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deteccion de Prototheca spp. en
leite de tanque (1)
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e patoxenia, asi coma os distintos métodos de diagnéstico da doenza.
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INTRODUCION

mamite é a inflamacion da
glandula mamaria, producida
aioritariamente por infec-

cién. Implicdronse diversos grupos
de bacterias, micoplasmas, fermen-
tos e algas como causa da mamite
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bovina (Watts et al., 1988), ainda que
tamén se sinalaron factores etioléxi-
cos non infecciosos.

A infeccién causa cambios patolé-
xicos na secrecion de leite das célu-
las epiteliais, o que diminte a capa-
cidade funcional da glandula.

Ademais, dependendo do tipo de
patéxeno, as perdas poden continuar
en seguintes lactaciéons. A maioria
das infecciéns resultan nunha infla-
macion local ou leves casos clinicos
(Ruegg, 2017); con todo, as infecciéns
cronicas poden derivar en agalactia
no cuarteiréon afectado ou, en casos
clinicos severos, nunha profunda
afectacion sistémica que de maneira
ocasional pode levar & morte.

A mamite bovina provoca as per-
das econdémicas mais importantes
nas explotacions leiteiras de gando
bovino (Halasa et al., 2007). Ao afec-
tar & glandula mamaria, a primeira
perda econémica que se deriva da
mamite é a drastica diminucién na
producién e calidade do leite. Con
todo, existen outras perdas impor-
tantes coma os custos derivados do
veterinario, os tratamentos, reponer
as vacas que se acaban sacrificando
etc. (Beck et al., 1992). Actualmente,
a mamite bovina contintia sendo o
principal problema sanitario para a
industria lactea, a pesar dos grandes
avances no diagnéstico e tratamento.

Dentro das mamites infecciosas,
podemos sinalar a mamite causada
por Prototheca spp. como unha das
madis problemdticas e insidiosas.
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» AO AFECTAR A GLANDULA
MAMARIA, A PRIMEIRA PERDA
ECONOMICA QUE SE DERIVA
DA MAMITE E A DRASTICA
DIMINUCION NA PRODUCION
E CALIDADE DO LEITE

Este patéxeno afecta principal-
mente a vacas leiteiras de alta pro-
ducién, muxidas mecanicamente e
en moitos casos mantidas en condi-
cions hixiénicas deficientes (Janosi
et al., 2001a). A enfermidade adoita
asociarse a unha reduci6n significa-

tiva da producion de leite e a un for-
te aumento do RCS (reconto de célu-
las somaéticas) por riba de 1.000.000
por mL (Lassa et al., 2011).

A incidencia real desta mamite
segue a ser unha incégnita, malia
que cada vez é mdis endémica en
todo o mundo; con todo, crese que
¢ moito maior que a rexistrada,
dado que en ocasiéns o axente cau-
sal pode clasificarse erroneamente
como fermento ou non crecer en
condiciéons microbioldxicas rutinei-
ras (Janosi et al.,, 2001b). Doutra
banda, algunhas especies de Pro-
totheca spp. poden chegar a ser un
risco para a saude publica (Melville
etal., 1999), tendo en conta que este
axente pode chegar a eliminarse en
grandes cantidades a través do leite
(Milanov et al., 2016) e, ademais, é
capaz de resistir procesos térmicos
como a pasteurizaciéon (Melville et
al., 1999; Bozzo et al., 2014). Por
estes motivos, a prevencion e con-
trol da presenza de Prototheca spp.
Son de suma importancia para a
industria lactea (Costa et al., 1997).

