ESPECIAL: CALIDAD DE LA LECHE Y ORDERNO

Evaluacion de la qPCR para la deteccion de
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TRATAMIENTO Y CONTROL

e manera general puede de-
D cirse que este género de algas

no responde al tratamiento
con los antimicrobianos mdés co-
munmente empleados frente a las
mamitis, dejando como Unica op-
cion y método de control mds eficaz
en el ganado bovino la eliminacién
de los animales infectados (Kirk,
1991; Melville et al., 1999). Aunque
existen algunos estudios in vitro
que han demostrado cierta eficacia
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de algunos antibiéticos y antiftin-
gicos contra cepas de Prototheca
spp., como por ejemplo la anfoteri-
cina B y la nistatina (Buzzini et al.
2004; Bexiga et al., 2003), los tra-
tamientos aplicados in vivo no han
ofrecido resultado. Por otro lado,
la capacidad y eficacia como algui-
cidas de algunos productos natu-
rales también ha sido demostrada
en estudios in vitro; por ejemplo,
algunos antimicrobianos de origen
natural, como el extracto de semi-

llas de frutas citricas, el extracto
etandlico de Senecio desiderabilis
u 6leos esenciales de algunas plan-
tas (Brito y Veiga, 1997; Deuschle
et al., 2007; Tortorano et al., 2008)
pueden ser una alternativa eficaz y
econ6émica a estudiar para futuros
tratamientos.

En cuanto al empleo de desin-
fectantes, existen algunos com-
puestos quimicos como el sulfato
de cobre, la clorhexidina y el ni-
trato de plata que pueden afec-
tar al microorganismo (Melville
et al. 2003); de esta manera, se
podria utilizar clorhexidina en el
paso de predipping, que se rea-
liza previamente al ordefio para
evitar contaminar el sistema.



» UNA VEZ IDENTIFICADAS

LAS VACAS QUE PRESENTAN
LA INFECCION, SE DEBEN
SEPARAR DEL REBANO Y
ORDENARLAS EN ULTIMO
LUGAR, ASI COMO FAVORECER
UN DESVIEJE PREMATURO DE
ESTOS ANIMALES

También se sugiere llevar a cabo un
paso de postdipping con los mismos
antisépticos para eliminar organis-
mos de la piel y del orificio todavia
abierto por la extraccion de leche
(Salerno et al., 2010). En el caso de
cuarterones ya afectados, se puede
utilizar nitrato de plata para la caute-
rizacion y cierre completo del pezon.
Hay que tener en cuenta que la pre-
sencia de humedad o material orga-
nico como las heces puede disminuir
la efectividad de los desinfectantes
utilizados; por lo tanto, el pezén debe
estar limpio y seco previamente.

Debido a la ausencia de un trata-
miento eficaz in vivo contra la ma-
mitis por Prototheca spp., se deben
llevar a cabo estrictas medidas de
higiene para prevenir y controlar la
enfermedad. En caso de que haya un
brote por Prototheca spp., lo prime-
ro que se debe tener en cuenta seria
identificar a los animales afectados y
portadores que puedan actuar como
reservorio y extender la enfermedad
al resto del rebano. Una vez identi-
ficadas las vacas que presentan la
infeccion, se deben separar del reba-
no y ordeharlas en dltimo lugar, asi
como favorecer un desvieje prema-
turo de estos animales.

La presencia de humedad o material organico puede
disminuir la efectividad de los desinfectantes utilizados;

por lo tanto, el pezén debe estar limpio y seco antes de
suaplicacion
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Ademds de la segregacion y elimi-
naciéon de los animales infectados,
para el control de este patégeno es
necesario tener en cuenta que exis-
ten otras fuentes de contaminacién
ambiental ademds de los animales
infectados. Por ejemplo, dada su ca-
pacidad para poder sobrevivir en el
agua, esta deberia ser tratada; no
obstante, hay que recordar la capa-
cidad del alga para producir biofilm
y que los tratamientos convencio-
nales para su eliminacién como la
cloracion no son efectivos (Davies,
2003). En relacién a esto, un estu-
dio de Gongalves et al. (2015) que
evaluaba la capacidad de formar
biofilms de P. zopfii aislada de ca-
sos subclinicos de mamitis bovina
observd que el dcido peracético era
mas efectivo que el hipoclorito de
sodio o el yodo, pero los tres po-
sefan cierto efecto contra esta alga.

Otra medida que puede ser intere-
sante es administrar la racion de los
animales justo a la salida del ordefio.
Dado que se trata de una mamitis
principalmente ambiental que se ad-
quiere por via ascendente, el hecho de
no alimentar a los animales después
del ordefio puede provocar que las
vacas se tumben en suelos o camas
contaminadas con el esfinter del
pezén aun abierto, favoreciendo la
contaminacion del canal del pezén
y la posterior infeccién de la glan-
dula mamaria (Costa et al., 1996b).
Asfi, ofrecer un buen alimento pala-
table inmediatamente tras el orde-
fio puede evitar que se tumben in-
mediatamente, dando mas tiempo
de esta forma a que se cierre el ca-
nal del pezén (Bueno et al., 2006).

El tiempo de exposicion del canal
del pezén a un ambiente con po-
sible presencia de Prototheca spp.
debe reducirse al maximo, prestan-
do atencion a todas las instalacio-
nes de la granja y, especialmente, a
los alojamientos de las vacas secas,
las novillas y las vacas en lactacion,
asf como a la sala de ordefio.

