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INTRODUCCION
a mamitis es la inflamacién de
Lla gldndula mamaria, produci-
da mayoritariamente por in-
feccion. Se han implicado diversos
grupos de bacterias, micoplasmas,

levaduras y algas como causa de la
mamitis bovina (Watts et al., 1988),
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aunque también se han sefialado
factores etiol6gicos no infecciosos.
La infeccion causa cambios pato-
légicos en la secreciéon de leche de
las células epiteliales, lo que dis-
minuye la capacidad funcional de
la glandula. Ademds, dependiendo
del tipo de patégeno, las pérdidas

pueden continuar en siguientes lac-
taciones. La mayoria de las infec-
ciones resultan en una inflamacién
local o leves casos clinicos (Ruegg,
2017); sin embargo, las infecciones
cronicas pueden derivar en aga-
lactia en el cuartén afectado o, en
casos clinicos severos, en una pro-
funda afectacion sistémica que de
manera ocasional puede llevar a la
muerte.

La mamitis bovina provoca las
pérdidas econémicas mas importan-
tes en las explotaciones lecheras de
ganado bovino (Halasa et al., 2007).
Al afectar a la glandula mamaria, la
primera pérdida econémica que se
deriva de la mamitis es la drdstica
disminucién en la produccién y cali-
dad de la leche.

Sin embargo, existen otras pér-
didas importantes como los costes
derivados del veterinario, los trata-
mientos, reponer las vacas que se
acaban sacrificando, etc. (Beck et
al., 1992). Actualmente, la mamitis
bovina continta siendo el principal
problema sanitario para la industria
lactea, a pesar de los grandes avan-
ces en el diagndstico y tratamiento.

Dentro de las mamitis infecciosas,
podemos sefialar la mamitis causa-
da por Prototheca spp. como una de
las mas problematicas e insidiosas.



» ALAFECTAR A LA GLANDULA
MAMARIA, LA PRIMERA
PERDIDA ECONOMICA QUE SE
DERIVA DE LA MAMITIS ES LA
DRASTICA DISMINUCION EN
LA PRODUCCION Y CALIDAD
DE LA LECHE

Este patogeno afecta principal-
mente a vacas lecheras de alta pro-
duccién, ordefladas mecdnicamente
y en muchos casos mantenidas en
condiciones higiénicas deficientes
(Janosi et al., 2001a). La enferme-
dad suele asociarse a una reduccién
significativa de la produccion de le-
che y a un fuerte aumento del RCS

(recuento de células somdticas) por
encima de 1.000.000 por mL (Lassa
etal., 2011).

La incidencia real de esta mami-
tis sigue siendo una incégnita, pese
a que cada vez es mas endémica
en todo el mundo; sin embargo, se
cree que es mucho mayor que la
registrada, dado que en ocasiones
el agente causal puede clasificarse
erréneamente como levadura o no
crecer en condiciones microbioléogi-
cas rutinarias (Janosi et al., 2001b).
Por otro lado, algunas especies de
Prototheca spp. pueden llegar a
ser un riesgo para la salud publica
(Melville et al., 1999), teniendo en
cuenta que este agente puede llegar
a eliminarse en grandes cantidades
a través de la leche (Milanov et al.,
2016) y, ademas, es capaz de resis-
tir procesos térmicos como la pas-
teurizacion (Melville et al, 1999;
Bozzo et al., 2014). Por estos mo-
tivos, la prevencién y control de la
presencia de Prototheca spp. es de
suma importancia para la industria
lactea (Costa et al., 1997).
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ETIOLOGIA

El género Prototheca incluye va-
rias especies diferenciadas de al-
gas unicelulares y aerdbicas que
viven predominantemente como
saproéfitas en ambientes acuosos
con contenido de material vegetal
en descomposicion; sin embargo,
algunas especies pueden causar
infeccion en humanos y también
en animales, como es el caso de la
prototecosis bovina. Este género
fue descrito por primera vez por
Wilhelm Kriiger en 1894 (Pore,
2011), y fue reclasificado como
alga en 1913 dado que sus esporas
se producen internamente de ma-
nera idéntica a las algas verdes del
género Chlorella (Chodat, 1913).
Segun distintos autores, al haber
perdido su capacidad fotosintéti-
ca debido a que carece de cloro-
fila (Pore et al., 1983), las algas
de este género se convirtieron en
heter6trofas debido a la necesidad
de obtener energia por otra via, un
hecho que le confiere su potencial
patogénico. »
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» ESTE PATOGENO AFECTA
PRINCIPALMENTE A