ESPECIAL: MAMITE

ETIOLOXiA

0 xénero Prototheca inclae varias es-
pecies diferenciadas de algas unicelu-
lares e aerobias que viven predomi-
nantemente como saprofitas en am-
bientes acuosos con contido de ma-
terial vexetal en descomposicion; con
todo, algunhas especies poden causar
infeccion en humanos e tamén en ani-
mais, como é o caso da prototecose
bovina. Este xénero foi descrito por
primeira vez por Wilhelm Kriiger en
1894 (Pore, 2011), e foi reclasificado
como alga en 1913 dado que as stas
esporas se producen internamente
de maneira idéntica as algas verdes
do xénero Chlorella (Chodat, 1913).
Segundo distintos autores, ao perder
a sta capacidade fotosintética debido
a que carece de clorofila (Pore et al.,
1983), as algas deste xénero converté-
ronse en heterétrofas debido 4 nece-
sidade de obter enerxia por outra via,
un feito que lle confire o seu poten-
cial patoxénico. A primeira descricion
dunha mamite bovina ocasionada por
unha alga do xénero Prototheca data
de 1952 (Lerche, 1952). »
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ESPECIAL: MAMITE

» ESTE PATOXENO AFECTA
PRINCIPALMENTE A VACAS
LEITEIRAS DE ALTA PRODUCION,
MUXIDAS MECANICAMENTE E
EN MOITOS CASOS MANTIDAS
EN CONDICIONS HIXIENICAS
DEFICIENTES

Desde un punto de vista taxondmi-
co, Prototheca spp. clasificase dentro
do Dominio Eukaryota, Reino Viridi-
plante, Filo Chlorophyta, Clase Chlo-
rophyceae, Orde Chlorellales, Fami-
lia Chlorellaceae e Xénero Protothe-
ca (Rapuntean et al., 2009). Dentro
do xénero recofiécense as seguintes
especies: P. wickerhamii, P. blas-
chkeae, P. cute, P. ulmea, P. stagnora
, P. mirajii e P. zopfii, considerando-
se esta ultima a especie maioritaria
que causa mamite bovina (Moller et
al. 2007). Outras especies, como P.
wickerhamii, tamén se observaron
nalgtin caso como causantes de ma-
mite bovina, ainda que afecta princi-
palmente a humanos (Marques et al.,
2006; Bakuta et al., 2021).

Dentro da especie P. zopfii descri-
bironse inicialmente tres biotipos,
que foron reclasificados posterior-
mente en 2 xenotipos (1 e 2) e unha
nova especie rebautizada como
P. blaschkeae (antigo xenotipo 3)
(Roesler et al., 2006). O xenotipo 2
ten maior capacidade de adhesion
ao epitelio mamario e considérase
a principal causa de mamites nas
vacas (Méller et al., 2007; Ahrholdt
et al., 2012). Recentemente, novos
estudos moleculares propuxeron
que P. zopfii xenotipo 1 e 2 pasen a
denominarse como duas novas es-
pecies: P. ciferrii e P. bovis, respec-
tivamente (Jagielski et al., 2019a;
Jagielski et al, 2022). P. zopfii é
unha alga unicelular inmébil e ae-
robia que presenta unha morfoloxia
esférica ou oval, cun didmetro en-
tre 7-30 pm. A sda principal fonte
de carbono ¢ a glicosa (Pore, 1985).
Reprodtcese de maneira asexual: a
célula nai, denominada esporanxio,
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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 licenza de dominio publico

forma entre 2 e 16 células fillas me-
diante divisions internas, que reci-
ben o nome de esporanxiosporos ou
endosporos. Estes permanecen den-
tro do esporanxio, envolvidos nunha
capsula trilaminar de esporopoleni-
na, ata a sua liberaciéon ao medio
ambiente (Janosi et al., 2001b). Na
figura 1 podemos observar a mor-
foloxia de Prototheca wickerhamii.
Considérase que P. zopfii xeno-
tipo 1 é mais predominante no
medio ambiente que o xenotipo 2,
pero non se cre que cause mami-
te; de feito, especulouse con que
o xenotipo 1 é en realidade unha
forma adaptada ao medio ambien-
te do xenotipo 2. Con todo, a infec-
ciéon experimental do gando con
P. zopfii xenotipo 1 asociouse coa
aparicion de lesiéons granuloma-
tosas na glandula mamaria (Ito et
al., 2011), e algtn traballo mencio-
na o illamento a partir de mostras
de leite recollidas nunha mesma
granxa tanto de P. zopfii xenotipo
2 (predominante) coma do xenoti-
po 1 (pouco comun), asi como de P.
blaschkeae (Bozzo et al., 2014).