En estas areas se debe intentar
mantener unas condiciones de se-
quedad adecuadas eliminando toda
la humedad posible, especialmente
en los materiales de las camas, de-
bido a la preferencia de Prototheca
spp. por los ambientes hiimedos
(Janosi et al., 2001b; Lopes et al.,
2008). Segun algunos estudios, el
tipo de cama tiene un efecto signi-
ficativo sobre el aislamiento in vitro

Se debe prestar atencion a todas las instalaciones de la

granja, especialmente alojamientos y sala de ordefio

El tipo de cama tiene un efecto significativo sobre el
aislamiento in vitro de Prototheca spp., asociado con

un mayor crecimiento a partir de materiales como el
estiércol, el serrin y la arena

de Prototheca spp.y este efecto se
ha asociado con un mayor creci-
miento a partir de materiales como
el estiércol, el serrin y la arena; por
el contrario, las virutas de abeto
secadas en horno pueden llegar a
inhibir su crecimiento (Adhikari et
al., 2013).

Otras medidas més generales para
el control incluirfan también una bue-
na alimentacion.

La dieta es un factor que puede in-
fluenciar la resistencia de las vacas a
la mamitis; de hecho, algunos estu-
dios reflejaron la importancia de la
vitamina E y el selenio para aumen-
tar el nivel inmunitario de los anima-
les frente a esta patologia (Erskine,
1993; Smith et al., 1997). Aunque no
hay una correlacién directa de la nu-
tricion con la prototecosis bovina, la
dieta si que presenta cierta influencia
en otros agentes de mamitis bovina,
lo que puede ayudar a que los ani-
males sean menos susceptibles a una
infeccion por Prototheca spp.

Por dltimo, y debido al caracter sub-
clinico de la enfermedad, es importan-
te realizar una buena monitorizacién
de la leche de todos los animales de la
explotacion mediante la evaluacion »
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» LAS HERRAMIENTAS MOLECULARES COMO LA PCR PUEDEN
SER UNA BUENA ALTERNATIVA PARA LA MONITORIZACION DEL
TOTAL DE ANIMALES EN PRODUCCION MEDIANTE EL ANALISIS
DE MUESTRAS DE LECHE DE TANQUE

de los resultados del control lechero
o, en su defecto, la realizacién perio-
dica de pruebas de diagnéstico como
el CMT (California Mastitis Test) (Ruegg,
2017), lo que nos permitira identifi-
car aquellos animales con cuartero-
nes positivos y asi evitar o reducir
la posibilidad de contaminacion
del medio y por tanto el contagio a
otros animales. De manera similar,
siempre que se adquieran animales,
estos deberian o bien comprarse a
rebafios con historial negativo de-
mostrable o bien realizarse andlisis
individuales que permitan identifi-
car si se trata de un animal porta-
dor antes de introducirlo en el reba-
fio (Bueno et al., 2006). En este sen-
tido, las herramientas moleculares
como la PCR pueden ser una buena
alternativa para la monitorizacion
del total de animales en produccion
mediante el andlisis de muestras de
leche de tanque.

OBJETIVOS

Con todo lo expuesto en la revision

bibliogréfica, y en especial con la pro-

blemaética derivada de la presencia de

animales positivos a Prototheca spp.

en las explotaciones lecheras y la im-

posibilidad de su tratamiento, en este

trabajo experimental se plantearon

los siguientes objetivos:

1°. Evaluar la capacidad de una téc-
nica comercial de qPCR (reaccion
en cadena de la polimerasa cuan-
titativa) para la detecciéon de Pro-
totheca spp. a partir de muestras
de leche de tanque de explotacio-
nes positivas.

2°. Comparar los resultados obtenidos
mediante qPCR para muestras de
leche de tanque con aquellos ob-
tenidos mediante el cultivo micro-
biolégico convencional de dichas
muestras.
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MATERIALY METODOS

Toma de muestras

Este trabajo se realizé en colaboracion
con el Laboratorio Interprofesional
Gallego de Anadlisis de Leche (Ligal);
este laboratorio es el encargado de
realizar todos los anélisis del progra-
ma de Control Oficial de Rendimiento
Lechero que se realiza en Galicia y,
ademads, prestan servicio de diagnds-
tico de mamitis a las ganaderias.

De manera resumida, para el diag-
néstico de mamitis se realiza un cul-
tivo en medio agar-sangre a partir de
la leche del cuarterén o cuarterones
afectados, y, en el caso de obtener co-
lonias aisladas, se procede a su iden-
tificacion mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF.

Durante el periodo de septiembre
de 2021 hasta junio de 2022, se so-
licit6 al Ligal que cada vez que obtu-
viesen un aislamiento positivo de Pro-
totheca spp. en las muestras de leche
de cuarterones individuales que reci-
ben rutinariamente para diagndstico,
se pusiesen en contacto con dicha ga-
naderia o su veterinario responsable
solicitando una muestra de leche del
tanque de dicha explotacion.

