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TRATAMENTO E CONTROL

e maneira xeral pode dicirse
une este xénero de algas non

responde o tratamento cos
antimicrobianos madis comunmen-
te empregados fronte as mamites,
deixando como tnica opcién e méto-
do de control mais eficaz no gando
bovino a eliminacién dos animais
infectados (Kirk, 1991; Melville et
al., 1999). Ainda que existen algtns
estudos in vitro que demostraron
certa eficacia dalgins antibiéticos
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e antifinxicos contra cepas de Pro-
totheca spp., por exemplo a anfo-
tericina B e a nistatina (Buzzini et
al., 2004; Bexiga et al., 2003), os
tratamentos aplicados in vivo non
ofreceron resultado. Doutra banda,
a capacidade e eficacia como al-
guicidas dalgtns produtos naturais
tamén foi demostrada en estudos in
vitro; por exemplo, algins antimi-
crobianos de orixe natural, como o
extracto de sementes de froitas ci-
tricas, o extracto etandlico de Senecio

desiderabilis ou 6leos esenciais dal-
gunhas plantas (Brito e Veiga, 1997;
Deuschle et al., 2007; Tortorano et
al., 2008) poden ser unha alterna-
tiva eficaz e econémica a estudar
para futuros tratamentos.

En canto ao emprego de desin-
fectantes, existen algins compostos
quimicos como o sulfato de cobre,
a clorhexidina e o nitrato de prata
que poden afectar o microorganismo
(Melville et al., 2003); desta maneira,
poderiase utilizar clorhexidina no
paso de predipping, que se realiza
previamente ao muxido para evitar
contaminar o sistema.



» UNHA VEZ IDENTIFICADAS

AS VACAS QUE PRESENTAN A
INFECCION, DEBENSE SEPARAR
DO RABANO E MUXILAS EN
ULTIMO LUGAR, ASI COMO
FAVORECER UN DESVELLE
PREMATURO DESTES ANIMAIS

Tamén se suxire levar a cabo un
paso de postdipping cos mesmos anti-
sépticos para eliminar organismos da
pel e do orificio ainda aberto pola ex-
traccion de leite (Salerno et al., 2010).
No caso de cuarteiréns xa afectados,
poédese utilizar nitrato de prata para
a cauterizacion e peche completo do
teto. Hai que ter en conta que a pre-
senza de humidade ou material or-
ganico como as feces pode diminuir
a efectividade dos desinfectantes uti-
lizados; por tanto, o teto debe estar
limpo e seco previamente.

Debido 4 ausencia dun tratamen-
to eficaz in vivo contra a mamite
por Prototheca spp., débense levar
a cabo estritas medidas de hixiene
para previr e controlar a enfermi-
dade. No caso de que haxa un brote
por Prototheca spp., o primeiro que
se debe ter en conta seria identificar
os animais afectados e portadores
que poidan actuar como reservorio e
estender a enfermidade ao resto do
rabano. Unha vez identificadas as va-
cas que presentan a infeccion, dében-
se separar do rabafio e muxilas en
dltimo lugar, asi como favorecer un
desvelle prematuro destes animais.

Ademais da segregacion e elimi-
nacion dos animais infectados, para

A presenza de humidade ou material organico
pode diminuir a efectividade dos desinfectantes

utilizados; polo tanto, o teto debe estar limpo e seco
antes da siia aplicacion

o control deste patéxeno compre ter
en conta que existen outras fontes
de contaminacion ambiental ademais
dos animais infectados. Por exemplo,
dada a sua capacidade para poder
sobrevivir na auga, esta deberia ser
tratada; no entanto, hai que lembrar
a capacidade da alga para producir
biofilm e que os tratamentos con-
vencionais para a sda eliminacién
como a cloracién non son efectivos
(Davies, 2003). En relacién con isto,
un estudo de Gongalves et al. (2015)
que avaliaba a capacidade de formar
biofilms de P. zopfii illada de casos
subclinicos de mamite bovina, ob-
servou que o acido peracético era
madis efectivo que o hipoclorito de
sodio ou o iodo, pero os tres posuian
certo efecto contra esta alga.