EPIDEMIOLOXIA

As diferentes especies ou cepas de
Prototheca estian estendidas por
todo o mundo, polo que este tipo
de mamite foi descrito en distintas
zonas, documentidndose en moi-
tos paises como Italia (Cammi et
al., 2008), Polonia (Jagielski et al.,
2019b), Brasil (Bueno et al., 2006),
Alemana (Roesler et al., 2006), Esta-
dos Unidos (Kano, 2020), China (Gao
et al., 2012), Xapoén (Toyotome et al.,
2022) e Espaiia, entre outros (Janosi
et al., 2001a; Abarca et al., 2001).

0 incremento na incidencia da in-
feccion causada por estes microorga-
nismos pode chegar a ser un proble-
ma de saude publica en paises sub-
desenvolvidos, xa que pode chegar
a afectar a adultos ou nenos inmu-
nodeprimidos, por exemplo con can-
cro ou a sida (sindrome da inmuno-
deficiencia adquirida) (Heney et al.,
1991; Kaminski et al., 1992; Laeng
et al., 1994; Gémez-Hernando et al.,
1996). Ademais, débese ter en conta
que sobrevive ao someterse a tem-
peraturas de pasteurizacién do leite
(Melville et al., 1999).

Ainda que Prototheca spp. pode
estar presente en diferentes am-
bientes, atopase de maneira endé-
mica naqueles con alta humidade,
materia orgdnica e temperatura
relativamente elevada, actores que
favorecen o crecemento da alga no
ambiente (Costa et al., 1998).

Tras a observacién da sta pre-
senza en feces (Pore e Shahan,
1988), alguns autores defenden
que Prototheca spp. pode pasar
a formar parte da flora do trac-
to gastrointestinal de humanos e
animais, sobre todo cando se ex-
poien a espazos contaminados
por este patéxeno. Un compoiente
na parede celular, chamado espo-
ropolenina, parece ser o que lle
proporciona proteccién para resis-
tir a degradacion polo tracto gas-
trointestinal e ser eliminada en fe-
ces volvendo contaminar o medio
ambiente (Pore et al., 1983; Costa
et al., 1997). Por estes motivos, é
comun a sda aparicién en explota-
cions leiteiras, sobre todo en zonas
htimidas contaminadas con ester-
co (Pore et al., 1983). »
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ESPECIAL: MAMITE

Os animais sans poden, por tanto,
eliminar a alga a través das feces,
polo cal é normal que se atope en
toda a contorna das explotacions
leiteiras, especialmente no barro
que rodea os cortellos (Enders e
Weber, 1993a; Costa et al., 1997).
Os pastos nos que aparecen estas
algas, tanto no chan coma no lodo
proximo aos cortellos, son un risco
potencial para as vacas, sobre todo
durante o periodo seco, xa que é o
momento no que o ubre estd a recu-
perarse da ultima lactaciéon; daque-
la, este é un periodo critico para as
novas infecciéns por este patéxeno
(Costa et al., 1997).

Cabe sinalar que os animais sal-
vaxes tamén poden estar involucra-
dos na transmision de Prototheca
spp. ao gando bovino, expulsando o
axente a través das suas feces (Ra-
kesh et al., 2006). Tamén se atopou
a alga en feces doutras especies
como porcos, cabalos e ratas (En-
ders e Weber, 1993b; Weber e En-
ders, 1993).