Una vez obtenida la muestra de tan-
que, se realiz6 su cultivo en el Ligal en
medio agar-sangre, al igual que con
las muestras individuales y, a conti-
nuacion, se procedié a guardarla en
congelacion a -20 °C. De esta forma,
el Ligal recogié 49 muestras de tan-
que de diferentes explotaciones de
toda Galicia, que cumplian la caracte-
ristica de que en todas ellas se habia
detectado al menos una vaca positiva
a Prototheca spp. mediante cultivo
microbiolégico de leche de cuarterén.
Posteriormente, las muestras de leche
de tanque fueron enviadas a la Facul-
tad de Veterinaria de Lugo para reali-
zar su andlisis mediante qPCR.

La dieta es un factor que puede influenciar la resistencia

de las vacas a la mamitis

Es importante realizar una buena monitorizacion
de la leche de todos los animales mediante la

evaluacion de los resultados del control lechero o
la realizacion periédica de pruebas de diagnéstico
como el CMT

Figura 2. Nimero y porcentaje de explo-
taciones incluidas en el estudio por cada
provincia de Galicia

En la figura 2 puede observarse el
numero de explotaciones incluidas de
cada provincia; A Coruia y Lugo son
las méas representadas.

Extraccion de ADN

Una vez con las muestras en el la-
boratorio, el primer paso fue realizar
la extraccion y purificacion del ADN
presente en cada muestra. »
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» UNA VEZ OBTENIDA LA MUESTRA DE TANQUE, SE REALIZO SU
CULTIVO EN EL LIGAL EN MEDIO AGAR-SANGRE, AL IGUAL QUE
CON LAS MUESTRAS INDIVIDUALES Y, A CONTINUACION, SE
PROCEDIO A GUARDARLA EN CONGELACION A -20 °C

Este paso es uno de los mas cri-
ticos, ya que, si no obtenemos un
ADN en suficiente calidad y can-
tidad, es posible que la qPCR no
funcione. Para esto utilizamos el kit
comercial high pure PCR template
preparation KIT (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Alemania) siguien-
do el siguiente protocolo:

1.

2.

Descongelar la lisozima hu-
mana y la proteinasa K.
Homogeneizar las muestras
de leche de tanque en un agi-
tador de tubos.

. Aspirar con micropipeta un

volumen 200 pL de cada
muestra de leche e introducir
en un tubo Eppendorf estéril.
Anadir 14 pL de lisozima hu-
mana (50 mg/mL) a cada mues-
tra de leche. Este reactivo ayu-
da a descomponer la pared ce-
lular de las posibles bacterias
y algas presentes.

. Homogeneizar durante 1 mi-

nuto en el agitador de tubos
eppendorf.

Incubar las muestras homo-
geneizadas durante 1 h a 37 °C
con una agitacion de 500 re-
voluciones por minuto.

. Afadir 40 pL de proteinasa

K descongelada a las mues-
tras y homogeneizar en el
agitador durante 1 minuto.
La proteinasa K es una serina
proteasa (enzima) con amplia
actividad de escision para
destruir proteinas en lisados
celulares y asi liberar 4cidos
nucleicos. Tienen la capacidad
para inactivar tanto ADNasas
(desoxirribonucleasa) como AR-
Nasas (ribonucleasas).

. Incubar durante 1 h a 55 °C

con una agitacion de 500 re-
voluciones por minuto.
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9. Anadir 200 pL de Binding Bu-
ffer, que permite obtener un
pH y concentraciones de sales
adecuadas para que el ADN
se absorba y se adhiera pos-
teriormente a la membrana
silica de la columna de centri-
fugacion. En la figura 3 pode-
mos observar la columna de
centrifugaciéon y su membra-
na silica en el interior de un
tubo colector.

10.Homogeneizar inmediatamen-
te durante 1 minuto.

11.Incubar durante 10 minutos
a 70 °C con una agitacién de
500 revoluciones por minuto.
Aprovechar este momento
para precalentar la solucion
de elucién a también a 70 °C.

12.Anadir 100 pL de isopropanol.
De esta manera, el isopropa-
nol precipita el ADN porque
compite con este por el agua,
deshidratdndolo y llevandolo
al fondo del tubo.

13.Homogeneizar durante 1 mi-
nuto y centrifugar brevemen-
te (aproximadamente 10 s) en
la microcentrifuga para que
no quede ningun liquido ni
en la tapa ni en las paredes
del tubo.

14.Colocar una columna de cen-
trifugacién en un tubo colec-
tor y pipetear todo el conteni-
do de cada Eppendorf con las
muestras a la correspondien-
te columna.

15. Centrifugar durante 1 minuto a
9300 revoluciones por minuto.

16.Colocar la columna sobre un
nuevo tubo colector y des-
echar el anterior.

17.Anadir 500 pL. de Inhibitor Re-
moval Buffer (primer lavado).
Este tampoén contribuye a

Figura 3. Tubo colector y columna de
centrifugacion, con detalle de la mem-
brana desilica

eliminar las sustancias no de-
seadas presentes en la mues-
tra como restos de membra-
nas, grasas, proteinas, etc.
18. Centrifugar durante 1 minuto a
9300 revoluciones por minuto.
19.Colocar la columna sobre un
nuevo tubo colector y des-
echar el anterior.
20.Anadir 500 pl. de Wash Bu-
ffer (segundo lavado).
21.Centrifugar 1 minuto a 9300
revoluciones por minuto.
22.Anadir 500 pl. de Wash Bu-
ffer (tercer lavado).
23.Centrifugar 1 minuto a 9300
revoluciones por minuto.
24.Vaciar el tubo colector y volver
a colocar la columna. Centri-
fugar 3 minutos a 10.400 re-
voluciones por minuto para
conseguir un secado de mem-
brana. Mediante este paso
conseguimos que no queden
restos de las soluciones de
lavado en la membrana de la
columna de centrifugacion.
25.Colocar la columna sobre un
nuevo tubo Eppendorf estéril
y libre de nucleasas donde se
almacenara el ADN hasta su
analisis. Anadir en la colum-
na 100 pL de Elution Buffer
(precalentado a 70 °C).
26.Dejar incubar 2 minutos y
centrifugar 1 minuto a 9.300
revoluciones por minuto.
27.Almacenar el tubo Eppendorf
con el ADN a -20 °C.