Outra medida que pode ser inte-
resante é administrar a racién dos
animais xusto 4 saida do muxido.
Dado que se trata dunha mami-
te principalmente ambiental que
se adquire por via ascendente, o
feito de non alimentar os animais
despois do muxido pode provocar
que as vacas se tomben en chans
ou camas contaminadas co esfinter
do teto ainda aberto, favorecendo a
contaminaciéon do canal e a poste-
rior infeccion da glandula mamaria
(Costa et al., 1996b). Asi, ofrecer
un bo alimento palatable inmedia-
tamente tras o muxido pode evitar
que se tomben inmediatamente,
dando mais tempo desta forma a
que se peche o canal do teto (Bueno
et al., 2006).

O tempo de exposicion do canal
do teto a un ambiente con posible
presenza de Prototheca spp. debe
reducirse ao maéaximo, prestando-
lles atencién a todas as instala-
ciébns da granxa e, especialmente,
aos aloxamentos das vacas secas,
as xovencas e as vacas en lactacion,
asi como & sala de muxido.

Nestas areas débese tentar manter
unhas condicions de sequedade ade-
cuadas eliminando toda a humidade
posible, especialmente nos mate-
riais das camas, debido & preferen-
cia de Prototheca spp. polos ambien-
tes humidos (Janosi et al., 2001b;
Lopes et al., 2008). Segundo algtns
estudos, o tipo de cama ten un efec-
to significativo sobre o illamento in
vitro de Prototheca spp. e este efecto
asociouse cun maior crecemento a
partir de materiais como o esterco,
as serraduras e a area; pola contra,

ESPECIAL: CALIDADE DO LEITE E MUXIDO

Débeselles prestar atencion a todas as instalaciéns da

granxa, especialmente aloxamentos e sala de muxido

0 tipo de cama ten un efecto significativo sobre
o illamento in vitro de Prototheca spp., asociado

cun maior crecemento a partir de materiais coma o
esterco, as serraduras e a area

as labras de abeto secadas en forno
poden chegar a inhibir o seu crece-
mento (Adhikari et al., 2013).

Outras medidas mais xerais para
o control incluirian tamén unha boa
alimentacion.

A dieta é un factor que pode in-
fluenciar a resistencia das vacas a
mamite; de feito, algins estudos re-
flectiron a importancia da vitamina
E e o selenio para aumentar o nivel
inmunitario dos animais fronte a
esta patoloxia (Erskine, 1993; Smith
etal., 1997). Ainda que non hai unha
correlacion directa da nutricion coa
prototecose bovina, a dieta si que
presenta certa influencia noutros
axentes de mamite bovina, o que
pode axudar a que os animais sexan
menos susceptibles a unha infec-
cion por Prototheca spp.

Por tltimo, e debido ao caracter
subclinico da enfermidade, é impor-
tante realizar unha boa monitoriza-
cién do leite de todos os animais da
explotacion mediante a avaliacion
dos resultados do control leiteiro ou,
na sua falta, a realizaciéon peri6di-
ca de probas de diagnéstico como
o CMT (California Mastitis Test)
(Ruegg, 2017), o que nos permitird »
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» AS FERRAMENTAS MOLECULARES COMO A PCR PODEN
SER UNHA BOA ALTERNATIVA PARA A MONITORIZACION DO
TOTAL DE ANIMAIS EN PRODUCION MEDIANTE A ANALISE DE

MOSTRAS DE LEITE DE TANQUE

identificar aqueles animais con cuar-
teiréns positivos e asi evitar ou redu-
cir a posibilidade de contaminacion
do medio e, por tanto, o contaxio a
outros animais. De maneira similar,
sempre que se adquiran animais,
estes deberian ou ben comprarse a
rabafios con historial negativo de-
mostrable ou ben realizarse andlises
individuais que permitan identificar
se se trata dun animal portador an-
tes de introducilo no rabafio (Bueno
et al., 2006). Neste sentido, as ferra-
mentas moleculares como a PCR po-
den ser unha boa alternativa para a
monitorizacién do total de animais
en producién mediante a andlise de
mostras de leite de tanque.

