen a S. agalactiae, S. aureus, Corynebacterium
spp. v Mycoplasma spp. y tienen como principal reservorio las glandulas mamarias
infectadas, produciéndose el contagio con mayor frecuencia durante el ordefio (Smith y
Hogan, 1995). Ademads, existen fuentes de infeccion adicionales que permiten la
transmision a través de lesiones de los pezones infectados, especialmente si no se realiza
de forma adecuada la desinfeccion de pezones posordefio (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 pezén (Smith y Hogan, 1995).

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

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

‘Vaca infectada ~ Vacasana

Estiercol, camas, suelo...

Figura 4: Fuentes de infeccion y mecanismos de transmision 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 pezon y, por esta razon, la
concentracion de estas bacterias en el pezon esta determinada por la exposicion 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 infeccidon mas importantes para los patogenos ambientales
(Hogan y col., 1989). Diferentes estudios han puesto de manifiesto la existencia de una
correlacion positiva entre el nivel de contaminacion por bacterias Gram negativas en las
camas y el del extremo apical del pezon. En consecuencia a todo ello, las tasas de mamitis
clinicas causadas por este grupo de bacterias estan directamente relacionadas con
determinados materiales que se utilizan como cama (Hogan y Smith, 2003) y que pueden
sustentar poblaciones de coliformes superiores a un millén de colonias por gramo (Hogan

y col., 1989).
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Los estudios sobre las infecciones intramamarias causadas por patdogenos
ambientales han puesto de manifiesto que una importante proporcion de estas infecciones
se originan durante el periodo de secado (Smith y Hogan, 1995). Ademas, la tasa de
infeccion varia a lo largo de este periodo y también en funcioén del microorganismo. Asi,
la tasa de infeccion por patdgenos ambientales es mas 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 periodos inicial y medio del secado, ocurriendo la gran mayoria de
las infecciones entre los 7 y los 10 dias previos al parto, aunque las manifestaciones
clinicas aparecen generalmente mas tarde, en los primeros dias de la lactacion (Smith y
Hogan, 1995). Otros estudios sefialan que las infecciones por otros microorganismos
Gram negativos diferentes de E. coli se distribuyen de manera mas uniforme entre la fase

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

La introduccidén en las ultimas décadas de las técnicas de biologia molecular ha
permitido poner de manifiesto diferencias en el comportamiento epidemiolédgico, fuentes
de infeccidon, modo de transmisidn y caracteristicas patoldgicas entre distintos patdgenos
mamarios y también entre cepas de una misma especie (Zadoks y col., 2003; Haveri y
col., 2008). Estos estudios han determinado que la clasificacion tradicional en patdogenos
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). Asi, cada
vez se describen mas casos de microorganismos con un comportamiento mixto. En
cualquier caso y desde un punto de vista practico, esta clasificacion continuia siendo a dia

de hoy la mas utilizada entre los veterinarios especializados en calidad de la leche.
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2.1.3- Principales patégenos mamarios Gram negativos: epidemiologia 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
morfologia bacilar de pequefio tamafo 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 moévil gracias a la presencia de flagelos

peritricos (Crichton y Old, 1979).

Figura 5: Principales caracteristicas de los aislados de Escherichia coli: Gram negativo (C) de
morfologia colibacilar (A y C) y provisto de flagelos peritricos (A). Genera colonias de color

rosa (fermenta la lactosa) en medios como el agar McConckey (B).
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Se trata de un patégeno mamario principal, estando implicado en una elevada
proporcion de los casos de mamitis bovina y causando, habitualmente, una infeccion que
se acompaia de signos clinicos o, lo que es lo mismo, una mamitis clinica (Zadoks y
Fitzpatrick, 2009). Las caracteristicas clinicas y la evoluciéon de las mamitis por E. coli
varian segun la cepa implicada, pudiendo originar desde mamitis leves, caracterizadas
por signos clinicos locales en la ubre y con una duracion corta, hasta presentaciones muy

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

Las infecciones mamarias por E. coli tienen en comun que la mamitis clinica cursa
con una aparicion repentina, desarrollandose en muchos casos de un ordefo al siguiente,
y acompafiandose de cambios en la apariencia de la leche que inicialmente tiene un
aspecto seroso y amarillento para, posteriormente, presentar codgulos y mayor espesor

(Hogan y col. 1989).

A pesar de que E. coli es el patdgeno mas 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 aparicion de signos generales siendo exagerada la asociacion 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, ademas, la ubre esta dura e inflamada y la
vaca muestra signos sistémicos graves, que generalmente cursan con aumento de la
temperatura corporal y de la frecuencia cardiaca, reduccion del ritmo de las contracciones

ruminales, pérdida del apetito, depresion y reduccion dréstica de la produccion de leche.

En los desafios experimentales los primeros signos clinicos observados son los
signos locales, aproximadamente a las 8 horas de la exposicion, alcanzando la fiebre y
los signos clinicos sistémicos el maximo a las 12 horas (Hirvonen y col., 1999). Diversos
autores han descrito que, en un curso de infeccion leve o moderada, los signos sistémicos
desaparecen en 48 horas mientras que los signos clinicos locales en 7 dias (Hirvonen y
col., 1999); en los casos graves, las vacas pueden morir o sufrir signos generales, incluida

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

En granja, las infecciones por este patogeno suelen ser de corta duracion, con una
media inferior a 10 dias, haciéndose evidentes en el curso de la lactacién y siendo
relativamente raro que se cronifiquen y se prolonguen por periodos de mas de 90 dias

(Todhunter y col., 1991b). Sin embargo, en algunos rebafios también se ha documentado
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un porcentaje importante de infecciones cronicas asociadas a E. coli (Hogan y col., 1989).
La elevada incidencia de esta infeccion unida a una duracidén generalmente corta hace que
el RCS en tanque no sea un indicador muy adecuado para estimar la prevalencia de esta

infeccion en el rebanio (Hogan y col., 1989).

Ademas, como hemos comentado anteriormente, diferentes estudios demuestran
la existencia de importantes variaciones en la duracion de la infeccion experimental en
funcion de las cepas y las dosis utilizadas en el desafio. Asi, se han descrito casos de
mamitis clinica por E. coli recurrentes y con considerables pérdidas econdmicas para el
ganadero (Lamy col., 1996; Bar y col., 2007). Estos animales con episodios clinicos
repetidos suelen presentar signos leves, pero provocan un uso continuado de

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

La patogenia de esta infeccion esté relacionada con la liberacion de endotoxinas,
hecho caracteristico de las infecciones por bacterias Gram negativas. En desafios
experimentales se han detectado E. coli y sus endotoxinas en leche hasta 5-7 dias después
de la inoculacién (Pyorild y col., 1994), aunque la bacteriemia o la endotoxemia suceden
excepcionalmente y solo en los casos mas 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 estan
relacionados con la liberacion de mediadores de la inflamacion, provocados, a su vez, por
los elevados niveles de endotoxina. Asi pues, la endotoxina promueve niveles deletéreos
de los mediadores de la inflamacion (Burvenich y col., 2003). Teniendo en cuenta que no
se han detectado otros factores de virulencia especificos que diferencien o caractericen la
capacidad de las cepas de E. coli para causar mamitis se puede concluir que la gravedad
de la infeccidn, desde leve a fatal, es consecuencia de las caracteristicas intrinsecas del

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

En las vacas de alta produccion la mayoria de las infecciones por E. coli se
manifiestan clinicamente al inicio de lactacion, estando relacionadas con la existencia de
una inmunodepresion por deficiencias metabodlicas (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 lactacion presentan signos mas 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 clinicas por E. coli
observadas durante la lactacion son, en realidad, el resultado de infecciones acontecidas
durante el periodo seco (Bradley y Green, 2000), hecho que nos permite sefialar este
periodo como la etapa mas critica 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 mamiferos, por lo que dada su ubicuidad se
puede afirmar que es un claro candidato a ser considerado como principal patdgeno
ambiental en las mamitis bovinas. No existen evidencias claras de su transmision de vaca
a vaca (Zadoks y Fitzpatrick, 2009), estando esta afirmacion basada en datos
epidemioldgicos y en estudios de tipificacion 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). Ademas, 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 infeccion (Nemeth y col., 1994).

Ahora bien, debemos sefialar que existen estudios que ponen de manifiesto la
posibilidad de que en algin caso pueda tener lugar la transmisién entre cuarterones
infectados. Asi, 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 infeccion de otro

cuarteron de un mismo animal (Dopfer 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 clinicos 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 clinicas coincide con
el aumento del recuento de bacterias Gram negativas en la cama durante los meses de mas
calor. Ademas, se ha propuesto que el estrés por calor podria ser un factor de riesgo en la
mamitis por coliformes (Hogan y Smith, 2003). Otros estudios han demostrado que otro
factor predisponente de infeccion puede ser la edad del animal o el disefio de las
instalaciones. Asi, por lo general las vacas mas viejas tienen una mayor incidencia de
mamitis clinicas causadas por bacterias Gram negativas en comparacion con las
primiparas, siendo méaximo el riesgo en las hembras mas viejas que paren en los meses

de verano (Smith y Hogan, 1985). Por otro lado, un inadecuado disefio del establo o

22



2- REVISION BIBLIOGRAFICA

incluso un mal manejo del rebafio 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 mas 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 etioldgicos de
mamitis son las bacterias del género Klebsiella, siendo Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) la especie mas comun en los aislamientos de mamitis bovinas y, en menor
medida, Klebsiella oxytoca. Se trata de un género de bacterias inmdviles, Gram-
negativas, anaerobias facultativas y con una prominente capsula de polisacaridos, que
reciben su nombre en honor al microbidlogo aleman Edwin Klebs. Son fijadoras de

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

K. pneumoniae es, después de E. coli, el coliforme mas frecuentemente aislado en
muestras de infecciones intramamarias y mamitis clinicas de bovinos (Hogan y Smith,
2003). De hecho, las mamitis por Klebsiella spp. se consideran, junto a las producidas
por micoplasmas, las mas importantes desde el punto de vista clinico en EEUU (Hoe y

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

Estas infecciones de la glandula mamaria por Klebsiella, de igual forma que las
causadas por E. coli, son consideradas como principales o “mayores” por su curso clinico
agudo. Las vacas con mamitis asociadas a bacterias del género Klebsiella tienen mas
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 mas graves que las asociadas a E. coli (Erskine y col., 2002), caracterizdndose

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

La duraciéon media de la infeccion mamaria por K. pneumoniae es de 21 dias
(Smith y col, 1985), superior a la de las infecciones por E. coli (Todhunter y col, 1991b).
Ademas, las infecciones cronicas causadas por este Gram negativo pueden superar los 90
dias de duracion, 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 practicamente
estudios sobre la heterogeneidad de las cepas de Kebsiella que se implican en la infeccion
mamaria ni se dispone de informacién sobre su relacion con los aislados presentes en el
ambiente de las explotaciones bovinas que permitan esclarecer las rutas de transmision
(Zadoks y col., 2011). Sin embargo, son considerados patdogenos ambientales y se
considera que la eliminacion fecal contribuye en gran medida a la exposicion y a la
incidencia de mamitis por estas bacterias en rebafios lecheros (Munoz y col. 2006, 2007).
En este sentido, se han descrito brotes de mamitis por Klebsiella spp. en rebaios que se
han asociado con la exposicién a camas de serrin contaminadas (Vecht y col., 1987,

Sampimon y col., 2006).

Los estudios con aislamientos ambientales han proporcionado resultados
contradictorios. Asi, 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,
serrin y virutas, intervienen frecuentemente como fuente de Klebsiella spp. y estan
vinculadas con brotes de mamitis por este miroorganismo (Newman y Kowalski, 1973;
Sampimon y col., 2006). Sin embargo, este no es el unico 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 rebafio (Paulin-Curlee y col., 2007), aunque también se han detectado cepas que
afectan a varias vacas de una misma explotaciéon (Munoz y col., 2007). Esta circunstancia
se atribuye, principalmente, a la excrecion en la leche de las vacas infectadas, antes o
después del ordeno, que da lugar a una contaminacion de la cama con un gran nimero de
colonias de una determinada cepa, mas que a una posible transmision directa durante el
proceso del ordefio, 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 utilizacion como cama, son varios los estudios que han propuesto que su
presencia es consecuencia de la contaminacion 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

24



2- REVISION BIBLIOGRAFICA

que Klebsiella spp. se encuentra en el suelo, alimento, agua y tracto intestinal de los
animales y que su eliminacion fecal no parece estar asociada con un estado de portador
crénico, sino mas 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 algun patron de
distribucion estacional en las infecciones intramamarias debidas a este patdgeno ya que
en la mayoria de los estudios se incluyen de forma general dentro del grupo de las mamitis
de etiologia coliforme. Aun asi, 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

Ademas de los patogenos 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
aparicion, todos estos microorganismos son considerados como patdégenos “menores”

desde el punto de vista de la patologia de la glandula mamaria.

Serratia es un género de bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas y
baciliformes de la familia Yersiniaceae, siendo Serratia marcescens (S. marcescens) la
especie mas comun del género que se implica, comunmente, en infecciones nosocomiales.
Las infecciones mamarias por Serratia spp. no suelen asociarse a signos clinicos, siendo
claramente menos graves que las mamitis asociadas a E. coli (Todhunter y col., 1991b;
Hogan y Smith, 1997). La especie de Serratia mas frecuentemente aislada en procesos
infecciosos intramamarios es S. marcescens, seguida por Serratia liquefaciens
(Todhunter y col., 1991a). Aunque son patdégenos ambientales, se han descrito brotes por
Serratia asociados al indebido uso de un desinfectante de pezones mediante inmersion

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

Las bacterias de este género tienden a producir infecciones més cronicas que E.
coli, con una duracién media superior a los 160 dias, 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 clinicos y subclinicos (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 ordefo (Kamarudin y col., 1996).
Aunque no se ha demostrado que las bacterias coliformes adquieran resistencia a los
desinfectantes comiinmente empleados en la higiene del ordefio, si 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 aerdbicos estrictos que realizan el catabolismo
de los glucidos por la ruta de Etner-Doudoroff y el ciclo de los acidos tricarboxilicos.
Entre las especies de este género es comun la presencia de plasmidos. Son organismos
ubicuos que se aislan tanto de suelos limpios como de suelos altamente contaminados,
siendo microbiota predominante en la rizosfera y la filosfera de plantas, asi como de

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

Las infecciones mamarias por P. aeruginosa cursan, generalmente, de forma
cronica, pudiendo incluso persistir varias lactaciones. Ocasionalmente pueden dar lugar
a cuadros agudos o subagudos o generar infecciones subclinicas (Hogan y col., 1989). Se
considera que P. aeruginosa es un patdgeno oportunista, que vive de manera saprofita en
suelo y agua, por lo que generalmente las infecciones provienen del agua y bafios de
pezones o de tratamientos contaminados (normalmente mezclas de varios medicamentos
realizada en la propia explotacion) o administrados con poca higiene (Bannerman y col.,
2005). Una de las principales caracteristicas de este patogeno es la produccion de biofilm,
hecho que le proporciona una amplia resistencia a antibioticos (Bannerman y col., 2005)
e incluso a algunos desinfectantes de uso habitual como la clorhexidina (Lannigan y

Lawrence, 1989).

Ocasionalmente se aislan otras especies de bacterias Gram negativas en muestras

de leche de animales con infeccidon intramamaria, como Pasteurella spp., Enterobacter
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spp, spp. 0 Raoultella spp. (Watts, 1988; Wilson y col., 1997). Cabe mencionar que
Enterobacter cloacae se ha descrito como agente etiologico de mamitis menos graves en

comparacion 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 baston y con capacidad para desplazarse gracias
a la presencia de flagelos peritricos (Figura 6). Se trata de un agente infeccioso productor
de mamitis bien reconocido por su capacidad para adquirir resistencia a los antibioticos
utilizados contra infecciones por enterobacterias, gracias a mecanismos que inducen la
activacion o inactivacion de genes cromosomicos o a través de la adquisicion horizontal
de nuevos genes de resistencia, generalmente asociada con el uso de antibidticos
(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: Morfologia y caracteristicas tintoriales (tincion 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-. Biologia de las endotoxinas bacterianas

Hace mas de un siglo Richard Pfeiffer, durante la realizacion de un estudio sobre
el colera, descubrid que Vibrio cholerae, el agente etiologico del colera, ademas de la
exotoxina termolébil responsable del cuadro clinico de esta enfermedad, producia otra
toxina (Pfeiffer, 1892). En contraste con las exotoxinas secretadas, esta nueva toxina
poseia un caracter termoestable y formaba parte de la célula bacteriana, por lo que fue
denominada endotoxina. Hoy en dia, tras un nimero 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 dafiino 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 clinicos de numerosas infecciones
bacterianas (Nankar y Pande, 2013). Las endotoxinas desempefan, por tanto, un papel
clave durante la infeccion por bacterias Gram negativas, en la sepsis y shock séptico que

se observan en los casos mas graves de infeccion (Rietschel y Brade, 1992).

Las endotoxinas se liberan en cantidades minimas 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. Ademas, las endotoxinas, a su
vez, forman parte de las vesiculas de la membrana externa (del inglés outer-membrane
vesicles o OMV) que son excretadas por las bacterias Gram negativas durante su
replicacion. Estas vesiculas tienen diferentes funciones, tales como la secrecion de
proteinas importantes en la colonizacidén del huésped, la emision de autolisinas en un
entorno competitivo, la supervivencia bacteriana para inhibir a otros competidores o la

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

Aunque existe una heterogeneidad en la composicion de las endotoxinas derivadas
de diferentes géneros, especies o, incluso, serotipos bacterianos, todos comparten una
estructura y composiciéon comun, formando parte de la membrana externa de las bacterias

Gram negativas (Figura 7).

Las endotoxinas son moléculas anfifilicas formadas por un polisacarido hidrofilo
y un lipido hidrofébico denominado lipido A, unidos mediante un enlace covalente, tal y
como se muestra en la Figura 8. El polisacarido, a su vez, se puede dividir en dos
subdominios, el nucleo y la cadena O-especifica, compuesta por una secuencia de
unidades repetidas de polisacaridos idénticos (Liideritz y col., 1982). Asi, la cadena O-
especifica consta de hasta cincuenta unidades repetitivas, cada una compuesta por entre

dos y ocho mondmeros de azucar (Liideritz y col., 1982).

Bacterias Bacterias
grampositivas gramnegativas

Membrana plasmética Membrana exterior

-,

.»:‘: Endotoxina
o (Lps)
..'--

Muerte bacteriana:
temperatura,
antibioticos....

S

Liberacion de
endotoxinas

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: Disposicion y estructura de la molécula de lipoplisacarido (LPS) en la pared celular de

las bacterias Gram negativas.

Diferentes estudios han demostrado que existe una gran variabilidad en los
monosacaridos que forman el complejo O especifico y han permitido concluir que esta
parte de la molécula del LPS es especifica para cada endotoxina concreta, siendo
caracteristica de la bacteria de origen (serotipo especifica) (Rietschel y col., 1996). Sin
embargo, es importante conocer que un numero importante de las bacterias Gram

negativas patdgenas expresan una endotoxina que carece de esta cadena O especifica.