PROTOCOLO DE QPCR

Una vez obtenido el ADN de cada
muestra mediante el protocolo an-
terior, se procedié a la realizacion
de la qPCR para la deteccion de
Prototheca spp. Para ello se emple6
un kit comercial rdpido de gPCR



Figura 4. Termociclador de tiempo real
QuantStudio5® (Applied Biosystems,
Estados Unidos)

(EXOone® Prototheca spp. oneMix,
EXOPOL, Espafia), que incluye, ade-
mas, un control endégeno (CE) que uti-
liza como diana una region conservada
del gen de la proteina p-actina cue esta
presente en todas las células de mami-
feros. Las muestras fueron analizadas
en un termociclador de tiempo real
QuantStudio 5® (Applied Biosystems®,
Estados Unidos), el cual se puede ob-
servar en la figura 4. En la tabla 1 po-
demos ver una descripcion de los com-
ponentes suministrados por el kit.

En primer lugar, es necesario hi-
dratar el control positivo sintético
que se suministra liofilizado con el
kit y que sirve como control positivo
externo del andlisis. El protocolo fue
el siguiente:

1.Centrifugar brevemente el tubo

del Control Positivo MAM4 y re-
constituir con 250 pL de agua
de grado molecular.

2.Dejar reposar el tubo 10 mi-

nutos a temperatura ambiente
para facilitar la resuspension
del liofilizado.
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3.Homogeneizar brevemente en el
agitador de tubos Eppendorf y
centrifugar durante 10 s.

4. Almacenar el Control Positivo re-
constituido a temperatura < -18°C
después de utilizar.

5.A continuacion, se procedio a rea-
lizar la qPCR propiamente dicha,
para lo cual se sigui6 el siguiente
protocolo:

a. Descongelar el tubo oneMIX®,
que contiene todos los elemen-
tos necesarios para la detec-
cion tanto de Prototheca spp.
como del control enddgeno
(polimerasa, primers, sondas,
etc.).

b. Homogeneizar brevemente el
tubo oneMIX® en el agitador
de tubos Eppendorfy centrifu-
gar durante 10 s.

c. Cubrir la plantilla de andlisis,
incluyendo todas las muestras
a testar y los controles positi-
vo y negativo. Colocar en una
gradilla tantos tubos de 0,2 mL
como muestras y controles se
necesiten, siguiendo la misma
distribucién de la plantilla.

d. Dispensar 15 pL de oneMIX®
en cada tubo.

e. Afadir 5 pL. de muestra de
ADN, Control Positivo o Con-
trol Negativo (agua de grado
molecular) a su tubo corres-
pondiente siguiendo la planti-
lla, cerrdndolos a continuaciéon
para evitar contaminaciones
entre tubos.

f. Centrifugar los tubos a 1.600
revoluciones por minuto para
evitar que queden gotas en la
tapa o paredes del tubo.

g. Introducir los tubos en el ter-
mociclador y programar el

Tabla 1. Componentes empleados suministrados por el kit EXOone® Prototheca spp.

oneMix (EXOPOL, Espaiia)
Nombre Descripcion Presentacion
Cada tubo contiene tampén,
PRTH oneMIX® tube enzimas dNTB cebadores/sondas 2 tubos
para el patégeno y control de
deteccién endégeno
Control positivo MAM4 Control sintetico especifico 1tubo
liofilizado
Agua Agua de grado molecular 1tubo (1 mL)

Tabla 2. Protocolo térmico empleado para el analisis de Prototheca spp. mediante gPCR

Protocolo térmico (ciclos) Tiempo Temperatura
1 ciclo 5 minutos 95°C
15 segundos 95°C
42 ciclos
l 60 segundos 60°C

andlisis utilizando su propio
software.
El protocolo térmico empleado esta
resumido en la tabla 2.

INTERPRETACION DE LA QPCR

La presencia de Prototheca spp. en
cada tubo se detecté mediante la
amplificacion de la sefal de fluores-
cencia del canal FAM®, considerando
positiva cualquier muestra con un
valor del umbral de amplificacién (Ct:
Cycle threshold) inferior a 38. Aquellas
muestras con valores de Ct entre 38
y 42 (limite de ciclos de la técnica) se
consideraron como dudosos. Hay que
destacar que el valor de Ct es inver-
samente proporcional a la cantidad de
ADN diana presente inicialmente en la
muestra, por lo que valores mas bajos
de Ct indican una mayor presencia de
Prototheca spp. en la muestra.

