ESPECIAL: MAMITE

Termociclador para a realizacién de qPCR

Diagndstico de mamite bovina
por qPCR: utilidade e aplicacions

0 obxectivo deste artigo é facer unha reflexion sobre a aplicacion da
gPCR no diagndstico das mamites bovinas e orientar sobre as condicions
nas que pode ter unha maior utilidade.
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INTRODUCION

mamite bovina foi e é unha
Adas patoloxias mdis impor-

tantes no gando de leite,
tanto desde un punto de vista sa-
nitario coma econémico. O control
desta enfermidade é moi comple-
x0, dado que existen mdis de 130
patéxenos que poden estar impli-

cados na sta etioloxia. No entan-
to, hai que indicar que a maioria
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das infecciéns son producidas por
unhas poucas especies, entre as
que destacan actualmente pola sta
maior frecuencia Staphylococcus au-
reus e Streptococcus uberis. Outro pa-
toxeno tradicionalmente importante é
Streptococcus agalactiae, ainda que
hoxe en dia é unha infeccion pouco
frecuente. A pesar de que existen
mamites orixinadas por cepas de
orixe humana cun comportamen-

O

N

to non tan contaxioso, este mi-
croorganismo considérase un pa-
té6xeno obrigado da mama. Esta
caracteristica, unida & sua alta
contaxiosidade e 4 sta inciden-
cia na producion e calidade do
leite, fai que se aconselle a erra-
dicacién da infeccién na granxa.
Cando se procede 4 erradicacién
de Streptococcus agalactiae o
fracaso mais frecuente é debido
a que se queda un Unico animal
infectado pode ser fonte de con-
taxio de novo ao resto das vacas
da explotacién. Por tltimo, un
microorganismo que se considera
emerxente nas granxas de vacun é
Mycoplasma bovis. Este patéxeno
as6ciase a mamites, pneumonias,
artrites e otites, e aconséllase
analizar as novas incorporacions
para evitar a entrada da infeccion
nunha explotacién.

0 diagndstico de laboratorio
¢ unha ferramenta fundamental
para poder tomar as medidas ade-
cuadas de control das mamites.
Dada a complexidade da etioloxia
desta enfermidade, tradicional-
mente recorreuse ao cultivo mi-
crobioldxico e 4 identificacion dos



» NOS ULTIMOS ANOS, AS
TECNICAS BASEADAS EN
BIOLOXIA MOLECULAR FORONSE
INTRODUCINDO NODIAGNOSTICO
DAS INFECCIONS EN ANIMAIS

microorganismos illados. A vantaxe deste mé-
todo é que permite a deteccion dun amplo es-
pectro de patéxenos e, na maioria dos casos,
a realizacién dun antibiograma. Con todo, o
cultivo microbioléxico tamén presenta limita-
cions: por exemplo, existen patéxenos como
Mycoplasma bovis que non poden detectarse
cos métodos de cultivo de rutina, xa que ne-
cesitan requirimentos especificos para o seu
cultivo. Doutra banda, sempre existe unha
porcentaxe de mostras (15-25 %) de animais
con inflamacion nos que se obtén un resultado
negativo a cultivo debido 4 presenza de anti-
bidticos, eliminacién non constante do patoxe-
no, inflamaciéns de orixe non infecciosa etc.
Nos ultimos anos, as técnicas baseadas en
bioloxia molecular féronse introducindo no
diagnoéstico das infecciéns en animais. O mdis
utilizado na prdactica é a PCR (polymerase
chain reaction) e nas ultimas décadas tamén
PCR cuantitativas (qPCR), que permiten esti-
mar a concentracion dos microorganismos na
mostra. Estes métodos baséanse na deteccion
de ADN ou ARN especifico do patéxeno, o que
permite a stia deteccién en mostras con anti-
bidticos ou outros inhibidores do crecemento
bacteriano, asi como a detecciéon de microor-
ganismos de dificil illamento. Con todo, tamén
debe terse en consideracién na interpretacion
dos resultados que estas técnicas non permi-
ten diferenciar entre microorganismos viables
e inactivados. Asi mesmo, dada a alta sensibi-
lidade da qPCR, é posible que poidan ser de-
tectadas pequenas cantidades de microorga-
nismos que respondan a unha contaminacion
e non a unha verdadeira infeccion, feito que
ocorre principalmente con patéxenos de ori-
xe ambiental. No entanto, a qPCR permitenos
cuantificar a cantidade de microorganismos
e considerar con cautela aquelas cargas bac-
terianas baixas en caso de patéxenos de ori-
xe ambiental. Por dltimo, cabe sinalar tamén
como vantaxes desta técnica a sua facilidade
de automatizacion, que permite procesar a vez
un elevado nimero de mostras, asi como a re-
produtibilidade dos resultados. »
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DIAGNOSTICO DE RUTINA