VACAS LECHERAS DE ALTA
PRODUCCION, ORDENADAS
MECANICAMENTE Y EN
MUCHOS CASOS MANTENIDAS
EN CONDICIONES HIGIENICAS
DEFICIENTES

La primera descripcion de una
mamitis bovina ocasionada por un
alga del género Prototheca data de
1952 (Lerche, 1952).

Desde un punto de vista taxono6-
mico, Prototheca spp. se clasifica
dentro del Dominio Eukaryota, Rei-
no Viridiplante, Filo Chlorophyta,
Clase Chlorophyceae, Orden Chlo-
rellales, Familia Chlorellaceae y
Género Prototheca (Rapuntean et
al., 2009). Dentro del género se re-
conocen las siguientes especies: P.
wickerhamii, P. blaschkeae, P. cu-
tis, P. ulmea, P. stagnora, P. mirajiiy
P. zopfii, considerandose esta ulti-
ma la especie mayoritaria que causa
mamitis bovina (Moller et al. 2007).
Otras especies, como P. wickerha-
mii, también se han observado en
algin caso como causantes de ma-
mitis bovina, aunque afecta princi-
palmente a humanos (Marques et
al., 2006; Bakuta et al., 2021).

Dentro de la especie P. zopfii se
describieron inicialmente tres bioti-
pos, que fueron reclasificados pos-
teriormente en 2 genotipos (1 y 2)
y una nueva especie rebautizada
como P. blaschkeae (antiguo ge-
notipo 3) (Roesler et al., 2006). El
genotipo 2 tiene mayor capacidad
de adhesion al epitelio mamario y
se considera la principal causa de
mamitis en las vacas (Moller et al.,
2007; Ahrholdt et al., 2012). Recien-
temente, nuevos estudios molecula-
res han propuesto que P. zopfii ge-
notipo 1 y 2 pasen a denominarse
como dos nuevas especies: P. ciferrii
y P. bovis respectivamente (Jagielski
et al., 2019a; Jagielski et al., 2022).
P. zopfii es un alga unicelular in-
movil y aerobia que presenta una
morfologia esférica u oval, con un
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Figura 1. Aspecto de Prototheca wickerhamii en tincion de Gram

Extraido de https://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Prototheca_wickerhamii.gif, con licencia de dominio publico

didmetro entre 7-30 pm. Su princi-
pal fuente de carbono es la glucosa
(Pore, 1985). Se reproduce de ma-
nera asexual: la célula madre, de-
nominada esporangio, forma entre
2-16 células hijas mediante divisio-
nes internas, que reciben el nombre
de esporangiosporos o endosporos.
Estos permanecen dentro del espo-
rangio, envueltos en una cdpsula
trilaminar de esporopolenina, has-
ta su liberacion al medio ambiente
(Janosi et al., 2001b). En la figura 1
podemos observar la morfologia de
Prototheca wickerhamii.

Se considera que P. zopfii genotipo
1 es mds predominante en el medio
ambiente que el genotipo 2, pero
no se cree que cause mamitis; de
hecho, se ha especulado con que el
genotipo 1 es en realidad una forma
adaptada al medio ambiente del ge-
notipo 2. Sin embargo, la infeccion
experimental del ganado con P. zo-
pfii genotipo 1 se ha asociado con la
aparicién de lesiones granulomato-
sas en la glandula mamaria (Ito et
al., 2011), y algin trabajo menciona
el aislamiento a partir de muestras
de leche recogidas en una misma
granja tanto de P. zopfii genotipo 2
(predominante) como del genotipo 1
(poco comun), asi como de P. blas-
chkeae (Bozzo et al., 2014).