En aquellas muestras para las cua-
les no hubo amplificacién del canal
FAM® que detectaba la presencia de
Prototheca spp., el CE incluido en el
andlisis permiti6 evaluar el funciona-
miento de la qPCR. Dado que la dia-
na del CE es la p-actina, un gen que
estd presente en todas las células de
mamiferos, todas las muestras de le-
che deben obtener una amplificacién
positiva para esta diana; de lo contra-
rio, un resultado negativo para esta
diana nos indicaria que ha habido
algin problema o error con el funcio-
namiento de la qPCR. El CE se detect6
a través del canal VIC y su rango de
Ct debe estar comprendido entre 22
y 37. De esta forma, si el Ct del CE
de una muestra negativa estd dentro
de ese rango, se considerara que el
resultado obtenido para ella en el ca-
nal de deteccion del patégeno es va-
lido, mientras que si no hay ninguna
lectura esto puede indicar que la ex-
traccion de ADN no ha sido eficiente
o ha habido algin problema durante
la realizacién de la qPCR (mal pipe-
teado, reactivos en mal estado, etc.).

En la tabla 3 (pag. sig.) se resumen
los criterios de interpretacion del resul-
tado de la qPCR en funcién de los resul-
tados de cada canal de fluorescencia y
los controles positivo y negativo; mien-
tras, en la figura 5 (pag. sig) pueden
verse los cuatro posibles resultados que
pueden obtenerse para una muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 49 muestras de leche de tan-
que de explotaciones lecheras con
animales positivos a Prototheca spp. »

06.2024 | Vaca Pinta n. 46 | 123



ESPECIAL: CALIDAD DE LA LECHE Y ORDERNO

Figura 5. Posibles resultados de la qPCR. Se representa la lectura de deteccion de Prototheca spp. en color celeste (canal
FAM®)y la lectura de deteccién del control endégeno en rojo (canal VIC®)
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A: Muestra no valida: muestra y control endégeno negativos
B: Muestra negativa: existe amplificacién del canal que detecta el control enddgeno, pero no del canal que detecta el patdgeno

C: Muestra positiva: existe amplificacion de ambos canales

D: Muestra positiva: existe amplificacion del canal que detecta el patégeno, pero no del canal que detecta el control endégeno. Este resultado puede producirse en aquellas
ocasiones en que la presencia del patégeno es tan elevada que consume todos los recursos de la qPCR, impidiendo la amplificacién del control enddgeno

que habian sido recogidas por el
Ligal y analizadas individualmente
mediante un cultivo microbiol6-
gico en medio agar-sangre, no se
consiguié aislar colonias compati-
bles con Prototheca spp. en ningu-
na de ellas.

En cambio, el andlisis de qPCR
realizado sobre las mismas mues-
tras si obtuvo resultados positivos

Figura 6. Porcentaje de deteccién de
Prototheca spp. mediante qPCR en las
muestras de leche de tanque recogidas
en este estudio

en un gran nimero de ellas, y per-
miti6 detectar ADN de Prototheca
spp. en las muestras de leche de
tanque del 68 % de las explotacio-
nes (33/49 explotaciones).

Para el resto de las explotacio-
nes, en cinco de las muestras de
leche de tanque (10 %) se obtuvo
un resultado dudoso, mientras que
en las 11 restantes (22 %) se obtuvo

un resultado claramente negativo
(figura 6).

En la tabla 4 pueden verse los
valores de Ct maximo y minimo,
asi como la media obtenidos para
cada categoria de resultado.

Estos resultados parecen indicar
que la qPCR realizada sobre mues-
tras de leche de tanque de explota-
ciones con infeccién conocida por »

Tabla 3. Criterios de interpretacion de los resultados obtenidos en la qPCR

| Positivas

® Dudosas

Negativas
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Muestra CE de la muestra Control Positivo Control Negativo Resultado
+ No considerar + Valido
+ + Valido
+ No vélido
+/- +/- No vélido
+/- +/- + + No vélido

CE: control enddgeno; +: positivo; -: negativo; +/-: positivo/negativo

Tabla 4. Niimero de muestras positivas, negativas y dudosas junto con los valores de
Ct maximos, minimos y media obtenidos para cada categoria

Resultado LITEToeD Ct medio Ct minimo Ct maximo
muestras

Positivos 33 32,75 28,24 37,72

Dudosos 5 39,53 38,19 41,33

Negativos 1" No Ct
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» ELVALOR DE CT

ES INVERSAMENTE
PROPORCIONAL A LA
CANTIDAD DE ADN DIANA
PRESENTE INICIALMENTE EN
LA MUESTRA, POR LO QUE
VALORES MAS BAJOS DE

CT INDICAN UNA MAYOR
PRESENCIA DE PROTOTHECA
SPP.EN LA MUESTRA

Prototheca spp. es una técnica con
una mayor sensibilidad analitica
que el cultivo microbiolégico con-
vencional, dado que no se consi-
gui6 aislar colonias de Prototheca
spp. en ninguna de las muestras
de leche de tanque analizadas.

Aunque el cultivo de Prototheca
spp. a partir de leche de tanque ha
sido descrito y empleado incluso
en algin estudio reciente con hasta
un 0,5 % de deteccién de tanques
positivos (Toyotome et al., 2022),
la mayoria de las publicaciones
encontradas realizan este andlisis
mediante PCR y obtienen porcen-
tajes de deteccion muy superiores
(6-11 %), lo que sugiere que las
técnicas moleculares presentan en
principio una mayor sensibilidad
analitica que los métodos micro-
biolégicos convencionales basados
en el cultivo (Bauman et al., 2018;
Zecconi et al., 2020).