Esta alga poste a capacidade para
crear un biofilme, dificultando a ac-
tuacion dos produtos desinfectan-
tes de uso comun (Gongcalves et al.,
2015). Tratase dun microorganismo
moi resistente, que pode atoparse
en ambientes con gran variedade
de pH (1 a 12), crecendo de maneira
6ptima entre 5 e 9. Ademais, pode
medrar en concentraciéns altas de
sal, augas tratadas con cloro e en
leite pasteurizado (Marques et al.,
2010a; Ryohei et al., 2002; Melville
et al., 1999; Lassa et al., 2011). En
relacion a isto ultimo, hai que men-
cionar que se trata dun axente cuxo
crecemento s6 se inhibiu con trata-
mentos térmicos de 100 °C durante
1 s, 0 que suxire que o Unico pro-
cedemento industrial que asegura
que o leite das rexiéns endémicas é
libre deste axente é a ultrapasteu-
rizacion. No entanto, este mesmo
estudo sinala que parecen existir
diferenzas entre especies en canto
4 resistencia aos tratamentos térmi-
cos, suxerindo que P. blaschkeae é
madis resistente que L. (Marqués et
al., 2010b).

Segundo algins autores, P. zo-
pfii pode infectar o gando bovi-
no en calquera fase de producién
(McDonald et al., 1984; Furuoka et
al., 1989) e illouse tanto de casos
de mamites clinicas coma subcli-
nicas; normalmente, a casuistica
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ocorre de forma esporadica e epi-
démica, principalmente en explota-
ciéns onde as condiciéns de mane-
xo e hixiene son inadecuadas (Costa
et al., 1996a; 1996b). O feito de que
0 cuarteirén permaneza aberto du-
rante 1-2 horas despois do muxi-
do (a relaxacién do esfinter ocorre
durante o proceso de muxido para
permitir o fluxo do leite) (Jones e
Bailey, 2009) permite que exista
unha via libre de entrada aos pat6-
xenos ambientais, o que facilita asi
a infeccion da gldndula mamaria
(Cheville et al., 1984; McDonald et
al., 1984; Furuoka et al., 1989).

Normalmente, a infeccion man-
tense no rabafio grazas 4 presenza
de animais clinicamente sans porta-
dores da alga a nivel intramamario.
En condiciéns naturais, durante a
progresién da enfermidade, as algas
son eliminadas intermitentemente a
través do leite por un nimero signi-
ficativo de vacas infectadas, mesmo
durante periodos de 18 meses (Ja-
nosi et al., 2001a; Roesler e Hensel,
2003). Nestes animais con infeccion
subclinica, as algas poden sobrevivir
durante o periodo seco e reaparecer
de novo no costro no seguinte parto
(Dion, 1982). Unha mala actuacion
durante a desinfeccion dos cuartei-
rons antes do muxido (predipping) e
durante a inmersién destes en solu-
ciéns desinfectantes despois do mu-
xido (posdipping) estan relacionados
cunha maior incidencia de mamite
por P. zopfii a nivel de rabafo (Costa
et al., 1996a).

Sobre as posibles fontes de con-
taxio, cabe sinalar que se conseguiu
illar Prototheca spp. tanto de leite
de vacas en lactacion coma de se-
crecions de vacas secas, asi como
de méaquinas de muxido, dos come-
deiros e bebedoiros, de mostras de
forraxe verde, do chan, das feces bo-
vinas, das canles de esterco e das au-
gas residuais comunitarias (Costa et
al., 1996a; Costa et al., 1997; Ander-
son e Walker, 1988). O iodo é un bo
antiséptico, pero é inefectivo en pre-
senza de materia organica como as
feces, polo que unha limpeza escasa
e deficiente dos tetos pode contribuir
4 infeccién por organismos ambien-
tais como Prototheca spp. (Costa et
al., 1996a).

En canto aos factores predispofien-
tes, a idade do animal e tratamentos
antibiéticos previos inflien na apari-
ciéon da mamite por Prototheca spp.

A Prototheca spp. atépase de maneira endémica

naqueles con alta humidade, materia organica e
temperatura relativamente elevada

Tamén se viu que se os cuarteiréns
tefien un historial de mamite clinica
nalgin momento da lactacién son
madis vulnerables a seren reinfecta-
dos (Tenhagen et al., 1999). Asi, ob-
servouse que as maiores incidencias
se producen nas primeiras semanas
da lactacién (incidencia maxima no
segundo mes) e durante os meses de
verdn (Costa et al., 1996b; Costa et
al., 1997; Janosi et al., 2001a).