EPIDEMIOLOGIA

Las diferentes especies o cepas de
Prototheca estdn extendidas por
todo el mundo, por lo que este tipo
de mamitis ha sido descrito en dis-
tintas zonas, documentandose en
muchos paises como Italia (Cam-
mi et al., 2008), Polonia (Jagiels-
ki et al., 2019b), Brazil (Bueno et
al., 2006), Alemania (Roesler et

al., 2006), Estados Unidos (Kano,
2020), China (Gao et al., 2012), Ja-
pon (Toyotome et al., 2022) y Espa-
fia, entre otros (Janosi et al., 2001;
Abarca et al., 2001). El incremen-
to en la incidencia de la infeccion
causada por estos microorganismos
puede llegar a ser un problema de
salud publica en paises subdesarro-
llados, ya que puede llegar a afectar
a adultos o nifios inmunodeprimi-
dos, como por ejemplo con cancer
o SIDA (sindrome de la inmunode-
ficiencia adquirida) (Heney et al,
1991; Kaminski et al., 1992; Laeng
et al, 1994; Gomez-Hernando et
al.,, 1996). Ademads, se debe tener en
cuenta que sobrevive al someterse a
temperaturas de pasteurizacion de
la leche (Melville et al., 1999).
Aunque Prototheca spp. puede es-
tar presente en diferentes ambien-
tes, se encuentra de manera endé-
mica en aquellos con alta humedad,
materia orgdnica y temperatura
relativamente elevada, actores que
favorecen el crecimiento del alga en
el ambiente (Costa et al., 1998).
Tras la observacion de su presen-
cia en heces (Pore y Shahan, 1988),
algunos autores defienden que Pro-
totheca spp. puede pasar a formar
parte de la flora del tracto gastroin-
testinal de humanos y animales
sobre todo cuando se exponen al
entorno contaminado por este pa-
tégeno. Un componente en la pared
celular, llamado esporopolenina, pa-
rece ser el que le proporciona pro-
teccién para resistir la degradacién
por el tracto gastrointestinal y ser eli-
minada en heces volviendo a contami-
nar el medio ambiente (Pore et al.,
1983; Costa et al., 1997). Por estos
motivos, es comun su aparicion en »
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explotaciones lecheras, sobre todo
en zonas humedas contaminadas
con estiércol (Pore et al., 1983).

Los animales sanos pueden por
tanto eliminar el alga a través de
las heces, por lo cual es normal que
se encuentre en todo el entorno de
las explotaciones lecheras, espe-
cialmente en el barro que rodea los
establos (Enders y Weber, 1993a;
Costa et al., 1997). Los pastos en los
que aparecen estas algas, tanto en
el suelo como en el lodo cercano a
los establos, son un riesgo poten-
cial para las vacas, sobre todo du-
rante el periodo seco, ya que es el
momento en el que la ubre se esta
recuperando de la dltima lactancia,
por tanto este es un periodo critico
para las nuevas infecciones por este
patégeno (Costa et al., 1997).

Cabe senalar que los animales
salvajes también pueden estar invo-
lucrados en la transmision de Pro-
totheca spp. al ganado bovino, ex-
pulsando el agente a través de sus
heces (Rakesh et al., 2006). También
se ha encontrado el alga en heces de
otras especies como cerdos, caba-
llos y ratas (Enders y Weber, 1993b;
Weber y Enders, 1993).

Esta alga posee la capacidad para
crear un biofilm, dificultando la ac-
tuacion de los productos desinfec-
tantes de uso comun (Gongalves et
al., 2015). Se trata de un microor-
ganismo muy resistente, que puede
encontrarse en ambientes con gran
variedad de pH (1 a 12), creciendo
de manera 6ptima entre 5y 9. Ade-
mas, puede medrar en concentra-
ciones altas de sal, aguas tratadas
con cloro y en leche pasteurizada
(Marques et al., 2010a; Ryohei et
al., 2002; Melville et al., 1999; Las-
sa et al., 2011). En relacién a esto
dltimo, hay que mencionar que se
trata de un agente cuyo crecimiento
solo se inhibi6 con tratamientos tér-
micos de 100 °C durante 1 s, lo que
sugiere que el Unico procedimiento
industrial que asegura que la leche
de las regiones endémicas es libre
de este agente es la ultrapasteuriza-
cién. No obstante, este mismo estu-
dio sefiala que parecen existir dife-
rencias entre especies en cuanto a
la resistencia a los tratamientos tér-
micos, sugiriendo que P. blaschkeae
es mas resistente que L (Marqués et
al.,, 2010b).