Es posible que estas divergencias
se deban también a que los estu-
dios mencionados se han realizado
en paises diferentes, pero, teniendo
en cuenta que Prototheca spp. es un
microorganismo de origen ambien-
tal y relacionado principalmente con
las fuentes de agua, no parece que
las distintas regiones geogréficas
sean la Unica causa que justifique
estas diferencias.

El hecho de que en este trabajo no
se lograra el aislamiento de Protho-
teca spp. en ninguna muestra podria
estar seguramente relacionado con
una mayor sensibilidad de la téc-
nica de PCR, pero es probable que
existan otros factores que hayan in-
fluido en estos resultados. Uno de
los factores con mayor influencia
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es posiblemente la prevalencia
de este patégeno en las granjas,
de tal manera que en aquellas
explotaciones con mayor nudme-
ro de animales infectados es mas
probable que el cultivo microbio-
logico a partir de leche de tanque
resulte positivo; esto puede verse
también en un trabajo realizado
por Ricchi et al. (2013), donde en
una explotaciéon con prevalencia del
4,8 % a Prototheca blaschkeae solo
el 33 % de las muestras de leche de
tanque cultivadas obtuvieron un
aislamiento positivo. Otra posible
raz6n para la inhibicion del cre-
cimiento de Prototheca spp. pue-
de ser la presencia en la leche de
ciertas sustancias con capacidad
antimicrobiana, como son la lacto-
ferrina, lisozima y lactoperoxida-
sa, entre otras, lo que, unido a una
baja carga del microorganismo,
puede provocar que se produzcan
ausencias de crecimiento (Rainard
y Riollet, 2006).

El efecto de la prevalencia de Pro-
totheca spp. a nivel de rebafio es se-
guramente también el responsable
de la aparicion de falsos negativos en
la qPCR en nuestro estudio, ya que,
aunque todas las explotaciones in-
cluidas habian presentado al menos
un animal infectado por Prototheca
spp., hasta un 22 % de las muestras
analizadas mediante qPCR resulta-
ron negativas, lo que sugiere que la
cantidad de Prototheca spp. presente
en la muestra de leche de tanque era
mas baja que la sensibilidad analitica
de la qPCR. Este efecto de la preva-
lencia sobre la capacidad de detec-
cion de las técnicas moleculares pue-
de observarse también en trabajos
realizados con otros microorganis-
mos causantes de mamitis, como es
el caso de Streptococcus agalactiae
y Staphylococcus aureus (Boss et al.,
2011; Mahmmod et al., 2013).

En relacién con los resultados
dudosos (10 % en este estudio),
hay que comentar que deberian in-
terpretarse al menos como un po-
sible riesgo y, por tanto, deberian
tomarse medidas como la monito-
rizacién continuada de la explota-
cion, sobre todo teniendo en cuen-
ta las implicaciones que supone
para las granjas la existencia de
animales infectados por esta alga.

El desarrollo de métodos analiti-
cos que posibiliten la deteccién de
este patogeno en el tanque de le-

che supone un avance, ya que faci-
litaria realizar un mejor control de
la enfermedad y reducir en parte
los grandes costes econémicos que
provoca la presencia de este tipo de
mamitis en las explotaciones gana-
deras, tanto por el sacrificio de va-
cas afectadas como por el aumento
de células somaticas en el tanque
de leche y costes veterinarios aso-
ciados. Como principales ventajas
de la qPCR se puede sefialar que es
una técnica mucho més rapida que
el cultivo microbiolégico en lo que
se refiere a la obtencion de resulta-
dos, y por tanto agiliza la toma de
decisiones en granja.

De manera general, se puede
decir que para que se consigan
aislar colonias de Prototheca spp.
en un medio de cultivo y confir-
mar el aislamiento se necesitan
entre 3y 5 dias (Krukowski et al.,
2013; Onozaki et al., 2013), mien-
tras que para la PCR no se necesitan
normalmente mas de 24 h.

Por otro lado, como hemos ob-
servado, el cultivo no consigui6 ais-
lar ninguna colonia del tanque de
leche, generando por tanto falsos
negativos en explotaciones donde
realmente si habia casos de mamitis
por Prototheca spp.; sin embargo, la
qPCR si consiguié detectar el pato-
geno en un importante porcentaje
de granjas, lo que indica una mayor
capacidad de deteccion de este pa-
tégeno. Por ultimo, hay que sefia-
lar que, al ser empleada sobre una
muestra de leche de tanque, esta
técnica también tiene la ventaja de
que permite monitorizar las explo-
taciones de una manera sencilla, lo
que permite conocer si la explota-
cién es o no positiva y su evolucion
en el tiempo. Esta ventaja ya ha

La qPCR es una técnica mucho mas rapida que el
cultivo microbiolégico en lo que se refiere a la

obtencién de resultados
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» EN FUTUROS ESTUDIOS CONVENDRIA CONOCER LA
PREVALENCIA EXACTA DE LA ENFERMEDAD EN LAS
EXPLOTACIONES, YA QUE DE ESTA MANERA SE PODRIA
ANALIZAR LA RELACION ENTRE ESTAY EL VALOR DE CT
OBTENIDO PARA DETECTAR PROTOTHECA SPP.

sido demostrada para la qPCR en
otros agentes patégenos causantes
de mamitis; por ejemplo, Syring et
al. (2012) demostraron la eficacia
de la qPCR para conocer el esta-
do de infeccion de un rebaiio por
Staphylococcus aureus y la moni-
torizacion de dicha infeccién en el
tiempo. De manera similar, Soltau
et al. (2017) llegaron a la conclu-
siébn de que la qPCR realizada so-
bre la leche de tanque permitia la
deteccion de patégenos como Sta-
phylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalac-
tiae y Streptococcus uberis, y, por
lo tanto, era una muy buena herra-
mienta para monitorizar explota-
ciones si se usa con frecuencia y en
repetidas muestras.