OBXECTIVOS
Con todo o exposto na revisién biblio-
grafica, e en especial coa problemati-
ca derivada da presenza de animais
positivos a Prototheca spp. nas explo-
tacions leiteiras e a imposibilidade do
seu tratamento, neste traballo expe-
rimental expuxéronse os seguintes
obxectivos:
1°. Avaliar a capacidade dunha técni-
ca comercial de qPCR (reacciéon en
cadea da polimerasa cuantitativa)
para a deteccion de Prototheca
spp. a partir de mostras de leite de
tanque de explotacions positivas.
2°. Comparar os resultados obtidos
mediante qPCR para mostras de
leite de tanque con aqueles obti-
dos mediante o cultivo microbio-
l6xico convencional das devan-
ditas mostras.

MATERIAL E METODOS

Toma de mostras

Este traballo realizouse en colabora-
cion co Laboratorio Interprofesional
Galego de Analise de Leite (Ligal); este
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laboratorio é o encargado de realizar
todas as andlises do programa de
Control Oficial de Rendemento Lei-
teiro que se realiza en Galicia e, ade-
mais, préstanlles servizo de diagnés-
tico de mamite 4s ganderias.

De maneira resumida, para o diag-
nostico de mamite realizase un cul-
tivo no medio agar-sangue a partir
do leite do cuarteirén ou cuarteiréns
afectados, e, no caso de obter colonias
illadas, procédese & sua identificacion
mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF.

Durante o periodo de setembro de
2021 a xufio de 2022, solicitouselle
ao Ligal que cada vez que obtivesen
un illamento positivo de Prototheca
spp. nas mostras de leite de cuartei-
réns individuais que reciben rutina-
riamente para diagnéstico, se puxe-
sen en contacto coa devandita gande-
ria ou co seu veterinario responsable,
solicitando unha mostra de leite do
tanque da devandita explotacion.

Unha vez obtida a mostra de tan-
que, realizouse o seu cultivo no Ligal
no medio agar-sangue, do mesmo
xeito que coas mostras individuais
e, a continuacion, procedeuse a gar-
dala en conxelacién a -20 °C. Deste
xeito, o Ligal recolleu 49 mostras de
tanque de diferentes explotacions de
toda Galicia, que cumprian a carac-
teristica de que en todas elas se de-
tectou polo menos unha vaca positiva
a Prototheca spp. mediante cultivo
microbioléxico de leite de cuarteirén.
Posteriormente, as mostras de leite
de tanque foron enviadas 4 Facultade
de Veterinaria de Lugo para realizar a
sta analise mediante qPCR.

Na figura 2 pode observarse o nu-
mero de explotacions incluidas de cada
provincia; A Corufia e Lugo son as mais
representadas.

Adieta € un factor que pode influenciar a resistencia

das vacas 4 mamite

E importante realizar unha hoa monitorizacién do
leite de todos os animais mediante a avaliacion

dos resultados do control leiteiro ou a realizacion
periédica de probas de diagnéstico como o CMT

Figura 2. Numero e porcentaxe de ex-
plotaciéns incluidas no estudo por cada
provincia de Galicia

Extraccion de ADN

Unha vez coas mostras no labora-
torio, o primeiro paso foi realizar
a extraccion e purificacion do ADN
presente en cada mostra.

Este paso é un dos mais criticos,
xa que, se non obtemos un ADN en
suficiente calidade e cantidade, é
posible que a qPCR non funcione. »
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» UNHA VEZ OBTIDA A MOSTRA DE TANQUE, REALIZOUSE O
SEU CULTIVO NO LIGAL NO MEDIO AGAR-SANGRE, DO MESMO
XEITO QUE COAS MOSTRAS INDIVIDUAIS E, A CONTINUACION,
PROCEDEUSE A GARDALA EN CONXELACION A -20 °

Para isto utilizamos o kit comer-
cial high pure PCR template pre-
paration KIT (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemafia) seguindo o se-
guinte protocolo:

1.