Al ser el area mas externa y expuesta al medio, la cadena O es también el objetivo
principal para las respuestas de anticuerpos desarrolladas por el hospedador y
comunmente es identificada como antigeno O. La gran variabilidad de esta region
favorece la especificidad de la respuesta de anticuerpos del hospedador contra diferentes
cepas bacterianas y también puede ser utilizadas para la tipificacion serologica de aislados

de las bacterias Gram negativas (Erridge y col., 2002; Netea y col., 2002).
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Por su parte, el nucleo del LPS es estructuralmente menos variable y, a su vez,
puede subdividirse en nucleo externo, formado por la cadena O-proximal, y el nucleo
interno, que integra el lipido A (Rietschel y col., 1985). Mientras que la porcion del nucleo
externo o lipido A presenta variabilidad en la composicion y en el enlace del aztcar,
siendo los elementos comunes en esta region D-glucosa, D-galactosa, 2-amino-2-desoxi-
D-glucosa y 2-amino-2-desoxi-D-galactosa, el ntcleo interno de todas las endotoxinas
sintetizadas por las bacterias Gram negativas contienen 4cido 2-ceto-3-
desoxioctulosonico y, principalmente, heptosa, residuos que, en su mayor parte, estan
fosforilados (Holst y Brade, 1992). Esta region presenta homologia en las endotoxinas de
diversos origenes, 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 epitopos localizados en esta region
de la endotoxina, permitiendo una reaccion cruzada con todos los serotipos de bacterias

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

Finalmente, el lipido A estd compuesto por un elemento fosforilado,
concretamente un disacarido de D-glucosamina unido a 1,6 y que lleva hasta seis residuos
acilo. Aunque existe homogeneicidad en esta region entre las endotoxinas de diferentes
géneros y especies bacterianas, también se producen variaciones en la longitud, posicion

y nimero de &cidos grasos (Zahringer y col., 1994).

El lipido A se puede separar del polisacarido mediante un tratamiento con acido
suave y se ha demostrado que constituye el principio activo toxico del LPS ya que la
inoculacion del lipido A purificado reproduce los efectos biologicos asociados al LPS
(Galanos y col., 1985). Este hallazgo ha sido posteriormente confirmado mediante la
utilizacion de la sintesis quimica completa del lipido A de E. coli y de sus componentes

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

La capacidad de este lipido A para inducir la liberaciéon de citocinas es
consecuencia de la presencia en la molécula de dos hexosaminas configuradas con
glucoresiduos, dos grupos fosforilo y seis acidos grasos, por lo que las modificaciones
estructurales parciales del lipido 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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Ademas, la presencia y la posicion de los seis acidos grasos son importantes para
la bioactividad del LPS. Asi, la falta de los dos 4cidos grasos secundarios, como ocurre
en el lipido A tetraacilado precursor Ia (compuesto 406 o también conocido como lipido
IVa o LA-14-PP), hace que esta molécula sea completamente inactiva (Kovach y col.,
1990). Otro ejemplo de la importancia de estos acidos grados lo tenemos en el compuesto
sintético LA-22-PP (del inglés violaceum-type lipid A), caracterizado por una distribucion
simétrica de los dos acidos 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
lipido A inactivo desde el punto de vista endotoxico y que también difiere en su patron

de acilacion respecto del lipido A de E. coli (Loppnow y col., 1990).

Tanto el precursor sintético del lipido A como cualquiera de estas sustancias
naturales mostraron una actividad de unidn inalterada y antagonista que les permitieron
competir con el LPS natural en el hospedador, concretamente compiten por la union al
receptor CD (del inglés cluster of diffentiation) 14, la principal molécula de unién del
LPS en los monocitos (Qureshi y col., 1991). Se ha demostrado que los monosacaridos
sintetizados quimicamente y relacionados con la parte no reductora del lipido A, como
GLA27 y GLAG60, pueden estimular los monocitos, mientras que el monosacarido
sintético, denominado lipido X, es completamente inactivo al carecer de estos. Por lo
tanto, se ha propuesto que es necesaria una estructura parcial del lipido A que disponga
de un disacarido con dos residuos de hexosamina para poder ejercer una actividad

endotoxica Optima, tanto in vitro como in vivo (Homma y col., 1990; Saiki y col., 1990).

2.2.3- Efecto del lipopolisacarido 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
inmunoldgico; asi, la mayoria de las células sensibles al LPS son componentes del sistema
inmunitario celular y la gran mayoria de estas células se activan con cantidades minimas

de LPS (Rietschel y Heine, 2001).
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Cada tipo de célula reacciona de una manera especifica y caracteristica, pero, en
general, estas reacciones conducen a la produccion y/o liberaciéon de mediadores, a
fagocitosis, proliferacion y/o diferenciacion, tal y como se muestra esquematicamente en

la Figura 9 (WycKoff'y col., 1998).
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Figura 9: Efectos biologicos del lipopolisacarido (LPS) sobre diferentes células del sistema

Inmunitario.

Los mecanismos por los cuales la endotoxina alcanza la circulacién sistémica no
estan completamente dilucidados, aunque hay dos mecanismos principales propuestos, la
via paracelular y la via 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).

Centrandonos de forma especifica en la gldndula 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 expresion esta 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 produccion de quimiocinas como la interleucina (IL)-8 que
provocan la migracion de neutrdfilos a la zona. Ademas, se producen citocinas
proinflamatorias como el factor factor de necrosis tumoral (TNF), que sirven como
mediadores de la inflamacion. La produccion coordinada de citocinas y de quimiocinas
provoca el reclutamiento de neutréfilos hacia la ubre durante la infeccion. Asi pues, las
endotoxinas inducen cambios metabodlicos 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 desafio ante la exposicion al LPS (Huang y col., 2019).

Desafortunadamente, este reclutamiento de los neutréfilos inducido por la accion
de las endotoxinas sobre las células epiteliales mamarias causa el dafio al epitelio de la
glandula mamaria durante la mamitis causada por bacterias Gram negativas. Los
mecanismos utilizados para destruir las bacterias, por tanto, también dafian el tejido de la

propia glandula 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 liberacion de
citocinas proinflamatorias (Ohtsuka y col., 2001). Las investigaciones de Bannerman y
colaboradores permitieron comprobar la regulacion positiva de estas citocinas asociada a
la interaccion de receptores o proteinas de unidén con el LPS, incluidos la proteina de
unién a LPS o LBP (del inglés lipopolysaccharide binding protein) y CD14 soluble,
demostrando que la exposicion via intramamaria de vacas lecheras en mitad del periodo
de lactacion al LPS de E. coli provocaba una importante respuesta de citocinas con una
sobreexpresion de proteinas 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 funcion
de barrera entre la leche y la sangre. Asi, el estudio de Kobayashi y colaboradores
demostr6 que la exposicion intramamaria a LPS afectd negativamente a las funciones de
la barrera leche-sangre tan solo tres horas después de la inoculacion de la endotoxina

(Kobayashi y col., 2013).
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En sentido contrario, cabe destacar que la exposicion de la ubre al LPS puede
presentar ciertos aspectos ventajosos, particularmente ante infecciones posteriores. Petzl
y colaboradores compararon vacas pretratadas con LPS, 72 o0 240 h antes del desafio con
E. coli. Los resultados del experimento revelaron que el pretratamiento con LPS limito el
desarrollo de una reaccion febril y protegié frente a alteraciones en los recuentos de
leucocitos circulantes (Petzl y col., 2012). No se detectaron signos clinicos de mastitis en
los grupos pretratados con LPS en comparacion con los animales del grupo de control
que mostraron signos claros de mamitis durante las 24 horas inmediatamente posteriores
al desafio con E. coli. Ademas, la carga bacteriana después del desafio con E. coli fue
significativamente inferior en las vacas pretratadas con LPS en comparacion con las vacas
control. El pretratamiento con LPS produjo una disminucién de la expresion de genes
relacionados con la inflamacion, 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 demostrd la regulacion positiva de diversos genes antiinflamatorios en los animales

control en comparacion con los tratados con LPS.

De todo lo anteriormente expuesto podemos concluir, por tanto, que las
endotoxinas juegan un papel muy relevante en la etiopatologia de las mamitis por Gram
negativos, afectando a las células del epitelio alveolar y extendiendo su radio de accion

hacia la circulacion sistémica para modificar la actividad de otros 6rganos.

2.2.4- Signos clinicos relacionados con la endotoxemia

La presencia de endotoxinas en sangre se denomina endotoxemia y se caracteriza
por desencadenar una serie de manifestaciones clinicas asociadas a una reaccion
inflamatoria exacerbada y relacionada con una infeccion causada por bacterias Gram

negativas (Figura 10).
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Figura 10: Representacion esquematica de los principales signos clinicos de la

endotoxemia en el ganado bovino.

2.2.4.1- Fiebre

Una de las manifestaciones clinicas mas evidentes que ocurre durante la
endotoxemia es la produccion de mediadores de la inflamacion que incluyen la IL-1, IL-
6 y el TNF liberados por parte diferentes células del sistema inmunolégico del animal
afectado. Estas citocinas circulan en la sangre y cuando alcanzan el sistema nervioso
central actiian directamente sobre el hipotalamo para inducir fiebre. Cabe mencionar que

entre todas las citocinas, la IL-6 es el principal pirégeno enddgeno (Cartmell y col., 2000).
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2.2.4.2- Hipomotilidad o atonia ruminal

Diferentes trabajos de investigacion han puesto de manifiesto que en el caso del
ganado vacuno con endotoxemia otro de los signos clinicos 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 a-2 (Eades, 1997). Ademas de esta hipomotilidad ruminal, otros
estudios han demostrado que, adicionalmente, la exposicion a endotoxinas aumenta el

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

2.2.4.3- Deshidratacion

El shock endotoxico se caracteriza por una reduccion del volumen sanguineo
circulante efectivo, resultante de la acumulacion de sangre en lechos venosos, por una
disminucién del volumen plasmatico, 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 disminucion significativa en el recuento de globulos blancos (Saad y
Ostensson, 1990). Se han observado tanto neutropenia como linfopenia, siendo la
neutropenia la presentacion mas grave. La leucopenia, segun diferentes estudios, parece
resultar de una acumulacion, marginacion y activacion inmediata de los leucocitos en la
microcirculacidn, particularmente en los capilares alveolares, mientras que la linfopenia
se ha atribuido, particularmente, a la liberacion de corticosteroides enddgenos (Deldar y
col., 1984). Por su parte, la neutropenia parece ser resultado de un secuestro pulmonar de
neutrofilos (Warner y col.,, 1988). Ademads, existen estudios que explican Ila

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

1975).

2.2.4.5- Diarrea

Diferentes estudios han descrito signos clinicos 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 6xido nitrico (Liang y col., 2005).

2.2.4.6- Hipotension sistémica

Se ha puesto de manifiesto que durante la endotoxemia se produce una disfuncion
circulatoria significativa, caracterizada por una disminuciéon del gasto cardiaco e

hipotension sistémica (Olson y Brown, 1985).

2.2.4.7- Taquicardia

El ganado enfermo suele mostrar una frecuencia cardiaca elevada causada por el
dolor, la hipovolemia relativa y la hipotension sistémica, todo lo cual aumenta el tono

simpatico.

2.2.4.8- Hipoxemia

La endotoxina produce una respuesta pulmonar compleja en el ganado que incluye
cambios tanto en las vias respiratorias como en la funcién vascular. Estas anomalias
incluyen hipertension pulmonar, cambios en la mecanica pulmonar, aumento de la
permeabilidad microvascular, edema pulmonar, broncoconstriccion, desajuste de
ventilacion, perfusion e hipoxemia grave. En comparacion con otras especies, los
rumiantes son muy sensibles a los efectos de las endotoxinas de forma que incluso
pequeiias concentraciones pueden causar lesiones pulmonares graves (Brigham y col.,

1986).
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De forma general, podemos concluir este apartado de signos clinicos 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- LIBERACION DE ENDOTOXINAS INDUCIDA POR
ANTIBIOTICOS

La quimioterapia y mas concretamente el uso de antibidticos constituye la
principal estrategia para el tratamiento de las infecciones de la glandula mamaria de los
bovinos y, ante una mamitis bacteriana, el criterio usado para la seleccion de los
antibidticos mas apropiados para el tratamiento esta definido por el espectro conocido o
determinado in vitro de sensibilidades a los antibidticos, las posibilidades relacionadas
con la via de administracion a emplear y las especies y patologias para las que estd
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 utilizacién de antibidticos para tratar la infeccion y que estan

relacionados con la liberacion de endotoxinas.

Esta liberacion de endotoxinas inducida por antibidticos varia en funcion del tipo
de infeccion y agente infeccioso, de la localizacion de la infeccion, de la virulencia de las
cepas implicadas, asi como del modo de aplicacion y de la dosis de antibiotico empleado.

Asi, diferentes antibidticos tienen diferentes efectos sobre la liberacion de endotoxinas

(Robert y col., 1993).

Desde los afios sesenta existe un interés creciente por investigar el efecto de los
antibidticos y otros compuestos sobre la liberacion de endotoxinas. Rusmin y
colaboradores demostraron en 1975 que la administracion de antibidticos puede inducir
la liberacion de endotoxinas de bacterias retenidas en filtros intravenosos dispuestos en

linea (Rusmin y Deluca, 1975). Poco después, Rosenthal revel6 mediante microscopia
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electronica de barrido y transmision que los antibidticos provocaban la formacion de
numerosas protuberancias o burbujas en la superficie de las células de E. coli, con
aparente liberacion de vesiculas de membrana (Rosenthal y col., 1976), hecho que fue
confirmado por Goodell y colaboradores en una nueva investigacion que demostré que la
penicilina aumentaba en gran medida el desprendimiento de lipidos y LPS al medio

externo (Goodell y col., 1978).

Sin embargo, el efecto de los antibidticos sobre la liberacion de endotoxina no ha
sido completamente dilucidado, a pesar del creciente nimero de estudios tanto in vitro
como sobre animales y de estudios clinicos. Algunos de estos estudios han puesto de
manifiesto que la liberacion de los LPS de las bacterias tras la interaccion con los
antibiodticos estd relacionada con un grupo de proteinas péptidoglicano-transpeptidasas
(del inglés Penicillin-binding proteins o PBP) que se localizan en los espacios
periplasmaticos de las membranas celulares de las bacterias Gram negativas y que
participan en la sintesis de la pared celular (Jackson y Kropp, 1996). Estudios posteriores
sobre este grupo de proteinas han permitido establecer una clasificacion, en base a los
efectos que causa la union del antibiotico y la inhibicidon enzimatica sobre el crecimiento
bacteriano y la forma y/o lisis de las bacterias, clasificandolas en tres grupos, identificadas
como PBPI, PBP2, PBP3 (Wyckoff y col., 1998). Las investigaciones sobre estas
proteinas han permitido demostrar que aquellos antibidticos especificos para la union con
las PBP1 causan una muerte bacteriana rapida, con muy poca liberacion de LPS; los
antibioticos que tienen afinidad por los PBP2 provocan la pérdida de movilidad de la
bacteria y la alteracion de su forma, formando esferoplastos redondeados, sin lisis
significativa y, por tanto, causando una liberacion de endotoxinas muy baja; finalmente
los antibidticos que interaccionan con las PBP3 conllevan a la conversion 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 liberacion de mayores

cantidades de endotoxina (Trautmann y col., 1998).

Por tanto, la liberacion de endotoxinas inducida por antibidticos, tanto in vitro
como in vivo, estd en dependencia de la clase de antibiotico, de la presencia de suero, del
tipo de microorganismo, del lugar de accion del antibidtico o, incluso, esta liberacion
puede ser diferente en la lisis tardia o temprana, proporcional o no al nimero de patdégenos
eliminados, puesto que la morfologia de las bacterias también puede influir en la

liberacion de endotoxinas (Crosby y col., 1994). Se ha demostrado que los animales
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tratados con antibidticos pueden presentar mayores niveles de endotoxina que los
animales no tratados. Asi, la endotoxina plasmatica puede aumentar, a pesar de la
disminucién de la bacteriemia. Diferentes antibidticos pueden causar una tasa de
mortalidad bacteriana similar, pero con importantes diferencias en lo que respecta a la

liberacion de endotoxinas (Robert y col., 1993).

Algunos estudios realizados in vitro han demostrado diferentes grados de
liberacion de endotoxina tras la exposicion de especies bacterianas Gram negativas a
antibioticos bactericidas o bacteridstaticos (Crosby y col., 1994). Asi, en estudios
realizados con ciprofloxacina, una fluoroquinolona, se pudo demostrar que este
antibiotico induce la liberacion de endotoxinas, mientras que la gentamicina, un
aminoglicdésido, no lo hizo, a pesar de que ambos antibidticos provocan un efecto
bactericida igualmente rapido. Esta diferencia se atribuye, por parte de los autores del
estudio, a las diferencias en sus mecanismos de accion; asi, aunque la ciprofloxacina actua
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 aminogluc6sidos sobre la

liberacion de LPS en cultivos bacterianos de E. coli (Kusser y Ishiguro, 1988).

Todas las investigaciones realizadas en las ultimas décadas sobre la liberacion de
endotoxinas inducida por los antibidticos coinciden en demostrar una considerable
variabilidad en la liberacion de LPS asociada a diferentes antibioticos durante su accién
antibacteriana (Jackson y Kropp, 1996). Se ha comprobado que los antibioticos beta-
lactamicos inducen mayor liberacion de LPS que otras clases de antibidtico e, incluso,
que existe variabilidad en la tasa de liberacion en funcion de la subclase; asi, por ejemplo,
para el caso de los beta-lactamicos que incluyen a las familias de las penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos se ha descrito que los carbapenémicos
liberan una cantidad significativamente menor de LPS que el resto de las subclases,
existiendo, ademas, variabilidad en esta induccion dentro de una misma subclase

(Morrison, 1996).
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2.4- METODOS DE ANALISIS PARA LA DETECCION Y
CUANTIFICACION DE ENDOTOXINAS

Existen diferentes métodos para el andlisis de endotoxinas, muy desarrollados y
validados sobre todo en la industria farmacéutica, dada la importancia de detectar estas
moléculas en productos farmacologicos. La deteccion 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 reaccion pirogénica
puede ser desencadenada por la administracion 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; Magalhaes 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 concentracion de endotoxinas esta
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
deteccion bioldgica que incluyen la prueba de pirdgenos 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 deteccion de
endotoxinas y que, aunque siguen utilizdndose en la actualidad, estan siendo sustituidos
por métodos de ensayo mas nuevos y precisos, como los basados en biosensores (Schneier

y col., 2020).

2.4.1- Test de pirogenos en conejos (RPT)

La mas antigua y sencilla de las técnicas de deteccion de endotoxinas es el RPT y
es un test basado en la inoculacion de una muestra del producto a valorar en conejos vivos
y la monitorizacién, consiguiente, de la reaccion febril desarrollada por estos animales

(Dullah y Ongkudon, 2017; Maloney y col., 2018).
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Este método estd fundamentado en el hecho bioldgico de que los conejos y los
seres humanos comparten patrones de fiebre similares tras la exposicion 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 inoculacién de una muestra bioldgica constituye
una evidencia de reaccion febril (Gimenes y col., 2015). El limite de deteccion (del inglés
limit of detection o LOD) o sensibilidad analitica 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 deteccion de endotoxinas por su
precision; ademads, 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 esta en desuso
debido a razones de bienestar animal ya que provoca sufrimiento animal, asi como su
limitada sensibilidad y precision en comparacion con otros métodos de desarrollo mas

reciente (Vipond y col., 2016).