Segun algunos autores, P. zopfii
puede infectar al ganado bovino
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en cualquier fase de produccién
(McDonald et al., 1984; Furuoka et
al., 1989) y se ha aislado tanto de
casos con mamitis clinicas como
subclinicas; normalmente, la ca-
suistica ocurre de forma esporadica
y epidémica, principalmente en ex-
plotaciones donde las condiciones
de manejo e higiene son inadecua-
das (Costa et al., 1996a; 1996b). El
hecho de que el cuarterén perma-
nezca abierto durante 1-2 horas
después del ordeno (la relajacién
del esfinter ocurre durante el proce-
so de ordeilo para permitir el flujo
de la leche) (Jones y Bailey, 2009)
permite que exista una via libre de
entrada a los patégenos ambienta-
les, lo que facilita asi la infeccién de
la glandula mamaria (Cheville et al.,
1984; McDonald et al, 1984; Fu-
ruoka et al., 1989).

Normalmente, la infeccion se
mantiene en el rebafio gracias a la
presencia de animales clinicamente
sanos portadores del alga a nivel
intramamario. En condiciones na-
turales, durante la progresion de la
enfermedad, las algas son elimina-
das intermitentemente a través de
la leche por un nimero significativo
de vacas infectadas, incluso duran-
te periodos de 18 meses (Janosi et
al., 2001a; Roesler y Hensel, 2003).
En estos animales con infeccion
subclinica, las algas pueden sobre-
vivir durante el periodo seco y re-
aparecer de nuevo en el calostro
en el siguiente parto (Dion, 1982).
Una mala actuacién durante la des-
infeccion de los cuarterones antes
del ordefio (predipping) y durante
la inmersién de estos en soluciones
desinfectantes después del ordefio
(posdipping) estan relacionados con
una mayor incidencia de mamitis
por P. zopfii a nivel de rebaiio (Costa
et al., 1996a).

Sobre las posibles fuentes de con-
tagio, cabe sefialar que se ha conse-
guido aislar Prototheca spp. tanto de
leche de vacas en lactacién como de
secreciones de vacas secas, asi como
de maquinas de ordefio, de los come-
deros y bebederos, de muestras de
forraje verde, del suelo, de las heces
bovinas, de los canales de estiércol
y de las aguas residuales comunita-
rias (Costa et al., 1996a; Costa et al.,
1997; Anderson y Walker, 1988). El
yodo es un buen antiséptico, pero es
inefectivo en presencia de materia
orgdnica como las heces, por lo que

La Prototheca spp. se encuentra de manera endémica

en ambientes con alta humedad, materia organicay
temperatura relativamente elevada

una limpieza escasa y deficiente de
los pezones puede contribuir a la
infeccion por organismos ambien-
tales como Prototheca spp. (Costa
et al., 1996a).

En cuanto a los factores predispo-
nentes, la edad del animal y trata-
mientos antibioticos previos influ-
yen en la aparicion de la mamitis
por Prototheca spp. También se ha
visto que si los cuarterones tienen
un historial de mamitis clinica en
algin momento de la lactacién son
mas vulnerables a ser reinfectados
(Tenhagen et al., 1999). Asi, se ha
observado que las mayores inciden-
cias se producen en las primeras
semanas de la lactacion (incidencia
méaxima en el segundo mes) y du-
rante los meses de verano (Costa et
al.,, 1996b; Costa et al., 1997; Janosi
et al.,, 2001a).

PATOGENIA/SIGNOS CLINICOS Y
LESIONES

La prototecosis puede cursar de for-
ma clinica o subclinica (Roesler et
al., 2001), y puede causar una ma-
mitis de tipo inflamatoria aguda o
granulomatosa crénica (Lopes et al.,
2008; Roesler et al., 2001; Roesler y
Hensel, 2003).