2.

Desconxelar a lisozima huma-
na e a proteinasa K.
Homoxeneizar as mostras de
leite de tanque nun axitador
de tubos.

Aspirar con micropipeta un
volume 200 pL de cada mos-
tra de leite e introducir nun
tubo Eppendorf estéril.
Engadir 14 pL de lisozima
humana (50 mg/ml) a cada
mostra de leite. Este reactivo
axuda a descompofier a pare-
de celular das posibles bacte-
rias e algas presentes.
Homoxeneizar durante 1 mi-
nuto no axitador de tubos Ep-
pendorf.

Incubar as mostras homoxe-
neizadas durante 1 h a 37 °C
cunha axitaciéon de 500 revo-
luciéns por minuto.

Engadir 40 pL de proteinasa K
desconxelada as mostras e ho-
moxeneizar no axitador duran-
te 1 minuto. A proteinasa K é
unha serina proteasa (encima)
con ampla actividade de esci-
sién para destruir proteinas en
lisados celulares e asi liberar
acidos nucleicos. Tefien a ca-
pacidade para inactivar tanto
ADNasas (desoxirribonucleasa)
como ARNasas (ribonucleasas).
Incubar durante 1 h a 55 °C
cunha axitaciéon de 500 revo-
luciéns por minuto.

Engadir 200 pL de Binding Bu-
ffer, que permite obter un pH e
concentracions de sales adecua-
dos para que o ADN se absorba
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e se adhira posteriormente &
membrana silica da columna
de centrifugacién. Na figura 3
podemos observar a colum-
na de centrifugacién e a sta
membrana silica no interior
dun tubo colector.

10.Homoxeneizar inmediatamen-
te durante 1 minuto.

11.Incubar durante 10 minutos a
70 °C cunha axitacién de 500
revoluciéons por minuto. Apro-
veitar este momento para pre-
quentar a solucion de elucion
a tamén a 70 °C.

12.Engadir 100 pL de isopropa-
nol. Desta maneira, o isopro-
panol precipita o ADN porque
compite con este pola auga,
deshidratandoo e levandoo ao
fondo do tubo.

13.Homoxeneizar durante 1 mi-
nuto e centrifugar brevemen-
te (aproximadamente 10 s) na
microcentrifuga para que non
quede ningtn liquido nin na
tapa nin nas paredes do tubo.

14.Colocar unha columna de cen-
trifugacién nun tubo colector
e pipetear todo o contido de
cada Eppendorf coas mostras
a correspondente columna.

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

16.Colocar a columna sobre un
novo tubo colector e refugar o
anterior.

17.Engadir 500 pL de Inhibitor
Removal Buffer (primeiro la-
vado). Este tampodn contribie
a eliminar as substancias non
desexadas presentes na mos-
tra como restos de membra-
nas, graxas, proteinas etc.

18. Centrifugar durante 1 minuto a
9300 revoluciéns por minuto.

Figura 3. Tubo colector e columna de
centrifugacion, con detalle da membrana
de silica

19.Colocar a columna sobre un
novo tubo colector e desbotar
0 anterior.

20.Engadir 500 pl. de Wash Buffer
(segundo lavado).

21.Centrifugar 1 minuto a 9300
revoluciéns por minuto.

22.Engadir 500 nL. de Wash Buffer
(terceiro lavado).

23.Centrifugar 1 minuto a 9300
revoluciéns por minuto.

24.Baleirar o tubo colector e vol-
ver colocar a columna. Cen-
trifugar 3 minutos a 10400
revoluciéns por minuto para
conseguir un secado de mem-
brana. Mediante este paso
conseguimos que non queden
restos das soluciéns de lavado
na membrana da columna de
centrifugacion.

25.Colocar a columna sobre un
novo tubo Eppendorf estéril
e libre de nucleasas onde se
almacenara o ADN ata a sda
andlise. Engadir na columna
100 pL de Elution Buffer (pre-
calentado a 70 °C).

26.Deixar incubar 2 minutos e
centrifugar 1 minuto a 9300
revoluciéns por minuto.