2.4.2- Ensayo en sangre total bovina (hWBA)

El ensayo en sangre total bovina (“bovine Whole Blood Assay” o bWBA) esta
basado en la utilizacion de sangre total de vacuno que se introduce en una solucidon que
contiene el farmaco que se desea analizar (Gall y col., 2006). En respuesta a la presencia
de endotoxina, los globulos blancos de la sangre total bovina produciran prostaglandina
E2 (PGE2) generando una respuesta inflamatoria similar a la de los humanos (Wunderlich
y col., 2015). Esta produccion de PGE2 es directamente proporcional a la concentracion
de endotoxina en la muestra. De acuerdo a varios estudios, esta técnica puede detectar
con precision endotoxinas en concentraciones cercanas a 0,25 EU/ml (Schindler y col.,

2006; Wunderlich y col., 2015).

El ensayo bWBA es relativamente facil de realizar y requiere pocos pasos
preparatorios (Dullah y Ongkudon, 2017), pero no esta exento de limitaciones. Asi, 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 unién inespecifica de
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las endotoxinas con otros receptores de células sanguineas o se puede producir el
enmascaramiento de los mondmeros 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 s6lo puede obtenerse de terneros muy jovenes, lo que dificulta

su obtencion 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 deteccion de endotoxinas, siendo més preciso y
con mayor sensibilidad analitica o lo que es lo mismo, permitiendo limites de
cuantificacion menores. Al igual que ocurre en las técnicas de bBWBA se basa en la
utilizacion de material biologico, 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 Atlantico 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 estd mas proxima a las arafas y
escorpiones que a los cangrejos, con los que no guarda ninguna relacion. Su nombre hace
alusion a su aspecto que asemeja una herradura de caballo. Por su parte, el nombre
cientifico hace referencia a su conducta y a su aspecto. Asi, Limulus indica que esta
especie habita en ambientes lodosos mientras que polyphemus hace alusion a sus 0jos que
aparentan estar en medio de la frente y se asemejan a los de Polifemo, personaje de la
mitologia griega dotado de un ojo en la frente. Esta especie se distribuye de forma natural
por las costas de la peninsula de Yucatan en México y en la costa Atlantica de los EE.UU.,

tal y como se muestra en la Figura 11.

Se trata de una de las pocas especies consideradas como fosiles vivientes puesto
que estan presentes en la tierra desde hace més de 400 millones de afios, habiendo
coexistido con los dinosauros y con los primeros hominidos. Tienen cierta semejando con
los trilobites, extinguidos hace unos 250 millones de afios, pero practicamente no han

sufrido cambios evolutivos.
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Figura 11: Aspecto y distribucion mundial del cangrejo de herradura (Limulus polyphemus) y de

otros xifosuros.

La importancia de esta especie radica en que las células sanguineas contenidas en
su hemolinfa, llamadas amebocitos, son enormemente sensibles a la accion de las
endotoxinas bacterianas y reaccionan produciendo la coagulacion de la hemolinfa como
mecanismo de proteccion. Desde su descubrimiento por Levin y Bang en 1964 (Levin y
Bang, 1964) se ha afianzado su uso para la deteccion y cuantificacion de las endotoxinas
bacterianas, existiendo en la actualidad tres metodologias principales basadas en su
empleo, el método de codgulo 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 reaccion y se ha determinado

que el limite de deteccion oscila entre 0,03 y 0,06 EU por ml.

Por su parte, los métodos cromogénicos y turbidimétricos son ensayos
fotométricos y requieren un fotometro para su lectura. El ensayo cromogénico se realiza
sustituyendo un sustrato natural de la reaccion, 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, generandose un cambio de color que
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se mide empleando espectrofotometria (Dolejs y Vanousova, 2015). Por su parte, los
métodos turbidimétricos son similares a los cromogénicos, pero miden la turbidez de la
solucion (Joiner y col., 2002). En ambos casos, los indices de turbidez y cambio de
absorbancia son proporcionales a la concentracion de endotoxina en la muestra problema.
Para ambos métodos es posible medir el tiempo necesario para que la mezcla de reaccion
alcance una absorbancia o turbidez determinada, o lo que es lo mismo, es posible

cuantificar la velocidad de desarrollo de la reaccion.

Estos tres métodos tienen un mismo mecanismo de accion; se basan en una misma
proteina, la cascada de coagulacion 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 formacién de una enzima de coagulacion (Iwanaga, 2007; Muta y col., 1991). En
los ensayos de coagulacion en gel y de turbidez, esta enzima de coagulacion es la que
actua 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 utilizacion de un complejo de aminoacidos y p-nitroanilina (pNA) como
factor cromogénico. La enzima elimina la pNA del complejo, lo que genera un color
amarillo en la suspension que es directamente proporcional a la concentracion 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 reaccion de la liberacion de pNA se detiene afiadiendo 4cido; la diferencia
entre los dos ensayos de punto final es la conjugacion de un compuesto di-azo con el
pNA, que en uno de los métodos permite leer la absorbancia a 540 nm en comparacion
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 incubacién. Por el contrario,
en el método turbidimétrico cinético, la densidad Optica se mide repetidamente durante

todo el ensayo.
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Todas estas pruebas estan ampliamente aceptadas como métodos oficiales para la
deteccion de endotoxinas por la comunidad farmacéutica, aunque varian en lo que
respecta a los limites de deteccion (Chen y Mozier, 2013). Aparecen recogidos en las
farmacopeas europea, britanica y americana, estando indicados para la deteccion de
endotoxinas tanto en aguas como en productos farmacologicos. Ademads, existen normas
UNE (Asociacion Espanola de Normalizacién) que recogen las directrices para
determinar endotoxinas en diferentes matrices, por ejemplo, en el aire, UNE-EN (EN:
Norma Europea del inglés FEuropean norm) 14031:2021, o en muestras de
nanomateriales, UNE-EN ISO (las siglas ISO corresponden a International Organization
for Standardization u Organizacion Internacional de Normalizacion) 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 metodologias normalizadas para la deteccion de

endotoxinas en leche.

Aunque el método LAL es mas preciso y sensible que el RPT, es importante
destacar que presenta varios inconvenientes. Estos ensayos LAL pueden generar
resultados erroneos, tanto falsos negativos como falsos positivos. Los resultados falsos
negativos se producen cuando las endotoxinas quedan enmascaradas por las matrices de
formulacion del producto, como los componentes de las soluciones tampoén (por ejemplo,
tampones citrato o tampones fosfato), las composiciones del medio de cultivo celular y
los tensioactivos (p. €j., polisorbato 20 y polisorbato 80) o por agregacion con los
productos (Nakamura y col., 1986; Schneider, 2020; Schwarz y col., 2017). Ademas, los
ensayos LAL pueden presentar reacciones positivas falsas cuando se activa la via de la
enzima proteasa factor G por la accion de (1—3)-B-D-glucano, un componente principal
de la membrana celular de muchos procariotas y eucariotas y que da lugar a la formacién
del mismo producto final de proteina 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 enzimatica en la reaccion que ocurre en el ensayo de Limulus amebocite
lysate (LAL). Adaptada de Williams (2007).

Los (1,3)-B-D-glucanos son compuestos polisacaridos constituidos por
mondmeros de glucosa, especificamente monomeros de D-glucosa, unidos a través de
enlaces [-glicosidicos, que son producidos por muchos organismos procariotas y
eucariotas (Theel y Doern, 2013). Una de las principales fuentes de contaminacion de
glucanos en los laboratorios proviene de la celulosa del papel. Dado que las operaciones
de filtracién son un proceso habitual en la mayoria de los laboratorios y se realizan en
muchas ocasiones utilizando papel de filtro de celulosa, no es extrafio encontrar que las
muestras que se analizan para detectar la presencia de endotoxinas bacterianas contengan
(1,3)-B-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 lixiviacion de los glucanos que finalmente terminan en el filtrado. Por
ello, es necesaria la validacion previa de todos los filtros que puedan ser empleados en el
desarrollo de técnicas para la determinacion de actividad de endotoxina.

Ademas, 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 farmaco antitumoral) o el curdlan

que producen algunas bacterias (Neun y col., 2020).
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Se ha descrito que las cascadas de proteinas en las que se basa el ensayo de LAL
también pueden verse alteradas en muestras con iones metalicos libres, proteinas,
péptidos y polimeros que se unen al sitio activo de las endotoxinas, neutralizando su

actividad biologica (Bhunia y col., 2009; Mares y col., 2009).

2.4.4- Nuevas técnicas para la cuantificacion de endotoxinas

Debido a la importancia anteriormente mencionada de la deteccion de estas
moléculas se contintian desarrollando técnicas que permitan modernizar la cuantificacion
de endotoxinas, buscando herramientas alternativas que minimicen la utilizacion de
modelos animales o de reactivos de origen animal. Entre estas técnicas se encuentran
pruebas electroquimicas, opticas, basadas en masas y pruebas basadas en el factor C, una
parte de la cascada proteica activada por endotoxinas que puede ser obtenida como
proteina recombinante (Schneier y col., 2020). Todas ellas representan el futuro en la
deteccion de endotoxinas y, muy probablemente, alguna de ellas terminara sustituyendo

a las pruebas actuales.

2.4.4.1- Ensayo del factor C recombinante (rF'C)

El factor recombinante C o rFC es una proteina 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 unién de la endotoxina
activa las moléculas rFC sintéticas que escinden un sustrato de fluoresceina, amino-
metilcumarina que resulta en la generacion de un compuesto fluorogénico. La
fluorescencia se mide mediante excitacion/emision a 380/440 nm, en ausencia y presencia
de endotoxinas, y la diferencia en esta fluorescencia es proporcional a la concentracion
de endotoxinas en la muestra. La rFC es especifica para la deteccion de endotoxinas,
eliminando la dependencia de la unién inespecifica de glicanos, como ocurre en los
ensayos LAL clasicos, minimizando la posibilidad de resultados falsos positivos (Ding y
Ho, 2001). El rango de sensibilidad analitica de esta técnica esta entre 0,05 y 500 EU/ml
(Ding y col., 1995). A pesar de su bajo limite de deteccion en condiciones de laboratorio,

este ensayo de rFC es propenso a la contaminaciéon 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 proteinas rFC. Este ensayo estd basado en fluorescencia y requiere un fluordmetro
para las lecturas. Aunque puede no ser tan rentable como las mediciones rapidas 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 deteccion (Reynolds y col., 2002; Thorne y col., 2010).

2.4.4.2- Técnicas de biosensores

En la actual era digital se han disefiado nuevos métodos para la deteccion de
endotoxinas utilizando nuevas tecnologias disefiadas en base a enfoques mas sintéticos.
Estas técnicas representan los futuros métodos de deteccion que, muy probablemente,
acabaran sustituyendo a las pruebas de RPT y LAL y que pueden dividirse en tres

categorias: técnicas electroquimicas, Opticas y basadas en la masa.

La mayoria de los biosensores electroquimicos se basan en un principio
denominado espectroscopia de impedancia electroquimica o EIS (del inglés
Electrochemical Impedance Spectroscopy). Para realizar una EIS es necesario disponer
electrodos dentro de la solucién que se desea analizar y enviar una sefal de corriente
alterna sinusoidal a través de la misma, con una tension que oscila entre 2 y 10 mV
(Honeychurch, 2012). Variando la frecuencia de estas ondas sinusoidales se puede crear
un espectro de impedancia. Las proteinas 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-proteina, 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 proteinas humanas recombinantes tipo toll
(toll-like receptor 4 o thTLR4 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
maxima a través de todas las diferencias de potencial fue menor a las concentraciones

mas altas de endotoxina (Mansor y col., 2018). Este estudio demostr6é que este biosensor
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en particular tenia una alta especificidad hacia las endotoxinas, siendo de utilidad para

evitar resultados falsos positivos.

Las técnicas Opticas se basan en el empleo de un sensor dptico basado en cristal
liquido (LC) para la deteccion altamente sensible de endotoxinas. Los biosensores 0pticos
basados en LC se desarrollan utilizando aptameros de ADN monocatenario especificos
de endotoxinas, oligonucledtidos de cadena sencilla con tamafios entre 70 y 100
nucledtidos y capaces de reconocer de forma especifica y con alta afinidad a las
endotoxinas a través de un plegamiento tridimensional de la cadena. Los biosensores
opticos basados en LC tienen una capacidad de deteccion lineal de endotoxinas que oscila
entre 0,05 y 1.000 EU/ml. Estos biosensores Opticos tienen una reactividad de union
cruzada insignificante con otras biomoléculas, maximizando asi la sensibilidad y

especificidad de la deteccion (An y Jang, 2019).

En términos generales, estas técnicas Opticas se pueden dividir en tres categorias
distintas, luminiscencia, resonancia de plasmon superficial (del inglés
surface plasmon resonance: SPR) y electroquimioluminiscencia. Todas ellas comparten

la caracteristica comun 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 accion de la enzima luciferasa (Noda y col., 2010; Paul
y col., 2016). El pNA modificado con luciferina se habia disefiado como sustrato para una
version mutada de la luciferasa producida por luciérnagas (Photinus pyralis) que
identificaba con rapidez y precision soluciones que contenian endotoxinas mediante una
reaccion de bioluminiscencia (Noda y col., 2010). La reaccidon genera una alta intensidad
de luminiscencia, con una luminiscencia 20 veces mas intensa que la producida por la
luciferasa estandar de tipo salvaje (Fujii y col., 2007). La concentraciéon mas baja de
endotoxina registrada utilizando luciferasa original o salvaje es de 0,01 EU/mL, mientras
que el limite de deteccion de la técnica de bioluminiscencia basada en luciferasa de tipo
mutante es de 0,0005 EU/ml (Dullah y Ongkudon, 2017). El tiempo de deteccion es de
15 minutos, claramente més rapido que en las técnicas de coagulacion en gel de LAL, que

requieren un tiempo estimado entre de 90 y 140 minutos (Ostronoff y Lourenco, 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 difraccion y dispersion espectral (Zhang y col., 2018), aunque la tecnologia atin esta
en proceso de desarrollo. Una publicacion mas reciente basada en biosensores
plasmoénicos mediados por antibidticos para la deteccion de endotoxinas ha demostrado
un limite de deteccion de 40 EU/ml (Manoharan y col., 2019). El biosensor plasmoénico
esta basado en una tecnologia de sonda de fibra dptica 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 Optica para atrapar
hidrofébicamente la endotoxina presente en soluciones acuosas. La union de las
endotoxinas se monitoriza en tiempo real midiendo el cambio en el indice de refraccion
en la capa evanescente (Manoharan y col., 2019). Para anadir especificidad y amplificar
la senal, las endotoxinas unidas se marcan con nanoparticulas 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 sandwich que funciona como un biosensor de
fibra Optica basado en absorbancia. El limite de deteccion esta proximo a los 40 EU/ml

obteniéndose el resultado en un tiempo de ensayo de tan solo 1 hora.

Un ultimo ejemplo de técnicas basadas en masas son los sensores acusticos
piezoeléctricos electromagnéticos o EMPAS (del inglés electrospun micropyramid
arrays) que se caracterizan por ser capaces de medir multiples tipos de pirégenos y no
exclusivamente endotoxinas. Ademas, son capaces de detectar endotoxinas en tiempo real
en muestras de plasma sanguineo humano (Sheikh y col., 2016). Las técnicas basadas en
EMPAS utilizan sensores de ondas actsticas 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 esta recubierto
con PMB, un antibidtico peptidico ciclico que muestra una gran afinidad por las
endotoxinas y, por tanto, se utiliza como ensayo biosensor para la deteccion de
endotoxinas. Un estudio demostréo que la incubacion de sangre total contaminada con
endotoxinas con microesferas de PMB produce un cambio de frecuencia resonante
EMPAS (Af) que es proporcional a la concentracion 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 deteccion y cuantificacion de la actividad
de endotoxinas en la industria farmacéutica y su evolucion en la era digital contrasta con
su limitado empleo en otras areas donde no existen metodologias normalizadas para la
deteccion de endotoxinas, como es en el caso de la leche. La mayoria de los trabajos sobre
este substrato utilizan las técnicas LAL, pero no llevan a cabo una adecuada validacion
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, precision, repetibilidad o

reproducibilidad.
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3- OBJETIVOS

La liberacion de endotoxinas juega un papel muy relevante en la patogenia y la
evolucion clinica de las mamitis causadas por bacterias Gram negativas. El objetivo del
presente estudio es conocer la dinamica de la liberacion de endotoxinas inducida por
diferentes tratamientos antibidticos empleados de forma rutinaria en el manejo de estas
mamitis en el ganado bovino. La hipotesis de partida es que esta liberacion varia en
funcion del tratamiento empleado y de su efecto, bactericida y/o bacteriostatico, sobre el

crecimiento bacteriano en la glandula mamaria.

Este objetivo general se ha alcanzado a través de la consecucion de los siguientes

objetivos especificos:

» Puesta a punto y validacion de un ensayo turbidimétrico para la deteccion y
cuantificacion de la actividad de endotoxinas en muestras de leche.

» Puesta a punto de un sistema in vitro para simular las condiciones de la infeccion
por bacterias Gram negativas en la ubre bovina.

» Evaluacion del efecto de diferentes antibidticos sobre el crecimiento bacteriano y
la liberacion de endotoxinas en leche bovina.

» Evaluacion del efecto del género/especie bacteriano implicado en la infeccion
sobre el crecimiento y la liberacion de endotoxinas tras el tratamiento antibidtico

en leche bovina.

57






4- MATERIAL Y METODOS







4- MATERIAL Y METODOS__

4.1- DETECCION Y CUANTIFICACION DE ENDOTOXINAS EN
MUESTRAS DE LECHE

El método elegido para la deteccion y cuantificacion de la actividad de endotoxina
en este estudio es el identificado como método C en la Real Farmacopea Espafiola
(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 reaccion de la muestra problema con el lisado de amebocitos de Limulus, a
consecuencia de la interaccion con las endotoxinas presentes. La determinacion del
tiempo transcurrido para que esta reaccion alcance una absorbancia predeterminada o, lo
que es lo mismo, la estimacion de la velocidad de desarrollo de la turbidez permite

determinar la concentracion o actividad de endotoxinas en la muestra.

Como primer objetivo de este trabajo nos propusimos la optimizacion de esta
técnica para la matriz leche, validando la técnica mediante la determinacion de los
pardmetros de precision, exactitud e incertidumbre, asi como la repetibilidad y

reproducibilidad.

4.1.1- Toma de muestras y conservacion

Para validar el método de andlisis de endotoxinas se utilizaron muestras de leche
bovina de diversos origenes, 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 clinica, todas ellas seleccionadas entre las
muestras enviadas para diagnéstico etioldgico de esta patologia a Laboratorios Agrovet
S.L. (Mansilla Mayor, Leon, Espana). Todas estas muestras procedian de granjas en las
que el veterinario habia realizado un diagndstico presuntivo de mamitis con potencial
implicacion de bacterias Gram negativas en base a los signos clinicos; los animales

afectados mostraban hinchazon de la ubre, afectando a uno o varios cuarterones, junto
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con enrojecimiento y/o edema. Para todas estas muestras se habia solicitado al laboratorio
la realizacion de un diagnostico etiologico y ninguno de estos animales estaba recibiendo
tratamiento alguno en el momento del muestreo. Este grupo de muestras constituyo el

grupo con una concentracion teorica elevada de endotoxinas.