De esta manera, se podria imple-
mentar el andlisis mediante qPCR
de Prototheca spp. sobre las propias
muestras de leche de tanque que se
recogen periodicamente en las ga-
naderias para la realizacion de los
andlisis oficiales de RCS y bacterio-
logia de tanque. En general, estas
muestras se recogen utilizando un
agente conservante (normalmen-
te azidiol), por lo que no pueden
ser utilizadas para cultivo micro-
biolégico; sin embargo, la presen-
cia de este compuesto no genera
ningtn tipo de problema para la
realizacion de la qPCR. De este
modo, la monitorizacién de ciertos
patégenos como Prototheca spp.
en las ganaderias se podria hacer
de un modo mucho mas econémi-
co, ya que, por un lado, solo seria
necesaria una muestra de leche de
tanque para saber si estd presente
el patégeno en la explotacién y asi
evitar tener que analizar las vacas
individualmente, y, por otro, se po-
drian aprovechar las muestras de
leche de tanque que llegan de ma-

nera rutinaria al laboratorio, evi-
tando tener que realizar un mues-
treo especifico y el correspondien-
te desplazamiento a la granja.

A pesar de las ventajas, la técnica
de gqPCR también presenta ciertos
inconvenientes. Entre ellos, uno de
los principales es que no permite
valorar la viabilidad del microor-
ganismo detectado, a diferencia del
cultivo, donde solamente creceran
aquellos microorganismos viables.

No obstante, este inconveniente
puede solucionarse con la adicion
de algunas sustancias a la mues-
tra problema; por ejemplo, algunos
estudios sugieren que en futuras
investigaciones se afiadan ciertos
productos como el bromuro de
etidio, que impide que la polime-
rasa utilizada en la PCR pueda am-
plificar el ADN de microorganis-
mos muertos, lo que permite que
la prueba detecte solo las células
viables y realmente se demuestre
que existe una infeccion activa de
dicho patégeno en la explotacion
(Nocker et al., 2006; Taskin et al.,
2006). Sin embargo, en el caso de
Prototheca spp., debido a ciertas
caracteristicas como la ausencia de
un tratamiento eficaz y su amplia
y facil distribucién por el ambien-
te de las explotaciones lecheras,
el mero hecho de detectar ADN de
este patégeno en tanque de leche,
aunque se desconozca si pertene-
cia a una célula viable o no, debe-
ria ser considerado como un riesgo
suficiente para empezar a tomar
medidas de control estrictas, tal
como se menciond anteriormente.

LIMITACIONES DE ESTE TRABAJO

Por dltimo, para terminar este tra-
bajo de fin de grado habria que
sefialar algunas de las limitaciones
que presenta el estudio experimen-

tal planteado. En primer lugar, tal
y como se ha sefalado anterior-
mente, la prevalencia de infeccion
existente en las explotaciones es
un factor que influye en la capaci-
dad de detecciéon de la qPCR; sin
embargo, en este trabajo no ha po-
dido evaluarse este efecto, ya que
se desconocia la prevalencia exac-
ta de infeccion por Prototheca spp.
en las granjas incluidas.

Esto se debe a que, aunque el
Ligal fue capaz de localizar gran-
jas en las que habia al menos un
animal infectado, se carecia de in-
formacion del resto de los anima-
les de la granja, por lo que la pre-
valencia de infeccién entre unas
granjas y otras posiblemente sea
bastante variable. Por ese motivo,
en futuros estudios convendria co-
nocer la prevalencia exacta de la
enfermedad en las explotaciones,
ya que de esta manera se podria
analizar la relacién entre esta y el
valor de Ct obtenido para detectar
Prototheca spp. durante la qPCR.
Esto permitiria establecer cudl es
la prevalencia minima de infeccién
en las explotaciones que podria
ser detectada mediante el empleo
de qPCR sobre muestras de leche
de tanque.

Por otro lado, a pesar de haberse
observado una mayor sensibilidad
de la qPCR en relacion al cultivo mi-
crobiol6gico sobre muestras de leche
de tanque, tal como se ha explicado
anteriormente, se produjeron resul-
tados falsos negativos y dudosos en
explotaciones tedéricamente positi-
vas; por este motivo, seria muy in-
teresante estudiar como se podria
mejorar esta técnica. Una de las po-
sibilidades que se podrian explorar
seria intentar aumentar la concen-
tracién del patégeno en la muestra
de leche de tanque previamente a la
extraccion de ADN, lo que sin duda
aumentaria su sensibilidad analitica.
Por ejemplo, en la industria alimen-
taria se han empleado con éxito al-
gunos métodos para concentrar los
patégenos en las muestras de leche
y separarlos asi de la matriz, como
por ejemplo la centrifugacion, la fil-
tracién y la separacion inmunomag-
nética (Mortari y Lorenzelli, 2014).