27.Almacenar o tubo Eppendorf
co ADN a -20 °C.

PROTOCOLO DE QPCR

Unha vez obtido o ADN de cada mos-
tra mediante o protocolo anterior, pro-
cedeuse & realizacion da qPCR para a
deteccién de Prototheca spp. Para iso
empregouse un kit comercial rapido de
qPCR (EXOone® Prototheca spp. oneMix,
EXOPOL, Espaiia), que inclte, ademais,
un control endéxeno (CE) que utiliza
como diana unha rexién conservada do
xene da proteina B-actina que estd pre-
sente en todas as células de mamiferos.



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

As mostras foron analizadas nun
termociclador de tempo real QuantS-
tudio 5® (Applied Biosystems®, Es-
tados Unidos), o cal se pode observar
na figura 4. Na tdboa 1 podemos ver
unha descricion dos componentes
fornecidos polo kit.

En primeiro lugar, é necesario
hidratar o control positivo sintéti-
co que se fornece liofilizado co kit
e que serve como control positivo
externo da andlise. O protocolo foi
0 seguinte:

1.Centrifugar brevemente o tubo

do Control Positivo MAM4 e re-
constituir con 250 pL de auga
de grao molecular.

2.Deixar repousar o tubo 10 mi-

nutos a temperatura ambiente
para facilitar a resuspensién do
liofilizado.

3.Homoxeneizar brevemente no

axitador de tubos Eppendorf e
centrifugar durante 10 s.

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

5.A continuacion, procedeuse a rea-
lizar a qPCR propiamente dita,
para o que se seguiu o seguinte
protocolo:

a. Desconxelar o tubo oneMIX®,
que contén todos os elementos
necesarios para a deteccion
tanto de Prototheca spp. como
do control end6xeno (polime-
rasa, primers, sondas etc.).

b. Homoxeneizar brevemente o
tubo oneMIX® no axitador de
tubos Eppendorf e centrifugar
durante 10 s.

c. Cubrir o persoal de anailise,
incluindo todas as mostras a
testar e os controis positivo e
negativo. Colocar nunha gra-
dilla tantos tubos de 0,2 mL
como mostras e controis se
necesiten, seguindo a mesma
distribucién do persoal.

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

e. Engadir 5 pl. de mostra de ADN,
Control Positivo ou Control Ne-
gativo (auga de grao molecular)
ao seu tubo correspondente se-
guindo o persoal, pechandoos a
continuacién para evitar conta-
minaciéns entre tubos.

f. Centrifugar os tubos a 1600
revolucions por minuto para
evitar que queden pingas na
tapa ou paredes do tubo.

g. Introducir os tubos no termo-
ciclador e programar a ana-
lise utilizando o seu propio
software.

O protocolo térmico empregado

estd resumido a tdboa 2.

Taboa 1. Compoiientes empregados subministrados polo kit EXOone® Prototheca spp.

oneMix (EXOPOL, Espafia)
Nome Descricion Presentacion
Cada tubo contén tampdn,
PRTH oneMIX® tube enzimas dnT,P, cebadores/sondas 2 tubos
para o patéxeno e control de
deteccion endéxeno
Control positivo MAM4 Control sintético especifico 1 tubo
liofilizado

Auga Auga de grao molecular 1tubo (1 mL)

Taboa 2. Protocolo térmico empregado para a analise de Prototheca spp. Mediante qPCR

Protocolo térmico (ciclos) Temperatura
1 ciclo 5 minutos 95°C
15 segundos 95°C
42 cicl
e 60 segundos 60°C
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INTERPRETACION DA QPCR

A presenza de Prototheca spp. en
cada tubo detectouse mediante a am-
plificacién do sinal de fluorescencia
da canle FAM®, considerando positiva
calquera mostra cun valor do limiar
de amplificacion (Ct: Cycle threshold)
inferior a 38. Aquelas mostras con
valores de Ct entre 38 e 42 (limite
de ciclos da técnica) considerdaronse
como dubidosos. Hai que destacar
que o valor de Ct é inversamente pro-
porcional & cantidade de ADN diana
presente inicialmente na mostra, polo
que valores mdis baixos de Ct indican
unha maior presenza de Prototheca
Spp. na mostra.