Ademas, se emplearon cinco muestras de leche del tanque de diferentes granjas
de bovino de leche que fueron recogidas del tanque de almacenamiento en refrigeracion
de la lecheria. Este grupo de muestras constituyo el grupo con una concentracion tedrica

moderada o intermedia de endotoxinas.

Por ultimo, se incluyeron cinco muestras de leche comercial tratada térmicamente
(del inglés ultrahigh temperature o UHT). La inclusion de este tercer grupo de muestras
permitio optimizar y validar la técnica para la deteccion de endotoxinas en el rango mas

bajo de concentracion.

Para las muestras de leche cruda, tanto de vacas con mamitis clinica como de
tanque de leche, se recogid, asépticamente, un volumen cercano a 5 ml de leche en tubos
Falcon estériles de 50 ml, transportandose en refrigeracion hasta el laboratorio, donde se
identificaron y almacenaron inicialmente 4°C. De cada una de las muestras se empled
1 ml, recogido en condiciones estériles, para el diagndstico microbioldgico convencional
y para la determinacion del recuento de células somaticas (RCS). El volumen restante de
muestra se almacend a -20°C hasta su procesamiento para la determinacion de la actividad

de endotoxinas.

En el caso de las muestras de leche comercial no se llevaron a cabo cultivos
microbiologicos ni RCS. A partir del envase comercial y en el mismo dia de la
determinacion de endotoxinas se alicuotaron, en condiciones de esterilidad, muestras con

un volumen de 5 ml en un tubo Falcon estéril.

4.1.2- Determinacion de la actividad de endotoxina

La actividad de endotoxina en las muestras de leche se cuantificé 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 automaticamente durante el tiempo de incubacion. El tiempo necesario
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de incubacion para que se desarrolle un cierto grado de turbidez, denominado
generalmente tiempo de reaccidn, es inversamente proporcional a la cantidad de
endotoxina presente en la muestra. Finalmente, la concentracién de endotoxina en las
muestras se puede estimar mediante la comparacion de este tiempo de reaccion en la
muestra problema con el determinado para una curva estandar 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 deteccion de endotoxinas (Kinetic
turbidimetric LAL, Charles River), disefiado para la medicion de endotoxinas en agua y/o
productos farmacéuticos. Se realizaron lecturas de turbidez a 340 nm cada 30 segundos
durante un tiempo de incubacion de una hora empleando un lector turbidimétrico,
BIOTEK ELx808LBS (Lonza) con numero de serie 208040, un equipo que es utilizado
de manera rutinaria en los Laboratorios Analiticos Agrovet S.L. para la determinacion de
endotoxinas en aguas y productos farmacoldgicos (Figura 15). La temperatura de

incubacion de las placas fue de 37°C.

Todo el material utilizado para el ensayo LAL, incluyendo fungibles de plastico,
reactivos y agua, estaba libre de endotoxinas. Ademas, la totalidad del ensayo se realizod
en cabina de seguridad bioldgica para evitar contaminaciones exdgenas que pudieran

interferir en los resultados.

4.1.2.1- Preparacion de las muestras

Las muestras de leche que se habian almacenado a -20°C se descongelaron hasta
alcanzar temperatura ambiente. Con objeto de eliminar posibles sustancias interferentes
para el andlisis, se llevo a cabo el filtrado de 1 ml de cada muestra a través de un filtro de
polivinilideno de fluoruro (PVDF) con un tamafio de poro de 0,45 pum (Millex-HV,
Merck-Millipore), con la ayuda de una jeringa estéril. El filtrado se recogié en un
microtubo Eppendorf de 1,5 ml estéril y se conservo en refrigeracion a 4°C, empleandose
para realizar las diluciones que se emplearon en el ensayo. Para esta dilucion se empled

agua certificada libre de endotoxinas, preparandose las diluciones 1:500 y 1:1.000.

63



___4- MATERIAL Y METODOS

Cuando existieron problemas en la filtracion primaria de la muestra original, a
consecuencia de la saturacion del filtro, se realizaron las diluciones 1:500 y 1:1.000 en

una etapa inicial, sometiéndolas seguidamente a la misma filtracion.

El efecto del proceso de filtrado sobre la determinacién de endotoxinas fue
valorado sobre réplicas de los patrones de endotoxina a diferentes concentraciones, que

fueron valorados antes y tras la filtracion.

4.1.2.2- Preparacion de la recta de calibracion

Para la preparacion de la recta de calibracion se emple6 un estandar 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 solucidon estandar con una concentracion de 50 unidades de
endotoxina (UE) por ml. Esta solucion estandar se traté mediante filtracion, de manera
analoga a lo descrito para las muestras de leche, y se utilizo para preparar diluciones en
base diez de manera seriada. Asi, para la obtencion del patron primario certificado con
una concentracion de 50 UE/ml se reconstituyo el vial de endotoxina con la cantidad
exacta de agua libre de endotoxina indicada por el fabricante, agitando vigorosamente
durante 5 minutos en vortex para conseguir su disolucion y homogenizacion. Tras el paso
a través del filtro de PVDF con un tamafio de poro de 0,45 um, este patron se empled
para preparar nuevas diluciones con concentraciones de 5, 0,5 y 0,05 UE/ml, necesarias

para la preparacién de la curva patron.

Para ello, en tres tubos libres de endotoxinas y bien identificados se anadieron
900 ul de agua ultrapura libre de endotoxinas. Seguidamente, se dispensaron en el
primero de los tubos 100 pl del vial de endotoxina de concentracion 50 EU/ml, se agitd
en vortex durante 1 minuto y se obtuvo el patrén con una concentracion de endotoxina de
5 EU/ml. Nuevamente, transfiriendo 100 pl del patron con 5 UE/ml al segundo tubo y
agitando de forma similar en vortex se obtuvo el patrén con 0,5 EU/ml. Finalmente,
transfiriendo 100 pl del patron con 0,5 EU/ml al tercero de los tubos con 900 pul de agua

se obtuvo el patron con 0,05 EU/ml.

Como control negativo y quinto punto de la curva patrén del método se incluyd

agua libre de endotoxinas, también denominado blanco.
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4.1.2.3- Validacion interna del ensayo

De acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el fabricante, es necesario
llevar a cabo una validacion del test y de los reactivos empleados, particularmente cuando
se emplea alglin reactivo que provenga de un nuevo proveedor o que forme parte de un
nuevo lote. Esta validacion tiene por objeto comprobar el buen estado de todos los viales,

de los reactivos y del agua libre de endotoxinas empleados en la determinacion.

Para ello se debe preparar, como acabamos de describir, la curva patrén a partir
del estandar de endotoxina, con cuatro concentraciones, asi como una muestra blanco.
Esta serie de diluciones debe ser procesada en el test de determinacion de actividad de
endotoxina por quintuplicado, procediendo tal y como se indica a continuacion en el

apartado 4.1.2.4 que describe la realizacién del test.

Para que este proceso de validacion sea aceptado, todos los puntos de la recta,
incluido el blanco, deben cumplir con los parametros descritos por el fabricante; el propio
software del lector realiza la evaluacion y definird como aceptables o no aceptables los
resultados (Figura 13). Esta etapa es necesario ejecutarla antes de proceder a la realizacion

de analisis de rutina sobre muestras de diferente naturaleza.
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Validacion interna del Ensayo.plt

File MName: 04023112502 plt Lalb Mame:
Assay Date: 29/11/2023 16:46:05 Omset OD: 0.1
Collection Mode: Einetic Turbidimetric Werzlength Filter: 340
Typeof Curve Fit:  Linear Regression, Avg. Feplicates Feader: BioTek
Polynomial Order: M/A Temperamrs: 169369 °C
Serial Mumber: 08040 Operstor: Pabla Florez
Standard Set Hansze B-Value Accepumabls Slope A-Intercept
5TDI1:5TD 300:0,035 -1.0000 TES -0,1511 30168
Well Lavout
1 2 3 4 5 [ 7 8 L] 10 11 12
5TD1 5TD1 STD1 5TD1 5TD1
A STD1 5TD1 5TD1 5TD1 5TD1
500000 | 5000000 ( 50.0000 | 50.0000 | 50.0000
5TD2 5TD2 STD2 5TD2 5TD2

B STD2 5TD2 5TD2 5TD2 STD2
5.0000 50000 | 5.0000 5.0000 5 0000
SI05 SID3 STD3 SID3 SID3

05000 05000 | 05000 0.5000 0.5000
Lyuz] 5104 STD4 5TD4 SID4
D 5TD4 5TD4 5TD4 5TD4 5TD4
0.0500 00500 |  0.0500 0.0500 0.0500
AGUAT | AGUAT | AGUAI | AGUAT | AGUAI

AGTA AGUA AGUA AGUA AGUA
F CEBADA | CEBADA | CEBADA | CEBADA | CEBADA
SPE2 SPE2 SPE2 SPE2 SPE2
G
H

Figura 13: Validacion interna del test turbidimétrico cinético para la determinacién de la
actividad de endotoxina siendo STD1: patréon de endotoxina de 50 unidades de endotoxina
(UE)/ml, STD2: patrén de endotoxina de 5 UE/ml, STD3 patron de endotoxina de 0,5 UE/ml,
STD4 patron de endotoxina de 0,05 UE/ml, CTRL1 agua libre de endotoxinas, SPK2 agua libre

de endotoxina cebado con patrén de endotoxina con concentracion final de 0,5 UE/ml.

4.1.2.4- Ensayo turbidimétrico cinético LAL

Para la determinacion rutinaria de endotoxinas en leche empleando la técnica
puesta a punto en este trabajo, incluimos en cada placa una curva patrén constituida por
cuatro puntos o concentraciones (50, 5, 0,5 y 0,05 EU/ml), ademas del blanco. En
contraposicion, el método oficial para deteccion de endotoxinas en emplea, tan sélo, una
recta patrén constituida por tres puntos. Ademads, todos los puntos de la curva patron,
incluido el blanco, se procesaron por duplicado en cada placa. Tanto el patrén de
endotoxinas primario como las diluciones correspondientes se realizan de acuerdo al

apartado 4.1.2.2 (Preparacion de la recta de calibracion).
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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 disposicion de los puntos de la curva patron y de las muestras problema en los

pocillos de la placa se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante, tal y como se

muestra en la Figura 14.

Well Lavout

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
STD1 SID1 SPR3Y SPR37 [ spK64 SPK64 sPK74 | sPK74 | sPKs2 | sSPKs2 SPK90 | SPK90
A STD1 STD1 . - i . . i . . . .
0.5000 |  0.5000 50 5 5 5 5 0.5000| 0.5000
200000 | 20,0000 5 0.5000 0.5000] 05000 05000 0.5000] 0.5000 5
STD2 STD2 SPLA1 SPLA1 SPLG66 | SPLGG SPL76 | SPL76 | SPLe4 | SPLsd SPL92 SPL92
B STD2 STD2 M2a M2b M4a M4b Méa Mé6b M7a MT7b M9a M9b
5.0000 5.0000 500 500 500 500 500 500 1000 1000 1000 1000
3 STD3 £ )
c 2}.;33 :TTE; SPR4 SPRH - eprees SPK66 SPK76 | SPK76 | SPKS4 | SPKS4 | SPK92 | sPK92
3 05 5
03000 | osoool %% %399 os000 [ 0s000| o000 0s000| 0.5000] 05000 | 03000 0.5000
SID4 SID4 | SPLAA SPL34 | SPL6S | SPL6S SPL7S SPLJS | SPLS6 | SPLS6 SPLO4 SPLO4
D STD4 STD4 M2a M2b Mda M4b Méa Mé6b MSa MSB M10a M10b
0.0500 |  0.0500 1000 1000 1000 1000 1000 1000 500 500 500 500
CIRLI [ CTRLI [ gpraq SPK44 | SPK6S SPK68 | SPK78 | SPK78 | SPKS6 | SPKS6 | SPK94 | sPK94
E CTRL1 | CTRL1 _ _ _ . ) _ _ ) . .
0.5000 0.5000| 0.5000 0.5000 0.5000 0.5000] 0.5000| 0.5000| 0.5000| 0.5000
SPL2 SPL2 SPL36 | SPL36 | SPL72 SPLT2 SPLE0 SPL80 | SPL88 | SPLSs SPLIG SPL96
F Mla Milb M3a M3b M5b M5b Mé6a Mé6b MSa Msb M10a M10b
500 500 500 500 500 500 1000 1.000 1000 1000 1000 1000
P SPK2 SPK2 SPK56 SPK56 | SPKT72 SPK72 SPK80 SPK80 SPKSS SPK8S SPK96 SPK96
0.5000 05000 gsooo | 05000 | 05000 0.5000 0.5000| 05000| 05000| 05000 o0.5000| 0.5000
SPL37 SPL37 | SPLoF SPLgs | SPL7F | SPLA SPLE2 SPLED SPL90 | SPLIO0
H Mila Mib M3a M3b M5a M5b M7a M7b M9a M9b
1000 1000 1000 1000 1000 1000 500 500 500 500

Figura 14: Disefio 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 dilucion 1:500 y Mx500Db la réplica 2 de la dilucion 1:500 y Mx1000a y
Mx1000Db las dos réplicas de dilucion 1:1.000, SPL la muestra sin cebar y SPK la muestra
cebada (spike).

Ademés, en todos los ensayos realizados, se incluy6 para cada muestra un control

interno o “spike” (SPK), obtenido mediante la adicién o cebado de la muestra con una

concentracion conocida del patron 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 recuperaciéon (con respecto a la

concentracion de endotoxina adicionada) y detectar la presencia de sustancias que puedan

enmascarar la determinacion. Cada muestra cebada debera alcanzar un minimo de

deteccion o minimo de recuperacion para que la determinacion realizada en los pocillos
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sin adicion de endotoxina pueda ser considerada valida. La concentracion de endotoxina
adicionada en el pocillo de esta muestra cebada o SPK fue de 0,5 EU/ml. Para ello, se
anadieron 10 pl del tubo que contenia el estandar de endotoxina a una concentracion de
5 EU/ml a un pocillo que contenia la dilucion 1:500 o 1:1.000 de cada una de las muestras

problema (realizando una dilucién .1:10).

El programa de lectura de las placas calcula de forma automatica el porcentaje de
recuperacion para las muestras cebadas, debiendo alcanzarse un valor entre el 50 y el
200 %, segun las especificaciones del fabricante. De no cumplirse este parametro, la
lectura proporcionada por la muestra problema no serd valida. Asi, se debe prestar
atencion al valor proporcionado por el programa para el pocillo con muestra cebada y sin
cebar con el fin de determinar si existe algin problema en la recuperacion y, por lo tanto,
descartar la medicion 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 dispensé un volumen de 100 pul en cada pocillo de la placa que fue
suplementado con 100 pl del lisado de amebocitos. La dispensacion de este lisado de
amebocitos se realizé en el menor tiempo posible, colocando de forma inmediata la placa
en el lector en el que se realiza la incubacion 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 determinacion

de la concentracidon de endotoxinas en muestras de leche.
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Una vez completada la cinética del ensayo, el propio software del equipo realiza
los célculos y expresa el resultado como la media de las dos réplicas para cada muestra.
Si el coeficiente de variacion entre réplicas supera el 10 %, el propio software indicaré
que la determinacién no es valida. 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 repeticion 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, asi 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 andlisis.

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

variacion 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 invalidara 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 estandares. Por el contrario, si el problema esta en una elevada
desviacion de las réplicas de una muestra o en el porcentaje de recuperaciéon de una

muestra en particular, tan solo se invalidara el resultado de la muestra particular.
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File Name: 304023112900 plt Laly BMame:

Aszay Date: 211/2022 13:32:22 Cmset 0D 0.1

Collection Mode: Einetic Tuwrbidimetric Wavelength Filter: 340

Type of Curve Fit.  Linear Regression. Avg. Replicates Feadsr: BioTek

Polymomial Order;  MN/A Temperaure: 169 -317.0°C

Serial Number: 208040 OpeTator: Pablo Florez

Standard Sat Fangze P-Vame Accepmbls Slope A -Intercept

STD1-5TD4 50 :0,03 09998 YTES -0,2498 2 9553

Stamdard: and Contrels Information

Aean
Expected Feaction Feaction Standard Calculated

Ident. Concentration Well Lavout Time Time Deviation Ciog CV = 10%0 Value

STD1 S0 EU/mL Al 3300 341.0 10,96 3.21 VALID 45,1920
Al 331.% VALID

STD? SEUmL Bl 3738 593.7 18.91 3.35 VALID 5.3431
B2 513.6 VALID

5TD3 0.5 EUmL Cl 10962 1095 6 0,358 0.05 VALID 04598
C2 10950 VALID

STD4 0,05 EUmL D1 1876.9 1890.9 14.06 0.74 VALID 0.0517
D2 1905.0 VALID

CTFL1 El 18500 19500 0,00 0.00 VALID 0.0500
E2 19500 VALID

Products

Group  Name Lot Number ~ Reaction Time — CV% CV<10%  Endotoxin Value Spike Revy %

SPLO7 255353 NA 1621.4: 15885 1.02 VALID 0.0097 EUmL

SPKO7 1037.5; 991.6 226 VALID 06254 EUmL 105

Figura 16: Informe de resultados donde se muestra la recta patron, asi como los controles de

calidad. Aparecen los coeficientes de variacion (CV) entre réplicas de muestras y patrones, asi

como entre muestras cebadas o spike (SPK). Se incluye un ejemplo de porcentaje de

recuperacion del 105% en la muestra SPK.
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4.1.3- Validacion del ensavo LAL en la matriz leche

La validaciéon de un método analitico comprende la estimacion de parametros
estadisticos que permiten evaluar los resultados del andlisis en términos de exactitud y de
precision. Para ello comparamos los resultados obtenidos con los patrones de referencia,
asi como con muestras de la matriz de estudio cebadas y determinamos la precision, la
exactitud y la incertidumbre o sesgo de medida de la técnica evaluada y para la matriz

concreta de trabajo.

Ademas, en este proceso de estandarizacion 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 validacion

Para realizar estas estimaciones los laboratorios se basan en las indicaciones
establecidas por las normas de la Organizacion Internacional de Normalizacion (del
inglés International Organization for Standardization) 1SO 5725-1:1994, “Calculo de
exactitud (veracidad y precision) de métodos de medicion y resultados” (ISO, 5725) e
ISO 19036:2019, “Microbiologia de la cadena alimentaria. Estimaciéon de la
incertidumbre de medicion para determinaciones cuantitativas, como guias para los

estudios estadisticos y evaluacion de las técnicas de ensayo” (ISO, 19036).

A continuacion, y con el fin de poder entender e interpretar adecuadamente los
procedimientos de validacion de los métodos de medicion, se describen los principales

términos y definiciones establecidos en estas normas.

e Valor observado: valor de una caracteristica obtenido como resultado de una

observacion individual.

e Resultado del ensayo: valor de una caracteristica obtenido tras la realizacién
de un método de ensayo especifico. El resultado del ensayo puede ser un
resultado calculado tras la observacion de varios valores y se debe especificar
si este resultado es la consecuencia de una o de mas observaciones y deberia

aportar, en su caso, como resultado el valor medio u otra funcién (mediana o
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desviacion estdndar). Ademads, se debe especificar si se han aplicado
correcciones normalizativas, como por ejemplo correcciones de volumenes de

gases a temperatura y presion normalizadas.

e Valor de referencia aceptado: valor que sirve como referencia consensuada

para la comparacion y que se obtiene a partir de:
a) un valor tedrico o establecido, basado en principios cientificos,

b) un valor asignado o certificado, basado en trabajos experimentales de

alguna organizacion nacional o internacional,

¢) un valor certificado o consensuado, basado en trabajos de colaboracion

experimental bajo los auspicios de algun grupo cientifico 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 poblacion

especificada de medidas.

e 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 combinacion de componentes o errores aleatorios y un componente

de error sistematico o sesgo.

e 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.

e Sesgo: diferencia entre la esperanza matematica o valor esperado de la
magnitud y el valor de referencia aceptado. Este sesgo es el error sistematico
total, en contraposicion al error aleatorio. Pueden existir uno o mas
componentes de error sistematico que contribuyen de forma simultanea al
sesgo. A mayor diferencia sistematica respecto al valor aceptado de referencia,

mayor valor de sesgo.