En xeral, ante a necesidade de fa-
cer un diagnéstico nunha infeccién
de etioloxia descofiecida, a nivel de
rabafo segue sendo de grande uti-
lidade a realizacion de cultivos mi-
crobiol6xicos, debido ao seu menor
custo e maior rango de especies de-
tectables. Normalmente, as técnicas
de qPCR detectan un tnico patéxe-
no, debido ao seu caracter especifi-
€o0; no entanto, en ocasions é posible
combinar probas para varios patd-
xenos, o que deu lugar s denomi-
nadas qPCR multiplex que permiten
a deteccion dos microorganismos
mais frecuentes e importantes, e
mesmo a deteccion dalgin meca-
nismo de resistencia como aos be-
talactamicos. Con todo, en granxas
con infeccion por un patéxeno pre-
viamente identificado, o emprego da
qPCR é unha boa opcién como mé-
todo de monitorizacién da infeccion
polo devandito microorganismo.

Tamén existen algins casos onde
as vantaxes da qPCR sobre o cultivo
xustifican a sda utilizacion. Un exem-
plo claro é o diagndstico de patéxenos
con requirimentos especificos de cul-
tivo (Mycoplasma spp.), que non son
detectados por métodos de cultivo mi-
crobioléxico de rutina.

Como xa comentamos, no caso de in-
feccions por Streptococcus agalactiae
a estratexia recomendada é a erra-
dicacién. A non posibilidade de orixe
ambiental deste patoxeno e a transcen-
dencia que pode ter a identificacion
dun cuarteiron infectado fan reco-
mendable o uso dunha técnica como
a qPCR para a sta deteccion, debido 4
stia maior sensibilidade.

Tamén é recomendable o uso de
qPCR no caso de animais que pre-
sentan mamites clinicas ou mamites
subclinicas con altos RCS cando se
obtivo un resultado negativo no cul-
tivo. Ademais, a qPCR mostrou unha
maior sensibilidade que o cultivo
microbioldxico, polo que o seu cus-
to pode ser xustificado na deteccion
nestes casos, especialmente cando se
trata de animais novos ou que vaian
ser introducidos na explotacion.

Non obstante, a maior sensi-
bilidade da qPCR sobre o cultivo
debe ser considerada 4 hora de
decidir se existe unha verdadeira
infeccion e, sobre todo, antes de
establecer a necesidade dun tra-
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tamento antibidtico. Por exemplo,
observaronse resultados positivos
a qPCR que responden a unha fase
inicial da infeccién que pode che-
gar ou non a producir unha ver-
dadeira mamite, ou a deteccién de
células de microorganismos que
foron eliminadas por tratamento
ou polos mecanismos defensivos
da mama. Por tanto, deberanse
ter en consideracion outros fac-
tores, como a presenza de signos
clinicos, valores de RCS, idade do
animal e fase de lactacién, entre
outros. Os resultados positivos a
PCR en casos con baixos RCS (re-
conto de células somdticas) non