PATOXENIA/SIGNOS CLiNICOS E
LESIONS

A prototecose pode cursar de forma
clinica ou subclinica (Roesler et al.,
2001), e pode causar unha mamite
de tipo inflamatoria aguda ou gra-
nulomatosa cronica (Lopes et al.,
2008; Roesler et al., 2001; Roesler e
Hensel, 2003).

No gando vacun, crese que Pro-
totheca spp. penetra polo canal es-
triado do teto e chega & glandula
mamaria, tipicamente despois do
muxido cando este permanece par-
cialmente aberto e o ubre contacta
co ambiente altamente contaminado
(Salerno et al., 2010). A alga adoita
invadir o tecido conectivo e tamén os
linfonodos, e en moitos casos pode
permanecer na glandula mamaria e
nos linfonodos rexionais, provocan-
do granulomas inflamatorios que lle
dan unha consistencia firme ao ubre
(Jensen et al., 1998). A nivel micros-
copico, viuse que P. zopfii xenotipo 2
induce estrés oxidativo a nivel do te-
cido mamario e cambios ultraestru-
turais asociados con apoptose das »
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ESPECIAL: MAMITE

» CRESE QUE PROTOTHECA
SPP PENETRA POLO CANAL
ESTRIADO DO TETO E CHEGA
A GLANDULA MAMARIA,
TIPICAMENTE DESPOIS

DO MUXIDO CANDO ESTE
PERMANECE PARCIALMENTE
ABERTO E O UBRE CONTACTA
CO AMBIENTE ALTAMENTE
CONTAMINADO

células epiteliais bovinas (Shahid et
al.,, 2017a; 2017b). Os mecanismos
de defensa do ubre non poden eli-
minar este patéxeno, polo que pode
sobrevivir por un longo tempo no
ubre mesmo durante o periodo seco
(Dion, 1982; Moller et al., 2007;
Thompson et al., 2009).

A infeccion adoita limitarse 4 glan-
dula mamaria, poden estar afectados
un ou mAais cuarteiréns mamarios,
e non necesariamente ten por que
mostrar sintomas clinicos (Melville
et al., 2003; Jagielski et al., 2019a;
Libisch et al., 2022). Nas formas cli-
nicas, entre os sintomas descritos
pola literatura menciénase funda-
mentalmente a inchazén e dureza
das glandulas mamarias 4 palpa-
cién, como resultado da inflamacion
granulomatosa que se desenvolve
no tecido do ubre. O leite das vacas
infectadas adoita ser de consisten-
cia acuosa e contén escamas, coa-
gulos e grumos (Anderson e Walker,
1988; Janosi et al,, 2001a, 2001b).
No estudo dun brote de mamite por
Prototheca spp. en Polonia (Costa et
al., 1996b), observdaronse duas for-
mas de mamite segundo os resulta-
dos bacteriol6xicos, sintomas clini-
cos e reconto de células somaticas.

Na forma aguda detectouse que a
temperatura corporal era elevada,
presentaban dor e edema no ubre,
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perda de apetito e resistianse a mo-
verse; tamén a producion de leite se
viu diminuida ata deterse comple-
tamente. A forma crénica caracteri-
zabase por unha edema pastoso no
ubre cunha lixeira dor e unha con-
sistencia do ubre firme, asi como
unha marcada diminucién da pro-
ducion de leite; a secrecion inflama-
toria era acuosa e gris con escamas.

Desde un punto de vista histopa-
tol6xico, P. zopfii causa lesiéns gra-
ves e pode observarse a presenza
da alga tanto no lume dos alvéolos
como no intersticio do ubre, o que
leva a unha atrofia alveolar (Corbe-
llini et al., 2001). Nos casos crénicos
podese chegar a ver necrose, atrofia
alveolar e proliferacion fibroblasti-
ca no tecido conectivo intersticial
(Corbellini et al., 2001; Janosi et al.,
2001b; Bueno et al., 2006).