73



___4- MATERIAL Y METODOS

Sesgo del laboratorio: la diferencia entre la esperanza matematica o valor
esperado de los resultados del ensayo de un laboratorio particular y un valor

referencia aceptado.

Sesgo del método de medicién: diferencia entre la esperanza matematica 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 medicion. La componente del sesgo del laboratorio es
especifica para un laboratorio dado y para las condiciones de medicion dentro

del laboratorio y también puede variar para diferentes niveles del ensayo.

Precision: grado de concordancia existente entre los resultados independientes
de un ensayo, obtenidos en condiciones estipuladas. La precision depende
unicamente de la distribucion de los errores aleatorios y no esta relacionada
con el valor verdadero o especificado. Habitualmente se expresa en términos
de falta de precision, calculdndose a partir de la desviacion tipica o desviacion
estandar de los resultados del ensayo. A mayor desviacion tipica, menor
precision. 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 expresion cuantitativa de la precision
depende en forma critica de las condiciones estipuladas. Las condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad son conjuntos particulares de condiciones

extremas.
Repetibilidad: precision 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

medicidn, durante un corto intervalo de tiempo.

Desviacion tipica o desviacion estandar de repetibilidad: desviacion tipica o
desviacion estandar de los resultados del ensayo obtenida bajo condiciones de

repetibilidad. Es una medida de la dispersion de la funcion de distribucion del
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ensayo bajo condiciones de repetibilidad. Otras medidas de dispersion que
pueden emplearse bajo condiciones de repetibilidad son la varianza de

repetibilidad y el coeficiente de variacion de repetibilidad.

Limite de repetibilidad: valor por debajo del cual se sitiia, con una probabilidad
del 95 %, el valor absoluto de la diferencia entre dos resultados de ensayo

obtenidos bajo condiciones de repetibilidad.
Reproducibilidad: precision 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.

Desviacion tipica o desviacion estandar de reproducibilidad: la desviacion
tipica o desviacion estandar de los resultados del ensayo obtenidos bajo
condiciones de reproducibilidad. Se trata de una medida de dispersion de la
funcién de distribucion de los resultados del ensayo obtenido bajo condiciones
de reproducibilidad. Otras medidas de dispersion de los resultados del ensayo
bajo condiciones de reproducibilidad incluyen la varianza de Ia

reproducibilidad y el coeficiente de variacion de la reproducibilidad.

Limite de reproducibilidad: valor por debajo del cual se sitia, 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 mayuscula R.

Valor atipico: 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 estadisticas y el nivel de significacion que hay que utilizar para

identificar los valores atipicos en las determinaciones de veracidad y precision.
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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 practico sobre la adecuacion de un método de medicion 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
medicion normalizado no esta suficientemente desarrollado y optimizado y que debe ser

mejorado.

Para estimar la exactitud (veracidad y precision) de un método de medicion 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 medicion, bajo condiciones de

repetibilidad

En nuestro caso, teniendo en cuenta que estamos analizando la diferencia entre
los resultados obtenidos utilizando el mismo método de medicion, el sesgo de medicion

carecera 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)=06 2L
donde:
o 2L incluye la variabilidad entre operadores y entre equipos de medicion

De manera general B puede considerarse como la suma de las componentes

aleatoria y sistemadtica de un ensayo.

Finalmente, el término e representa el error aleatorio asociado a cada resultado
del ensayo y a los procedimientos de analisis, asumiéndose que la distribucion de esta
variable es aproximadamente normal, aunque en la practica 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 precision

Para la validacion de la técnica turbidimétrica cinética LAL sobre la matriz leche
empleamos los patrones de referencia, asi como muestras cebadas con material de
referencia (leche suplementada con patréon de endotoxinas), respetando la definicion de
condiciones de repetibilidad que establece que las mediciones tendran que ser realizadas

sobre muestras idénticas.

En primer lugar, se determind la exactitud, precision, incertidumbre y coeficiente
de variacion 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 patron
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 variacion 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 determin6 midiendo una serie de muestras replicadas a lo

largo del tiempo y por dos analistas diferentes.

4.2- DIAGNOSTICO DE MAMITIS EN MUESTRAS DE LECHE

Las muestras de leche utilizadas para la validacion de la técnica de determinacion
de endotoxinas fueron, a su vez, procesadas para el diagnodstico rutinario de mamitis
mediante el aislamiento e identificacion del patégeno causante de la mamitis y mediante
el RCS. Ambas técnicas fueron empleadas tanto en las muestras de leche procedentes de

animales con mamitis clinica como en las muestras de tanque de leche.

4.2.1- Cultivo microbioldgico de las muestras de leche

Para la deteccion 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 empleé 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 utilizacidon de agar para coliformes Chromocult®
(Brilliance E. coli/coliform chromogenc select agar, Millipore), permitiendo la deteccion

selectiva de bacterias de los géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobactery Citrobacter.

Todas las manipulaciones para el cultivo microbioldgico de las muestras de leche

se llevaron a cabo en cabina de seguridad biologica.
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4.2.1.1- Método de aislamiento general

Para cada muestra se sembraron 100 pl de leche cruda en sédbana 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 37°C + 1°C durante 48
horas = 2 horas. Para la lectura se obtuvo tanto el niumero de colonias como su
identificacion primaria basada en la morfologia de la colonia, la morfologia de la célula
bacteriana (cocos, bacilos o cocobacilos) y sus caracteristicas tintoriales (Gram positivas
o Gram negativas), el tipo de hemdlisis y las pruebas bioquimicas de la oxidasa y la
catalasa realizadas como se describe a continuacion.

o Prueba de la catalasa:

La catalasa es una enzima que cataliza la descomposicion del perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno. La prueba se utiliza para comprobar la presencia de la
enzima catalasa que se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que contienen el citocromo oxidasa con excepcion de algunos géneros como
Streptococcus. Para esta determinacion se utilizd 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 alicuota de cada colonia de los
microorganismos a estudiar con el asa de siembra. La formacion inmediata de una
efervescencia rapida con desprendimiento de burbujas revela la presencia de la enzima y

es, por tanto, resultado positivo.

o Prueba de la oxidasa

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion
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 respiracion
aerdbica, transfiriendo electrones al oxigeno, con la formacion de agua. Por lo general, el
sistema citocromo oxidasa solo se encuentra en los organismos aerobios, algunos
anaerobios facultativos y, excepcionalmente, en algin microaeréfilo (como por ejemplo
Vibrio fetus), pero los anaerobios estrictos carecen de actividad oxidasa. Asimismo, la
presencia de oxidasa va ligada a la produccion de catalasa, ya que ésta degrada el perdxido
de hidrogeno que se produce como consecuencia de la reduccion del oxigeno y cuya

acumulacion es toxica.
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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 més recomendado es la solucion acuosa al 1 % de
diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina o reactivo de Kovacs que tifie las colonias
positivas de un color lavanda que vira gradualmente a purpura-negruzco intenso.

Se utiliz6 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 agregandole 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 reaccion 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 identificacion microbiana sobre colonias

recuperadas en el cultivo microbioldgico 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 dilucién 10, y utilizando
agua de peptona tamponada (CondalLab). Por duplicado, se realizd la siembra
depositando, con una micropipeta estéril, | ml de cada una de las diluciones sobre la
superficie de una placa de Petri de 90 mm de didmetro estéril. De forma inmediata se
vertieron, sobre cada una de las placas, 15 ml del agar selectivo para coliformes

cromogénico atemperado a 45°C = 1°C, mezclando este medio fundido con el inoculo,
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agitando suavemente mediante movimientos circulares y de traslacion, sin dejar de apoyar
las placas sobre la mesa de trabajo. Posteriormente se dejo solidificar el medio dentro de
la cabina de seguridad bioldgica durante unos minutos y, una vez solidificadas, las placas
se invirtieron y se incubaron en estufa a 37°C + 1°C durante 24 horas * 2 horas.

La figura 18 muestra un esquema del procedimiento realizado.

Transcurrido el tiempo de incubacién se procedi6 al recuento de las colonias; para
ello se escogieron aquellas placas de dilucion con un nimero de colonias entre 90 y140
y, a partir de ellas, se seleccionaron las colonias que presentaron un color azul o azul
violaceo fueron identificadas como E. coli, mientras que las colonias que presentaron un

color rosa asalmonado o rojo fueron identificadas como bacterias coliformes totales.

- 1omL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL

Concentracion
desconocida de

bacterias
o también |
llamadas
unidades
9 ml medio |
de cultivo @
110 1100 1107 1:10! ! 1:10
Se plaquea 1 ml J l
T

Colonias :

ar -l\l {
@ @)D
|—|—I 285 colonias 27 3 colonias O colonias

Demasiadas colonias
para poderlas contar

UFC/ml = ( n° colonias x factor de dilucion) / volumen plaqueado en la placa Petri

Ejemplo: (285 colonias x 10%) / 1 ml = 2.85 x 10° UFC/ml

Figura 18: Método de aislamiento selectivo en agar cromogénico: diluciones seriadas y siembra
en profundidad para la realizacion 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- Identificacion 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 reaccion 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 obtencion del ADN bacteriano de las colonias recuperadas de las placas,
se tom6 una pequefia cantidad del crecimiento bacteriano con un asa de siembra,
resuspendiéndolo en 10 ul de NaOH 0,02 M en un tubo Eppendorf e incubando a 100°C
durante 2 minutos en un termobloque (Thermo Scientific). Como control negativo de
reaccion se incluy6 una alicuota de 10 ul de NaOH 0,02 M que sufti6 idéntico proceso al
de las muestras.

El material obtenido se empleo para llevar a cabo la reaccion 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
desoxirribonucleotidos (ANTPs).

El perfil térmico de PCR fue de 35 ciclos de amplificacion con una
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, anillamiento a 55°C durante 30 segundos
y elongacion a 72°C durante 30 segundos.

Para la deteccion del fragmento amplificado se llevd a cabo una electroforesis en
gel de agarosa (Sigma-Aldrich) al 1 % suplementado con RedSafe (iINtRON
BIOTECHNOLOGY) en la proporcion marcada por el fabricante, utilizando como
tampon Tris-acetato-EDTA (Thermo Scientific) y realizando la electroforesis a 100 V
durante 75 minutos.

La deteccion de una banda con un peso aproximado de 350 pb indica que se ha
producido la amplificacion del fragmento del genoma bacteriano flanqueado por los
cebadores empleados (Figura 20). Para la identificacion se llevo a cabo la secuenciacion

del fragmento amplificado.

Cebadores Secuencia
Forward: 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Reverse: 1522R AAGGAGGTGATCCANCCRCA

Tabla 1: Cebadores empleados para la identificacion bacteriana mediante la amplificacion de un
fragmento de 350 pb del gen 16S ribosomal en los aislados bacterianos recuperados de casos de

mamitis clinica.
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Figura 20: Electroforesis en gel de agarosa al 1 % con los productos de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). M: marcador de peso molecular; C-: control negativo;

EM: muestra problema.

Finalmente, para la identificacién, los fragmentos amplificados fueron
secuenciados. Para ello, con la ayuda de un bisturi, se recortaron las bandas del gel de
agarosa, se introdujeron en un microtubo estéril y se remitieron a un servicio de
secuenciacion externo, CENIT SUPPORT SYSTEMS (Salamanca), empresa que se
encargo de realizar la secuenciacion e identificacion 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 solo se obtuvo la

identificacion a nivel de género, se determino la especie que alcanzo la mayor homologia.

84



4- MATERIAL Y METODOS

4.2.2- Recuento de células somaticas (RCS)

El RCS determina la concentracion 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 clinico, el RCS es ampliamente reconocido como método para
monitorizar el estado de salud de la glandula mamaria, existiendo una relacion directa
entre este RCS, el grado de infeccion y la disminucién de la produccion lactea.

Aunque existen diferentes métodos para llevar a cabo el RCS, hoy en dia se
emplean, de forma habitual, los métodos automaticos de recuento.

Las muestras de leche utilizadas en el presente estudio, después de su utilizacion
para el andlisis microbioldgico, fueron sometidas al ensayo del RCS utilizando un equipo
automatico portatil, DelLaval cell Counter DCC (equipo cedido por Laboratorios
Analiticos Agrovet S.L.). Este equipo es un contador de cé€lulas oOptico y portatil que
utiliza un cartucho o casete de un solo uso para el procesamiento de la muestra, con
reactivos que reaccionan con el nucleo de las células somaticas una vez depositada la
muestra de leche en el cartucho y que emiten sefales fluorescentes que son detectadas,
registrandose para determinar el nimero de células somaticas presentes en esa muestra

(Figuras 21 y 22).
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Sensor CCD: camara digital

Figura 21: Mecanismo de funcionamiento del sistema automatico portatil DeLaval cell Counter
DCC para el recuento de células somaticas.
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Figura 22: Sistema automatico portatil DeLaval cell counter DCC para el recuento de células
somaticas: cartucho (A) y lector (B).
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4.3- LIBERACION DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS INDUCIDA
POR ANTIBIOTICOS

Una vez validada la técnica de deteccion y cuantificacion de endotoxinas mediante
un método turbidimétrico cinético LAL, se realizd un procedimiento experimental para
investigar los niveles de endotoxinas generados en la infeccion de la glandula mamaria
por diferentes especies bacterianas Gram negativas cuando se encuentran a una
concentracion similar a la que se alcanza en la infecciéon de forma natural y para
monitorizar la liberacién de estas endotoxinas tras la exposicion a cuatro antibioticos
diferentes empleados de forma habitual en el tratamiento de mamitis clinicas en el ganado
bovino, tres betalactamicos, cefalosporina (CF), cefapirina (CSY) y bencilpenicilina

(BP), y un aminoglucosido, la dihidroestreptomicina (ST).

4.3.1- Cultivos mini-ubre

Con el fin de reproducir las condiciones de la infeccion por bacterias Gram
negativas en la gldndula mamaria y poder determinar el efecto de los distintos
antibioticos, tanto en la inhibicion el crecimiento como en la liberacion de endotoxinas,
se disend un sistema de inoculacion y cultivo en leche y en condiciones similares a la de

esta glandula que hemos denominado como cultivos mini-ubre.

La validez de este modelo mini-ubre se valoré empleando dos cepas seleccionadas
a partir de los aislamientos realizados de las leches de ganaderias en estudio. Las dos
cepas seleccionadas fueron E. coli y Enterobacter aerogenes (E. aerogenes), ambas
aisladas de muestras de leche de animales con mamitis clinica e identificadas segtn se ha
indicado anteriormente. Tras la identificacion se realiz6 un pase en medio liquido,
empleando caldo nutritivo (CondalLab) e incubando durante 24 horas a 37°C. Completada
la incubacién y para su conservacion, 500 pl de la suspension bacteriana fueron
transferidos a microtubo de 1,5 ml estéril adicionando 500 pl de glicerol (Sigma Aldrich)

al 40 %, para su conservacion en congelacion a -20°C hasta el momento del ensayo.
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Para el ensayo de mini-ubres se procedio, inicialmente, al descongelado de las
cepas seleccionadas. Para ello se inoculd el volumen incluido en el microtubo congelado
sobre 9 ml del caldo nutritivo, incubando en estufa a 37°C y en agitacion (30 rpm) en

condiciones de aerobiosis y durante 24 horas.

Finalizada esta incubacidon se determino la concentracion bacteriana alcanzada,
realizando diluciones hasta la 10® 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 incubacion a 37°C durante 24
h, se realiz6 el contaje de colonias en aquellas diluciones cuyo crecimiento estuvo entre
90 y 140 colonias para, posteriormente, realizar el calculo de la concentracion bacteriana

en funcién del recuento realizado y la dilucion de siembra (Figuras 23 y 24).

Una vez realizada la cuantificacion del crecimiento bacteriano, se estim6 para
cada cepa el volumen de indculo necesario para alcanzar en el volumen de 500 ml de
leche una concentraciéon de 107 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, un valor

similar al que se alcanza en una infeccion de la glandula mamaria.
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Figura 23: Representacion esquematica del proceso de recuento bacteriano y los posteriores
calculos para su expresion en unidades formadoras de colonias (UFC)/ml en una suspension

mediante la realizacion de diluciones seriadas. Adaptado de Madigan y col. (2019).
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Figura 24: Placas empleadas para la determinacion de la concentracion bacteriana, expresada
como unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, mediante un sistema de dilucion y siembra en

placa.
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Una vez cuantificada la concentracion en la suspension bacteriana, se utilizo leche
pasteurizada, previamente analizada y determinada como libre de endotoxinas y sin
crecimiento de bacterias Gram negativas, para simular la infeccion de la ubre. Para ello,
inicialmente, se distribuyd 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 inoculd 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

concentracion de 10’ UFC/ml en la suspension.

Una vez inoculada y homogeneizada la suspension bacteriana en leche, para
ambos matraces, se tomaron cuatro alicuotas de 40 ml en sendos matraces estériles,
adicionando a cada una de ellas uno de los antibioticos seleccionados (Figura 25). La
dosis de antibidtico empleada fue la determinada como concentracion minima inhibitoria
que inhibe el 90 % de los aislados 0 CMIgo, segun los datos recogidos en la base de datos
Antimicrobial Index, una herramienta que recoge informacién de sensibilidad para mas
de 67.000 microorganismos y 4.000 antimicrobianos. Este proyecto financiado por
TOKU-E, un lider global en biotecnologia e innovacion, esta disponible en abierto en

internet (https://antibiotics.toku-e.com).

La concentracion de antibiotico empleada fue de 16 pug/ml para CF, 16 pg/ml para

la CSY, 64 pg/ml para la BP y 8 ug/ml para la ST.

Una vez incorporado el antibidtico, los matraces se incubaron a 37°C y en
agitacion (30 rpm), recogiendo muestras a diferentes tiempos (30, 60, 120, 180 y 360
minutos). En cada una de las muestras se determind el efecto del tratamiento tanto sobre
el crecimiento de la bacteria como sobre la liberacion de endotoxinas, tal y como se
muestra en la Figura 26. Adicionalmente, se realiz6 el mismo procedimiento en un matraz
de leche inoculada con la suspension bacteriana, pero sin tratamiento antibidtico, para
determinar la relacion entre concentracion de bacteria y capacidad maxima de liberacion

de endotoxinas de manera natural (cultivo control).
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Figura 25: Disefio experimental para la simulacion de las condiciones de la infeccion de la
glandula mamaria por bacterias Gram negativas y del efecto del tratamiento con la
concentracion minima que inhibe al 90 % de los aislados 0 CMlIy con cuatro antibidticos

empleando cultivos mini-ubre.
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Figura 26: Determinacion del efecto del tratamiento antibidtico sobre el crecimiento bacteriano

y la liberacion de endotoxinas mediante el empleo de cultivos mini-ubre.
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4.3.2- Determinacion de la cinética de crecimiento bacteriano

Para la determinacion de la cinética de crecimiento de las dos cepas del estudio y
en los tiempos indicados (30, 60, 120, 180 y 360 minutos) se emple6 una alicuota 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 concentracion bacteriana se realizaron diluciones decimales en
agua de peptona tamponada (CondaLab), hasta la 10, 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 deposito el
volumen de 1 ml de cada dilucién sobre una placa de Petri vacia 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 mezclé todo el contenido de
manera homogénea para, seguidamente, dejar solidificar el medio bajo flujo estéril dentro
de una cabina de seguridad bioldgica. Una vez solidificadas, las placas se voltearon para

su incubacion en estufa a 37°C y durante 24 h.