Taboa 1. Aplicacidns da utilizacion de cultivo e gPCR

Itivo

Diagndstico en xeral

Explotaciéns/animais con infeccions
de etioloxia descofiecida

deben ter a mesma consideracion
que en mamites clinicas ou en ma-
mites subclinicas con altos RCS. Un
caso especial pode ser no caso de
granxas con infecciéns cofiecidas
por patéxenos concretos que reali-
zan tratamento de secado selectivo
(s6 realizar tratamento de secado
en animais con mamites), onde o
uso de qPCR pode estar indicado
en mostras tomadas previamente
ao secado dada a stia maior sensi-
bilidade, e onde repetir a mostraxe
en animais con altos RCS con cul-
tivos con resultado negativo non é
posible, sempre valorando tamén o
historial de RCS do animal. »

qPCR

Diagnéstico nun programa de control dun
patéxeno concreto

Patoxenos de dificil crecemento
(Mycoplasma bovis)

Programa de erradicacidn Streptococcus
agalactiae

Cultivo negativo previo en animal con
mamites clinicas ou altos RCS

Se é necesario antibiograma

Diagnéstico previo a tratamento selectivo

Seleccion de animais para tratamento
selectivo en secado

Mestura/pool de varios
animais (p.ex.: novas
incorporaciéns)

Non recomendado

Deteccién dun ou varios patéxenos
concretos

agalactiae

Infeccions por Streptococcus

Infeccions por Streptococcus agalactiae

Tanque

Outros patéxenos, analizando
con precaucion valores baixos en
ambientais e monitorizando con

mostras periddicas

Outros patdxenos, analizando con
precaucion valores baixos en ambientais e
monitorizando con mostras periddicas

En animais con tratamento
antibiotico

Non recomendado

Nos casos en que non hai resposta adecuada
ao tratamento

Avaliacién de curaciéns
bacterioldxicas

Menos sensible, pero indica se hai
verdadeira infeccién activa

Mais sensible, pero debe valorarse o RCS
durante 21-30 dias posteriores
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» ANON INTERFERENCIA DOS
ANTIBIOTICOS NO RESULTADO
DA QPCR REPRESENTA UNHA
VANTAXE SOBRE O CULTIVO
MICROBIOLOXICO
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MOSTRAS DE MESTURA DE

CUARTEIRONS, DE ANIMAIS E DETANQUE
Como se mencionou, a alta sensi-
bilidade da qPCR permite detectar
pequenas cantidades de microor-
ganismos concretos. Este feito uti-
lizouse en diferentes enfermida-
des para detecciéon de patéxenos
en mestura de mostras de varios
animais, o que reduce o custo do
diagndstico. No caso da mamite é
posible utilizar mesturas de va-
rios cuarteiréns, varios animais
ou mostras de tanque. A mestura
de mostras en pooles de varios
animais permite abaratar moito o
diagndstico para descartar a pre-
senza dun determinado patéxeno,
polo que pode ser ttil no caso de
novas incorporaciéons previamen-
te 4 sta entrada na explotacion.
Ademais, no caso de que o pool
sexa positivo pddese realizar a
proba posteriormente de manei-
ra individual para determinar que
animais estdn infectados. Na nosa
experiencia non recomendamos
mesturas de mais de cinco ani-
mais por pool por dous motivos:
en primeiro lugar, para optimizar
a relaciéon de animais por pool en
caso de resultados positivos, xa
que ante un pool positivo o nime-
ro de andlises individuais a reali-
zar non seria excesivamente alto;
en segundo lugar, para minimizar
a posibilidade de resultados nega-
tivos nun pool onde hai algin ani-

mal con baixa eliminacién do pa-
téxeno, ainda que a sensibilidade
da técnica de qPCR pode permitir
posiblemente un maior namero de
animais na mestura.