DIAGNOSTICO

Os métodos de diagnéstico para a
mamite causada por Prototheca spp.
poden clasificarse en métodos de
diagnéstico directos e indirectos. Os
métodos directos mdis empregados
incliden o illamento, a histopatoloxia
e a reaccién en cadea da polimera-
sa (PCR), mentres que os indirectos
buscan identificar signos clinicos ou
detectar anticorpos especificos.

Historicamente, a identificacién
de Prototheca spp. realizabase a
través de criterios fenotipicos como
a morfoloxia da colonia, micromor-
foloxia do microorganismo en cor-
tes histopatol6xicos ou cultivos e
tamén a sua actividade bioquimica.
Con todo, estes métodos convencio-
nais fenotipicos son laboriosos e
consomen demasiado tempo, dan-
do resultados as veces ambiguos e
de baixa reproducibilidade. Hoxe
en dia utilizanse métodos mole-
culares, baseados no ADN (4cido
desoxirribonucleico), que se han ir
desenvolvendo ao longo das duas
altimas décadas, permitindo que
a identificacién de Prototheca spp.
sexa mais rapida e precisa (Roesler
et al., 2006; Gao et al., 2011; Ricchi
et al., 2011; Sobukawa et al., 2013;
Capra et al., 2014).

0 illamento de Prototheca spp. a
partir de mostras de leite adéita-
se levar a cabo mediante o cultivo
da mostra en diferentes medios e
posteriormente tinxindo as células
con azul de algodén ou lactofenol e
observando a sta morfoloxia ao mi-

croscopio 6ptico (Pore, 1987; Costa
et al., 1996b). Con todo, debido ao
lento crecemento da maioria das
cepas de Prototheca spp. e & excre-
cién intermitente dos organismos,
estes métodos non poden utilizarse
para adoptar medidas de control
estritas (Roesler e Hensel, 2003).
Entre os medios de cultivo mais em-
pregados podemos mencionar o agar
Columbia suplementado con 5 % de
sangue de afio (denominado co-
munmente agar sangue), agar Sa-
bouraud-dextrosa ou a infusién de
cerebro e corazén (BHI polas suas
siglas en inglés), entre outros. As
bacterias, fungos e fermentos po-
den actuar como microorganismos
contaminantes crecendo por riba
das algas, polo que se pode enga-
dir cloranfenicol ao medio para
evitar o seu crecemento. Hai que
ter en conta que o crecemento de
Prototheca spp. pode ser inhibido
en presenza de ciclohexamida, polo
que os medios con este inhibidor
débense evitar para identificar de
maneira correcta estes microorga-
nismos (Casal et al., 1997; Janosi et
al., 2001b; Stenner et al., 2007).
Antes do desenvolvemento de ta-
xonomia molecular, a identificacién
de Prototheca spp. a nivel de espe-
cie levdbase a cabo mediante méto-
dos auxanogréficos e bioquimicos
como atopar patrons diferenciais
nos acidos graxos (Padhye et al.,
1979; Roesler et al., 2006). Ambos
0s métodos consumian moito tem-
po e tifian limitaciéons, como baixa
reproducibilidade e dificultades na
interpretacién dos resultados debi-
do & alta interespecificidade varia-
ble dalgtins aspectos bioquimicos,
como recentemente confirmouse
(Marques et al. 2010c). A medida
que as técnicas de bioloxia mole-
cular fan desenvolvéndose e per-
fecciondndose, foron aparecendo
diferentes métodos que permitian
a identificacion dos membros des-
te xénero. As primeiras técnicas
moleculares que diferenciaban as
principais especies causantes da
mamite, P. zopfii Xxenotipos 1 e 2
e P. blaschkeae, foron técnicas de
andlises do xenotipo especifico me-
diante combinacién dunha PCR e
unha técnica de RFLP (polimorfis-
mo de lonxitude de fragmentos de
restricion) dirixidas a unha rexion
especifica do xene 18S rRNA (4cido
ribonucleico ribosomal 18 S) de »
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ESPECIAL: MAMITE