En el ganado vacuno, se cree que
Prototheca spp. penetra por el canal
estriado del pezon y llega a la glan-
dula mamaria, tipicamente después
del ordefno cuando este permanece
parcialmente abierto y la ubre con-
tacta con el ambiente altamente con-
taminado (Salerno et al., 2010). »
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» SE CREE QUE PROTOTHECA
SPP PENETRA POR EL CANAL
ESTRIADO DEL PEZON Y LLEGA
A LA GLANDULA MAMARIA,
TIPICAMENTE DESPUES DEL
ORDENO CUANDO ESTE
PERMANECE PARCIALMENTE
ABIERTO Y LA UBRE CONTACTA
CON EL AMBIENTE ALTAMENTE
CONTAMINADO

El alga suele invadir el tejido co-
nectivo y también los linfonodos, y
en muchos casos puede permanecer
en la gldndula mamaria y en los lin-
fonodos regionales provocando gra-
nulomas inflamatorios que le dan
una consistencia firme a la ubre
(Jensen et al., 1998).

A nivel microscépico, se ha visto
que P. zopfii genotipo 2 induce es-
trés oxidativo a nivel del tejido ma-
mario y cambios ultraestructurales
asociados con apoptosis de las célu-
las epiteliales bovinas (Shahid et al.,
2017a; 2017b). Los mecanismos de
defensa de la ubre no pueden elimi-
nar este patégeno, por lo que puede
sobrevivir por un largo tiempo en la
ubre incluso durante el periodo seco
(Dion., 1982; Moller et al., 2007;
Thompson et al., 2009).

La infeccién suele limitarse a la
glandula mamaria, pueden estar
afectados uno o madas cuarterones
mamarios, y no necesariamente tie-
ne por qué mostrar sintomas clini-
cos (Melville et al., 2003; Jagielski
et al., 2019a; Libisch et al., 2022).
En las formas clinicas, entre los
sintomas descritos por la literatura
se menciona fundamentalmente la
hinchazén y dureza de las glandu-
las mamarias a la palpacion, como
resultado de la inflamacién granulo-
matosa que se desarrolla en el teji-
do de la ubre. La leche de las vacas
infectadas suele ser de consistencia
acuosa y contiene escamas, codgulos
y grumos (Anderson y Walker., 1988;
Janosi et al., 2001a, 2001b). En el
estudio de un brote de mamitis por
Prototheca spp. en Polonia (Costa et
al., 1996b), se observaron dos for-
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mas de mamitis segin los resultados
bacteriolégicos, sintomas clinicos y
recuento de células somaéticas.

En la forma aguda se detectd que
la temperatura corporal era eleva-
da, presentaban dolor y edema en la
ubre, pérdida de apetito y se resistian
a moverse; también la produccion de
leche se vio disminuida hasta dete-
nerse completamente. La forma cré-
nica se caracterizaba por un edema
pastoso en la ubre con un ligero
dolor y una consistencia de la ubre
firme, asi como una marcada dismi-
nucién de la produccion de leche; la
secrecion inflamatoria era acuosa y
gris con escamas.

Desde un punto de vista histopa-
tolégico, P. zopfii causa lesiones gra-
ves y puede observarse la presencia
del alga tanto en el lumen de los al-
véolos como en el intersticio de la
ubre, lo que conlleva a una atrofia
alveolar (Corbellini et al., 2001). En
los casos crénicos se puede llegar a
ver necrosis, atrofia alveolar y proli-
feracion fibroblastica en el tejido co-
nectivo intersticial (Corbellini et al.,
2001; Janosi et al., 2001b; Bueno et
al., 2000).

DIAGNOSTICO

Los métodos de diagnéstico para
la mamitis causada por Prototheca
spp. pueden clasificarse en méto-
dos de diagnéstico directos e in-
directos. Los métodos directos mas
empleados incluyen el aislamien-
to, la histopatologia y la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR);
mientras que los indirectos buscan
identificar signos clinicos o detectar
anticuerpos especificos.

Histéricamente, la identificacién
de Prototheca spp. se realizaba a tra-
vés de criterios fenotipicos como la
morfologia de la colonia, micromor-
fologia del microorganismo en cortes
histopatolégicos o cultivos y también
su actividad bioquimica. Sin embar-
go, estos métodos convencionales
fenotipicos son laboriosos y con-
sumen demasiado tiempo, dando
resultados a veces ambiguos y de
baja reproducibilidad.