Malia que é posible realizar a
cuantificaciéon de diferentes pato-
xenos por medio de cultivo micro-
biol6xico en mostras de tanque, a
laboriosidade da técnica e o seu
custo fan que sexa mais recomen-
dable a realizacion de qPCR. No
caso do tanque existen estudos
que atopan unha boa correlacién
entre a prevalencia da infeccion
nos animais da granxa e a canti-
dade de microorganismo detectada
pola qPCR. Con todo, é necesario
considerar a posibilidade de exis-
tencia de contaminacién, sobre
todo nos patéoxenos que poden ter
unha orixe ambiental, polo que as
cargas microbianas baixas deben
ser interpretadas con cautela. No
caso de mostras de tanque, a in-
formacién que achegan os resulta-
dos obtidos por qPCR é moito madis
valida e facil de interpretar cando
se realiza periodicamente e pddese
facer unha valoracién da evolucion
no tempo dos resultados para un
patéxeno concreto. Debemos ter
en conta o efecto de dilucion que
se produce no tanque, polo que in-
feccions con moi baixa prevalencia
poden non ser detectadas nunha
Gnica mostra. No caso xa mencio-
nado de Streptococcus agalactiae,
a qPCR é moi util para a detec-
cion do patéxeno en mostras de
mestura de cuarteiréons, animais
ou de tanque.

AVALIACION DE CURACIONS

A non interferencia dos antibiéticos
no resultado da qPCR representa
unha vantaxe sobre o cultivo micro-
bioldxico, pero tamén se debe ter en
conta que esta técnica pode detectar
microorganismos non viables. Por
iso, na valoracion da eficacia dun
tratamento deben ser considerados
outros aspectos.

En lactacion existen duas situa-
ciéns posibles nas que o emprego
de qPCR pode ser vantaxoso. Unha
é se se realizou un tratamento sen
cultivo previo e non se produce
unha resposta adecuada que indi-
que curacion; neste caso a presenza
de antibidticos durante un tempo
impide a realizaciéon dun cultivo, »
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» A QPCR TAMEN PODE TER
GRANDE UTILIDADE NO

CASO DE QUERER VALORAR A
CURACION BACTERIOLOXICA
DESPOIS DUN TRATAMENTO EN
FASE DE SECADO

o que xustificaria a utilizaciéon da
qPCR. Outro caso é que, unha vez
realizado un tratamento, exista cu-
racion clinica, pero se queira confir-
mar a curacién bacteriol6xica; neste
caso recoméndase realizar a qPCR
aos 21-30 dias posteriores a melloria
clinica ou ao final do tratamento. Mos-
tras tomadas antes poden dar positi-
vo, ainda habendo curacién bacterio-
loxica, xa que a qPCR tamén detecta
0 ADN dos microorganismos mortos.
Hai que sinalar que sempre debe va-
lorarse a evolucion do RCS do animal,
ademais do resultado da gPCR. En
mamites subclinicas en lactacién con
PCR positivo e con RCS non demasia-
do elevados, algtins autores recomen-
dan realizar un cultivo microbiol6xico
para confirmar unha verdadeira in-
feccién intramamaria.

Por tltimo, a qPCR tamén pode ter
grande utilidade no caso de querer va-
lorar a curacion bacterioldxica despois
dun tratamento en fase de secado. Por
exemplo, non é infrecuente cque ani-
mais cunha infeccion por Staphylococ-
cus aureus antes do secado presenten
cultivos negativos nos primeiros meses
da seguinte lactacion e posteriormente
se volva a illar no mesmo cuarteirén.

A pesar de que ainda non hai es-
tudos sobre o momento mais ade-
cuado para a toma de mostras, a
realizacion dunha proba de qPCR a
partir dos 21 dias posparto pode ser
unha boa opcion.

Figura 1. Lectura de qPCR dunha mostra de leite de tanque
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CONCLUSIONS

As técnicas de bioloxia molecular
como a qPCR presentan unha serie
de caracteristicas que as fan madis
adecuadas que o cultivo microbiol6-
xico para o diagnostico de infeccions
intramamarias nalgtins supostos. No
entanto, como se viu, non debemos
considerar a qPCR como un substi-
tuto universal para o cultivo. Asi, a
mellor opcién serd utilizar ambos os
métodos de diagnostico consideran-
do as vantaxes e inconvenientes que
poidan ter dependendo do obxectivo
perseguido. m
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Pode observarse a amplificacion da canle do patoxeno (Staphylococcus aureus, lifia azul), asi como a amplificacién do control interno da analise (lifia vermella)
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