4.3.3- Determinacion de la cinética de liberacion de endotoxinas

La cinética de liberacion de endotoxinas se determind mediante la medicion de
las endotoxinas presentes en la muestra, liberadas por accion del antibiotico, asi 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 adicion del antibidtico a los cultivos mini-ubre.

La determinacion se realizo tras la dilucion de la alicuota a las diluciones 1:500 y
1:1000 y su filtrado a través de un filtro de PVDF de 0,45 nm de tamafio 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 mezclo con el reactivo
de sustrato LAL, se dispensd en placas de 96 pocillos y se incubd en el lector
turbidimétrico a 37°C, monitorizando automaticamente el desarrollo de turbidez mediante
la lectura a 340 nm cada 30 segundos y durante un tiempo de incubacion de una hora

(BIOTEK lector turbidimétrico, Lonza, Porrifio, Pontevedra, Espafia).

93



___4- MATERIAL Y METODOS

4.4- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron almacenados en la hoja de calculo Excel y para el andlisis
estadistico se utilizo el software IBM SPSS Statistics (version 26.0, Chicago, IL, EE.

UU.), disponible a través de la Universidad de Leon.

Las variables numéricas como el tiempo de reaccidon, la concentracion 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 desviacién (DE) y el rango como medidas de dispersion. Ademads, para evaluar y
comparar la dispersion o variacion entre medidas repetidas empleamos el coeficiente de
variacion (CV), un valor que permite describir la relacion entre el tamafio de una media
y la variabilidad de una variable con independencia de la escala de la variable. Ademas,
para las estimaciones de la concentracion de endotoxinas en leche de tanque o en leches

comerciales se determind el intervalo 95 % de las estimaciones realizadas.

La correlacion entre los valores determinados de actividad de endotoxina y el RCS
o el recuento en una suspension bacteriana se investigd empleando el coeficiente de
correlacion 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 varia en el intervalo -1 a +1, indicando el signo el sentido de la relacion.
Asi, un coeficiente de valor +1 indica correlacion 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 proporcion constante. Por el contrario, un valor de Rho de -1 indica
correlacion negativa perfecta, cuando una variable aumenta, la otra disminuye de forma
directamente proporcional. Finalmente, un valor de 0 o préximo a cero indica que no

existe relacion lineal entre ambas variables

94



5- RESULTADOS







5- RESULTADOS

5.1- OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL METODO
TURBIDIMETRICO CINETICO LAL PARA LA
CUANTIFICACION DE ENDOTOXINAS EN MUESTRAS DE
LECHE

La primera parte del trabajo experimental se orientd hacia la puesta a punto y
validacion de una técnica de cuantificacion 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, asi como en diversos productos farmacologicos segun 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 numero de puntos en la curva de calibracidn, la filtracion inicial de las muestras

y su dilucion.

5.1.1- Efecto de la filtracion

Uno de los retos que plantea la optimizacion de un método para la determinacion
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 enzimatica en la reaccion LAL, asi como la dilucidén necesaria para evitar la
interferencia del color en las lecturas de turbidez. Ambas caracteristicas dificultan las
determinaciones y hacen necesaria una etapa de validacion previa que permita asegurar

la fiabilidad de la técnica.

En nuestro caso, para minimizar el efecto de interferentes decidimos incorporar
una etapa inicial de filtracién de las muestras a través de un filtro de polivinilideno de
floururo (PVDF). El efecto del filtrado sobre la determinacion de endotoxinas se evalud
procesando estandares de endotoxinas y agua libre de endotoxinas, tanto de forma directa

como tras su filtracion.

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos en 10 réplicas de estos estandares y

blanco, en forma de tiempos de reaccion, asi como la media y desviacion estandar.
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TIEMPOS DE REACCION (segundos)

Estandar
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
(EU/ml)
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 | 15754 | 15484 | 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 | . 150 | 23150 | >3.150 | >3.150 | 3.150 | >3.150 | >3.150 | >3.150 | >3.150 | >3.150

negativo
Estandar
RF1 RF2 RF3 RF4 RF5 RF6 RF7 RF8 RF9 RF10
(EU/ml)
50 603,7 6224 609,3 627,8 6154 616,7 605,9 619 625,1 625,6
5 938,7 956,4 939,4 971,7 936,5 926,6 9435 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 | 1.5714

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

>3.150 | >3.150

Control |3 150 | >3.150 | >3.150 | >3.150 | =3.150 | >3.150 | >3.150 | >3.150

negativo
Estandar A
Media | DE Estandar | \pogia | DE
(EU/ml) (EU/ml)
50 607,3 8,32 50 617,1 8,07
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 ~3.150 0 Contl.“ol >3.150 0
negativo : negativo

DE: desviacion estandar;

Tabla 2: Tiempos de reaccion expresados en segundos de las cinéticas turbidimetricas de
patrones y controles negativos (blancos) sin filtrar y tras la filtracion 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.

Ademéas, como se puede ver en los dos ejemplos que se muestran en la Figura 27,

las curvas de calibracion obtenidas con estandares filtrados y sin filtrar fueron muy

similares.
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10.000,0
Range R-Value Acceptable Slope
50:0,05 -0,9998 YES -0.2498
=
v
: ~
g T
=] .
S 1.000,0 | . NN
b B
o ~—~_
~——
T
A“““\.
\\\_‘
Log(RT) = 2,9553 +-0,2498 * Log (EU)
100,0
0,01 0,1 1,0 10,0 100,0
Concentration (EU/ml)
10,000 0
Range R-wvalue Acceptable Slope Y-Intercept
50:0.05 -0.9981 YES -0.2122 3.0709
=
@
£
=
=l
k=]
g 1,000.0
o \
Log(RT) = 3.0709 + -0.2122 x Log(EU)
1000
0.01 o1

1.0 10.0 100.0

Concentration (EU/mL)

Figura 27. Curvas de calibracion obtenidas con estandares 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 calibracion, coeficientes de variacion (CV) v tasa de recuperacion

En cada experimento se realizd una curva de calibracion, determinando, como
controles de calidad internos, su linealidad (valor de R) y el coeficiente de variacion (CV)
en las réplicas de los diferentes estandares. Para todos los procedimientos se aceptaron
como parametros de validacién de la técnica un coeficiente de linealidad R superior a

0,995 y valores del CV entre réplicas inferior al 10 % (Figura 28).

10.000,0
Range R-Value Acceptable Slope
50:0,05 -0,9998 YES -0,2498
o
o
B L
= [l
2 ~—
5 1.000,0 e SHEN
3 e
x_ﬂ_‘_‘iﬂ
~i 1
-+
Log(RT) = 2,9553 +-0,2498 * Log (EU)
100,0

0,01 0,1 1,0 10,0 100,0

Concentration (EU/ml)

Expected Calculated
Ident. Concentration Well Layout CV% CV=10% Value
STD1 50 EU/mL Al 3.21 VALID =49.1920
A2 VALID
STD2 5 EU/mL B1 3.35 VALID 5.3432
B2 VALID
STD3 0.5 EU/mL C1 0.05 VALID 0.4598
c2 VALID
STD4  0.05 EU/mL D1 0.74 VALID <0.0517
D2 VALID
CTRL1 El 0.00 VALID =0.0500
Ez2 VALID

Figura 28. Ejemplo de recta de calibracion y criterios de aceptacion: linealidad de la recta (R>
0,995) y coeficiente de variacion (CV) entre réplicas de los patrones inferior al 10 %. Las

concentraciones de los patrones se expresan en unidades de endotoxina (EU) por ml.
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Ademas de los estandares, también las muestras fueron procesadas en cada
procedimiento por duplicado, estimando el CV entre réplicas para identificar la dispersion
o grado de variabilidad en las estimaciones realizadas, tanto en muestras de leche como
en estandares 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

estandares y blancos y de 0,00 a 3,44 % para las muestras de leche.

Coeficiente de variacion (CV)

Estandares de endotoxina (EU/ml)
Blanco (EU/ml)
50 5 0,5 0,05
Estandares filtrados 299% | 2,34% | 1,25% | 0,64 % 0%
Estandares sin filtracion | 2,16 % | 1,86 % | 1,36 % | 1,38 % 0%

Tabla 3: Valor medio de los coeficientes de variacion (CV) entre las réplicas de los estandares
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 determinacion de la activad de endotoxina empleando un método

turbidimétrico cinético.

Coeficiente de variacion (CV)

Muestras de leche Muestras de tanque | Muestras de leche
procedentes de vacas con de leche comercial

mamitis clinica

Filtradas 2,62 % 2,23 % 1,24 %

Tabla 4: Valor medio de los coeficientes de variacion (CV) entre las réplicas de las muestras de
leche obtenidos en la determinacion 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 concentracion conocida de
endotoxina. En la Figura 29A podemos ver un ejemplo de expresion de resultados
conforme a los célculos que realiza el software del equipo. La concentracion 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 concentracion obtenida
fue de 0,6254 EU/ml. En un escenario de recuperacion del 100 %, la concentracion tedrica
de la muestra cebada seria de 0,5 EU/ml mas 0,0997, es decir 0,5997. Al recuperar un
valor ligeramente superior (0,6254 EU/ml), se estima un porcentaje de recuperacion del
105 %, tal y como muestra el calculo del equipo. Estos datos indican que se recupera
practicamente la misma concentracion de endotoxina adicionada. De forma similar, si se
recupera menor cantidad que la adicionada, el porcentaje de recuperacion sera inferior al

100 %.

A

Group Name Lot Number  Reaction Time V% CV<10%  Endotoxin Value Spike Revy %
SPLO7 255333 NA 1621.4; 13885 1,02 VALID 0.0007 EUmL 7N
SPKO7 1037.5; 9916 226 VALID 0.6254 EUnL 105

Valores de Spike Revy % (recuperacion en la muestra dopada)

105 m | 18 % 62 165 b5 4 65 B 5 [ 51 % 8 118
53 4 65 13 19 | 13 10 10 | 19 115 105 m 138 %6 | 145 178

Figura 29: Valores de porcentaje de recuperacion de una concentracion conocida de endotoxinas
en muestras cebadas o “spike” (B). Se incluye un ejemplo de esta recuperacion conforme los
calculos del software (A). Las concentraciones de endotoxinas se expresan en unidades de

endotoxina (UE)/ml.
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La tasa de recuperacion determinada para las muestras cebadas con una
concentracion 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 mas

del 95 % de las muestras de leche analizadas (Figura 29B).

5.1.3- Validacion del ensavo LAL optimizado en la matriz leche

Teniendo en cuenta las directrices de validacion indicadas en las normas ISO
(Organizacion Internacional de Normalizacion, del inglés International Organization for
Standardization) 5725-1:1994 (ISO, 1994) y ISO 19036:2019 (ISO, 2019), para la
validacion intralaboratorial de la técnica turbidimétrica cinética LAL en la matriz leche
se procesaron cinco réplicas de los estandares 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 5,6y 7.

En primer lugar, se determiné la exactitud, precision, incertidumbre y veracidad
de los patrones correspondientes a 50, 5, 0,5 y 0,05 EU/ml, realizados a partir de
diluciones seriadas del patron comercial de 50 EU/ml. Como se puede observar, tanto la
incertidumbre del método como la precision y veracidad en condiciones de
reproducibilidad, varian en funcién del rango o nivel de concentracion. Asi, estos
parametros mostraros valores superiores a mayores concentraciones, encontrandose los
resultados mas altos en el rango superior de medida (50 EU/ml) y los mas bajos en el
rango inferior de medida (0,05 EU/ml). Por su parte, la exactitud también vari6 en funcién
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).

103



_5-RESULTADOS

Concentracion Media Precision | Veracidad | Incertidumbre | Exactitud

de patron (EU/ml) (DE) 4\%) U) (%)

certificado (k = 2,95 %)
(EU/ml)

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: desviacion estandar; U (incertidumbre) = 2* V DE2+ V2

Tabla 5: Validacion del ensayo turbidimétrico cinético Limulus amebocite lysate (LAL) para la
cuantificacion de endotoxinas en muestras de leche: resultados obtenidos con cinco réplicas

procesadas por dos operadores sobre los estandares de endotoxina.

En la tabla 6 se muestran los resultados de la media, precision, veracidad,
incertidumbre y exactitud para la cuantificacion 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
precision como la veracidad aumentan conforme se incrementa el valor del patron
adicionado. En el caso de la incertidumbre, ésta es mayor en los rangos altos y bajos frente
al rango medio. Finalmente, la exactitud mostrd valores muy similares en el rango

superior ¢ inferior de la técnica y menores a éstos en el rango intermedio.

Finalmente, los resultados globales de esta validacion, incluyendo tanto los
resultados obtenidos con los estandares de endotoxina y el blanco, asi como con las
muestras de leche procesadas se muestran en la Tabla 7. De nuevo, los valores de los
pardmetros variaron dependiendo del rango de concentracién de endotoxinas en la
muestra y tanto la precision como la verosimilitud, la incertidumbre y la exactitud se

incrementaron conforme esta concentracion medida aumentaba.
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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: desviacion estandar; U (incertidumbre) = 2* Y DE2+ V2

Tabla 6: Validacion del ensayo turbidimétrico cinético Limulus amebocite lysate (LAL) para la
cuantificacion 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.

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: desviacion estandar; U= 2* VY DE2+ V2

Tabla 7: Validacion global del ensayo turbidimétrico cinético Limulus amebocite lysate LAL
para la cuantificacion de endotoxinas en muestras de leche: resultados obtenidos con cinco
réplicas procesadas por dos operadores sobre estandares de endotoxina y sobre muestras de

leche libre de endotoxinas suplementadas con diferentes concentraciones de endotoxina.
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Adicionalmente se validd 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 evaluacion de la repetibilidad se emplearon cuatro muestras de leche,
dos con una concentracion intermedia de endotoxinas (75-80 UE/ml), una con una
elevada concentracion de endotoxinas (2.000 UE/ml) y una con baja concentracion de
endotoxinas (28 UE/ml). La reproducibilidad se determin6 utilizando 12 muestras de
leche dentro de cada concentracion de endotoxina (alta, media y baja) que fueron medidas

por dos operarios en dias diferentes y utilizando dos réplicas por muestra.

Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 8 y 9 siendo destacable que
ambos pardmetros fueron mas elevados para las determinaciones en el rango intermedio

en comparacion con las de las concentraciones alta y baja.

Condiciones de repetibilidad
Media* DE CV (%)
Alta 5,193 0,936 18,022
Concentracion de
Moderada 0,696 0,185 26,562
endotoxina
Baja 0,363 0,031 8,535

EU: unidades de endotoxina; DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion; *Valores
no corregidos (tener en cuenta la dilucion para estimar la concentracion de endotoxina)

Tabla 8: Repetibilidad determinada para el ensayo turbidimétrico cinético Limulus amebocite
lysate (LAL) para la cuantificacion de endotoxinas en muestras de leche empleando muestras

con elevada, moderada y baja concentracion de endotoxina.
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Condiciones de reproductibilidad
Media* DE CV (%)
Alta 4,86 0,355 7,297
Concentracion de
Moderada 0,15 0,018 11,863
endotoxina
Baja 0,06 0,004 6,937

EU: unidades de endotoxina; DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion; *Valores
no corregidos (tener en cuenta la dilucion para estimar la concentracion de endotoxina)

Tabla 9: Reproductibilidad determinada para el ensayo turbidimétrico cinético Limulus
amebocite lysate (LAL) para la cuantificacion de endotoxinas en muestras de leche empleando

muestras con elevada, moderada y baja concentracion de endotoxina.

5.1.4- Determinacion de la actividad de endotoxinas en muestras de leche

Se procesaron un total de 15 muestras de leche recogidas en vacas con mamitis
clinica, asi como 5 muestras de leche de tanque y 5 muestras de leche comercial UHT
(uperizada, del inglés ultrahigh temperature). En todas ellas se determind la actividad de
endotoxina empleando el ensayo turbidimétrico cinético puesto a punto. Las muestras
procedentes de animales con mamitis clinicas fueron procesadas para la identificacion del
microorganismo implicado y tanto estas muestras como las muestras de tanque de leche
fueron procesadas de forma automética para obtener el recuento de células somaticas
(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 clinica

Los resultados obtenidos con las muestras de animales enfermos se muestran en

la Tabla 10.

Como cabia esperar, entre las muestras de leche recogida de vacas con mastitis
clinica los resultados de actividad de endotoxina fueron muy variables y estuvieron
relacionados con el microorganismo implicado en la infeccion. La técnica optimizada
demostro su capacidad para detectar y cuantificar endotoxinas en un amplio rango, desde

valores negativos (< 25 EU/ml) y hasta valores proximos a 30.000 EU/ml.
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Identificacion Concentracion de RCS Microorganismo
Muestra endotoxinas (cls/ml) implicado
(EU/ml)
151677 570 951.650 Escherichia coli
151678 29.000 1.457.000 Escherichia coli
151679 22.000 1.120.500 Escherichia coli
151680 <25 £56.930 Staphylococc?s coagulasa
negativo
151681 <25 958.670 Serratia marcescens
151632 <95 657000 Staphylococc?s 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: Concentracion de endotoxinas expresadas en unidades de endotoxina (UE)/ml,
recuento de células somaticas (RCS) expresado en células (cls)/ml y resultados de

microbiologia en muestras de leche recogidas en vacas con mamitis clinica.

No se detectaron endotoxinas (< 25 EU/ml) en ninguna de las muestras en las que
se identificd un microorganismo Gram positivo como agente etioldgico 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 clinica por bacterias Gram
negativas, con la unica y sorprendente excepcion de un caso asociado a Serratia
marcescens. La concentracion media de endotoxina en las muestras con deteccion
positiva fue de 19.649,4 UE/ml (DE 11.606,06 EU/ml), con una mediana de 22.000
UE/ml y un minimo de 570 EU/ml y maximo de 32.800 EU/ml. La comparacién de la
concentracion 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, demostrd que no existian diferencias
estadisticamente significativas, aunque los valores fueron mas altos en las muestras

positivas a E. coli (F = 0,542, p =0,485) (Tabla 11).

Concentracion de endotoxinas (EU/ml)

Intervalo de confianza | Mediana

95 %

n Media DE

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: Concentracion de endotoxinas en las muestras de leche procedentes de animales con

mamitis clinica asociada a bacterias Gram negativas.