La centrifugacion es uno de los mé-
todos que mas se ha empleado para la
preparacion y concentracion de patd-
genos como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes o Salmonella spp. »
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» LA TECNICA DE QPCR
EMPLEADA ES UNA TECNICA
VALIDA PARA DETECTAR
PROTOTHECA SPP. EN EL
TANQUE DE LECHE DE LAS
EXPLOTACIONES GANADERAS,
Y ES, ADEMAS, UNA
ALTERNATIVA ECONOMICA

en muestras tanto de leche como
de productos lacteos, pudiendo ser
utilizadas posteriormente en otras
aplicaciones como la PCR (Stevens
y Jaykus, 2004; Paul et al., 2013;
Brewster y Paul, 2016).

La filtracion es otra técnica que
también se ha utilizado en muestras
de leche; por ejemplo, Wu y Kado
(2004) utilizaron filtros con poro de
0,45 pm para recuperar eficazmente
células de Escherichia coli.

En el caso de Prototheca spp., de-
bido al mayor tamafo de esta (7-30
pm), se podrian emplear incluso fil-
tros con mayor tamafo de poro, lo
que permitiria recuperar las células
del alga de una manera mas limpia
puesto que el resto de materiales mas
pequeios presentes en la muestra
como bacterias escaparian a través
del poro del filtro.

Por tltimo, el método de separa-
cién inmunomagnética también ha
sido empleado para concentrar dife-
rentes agentes patdogenos presentes
en muestras de leche. A grandes ras-
gos, este método se basa en anadir a
la muestra problema unas pequefias
esferas magnéticas que estdn recu-
biertas con anticuerpos especificos
del microorganismo de interés que
se quiere recuperar, posteriormen-
te se incuban para facilitar la uniéon
antigeno-anticuerpo y, finalmente, se
separan del resto de la matriz utili-
zando un iman (Wang et al., 2020).
De entre las tres alternativas pro-
puestas para mejorar la concentra-
cién de microorganismos en leche,
esta es la mas especifica de todas,
ya que utiliza anticuerpos especificos
frente al agente que se intenta detectar;
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seguramente este sea el motivo por
el cual esta técnica ha presentado
muy buenos valores de recupera-
cién de microorganismos a partir de
muestras de leche, como por ejem-
plo Staphylococcus aureus (Wang et
al., 2022), Escherichia coli (Lim et
al.,, 2016) o Salmonella spp. (Dai et
al., 2015).

CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados ob-
tenidos en este trabajo, se han de-
ducido las siguientes conclusiones:
eLa técnica de gqPCR emplea-
da es una técnica valida para
detectar Prototheca spp. en el
tanque de leche de las explota-
ciones ganaderas, y es, ademas,
una alternativa econémica.

e Segun los resultados obtenidos,
la qPCR es mas sensible que el
cultivo microbiol6gico conven-
cional para analizar muestras
de leche del tanque, dado que
todas las muestras cultivadas
dieron falsos negativos a dife-
rencia de la qPCR que detectd
hasta un 68 % de las muestras.

eLa existencia de muestras ne-
gativas y dudosas a la qPCR
sugieren que la capacidad de
deteccién de esta técnica de-
pende de la prevalencia de in-
feccion existente en las explo-
taciones.

eTeniendo en cuenta el porcen-
taje descrito de falsos nega-
tivos en la qPCR, convendria
para futuros estudios intentar
mejorar la técnica utilizando
métodos de concentracién de
microorganismos. M

NOTA FINAL DEL AUTOR

Este articulo es la segunda (y dltima)
parte de mi trabajo de investigacion
Fin de Grado, cuyos objetivos fueron
evaluar la capacidad de la técnica de
qPCR para detectar Prototheca spp.
en muestras de leche de tanque, uno
de los agentes causantes de la mami-
tis, y comparar los resultados obte-
nidos mediante esta técnica con los
obtenidos mediante el cultivo micro-
biolégico tradicional.

La primera parte se puede consul-
tar en Vaca Pinta 45, mayo 2024, con
el titulo “Evaluacion de la qPCR para
la deteccion de Prototheca spp. en
leche de tanque (I)”: https://vacapin-
ta.com/es/articulos/evaluacion-de-la-
gpcr-para-la-deteccion-de-prototh.html
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recogieron las muestras empleadas y
realizaron los cultivos microbioldgi-
cos de esta.
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tancias hidratantes y filmégenas.

SHE DIP protege el pezon durante el periodo
de mayor riesgo de infecciones intramama-
rias, después del ordefio. Ademas mejora la
condicion de la piel y la flexibilidad del
esfinter, que es la proteccion natural del
pezon.

Presentacion envases de:

SHE DIP se aplica por inmersion después del
ordefio y permite eliminar posibles restos
de leche que quedan adheridos a la piel del
pezdn, un excelente medio de multiplicacion
para los microorganismos que pueden colo-
nizar el canal del pezén y causar infecciones
intramamarias por via ascendente.

SHE DiP posee propiedades dermoprotecto-
ras debido al contenido en extractos vege-
tales de citricos, sorbitol, alantoina, glicerina
que nos ayudan a hidratar, suavizar, regene-
rar y cuidar la piel del pezén que se ha de
enfrentar a posibles desaffos ambientales y
climaticos en el periodo entre ordefos.
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