Na forma aguda detectouse que a temperatura corporal era elevada, presentaban dor e edema no ubre, perda

de apetito e resistianse a moverse; tamén a producion de leite se viu diminuida ata deterse completamente

450 pares de bases (Roesler et al.,
2006; Mdller et al., 2007). A partir
desta, féoronse desenvolvendo dis-
tintos métodos baseados en ana-
lises mediante PCR para mellorar
o diagnéstico e ampliar o espectro
de cepas detectadas, a maioria
deles dirixidos cara ao xene 18S
rRNA. Algins dos madis destaca-
dos serian o desefio de Gao et al.
(2011), que puxeron a punto unha
PCR duplex que permitia diferen-
ciar o xenotipo 2 do resto das va-
riantes xenéticas de P. zopfii. Outro
traballo interesante seria o reali-
zado por Sobukawa et al. (2013),
que combinaron o emprego dunha
PCR coa andlise de fusién de alta
resolucién (HRM, High Resolution
Melting), permitindo desta forma
diferenciar as distintas especies de
Prototheca spp. mediante a anali-
se da temperatura de fusion dos
amplicons xerados durante a PCR.
De maneira similar a este dltimo,
o estudo de Onozaki et al. (2013)
desenvolveu unha PCR cuantitati-
va especifica de P. zopfii que, ade-
mais, permitia diferenciar entre os
xenotipos 1 e 2 mediante a andlise
do punto de fusién. Mdais recen-
temente, desenvolveuse un en-
saio rdpido e sinxelo de RFLP que
permite identificar e diferenciar
todas as especies de Prototheca
spp. basedndose no polimorfismo
existente a nivel do xene mitocon-
drial cytb, que foi empregado tanto
como marcador para diagndsticos
como para estudos filoxenéticos
(Jagielski et al., 2018). No entan-
to, e malia a elevada sensibilidade
das técnicas moleculares para o
diagnéstico, hai que ter en conta
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que o leite presenta algins com-
pofientes como o calcio, graxas e
proteinas, que poden ocasionar
que a polimerasa usada para as
andlises moleculares non funcio-
ne correctamente. Por este moti-
vo, a extraccion e purificacion do
ADN da mostra debe realizarse con
métodos que permitan eliminar de
maneira fiable todos os inhibidores
presentes, posto que, pola contra,
estariamos a diminuir notablemen-
te a sensibilidade analitica da téc-
nica (Wilson, 1997).

Outra ferramenta que permite di-
ferenciar de maneira eficaz entre
as diferentes especies de Protothe-
ca spp. é a espectrometria de ma-
sas denominada MALDI-TOF (Ma-
trix-Assisted Laser Desorption/lonia-
tion-Estafe-of-Flight) (Murugaiyan et
al., 2012; Ahrholdt et al., 2012). No
caso de Prototheca spp., esta tecno-
loxia comezou a utilizarse en 2012,
permitindo a especiaciéon rdpida
e eficaz a partir de illados obtidos
de casos de mamite (Fidelis et al.,
2021). Con todo, o principal incon-
veniente deste método é que requi-
re dun grao elevado de cofiecemen-
tos técnicos e un equipamento ade-
cuado e custoso, o que dificulta que
estea dispofiible na maioria dos la-
boratorios que realizan diagnéstico
de mamite de maneira rutineira.

En canto ao diagnéstico indirecto
mediante procura de anticorpos IgG
(inmunoglobulina G) anti-Prototheca,
Jensen et al. (1998) observaron
que, a pesar de que poida existir
unha forte resposta seroléxica tras
unha infeccién por Prototheca spp.,
un reconto do titulo de anticorpos
nunha soa mostra non é vdlido

para o diagnéstico dunha mamite
causada por Prototheca spp., Xa
que non existian diferenzas signifi-
cativas entre o titulo de anticorpos
de animais con infeccion activa e
animais non infectados. Con todo,
un estudo posterior de Roesler et al.
(2001) desenvolveu un ELISA para
a deteccion de anticorpos IgA (in-
munoglobulina A) anti-Prototheca
que obtivo unha porcentaxe de sen-
sibilidade do 96 % e unha especifici-
dade do 94 % en relacion co cultivo
microbiol6xico. Deste xeito, o exa-
me seroléxico poderia usarse para
identificar os animais infectados de
forma aguda e crénica, asi como os
excretores intermitentes (Roesler et
al., 2001, 2003). m