En lo que respecta a la relacion entre la actividad de endotoxina y el RCS, se
demostrd una correlacion positiva significativa entre ambos parametros 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 correlacion fue particularmente clara para los recuentos

superiores a 1.000.000 cls/ml.
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RCS 2.500.000
(cls/ml)
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Figura 30: Correlacion entre en el recuento de células somaticas (RCS) expresado en células
(cls)/ml y la concentracion de endotoxina expresada en unidades de endotoxina (EU)/ml en

muestras de leche recuperadas de animales con mamitis clinica por bacterias Gram negativas.

Por el contrario, y como cabia esperar, no existié correlacion 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 clinica asociada a otras bacterias (Gram
positivos o M. bovis), que varid entre valores ligeramente superiores a 600.000 cls/ml y
hasta mas de 1.500.000 cls/ml en el caso de la leche con mamitis causada por M. bovis.
No fue posible estimar esta correlacion por ser idéntico el resultado de concentracion 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 concentracion de endotoxina en muestras de leche de tanque varid entre menos
de 25 y 270 EU/ml (mediana < 25 EU/ml) y no existid correlacion entre el valor obtenido

y el RCS determinado (Rho = 0,670, p = 0,100) (Figura 31).

110



5- RESULTADOS

Identificacion Concentracion de RCS
muestra endotoxinas (cls/ml)
(EU/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: Concentracion de endotoxinas expresadas en unidades de endotoxina (UE)/ml y

recuento de células somaticas (RCS) expresado en células (cls)/ml en muestras de leche de

tanques de leche.
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Figura 31: Correlacion entre en el recuento de células somaticas (RCS) expresado en células

(cls)/ml y la concentracion de endotoxina expresadas en unidades de endotoxina (UE)/ml en

muestras de leche recuperadas de animales con mamitis clinica 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.
Identificacion Concentracion de endotoxinas
Muestra (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: Concentracion de endotoxinas expresadas en unidades de endotoxina (UE)/ml en

muestras de leche comercial UHT (uperizada o del inglés ultrahigh temperature).

Se detecto actividad de endotoxina en 6 de las 10 leches comerciales analizadas,
con una concentraciéon que vario entre < 25 y 179,15 UE/ml. El valor medio de la
actividad de endotoxina en las muestras con deteccion 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 LIBERACION DE ENDOTOXINAS INDUCIDA POR ANTIBIOTICOS

En una segunda etapa, el trabajo experimental se dirigié hacia la optimizacion de
un sistema especifico de cultivo microbiologico que simula las condiciones de la
infeccidn intramamaria o sistema mini-ubre. Empleando este modelo hemos investigado
la inhibicion del crecimiento bacteriano y la liberacion de endotoxinas asociada al
tratamiento con diferentes antibioticos empleados en el tratamiento de la mamitis bovina.
La investigacion se ha llevado a cabo con dos especies de bacterias Gram negativas
implicadas en mamitis clinicas 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 clinica en la primera etapa del trabajo, y para cuatro
antibidticos empleados de forma habitual en el manejo clinico de mamitis bovina, tres
betalactamicos (cefalosporina (CF), cefapirina (CSY) y bencilpenicilina (BP)) y un

aminoglucoésido (dihidroestreptomicina (ST)).

5.2.1- Cinética de la inhibicion del crecimiento bacteriano

Los resultados del estudio de la cinética de inhibicion inducida por los antibidticos

valorados se muestran en la Tabla 14 y Figura 32.

Para ambas especies bacterianas, los antibidticos valorados provocaron una
reduccion del crecimiento, siendo este hecho mas acentuado con el paso del tiempo Asi,
durante la primera hora de tratamiento, las bacterias continuaron multiplicindose y los
cultivos alcanzaron su punto maximo de crecimiento, comenzando la inhibicién del
crecimiento entre una y dos horas tras el tratamiento. Por el contrario, los cultivos control
sin tratamiento antibiotico continuaron creciendo hasta alcanzar la fase estacionaria

durante el periodo de estudio.
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A Escherichia coli (UFC/ml)
Oh 1h 2h 3h 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 recupero colonia viable alguna, se considera el valor de una colonia a
efectos practicos para la representacion logaritmica posterior.

B Enterobacter aerogenes (UFC/ml)
Oh 1h 2h 3h 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 inhibicidn del crecimiento en unidades formadoras de colonias (UFC)/ml

en los cultivos mini-ubre tratados con antibioticos: bencilpenicilina (BP), cefapirina (CSY),

dihidroestreptomicina (ST) y cefalosporina (CF), asi como en el control sin antibidticos.

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: m), cefapirina (CSY:
V), becilpenicilina (BP: o) y dihidroestreptomicina (ST: A\ ). 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 provoco6 la reduccion mas drastica del crecimiento
en los cultivos de E. coli, sin que se pudieran recuperar células bacterianas viables a partir
de las tres horas tras la adicidon del antibidtico (Figura 32). Por su parte, el tratamiento
con CF y CSY provoco una disminucion mas 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 mas
altas, en comparacion 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 liberacion de endotoxinas

En una etapa preliminar se confirmé la idoneidad de la metodologia empleada
para la determinacién de la concentracion de endotoxinas en una matriz de leche,
evaluando la liberacion de endotoxinas inducida mediante la sonicacion de los cultivos

durante 15 minutos (Tablas 15 y 16).

Escherichia coli
Dilucién 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: Concentracion bacteriana expresada como unidades formadoras de colonias (UFC)/ml
y concentracion de endotoxinas en unidades de endotoxina (UE)/ml tras la lisis bacteriana
inducida por sonicacion en cultivos mini-ubre de Escherichia coli. La relacion entre actividad

de endotoxina y el recuento bacteriano se expresa como UE/UFC.
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Enterobacter aerogenes
Dilucion 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: Concentracion bacteriana expresada como unidades formadoras de colonias (UFC)/ml

y concentracion de endotoxinas en unidades de endotoxina (UE)/ml tras la lisis bacteriana

inducida por sonicacion en cultivos mini-ubre de Enterobacter aerogenes. La relacion entre

actividad de endotoxina y el recuento bacteriano se expresa como UE/UFC.

Para ambas especies bacterianas la concentracion de endotoxina liberada (EU/ml)

correlacion6 con la concentracién bacteriana expresada en unidades formadoras de

colonia (UFC)/ml, con valores del coeficiente de correlacion de Pearson de 0,951 (p =

0,013) y 0,999 (p =0,001) respectivamente para E. coliy E. aerogenes (Figuras 33 y 34).
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Figura 33: Correlacion entre en la concentracion de endotoxina obtenida tras el tratamiento de

sonicacion y la concentracion bacteriana en cultivos mini-ubre de Escherichia coli.
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Figura 34: Correlacion entre en la concentracion de endotoxina obtenida tras el tratamiento de

sonicacion y la concentracion bacteriana en cultivos mini-ubre de Enterobacter aerogenes.
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Ademas, aunque los datos de endotoxina determinada tras el tratamiento por
sonicacion de los cultivos de E. aerogenes fueron ligeramente superiores en valor
absoluto, cuando se relacionaron con los valores de concentracion bacteriana en el cultivo

(EU/UFC), el valor fue ligeramente inferior al de E. coli (Figura 35).
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Figura 35: Relacion entre la concentracion de endotoxina (unidades de endotoxina (UE)/ml) y la
concentracion bacteriana expresada como unidades formadoras de colonia (UFC)/ml
determinada tras el tratamiento por sonicacion durante 15 minutos de cultivos mini-ubre de
Escherichia coli () y Enterobacter aerogenes (0).

Los resultados obtenidos tras el tratamiento de los cultivos de leche con los

diferentes antibioticos 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: Concentracion 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 determinacion 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 nimero de células
bacterianas estimado como la diferencia entre el recuento en el punto maximo 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 mas altos de liberacion de endotoxinas para ambas especies bacterianas, seguidas
por el tratamiento con BP. Por el contrario, el tratamiento con ST condujo a los niveles
mas bajos de endotoxinas. Como cabe esperar, las concentraciones de endotoxina mas

reducidas se observaron en los cultivos control sin tratamiento antibiotico.
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Figura 36: Porcentaje de liberacion 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 exposicion al
antibiotico 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.

121






6- DISCUSION







6- DISCUSION __

La mamitis bovina es una de las enfermedades que més pérdidas econdmicas
ocasiona, tanto para el ganadero como para la industria lactea, con enormes repercusiones
sobre los rendimientos de la explotacion, sobre la calidad de la leche y sobre el bienestar
animal. Cuando esta enfermedad est4 causada por bacterias Gram-negativas se ve, a su
vez, agravada por la liberacion de endotoxinas, fundamentalmente a consecuencia de la

lisis bacteriana.

Esta liberacion de endotoxinas es un factor de gran importancia en el curso de la
enfermedad clinica de la mamitis asociada Gram negativos (Eckel y col., 2016; Sharun y
col.,, 2021). Los niveles de endotoxinas liberados varian durante el curso de la
enfermedad, pero también con el tratamiento antibidtico que, en funciéon del mecanismo
de accion, puede incrementar de forma significativa esta liberacion. Por consiguiente, la
identificacion de los microorganismos implicados y, en particular, la discriminacion entre
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas es crucial en el manejo clinico de la mamitis
del ganado vacuno lechero, permitiendo un enfoque adaptado de las estrategias de

tratamiento.

Tradicionalmente, el diagnostico de la mamitis asociada a bacterias Gram-
negativas se ha basado en los signos clinicos y los resultados de los cultivos
microbioldgicos (Anri y col., 1989, Waage y col., 1994). Basandonos en la clasificacion
primaria de las mamitis en base a la presentacion clinica, la inflamacién del cuarteron
afectado, acompanada de pirexia, anorexia, deshidrataciéon y diarrea, junto con
endotoxemia sistémica son los principales signos clinicos descritos en las presentaciones
hiperagudas de las mamitis causadas por bacterias coliformes, mientras que en los casos

agudos, la deshidratacion y la diarrea no suelen aparecer (Anri y col., 1989).

Ahora bien, el diagnostico basado tinicamente en los signos clinicos puede inducir
a error y son necesarios métodos microbioldgicos o moleculares para confirmar las
sospechas clinicas y para determinar el tratamiento mas adecuado. Sin embargo, este
diagnostico requiere de tiempo y puede retrasar el inicio del tratamiento, con los riesgos
que esto supone. En este contexto, la deteccion de endotoxinas en la leche se ha propuesto
como una alternativa de gran interés para la aproximaciéon diagndstica 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 deteccion de endotoxinas, actualmente las
pruebas basadas en el lisado de amebocitos de Limulus (Limulus amebocite lysate o LAL)
son las mas extendidas debido a su alta sensibilidad analitica, su potencial de
cuantificacion y la facil realizacion (Hurley col., 1995). Estas pruebas son seguras,
rapidas y tedricamente podrian permitir discriminar entre las mamitis asociadas a
bacterias Gram negativas y Gram positivas en pocas horas, permitiendo identificar e
instaurar rapidamente el tratamiento mas adecuado. Estas pruebas LAL podrian realizarse
en sangre, pero parece mucho mas adecuado realizarlas sobre muestras de leche en el
diagnostico precoz de la mamitis, ya que esta secrecion 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 puntuacion macroscopica 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-Hégerdal, 1987). Se trata de ensayos cualitativos o
semicuantitativos, que se ven afectados por diversas condiciones ambientales y del
laboratorio (Gehring y col., 2008). Mas 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 lactea. Estos
métodos estan reconocidos en las farmacopeas de Europa, EE.UU., Japon, China y otros
paises (Levin y col 1964) para la deteccion de actividad de endotoxinas en agua y
productos farmacologicos. Sin embargo, y aunque existen directrices a nivel europeo para
la deteccion de endotoxinas en matrices como el aire (EN, norma europea o european
norm 14031:2021) o algunos nanomateriales (ISO, Organizacién Internacional de
Normalizacion, del inglés International Organization for Standardization 29701:2010),
asi como investigaciones recientes que han empleado metodologias basadas en LAL para
la deteccion de entotoxinas en leche, no se dispone en la actualidad de metodologias
estandarizadas para la deteccion de esta actividad en muestras de leche (Wu y col., 2022;

Sipka y col., 2015).
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En relacion a estos métodos, uno de los objetivos de esta investigacion fue
optimizar y validar un ensayo turbidimétrico cinético para la deteccion de endotoxinas en
muestras de leche bovina a un coste asequible (aproximadamente 30-35 €/muestra) que
permitiera su utilizacion tanto con fines de investigacion como en el diagnostico rutinario

de la mamitis bovina.

La coloracién 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, seria plausible realizar diluciones que amortigiien el efecto del color y/o
concentracion 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 dilucion de las muestras para minimizar el efecto del color y/o la concentracién de
sustancias no deseadas, la Real Farmacopea Espafiola y Europea proporcionan una
formula que permite calcular la méxima dilucion permitida para las determinaciones en
farmacos, en funcion de la posologia y la via de administraciéon del producto. Siguiendo
esta misma metodologia otros investigadores han propuesto una diluciéon maxima para la
deteccion de endotoxinas en heparina sddica mediante un ensayo gelificacion con LAL
(Burguet, y col., 2012). Sin embargo, no existe ninguna propuesta ni estudio previo con
respecto a la dilucién méaxima que podria utilizarse para la deteccion de endotoxinas en
la matriz lactea, habiéndose encontrado en la bibliografia previa un nico proyecto de
investigacion llevado a cabo en 2015 y utilizando un ensayo turbidimétrico cinético en
leche de vacas sanas que utilizo tres diluciones diferentes, 1/100, 1/200 y 1/400,
obteniendo buenos resultados en la determinacion de las endotoxinas sobre las muestras

de leche ensayadas (Suzuki y col., 2016).

Teniendo en cuenta estos datos, en nuestra investigacion decidimos utilizar dos
diluciones diferentes, 1/500 y 1/1000 como diluciones de trabajo. A priori, estas
diluciones permiten un rango de deteccion 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 concentracion de endotoxinas.

De manera complementaria, para evitar el efecto de sustancias interferentes
potencialmente presentes en las muestras de leche, se evalué un abordaje novedoso de
pre-procesamiento de estas mediante filtracion. Segun la Farmacopea Europea, la

filtracion es uno de los métodos mas 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 celulosicos como los glucanos. En nuestro estudio, se
utilizaron filtros con un tamafio de poro de 0,45 pum y fabricados con polivinilideno de
fluoruro (PVDF) para filtrar todas las muestras de leche analizadas. Este material es muy
inerte quimicamente y suele utilizarse en condiciones que requieren una gran pureza
(Salazar Macian, 2007; Guo-Dong y col., 2014). El efecto de esta filtracion sobre la
determinacion se evaluo utilizando estandares de endotoxinas y agua libre de endotoxinas
como control negativo o blanco. Los resultados obtenidos demostraron que la filtracion a
través de filtros de PVDF no afecta a los resultados de concentracion de endotoxinas,
produciendo ademas una reduccion de la desviacion entre réplicas o, dicho de otra
manera, favorece una mayor homogeneizacion de las endotoxinas presentes en una

solucion.

Los estudios de validacion del pre-procesamiento mediante filtracion de PVDF,
pusieron de manifiesto la ausencia de resultados falsos positivos. Ademds, demostraron
que la variacion de la actividad de endotoxina medida en los estdndares filtrados y no
filtrados es insignificante, aunque este valor fue ligeramente inferior en los patrones
filtrados. El tiempo de reaccion en las diez réplicas de cada patrén fue més homogéneo
tras la filtracion. Por consiguiente, la filtracion a través de un filtro de PVDF se incluyo
como pretratamiento rutinario de las muestras de leche, estandares y blancos en nuestro

ensayo.

El ensayo turbidimétrico LAL utiliza una curva de calibracion basada en
estandares de referencia certificados para endotoxinas bacterianas que permiten la
cuantificacion. En el presente estudio hemos aceptado los mismos requisitos exigidos
para el control de productos farmacoldgicos, definidos por el fabricante del lector de
endotoxinas. En este sentido la linealidad aceptada viene determinada por un coeficiente
de linealidad o R? superior a 0 para la curva de calibracion, la variacién entre réplicas de
una misma muestra se limita con un porcentaje del coeficiente de variacion inferior al
10 % y la recuperacion de endotoxina en las muestras cebadas o spike con un patron de
endotoxina debe alcanzar un porcentaje de recuperacion que oscile entre el 50 % y el

200 %.
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Teniendo estos limites 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 determinacion de la tasa de
recuperacion 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), determiné que en nuestro estudio se
cumplia este requisito en mas del 95 % de las determinaciones realizadas en las muestras
de leche, hecho que demuestra una adecuada sensibilidad y capacidad de recuperacion de
la técnica, asi como la validez de la filtracion a través de filtros de PVDF, tanto de los

estandares como de las muestras procesadas.

Hasta donde los autores de este trabajo hemos podido conocer, no existe ninguna
investigacion o informe previo sobre la validacion de ensayos turbidimétricos de LAL
para la deteccion de endotoxinas en muestras de leche. Por ello, la primera parte de
nuestro estudio se dedicd a establecer los valores de exactitud, incertidumbre,
reproducibilidad y repetibilidad del método turbidimétrico LAL adaptado para la matriz
leche. Esta validacién del método se realiz6 siguiendo criterios nacionales, de la Entidad

Nacional de Acreditaciéon (ENAC), e internacionales, normas ISO.

Los pardmetros determinados en esta validacion variaron en funcién de la
actividad de endotoxinas de las muestras, un resultado esperable cuando se trata de la
validacion de un método de anélisis que abarca un rango de concentraciones de deteccion
particularmente amplio. Los mejores resultados se obtuvieron en el rango medio (0,5-5
EU/mL), mientras que empeoraron en los valores mas elevados (50 EU/mL) y més bajos

(0,5-5 EU/mL).

Ademas, 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. Asi, 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 tltimo, 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 concentracion 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 investigacion previa en la que se utilizaron doce muestras
de leche de vacas clinicamente afectadas de mamitis (Suzuki y col.,, 2016).
Inesperadamente, no se detect6 actividad de endotoxinas en una muestra de leche de una
vaca con mamitis clinica 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 diagnostico erréneo, pero también podria deberse
a que en la leche objeto de estudio presentd un niimero 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 clinicos menos graves en
comparacion con otras bacterias Gram negativas (Schukken y col., 2012) y este hecho
podria explicar el resultado inesperado de nuestro estudio. En cualquier caso, creemos
que son necesarios mas 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 investigacion.