Hoy en dia se utilizan métodos
moleculares, basados en el ADN
(dcido desoxirribonucleico), que se
han ido desarrollando a lo largo
de las dos ultimas décadas, permi-
tiendo que la identificacion de Pro-
totheca spp. sea mas rapida y pre-
cisa (Roesler et al., 2006; Gao et al.,

2011; Ricchi et al., 2011; Sobukawa
et al., 2013; Capra et al., 2014).

El aislamiento de Prototheca spp.
a partir de muestras de leche suele
llevarse a cabo mediante el cultivo
de la muestra en diferentes medios
y posteriormente tifiendo las célu-
las con azul de algodon o lactofenol
y observando su morfologia al mi-
croscopio 6ptico (Pore, 1987; Costa
et al.,, 1996b).

Sin embargo, debido al lento cre-
cimiento de la mayoria de las cepas
de Prototheca spp. y a la excrecion
intermitente de los organismos, estos
métodos no pueden utilizarse para
adoptar medidas de control estrictas
(Roesler y Hensel, 2003). Entre los
medios de cultivo mas empleados po-
demos mencionar el agar Columbia
suplementado con 5 % de sangre de
cordero (denominado comunmente
agar sangre), agar Sabouraud-dex-
trosa o la infusién de cerebro y co-
razén (BHI por sus siglas en inglés),
entre otros. Las bacterias, hongos y
levaduras pueden actuar como mi-
croorganismos contaminantes cre-
ciendo por encima de las algas, por
lo que se puede afiadir cloranfenicol
al medio para evitar su crecimiento.
Hay que tener en cuenta que el cre-
cimiento de Prototheca spp. puede
ser inhibido en presencia de ci-
clohexamida, por lo que los medios
con este inhibidor se deben evitar
para identificar de manera correcta
estos microorganismos (Casal et al.,
1997; Janosi et al.,, 2001b; Stenner
et al., 2007).

Antes del desarrollo de taxono-
mia molecular, la identificacién
de Prototheca spp. a nivel de es-
pecie se llevaba a cabo mediante
métodos auxanograficos y bioqui-
micos como encontrar patrones
diferenciales en los dcidos grasos
(Padhye et al., 1979; Roesler et al.,
2006). Ambos métodos consumian
mucho tiempo y tenian limitacio-
nes, como baja reproducibilidad
y dificultades en la interpretacion
de los resultados debido a la alta
interespecificidad variable de al-
gunos aspectos bioquimicos, como
recientemente se ha confirmado
(Marques et al. 2010c). A medida
que las técnicas de biologia mole-
cular iban desarrollindose y per-
feccionandose, fueron apareciendo
diferentes métodos que permitian
la identificacién de los miembros
de este género. »






ESPECIAL: MAMITIS

En la forma aguda se detecté que la temperatura corporal era elevada, presentan dolor y edema en la ubre,

pérdida de apetito y se resistian a moverse; también la produccion de la leche se vio disminuida hasta