Este artigo forma parte do
traballo de investigaciéon Fin de
Grao do autor, cuxos obxectivos
foron avaliar a capacidade da
técnica de qPCR para detectar
Prototheca spp. en mostras de
leite de tanque, un dos axentes
causantes da mamites, e com-
parar os resultados obtidos me-
diante esta técnica cos obtidos
mediante o cultivo microbiol6xi-
co tradicional.

O estudo realizouse grazas &
colaboracion entre o grupo In-
vesaga e o Laboratorio Interpro-
fesional Galego do Leite (Ligal),
equipos que recolleron as mos-
tras empregadas e realizaron os
cultivos microbioloxicos desta.
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VANTAXES

Melloran a estrutura do solo, dre-
naxe, retencion de auga e aireacion,
proporcionando un mellor ambiente
de enraizamento das plantas.

Posuen calidades de liberacion de
nutrientes lenta. O material conti-
nua a sua descomposicion dentro
do solo, reducindo a cantidade de
nitroxeno e fosfato que pode orixi-
narse cos fertilizantes quimicos.

Melloran a capacidade de traballo
dos chans, especialmente arxilosos
pesados.

Melloran a retencion de auga nos
solos lixeiros.

Melloran a resistencia a compacta-
cion do solo e a erosion.

Reducen a necesidade de fertilizan-
tes artificiais.

Regulan o pH do solo, ao achegar cal.

GRUPO

AGROAMB

SENTIDO

PRODUTOS
FERTILIZANTES

cODIGO TIPO

RECICLAXE

O seu contido en materia orgénica, nitréxeno e
fosforo fanos especialmente atractivos para a
elaboracion de fertilizante no sector agroforestal.
Entre as suas variadas vantaxes hai que destacar
que melloran a estrutura do solo, o seu grao de
porosidade e a capacidade de retencion de auga
debido fundamentalmente & achega de materia
organica. Ademais, proporcionalle ao solo
nitroxeno, fésforo e potasio de liberacién lenta,
e, ao achegar cal, permite regular o pH do solo.
AGROAMB ten inscritos os diferentes produtos
fertilizantes que elabora no Rexistro de Produtos
Fertilizantes do Ministerio de Agricultura,
Alimentacion e Medio Ambiente.

FERTILIZANTES AUTORIZADOS

NOME COMERCIAL

F0001757/2022  Fertilizante organico NPK de orixe animal e vexetal

AGROTHAME ORGANITE START

F0001894/2022 Emenda organica compost

AGROTHAME ORGANITE COMPOST

F0001895/2022 Emenda organica compost

AGROTHAME ORGANITE COMPOST START

F0001896/2022 Emenda orgénica himica

AGROTHAME ORGANITE HUMICO START

F0001897/2022 Emenda orgénica hiimica

AGROTHAME ORGANITE HUMICO

F0001919/2023  Fertilizante 6rgano-mineral nitroxenado liquido

AGROTHAME ORGANITE N-LIQ

F0001925/2023  Fertilizante 6rgano-mineral NK liquido

AGROTHAME ORGANITE PURINE

F0001926/2023  Fertilizante 6rgano-mineral NP liquido

AGROTHAME ORGANITE LIQUID

F0001980/2023 Emenda orgénica himica

AGROTHAME ORGANITE HUMICO ZEN

F0002420/2025 Fertilizante 6rgano-mineral NPK

AGROTHAME ORGANITE AGRO

F0002421/2025 Fertilizante 6rgano-mineral NPK

AGROTHAME ORGANITE SULFAGRO

F0002422/2025 Emenda orgénica himica

AGROTHAME ORGANITE HUMOST
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Ponte de Outeiro, 10 | 27256 Castro de Rei (Lugo)
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