El ensayo también fue capaz de medir la actividad de endotoxinas en la leche de
tanque de explotacion y en muestras comerciales de leche UHT. Las bacterias Gram
negativas de la leche cruda son la principal fuente de endotoxinas en los productos lacteos
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 lacteos (Wu y col., 2021). Se ha demostrado que el numero 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 lacteos (Wu y col., 2022).
En lo que respecta a la relevancia clinica 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
exposicion 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 deteccion de
endotoxinas en leche de vaca, tanto cruda como comercial. La dilucién y la filtracion de
las muestras a través de filtros de PVDF evitan las interferencias asociadas a la matriz

leche y permiten la deteccion 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 diagndstico rapido de mamitis por coliformes, asi como en la eleccion del
tratamiento mas adecuado. En este sentido, la liberacion de endotoxinas asociada a la lisis
bacteriana es un factor determinante en el curso clinico de la enfermedad y debe tenerse
en consideracion al seleccionar el antibiotico para el tratamiento. Las endotoxinas son
excelentes indicadores de infeccion 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 neutrofilos y macrofagos, desencadenando la liberacion de citocinas
proinflamatorias como las interleucinas y el factor de necrosis tumoral alfa e induciendo
inflamacion (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 varia en
funcion del tratamiento antibidtico aplicado, dependiendo de si la accion de este
antibiotico es bactericida o bacteriostatica, de su modo de interaccion con la bacteria o de
su concentracion, pudiéndose llegar a inducir una respuesta inflamatoria exacerbada con
consecuencias clinicas a nivel local y sistémico (Jackson y col.,, 1996). Aunque se
emplean de forma habitual tratamientos dirigidos a controlar esta reaccion inflamatoria
exacerbada en el manejo de las mamitis asociadas a bacterias Gram negativas (Caldeira
y col.,2021), es importante investigar la liberacion 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 util para investigar y, en su caso, minimizar la

presencia de concentraciones significativas de endotoxinas en los productos lacteos. Este
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hecho es de particular interés en el caso de la leche de formula destinada a la alimentacién
de lactantes. Se ha descrito que, dado que la estructura intestinal de los bebés no esta
completamente desarrollada, las endotoxinas residuales presentes en estas leches
maternizadas pueden constituir una amenaza para la salud de los nifios. Aunque no hay
evidencias claras de que estas endotoxinas causen alteraciones inmunoldgicas
significativas o enfermedad en los bebes, se ha propuesto que pueden alterar la microbiota
intestinal, generando disbiosis, y que pueden inducir inflamacién intestinal, obesidad o
incluso sepsis, entre otros procesos (Wu y col., 2021). La técnica optimizada y validada
en nuestra investigacion podria ser de utilidad para evaluar la calidad de la leche de
formula infantil y esta estrategia, unida a un control exhaustivo del origen y de la cadena
de frio en todas las etapas, incluido el transporte y el almacenamiento, serian claves para
asegurar productos infantiles de alta calidad para el crecimiento saludable de los recién

nacidos.

Ademas, nuestros resultados avalan la posibilidad de adaptar las técnicas
turbidimétricas LAL para la determinacion de la actividad de endotoxina en otras matrices
o substratos diferentes de la leche para la que se ha optimizado y validado en esta
investigacion. Entre algunos potenciales substratos de interés podemos destacar
diferentes aditivos empleados en alimentaciéon animal, particularmente algunos como
aminoacidos y vitaminas que son producidos a través de la fermentacion 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 morfologia de las vellosidades
intestinales, produciendo reduccion tanto de la altura como del area de las vellosidades y
un aumento en el ancho y profundidad de las glandulas intestinales (Parra-Blanco y col.,
2011). Mas atn, una investigacion reciente ha cuantificado el efecto de la estimulacion
del sistema inmunitario mediante la exposicion al lipopolisacarido (LPS) de E. coli sobre
los requisitos energéticos de mantenimiento de los lechones (Huntley y col., 2017),
demostrando que no se afectd el equilibrio de nitrégeno ni la digestibilidad de los
nutrientes, pero aument6 la produccion total de calor (19 %) y los requisitos de energia
de mantenimiento (23 %), resultando en una disminucién de la deposicion de lipidos (-

27 %) y de la ganancia media diaria (-26 %).

De forma similar, la optimizacion de técnicas de cuantificacion de endotoxinas en

matrices biologicas como por ejemplo muestras de plasma o suero podria tener interés
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para el seguimiento del curso clinico y el diagnodstico precoz de procesos asociados a
endotoxemia como pueden ser la laminitis, el desplazamiento abomasal, la acidosis
ruminal, la metritis, el sindrome de muerte stbita de los novillos de engorde o el sindrome

de boca mojada, entre otras enfermedades (Andersen, 2003).

Una vez validado el método de deteccion de endotoxinas en la matriz lactea se
pasé a acometer el resto de objetivos especificos de este trabajo, la puesta a punto de un
sistema in vitro para simular la infeccion por microorganismos Gram negativos en la ubre
bovina y la evaluacién del efecto de diferentes antibioticos, asi como del género y especie

en la liberacion de endotoxinas y en la inhibicion del crecimiento bacteriano.

Para alcanzar estos objetivos se desarrolld un sistema de cultivos en leche o
cultivos mini-ubre con dos patdégenos bacterianos Gram negativos, E. coliy E. aerogenes,
un modelo de crecimiento bacteriano empleando leche como medio de cultivo y con una
concentracion de indculo cercano a la infeccion real en la glandula mamaria sobre la que
se valord el efecto de la exposicion a diferentes antibiodticos, tanto f-lactdmicos (dos
cefalosporinas y bencilpenicilina) como un aminoglucosido (dihidroestreptomicina)

sobre el crecimiento bacteriano y sobre la liberacion de endotoxinas.

Nuestros resultados indican que el modelo de cultivos mini-ubre permite simular
las condiciones de multiplicacion en leche bovina de estas bacterias, asi como estudiar el
efecto asociado al tratamiento antibidtico, tanto en lo que respecta al crecimiento
bacteriano como a la liberacion de endotoxinas, con una aproximacién 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 infeccion, en el presente estudio se ha empleado una concentracioén
de indculo muy cercano a la infeccion en términos reales ((107 unidades formadoras de
colonias (UFC)/ml)), mientras que la mayoria de los ensayos realizados de forma habitual
emplean concentraciones que oscilan entre 10* y 10°, claramente inferiores a los que se

alcanzan de forma habitual en la infeccion real (Gould y col., 1997).

Las cefalosporinas y la bencilpenicilina son antibioticos pertenecientes al grupo
de los //-lactamicos que, comUnmente, se usan para tratar infecciones de bacterias tanto
Gram positivas como Gram negativas (Bui y Preuss, 2023; Vardanyan y Hruby, 2006).
Los antibidticos //~lactdmicos constan de un anillo //~lactdmico que constituye el nicleo

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 //-
lactamico, las cefalosporinas presentan un atomo 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 -lactamicos se basa en su parecido
con la fraccion terminal o dipéptico terminal D-Alanina-D-Alanina del pentapéptido del
peptidoglicano, hecho que les permite imitar el enlace peptidico y el carboxilato terminal
de d-Ala-d-Ala (Tooke y col., 2019). La reacciéon del anillo S-lactamico con la serina
nucledfila de las proteinas de unidn a penicilina o PBPs conduce a la apertura del anillo
y a la acilacion irreversible de estas proteinas de union, evitando la formacion de enlaces
cruzados transpeptidicos de peptidoglicano y, consecuentemente inhibiendo la sintesis de

la pared bacteriana.

Por otra parte, la dihidroestreptomicina es un antibidtico aminoglucosido
bactericida, activo frente a bacterias Gram negativas y también frente a algunas Gram
positivas que basa su mecanismo primario de accion en la interferencia en la sintesis de
proteinas, uniéndose a los ribosomas bacterianos y, por lo tanto, modificando su funcion

(Wray y col., 2016).

Ha sido previamente demostrado que la exposicion a diferentes tipos de
antibidticos //-lactdmicos puede generar diferentes respuestas morfologicas en las
bacterias que, principalmente, se relacionan con los sitios de unidn especificos para el
anillo //~lactamico (Cornaglia y col., 1994). Estos sitios de union son los conocidos como
PBPs, proteinas de unién 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 //~lactamicos 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 antibidticos //-lactamicos por parte de las bacterias Gram negativas: la
lisis celular rapida debido a la inhibicion de las PBPs-1A y 1B, la produccién de una
pared celular deficiente que genera células redondas por la inhibicion de la PBP-2 y, en
tercer lugar, la generacion de procesos de filamentacion por la inhibicién de la PBP-3.
Particularmente, el fenotipo filamentoso consecuencia de la inhibicion de la reticulacion
de la pared de pétidoglicano en el tabique de division se caracteriza por la acumulacion

en la célula bacteriana de grandes concentraciones de LPS, habiéndose asociado a ciertos
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antibidticos f-lactamicos como la cefalexina, el aztreonam o la piperacilina. Ademas,
puede ser que ciertos antibidticos causen la inhibicion de varias de estas PBPs de manera
simultanea, dependiendo de su concentracion, asi como del tamaiio de indculo, generando
diferentes manifestaciones morfoldgicas y estructurales en la célula bacteriana (Gould y

col., 1997).

En lo que respecta a la influencia del tamafio del in6culo y la fase de crecimiento
del cultivo en el tipo de respuesta morfologica a los antibidticos [I-lactdmicos se ha
descrito que las concentraciones relativas de PBPs 1A, 1B, 2 y 3 varian dependiendo en
funcién del indculo y de las condiciones de crecimiento (Maloun y col., 1991; Stevens y
col., 1993). Por otro lado, la concentracion del antibidtico también afecta a la saturacion
de las diferentes PBPs y, por lo tanto, influye sobre la respuesta morfologica de la célula

bacteriana (Gould y col., 1997).

En nuestro estudio, trabajando en igualdad de concentracion del inoculo y en
idéntica fase de crecimiento, los cuatro antibidticos valorados provocaron una marcada
reduccion 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. Ademads, en el caso de E. coli tanto el
tratamiento con bencilpenicilina como con dihidroestreptomicina generaron una
inhibicién completa de este crecimiento bacteriano tras tres horas de tratamiento. Estos
resultados podrian ser consecuencia del mecanismo de accion de ambos antibioticos. En
el caso de la dihidroestreptomicina, la interferencia en la sintesis proteica explicaria este
resultado. Por su parte, las diferencias estructurales entre la bencilpenicilina y las
cefalosporinas podrian ser determinantes para permitir la reducciéon total en el

crecimiento de la cepa de E. coli empleada en el estudio.

Ademas, 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 comparacion con las de E. coli para los cuatro
antibioticos investigados. Este hecho, en primer lugar, vuelve a poner de manifiesto la
influencia de las diferencias tanto del modo de accion de los antibidticos como de
diferencias estructurales intragrupales sobre la inhibicion del crecimiento bacteriano. En
segundo lugar, confirma la estrecha relacion genotipo-dependiente en la respuesta a los
antibioticos 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 seleccion adecuada del tratamiento y para

la monitorizacion de su efecto.

En lo que respecta a la liberacion de endotoxinas, los resultados del presente
trabajo nos permiten concluir que, para ambas especies de bacterias Gram negativas, el
tratamiento con cefalosporinas se asocid a la generacion de mayores concentraciones,
todo ello a pesar de que el tratamiento con estos antibidticos no logrd inhibir por completo
el crecimiento bacteriano en los cultivos tratados. Con toda probabilidad este efecto esta
relacionado con los procesos de filamentacidon que se asocian al tratamiento con
cefalosporinas y que generan una mayor concentracion de endotoxinas en las células
bacterianas de acuerdo a un cierto nimero de investigaciones (Gould y col., 1997;

Schneier y col., 2020; Stromberg. y col., 2017; Tineke y col., 2013).

Centrandonos en los antibioticos //-lactamicos, las concentraciones empleadas en
el presente trabajo inhibirian la PBP-3, produciendo la filamentacion de las células
bacterianas. Por tanto, se produciria una muerte celular mas lenta, tal y como muestran
las cinéticas de inhibicion del crecimiento en el caso de E. coli para estos antibioticos, asi
como una mayor tasa de liberacion de endotoxinas, hecho observado para ambas cepas y
especies bacterianas investigadas. Por el contrario, el tratamiento con bencilpenicilina a
la concentracion aplicada en este estudio estaria asociada con la inhibicion de las PBPs 1
y 2, provocando una lisis celular rapida. Este hecho explicaria la reduccion dréstica del
crecimiento observada en los cultivos de E. coli a las 3 horas de la exposicion a
bencilpenicilina, asi como las menores tasas de liberacion de endotoxinas mostradas tanto

para E. coli como para E. aerogenes.
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Finalmente, el tratamiento con el aminoglucésido dihidroestreptomicina demostrd
ser la mejor opciodn entre las valoradas, combinando una actividad bactericida sobre un
indculo bacteriano con una concentracion similar a la detectada en condiciones reales de
infeccion de la glandula mamaria con los niveles mas bajos de liberacion de endotoxinas.
Este hecho fue particularmente marcado en el caso de E. coli y fue, probablemente,

consecuencia de una lisis celular rapida.

De forma global los resultados obtenidos con los cultivos mini-ubre demuestran
la utilidad de este modelo experimental para la investigacion detallada del efecto del
tratamiento antibidtico 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 adhesion a las células de los acinis y conductos de la
glandula mamaria como E. coli. La valoracion de los resultados obtenidos con diferentes
antibioticos, especies bacterianas o incluso cepas permitira la optimizacion del manejo

clinico de las mamitis asociadas a Gram negativos.
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Primera

La validacion intralaboratorial del ensayo turbidimétrico cinético en la matriz
leche nos permite concluir que la técnica estandarizada es robusta y permite la deteccion
valida y segura de un amplio rango de endotoxinas en muestras de leche, abarcando desde
la deteccion en leches de animales afectados de mamitis clinica asociada a bacterias Gram
negativas como E. coli a la deteccion en leche de tanque de explotaciones ganaderas o,
incluso, en leche comercial UHT. Ademas, cabe destacar que esta técnica validada es
rapida y tiene un coste relativamente bajo, hecho que la hace atractiva para su empleo en

muy diferentes ambitos.

Segunda

La dilucion y la filtracion de las muestras de leche a través de filtros de PVDF
permiten minimizar las interferencias asociadas a la matriz leche, tanto por su coloracion
como por la presencia de sustancias interfirientes, en la deteccidon y cuantificacion de
endotoxinas. La incorporacion de estas dos etapas en el procesado previo de las muestras
ha permitido adaptar una técnica turbidimétrica cinética basada en la reaccion de lisis de
los amebocitos de Limulus o técnica LAL, disefiada para la deteccion de endotoxinas en
aguas farmacoldgicas, para la deteccion sobre muestras de leche de muy diferentes

origenes

Tercera

La cuantificacion de endotoxinas en muestras de leche permite el diagnostico
precoz de las mamitis causadas por bacterias Gram negativas como Escherichia coli o
Enterobacter aerogenes, sin necesidad de hacer cultivo microbiologico e identificacion.
Esta cuantificacion aporta, ademads, informacion clinica relevante para el seguimiento de
la evolucion y el curso clinico de estas mamitis, asi como para la monitorizacion de

diferentes estrategias empleadas en su control.
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Cuarta

La incorporaciéon de muestras de leche comercial UHT en la validacion de un
ensayo turbidimétrico cinético para la cuantificacion 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 publica no estd clara,
creemos que es necesario ampliar este trabajo para evaluar la actividad de endotoxina en
diferentes productos lacteos comerciales y, muy especialmente, en leches de formula

maternizadas.

Quinta

Los cultivos mini-ubre realizados sobre leche permiten reproducir las condiciones
de multiplicacion de bacterias Gram negativas como Escherichia coli o Enterobacter
aerogenes en la glandula mamaria, alcanzando concentraciones bacterianas similares a
las observadas en casos clinicos de mamitis en condiciones de campo. Combinado con
técnicas de cultivo bacterioldgico y técnicas de deteccion de endotoxinas, este modelo
experimental permite monitorizar tanto el curso de la infeccion como el efecto sobre la

multiplicacion bacteriana y la liberacion de endotoxinas de diferentes antibioticos.

Sexta

La utilizacién de cultivos mini-ubre de Escherichia coli 'y Enterobacter aerogenes
nos ha permitido demostrar que la cefalosporina y la cefapirina provocan una menor y
mas lenta inhibicion del crecimiento bacteriano, asi como una mayor liberacion de
endotoxinas que otros antibidticos betalactimicos como la bencilpenicilina,
probablemente a consecuencia de fendémenos de filamentacion de las células bacterianas.
Por el contrario, el tratamiento con el aminogucodiso dihidroestreptomicina combiné una
elevada actividad bactericida con niveles bajos de liberacion de endotoxinas,

probablemente a consecuencia de una lisis celular rapida.
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La Tesis Doctoral con titulo “EVALUACION DE LA LIBERACION DE
ENDOTOXINAS BACTERIANAS INDUCIDA POR ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN
EL TRATAMIENTO DE MAMITIS EN GANADO BOVINO” ha sido parcialmente
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TITULO: Validation of a Kinetic Turbidimetric Assay Based on Limulus Amebocyte
Lysate (LAL) for Assessing Endotoxin Activity in Cow Milk
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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 mas comunes en el ganado lechero,
causa graves pérdidas en el sector lacteo en todo el mundo y afecta al bienestar animal.
La enfermedad se caracteriza por una reaccion inflamatoria inflamatoria de la glandula
mamaria y estd causada principalmente por infecciones bacterianas, tanto por bacterias
Gram negativas y Gram positivas. La liberacion de endotoxinas asociada a la lisis
bacteriana es un factor de peso en el curso clinico de la mastitis asociada a
gramnegativos y debe tenerse en cuenta a la hora de utilizar antibioticos en el
tratamiento de estas infecciones. Por lo tanto, la deteccion de endotoxinas en muestras
de leche seria de gran ayuda en la gestion de la mastitis bovina. Con este objetivo hemos
validado un ensayo turbidimétrico cinético basado en lisado de amebocitos de Limulus
(LAL) para la cuantificacién de endotoxinas en muestras de leche. El ensayo se adapt6 a
esta matriz compleja incorporando la filtracion y dilucion de las muestras de leche en el
procedimiento. Nuestros resultados demuestran la robustez y utilidad del ensayo, que
permite la identificacion de mastitis coliforme en muestras de leche de vacas afectadas y
la cuantificaciéon de endotoxinas en muestras de leche de tanque d ela explotacion y

leches envasadas comerciales.



TITULO: Evaluacion de la liberacion de endotoxinas bacterianas inducida por
antibioticos utilizados en el tratamiento de mamitis por bacterias Gram negativas en el

ganado bovino

AUTORES: Pablo Florez, Maria de Castro, Antonio R. Zarza, José Manuel Gonzalo-
Orden, Marta E. Alonso, Ana Carvajal
REFERENCIA: Boletin Anembe, 143

LOCALIZADOR: URL https://bit.ly/3MgvhNI

RESUMEN: La mamitis es una de las enfermedades méas comunes en el ganado lechero
y causa de importantes pérdidas econdmicas en el sector lacteo en todo el mundo, asi
como de efectos negativos sobre el bienestar animal. Se caracteriza por una reaccion
inflamatoria de la glandula mamaria que produce cambios significativos en la
composicion bioquimica de la leche, estando asociada principalmente a infecciones por
bacterias, tanto Gram negativas como positivas. La liberacion de endotoxinas asociada a
la lisis bacteriana es un factor relevante en el curso clinico de la mamitis causada por
Gram negativas y debe tenerse en consideracion al usar antibioticos en el tratamiento de
estas infecciones. Por ello, el estudio de la cinética de inhibicion de diferentes bacterias
patogenas y de la cinética de liberacion de endotoxinas tras su exposicion a diferentes
antibidticos proporciona informacion de interés para el manejo clinico de esta importante
enfermedad. Con este objetivo hemos validado un ensayo turbidimétrico cinético basado
en lisado de amebocitos de Limulus (LAL) para la cuantificaciéon de endotoxinas en
muestras de leche y en este trabajo presentamos los resultados obtenidos tras simular una
infeccion intramamaria con dos especies Gram negativas, E. coli y Enterobacter
aerogenes, y su exposicion a cuatro antibidticos, bencilpenicilina (BP),
dihidroestreptomicina (ST), cefalosporina (CF) y cefapirina (CSY), determinando las
cinéticas de inhibicion de crecimiento y de liberacion de endotoxinas en comparacion con

controles sin tratamiento antibiotico.
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