detenerse completamente

Las primeras técnicas molecula-
res que diferenciaban las principa-
les especies causantes de la mami-
tis, P. zopfii genotipos 1y 2 y P. blas-
chkeae, fueron técnicas de analisis
del genotipo especifico mediante
combinacién de una PCR y una téc-
nica de RFLP (Polimorfismo de lon-
gitud de fragmentos de restriccion)
dirigidas a una region especifica
del gen 18S rRNA (acido ribonuclei-
co ribosomal 18 S) de 450 pares de
bases (Roesler et al., 2006; Moller
et al., 2007). A partir de esta, se
fueron desarrollando distintos mé-
todos basados en andlisis mediante
PCR para mejorar el diagndstico y
ampliar el espectro de cepas detec-
tadas, la mayoria de ellos dirigidos
hacia el gen 18S rRNA. Algunos de
los méas destacados serian el disefio
de Gao et al. (2011), que pusieron
a punto una PCR duplex que per-
mitia diferenciar el genotipo 2 del
resto de variantes genéticas de P.
zopfii. Otro trabajo interesante se-
ria el realizado por Sobukawa et al.
(2013), que combinaron el empleo
de una PCR con el andlisis de fusién
de alta resolucién (HRM, High Reso-
lution Melting), permitiendo de esta
forma diferenciar las distintas es-
pecies de Prototheca spp. median-
te el andlisis de la temperatura de
fusién de los amplicones generados
durante la PCR. De manera similar
a este ultimo, el estudio de Onoza-
ki et al. (2013) desarrollé una PCR
cuantitativa especifica de P. zopfii
que, ademds, permitia diferenciar
entre los genotipos 1 y 2 mediante
el andlisis del punto de fusién. Mas
recientemente, se ha desarrolla-
do un ensayo rdapido y sencillo de
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RFLP que permite identificar y di-
ferenciar todas las especies de Pro-
totheca spp. basdndose en el poli-
morfismo existente a nivel del gen
mitocondrial cytb, que ha sido em-
pleado tanto como marcador para
diagnésticos como para estudios
filogenéticos (Jagielski et al., 2018).
No obstante, y a pesar de la elevada
sensibilidad de las técnicas molecu-
lares para el diagnéstico, hay que
tener en cuenta que la leche pre-
senta algunos componentes como
el calcio, grasas y proteinas, que
pueden ocasionar que la polimerasa
usada para los andlisis moleculares
no funcione correctamente.

Por este motivo, la extracciéon y pu-
rificacién del ADN de la muestra debe
realizarse con métodos que permitan
eliminar de manera fiable todos los
inhibidores presentes, puesto que, de
lo contrario, estariamos disminuyen-
do notablemente la sensibilidad ana-
litica de la técnica (Wilson, 1997).

Otra herramienta que permite di-
ferenciar de manera eficaz entre las
diferentes especies de Prototheca
spp. es la espectrometria de masas
denominada MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionia-
tion—-Time-Of-Flight) (Murugaiyan
et al., 2012; Ahrholdt et al., 2012.
En el caso de Prototheca spp., esta
tecnologia comenz6 a utilizarse en
2012, permitiendo la especiacion
rapida y eficaz a partir de aislados
obtenidos de casos de mamitis (Fi-
delis et al., 2021). Sin embargo, el
principal inconveniente de este mé-
todo es que requiere de un grado
elevado de conocimientos técnicos
y un equipamiento adecuado y cos-
toso, lo que dificulta que esté dispo-

nible en la mayoria de los labora-
torios que realizan diagnéstico de
mamitis de manera rutinaria.

En cuanto al diagnéstico indirec-
to mediante btusqueda de anticuer-
pos IgG (inmunoglobulina G) anti-
Prototheca, Jensen et al. (1998)
observaron que, a pesar de que
pueda existir una fuerte respues-
ta serolégica tras una infeccion
por Prototheca spp., un recuento
del titulo de anticuerpos en una
sola muestra no es valido para el
diagnoéstico de una mamitis cau-
sada por Prototheca spp., ya que
no existian diferencias significati-
vas entre el titulo de anticuerpos
de animales con infeccién activa y
animales no infectados. Sin embar-
go, un estudio posterior de Roesler
et al. (2001) desarroll6 un ELISA
para la deteccién de anticuerpos
IgA (inmunoglobulina A) anti-Pro-
totheca que obtuvo un porcenta-
je de sensibilidad del 96 % y una
especificidad del 94 % en relaciéon
con el cultivo microbiol6gico. De
esta manera, el examen seroldgico
podria utilizarse para identificar a
los animales infectados de forma
aguda y crénica, asi como a los ex-
cretores intermitentes (Roesler et
al., 2001, 2003). m

Este articulo forma parte de el
trabajo de investigaciéon Fin de
Grado del autor, cuyos objetivos
fueron evaluar la capacidad de
la técnica de qPCR para detec-
tar Prototheca spp. en muestras
de leche de tanque, uno de los
agentes causantes de la mamitis,
y comparar los resultados obte-
nidos mediante esta técnica con
los obtenidos mediante el cultivo
microbioldgico tradicional.

El estudio se realiz6 gracias a
la colaboracion entre el grupo
Invesaga y el Laboratorio Inter-
profesional Galego do Leite (Li-
gal), equipos que recogieron las
muestras empleadas y realiza-
ron los cultivos microbiologicos
de esta.
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