Naquelas mostras para as cales non
houbo amplificacién da canle FAM®
que detectaba a presenza de Pro-
totheca spp., a CE incluido na andlise
permitiu avaliar o funcionamento da
gPCR. Dado que a diana da CE é a
B-actina, un xene que estd presente
en todas as células de mamiferos, to-
das as mostras de leite deben obter
unha amplificacién positiva para esta
diana; pola contra, un resultado ne-
gativo para esta diana indicarianos
que houbo algin problema ou erro
co funcionamento da qPCR. A CE de-
tectouse a través da canle VIC e o seu
rango de Ct debe estar comprendido
entre 22 e 37. Desta forma, se o Ct da
CE dunha mostra negativa estd den-
tro dese rango, considerarase que o
resultado obtido para ela no canal de
deteccion do patéxeno é valido, men-
tres que se non hai ningunha lectura
isto pode indicar que a extraccion de
ADN non foi eficiente ou houbo al-
gln problema durante a realizacién
da qPCR (mal pipeteado, reactivos en
mal estado etc.).

Na tdboa 3 (pdx. seg.) resimense 0S
criterios de interpretacion do resulta-
do da qPCR en funcién dos resultados
de cada canle de fluorescencia e os
controis positivo e negativo; mentres,
na figura 5 (pax. seg.) poden verse
catro posibles resultados que poden
obterse para unha mostra.

RESULTADOS E DISCUSION

Das 49 mostras de leite de tanque
de explotacions leiteiras con animais
positivos a Prototheca spp. que foran
recollidas polo Ligal e analizadas in-
dividualmente mediante un cultivo
microbioléxico no medio agar-sangue,
non se conseguiu illar colonias com-
patibles con Prototheca spp. en nin-
gunha delas. »
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Figura 5. Posibles resultados da qPCR. Represéntase a lectura de deteccién de Prototheca spp. en cor celeste (canal FAM®) e a
lectura de deteccién de control endéxeno en vermello (canal VIC ©)
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B: Mostra negativa: existe amplificacion do canal que detecta o control enddxeno, pero non do canal que detecta o patéxeno

C: Mostra positiva: existe amplificacion de ambos os canais

D: Mostra positiva: existe amplificacién do canal que detecta o patéxeno, pero non do canal que detecta o control enddxeno. Este resultado pode producirse naquelas ocasions
nas que a presenza do patéxeno é tan elevada que consome todos os recursos da qPCR, impedindo a amplificacion do control endéxeno

En cambio, a andlise de qPCR rea-
lizada sobre as mesmas mostras si
obtivo resultados positivos nun gran
namero delas, e permitiu detectar
ADN de Prototheca spp. nas mostras
de leite de tanque do 68 % das explo-
tacions (33/49 explotacions).

Para o resto das explotacions, en
cinco das mostras de leite de tanque
(10 %) obtivose un resultado dubidoso,

Figura 6. Porcentaxe de deteccién de
Prototheca spp. Mediante qPCR nas
mostras de leite de tanque recollidas
neste estudo

B Positivas M Dubidosas

Negativas
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mentres que nos 11 restantes (22 %)
se obtivo un resultado claramente
negativo (figura 6).

Na taboa 4 poden verse os valores
de Ct maximo e minimo, asi como a
media obtida para cada categoria de
resultado.

Estes resultados parecen indicar
que a qPCR realizada sobre mostras
de leite de tanque de explotacions

con infeccion coniecida por Prototheca
spp. é unha técnica cunha maior
sensibilidade analitica que o cultivo
microbiol6xico convencional, dado
que non se conseguiu illar colonias
de Prototheca spp. en ningunha das
mostras de leite de tanque analizadas.

Ainda que o cultivo de Prototheca
spp. a partir de leite de tanque foi des-
crito e empregado mesmo nalgin »

Taboa 3. Criterios de interpretacion dos resultados obtidos na qPCR

Mostra CE da mostra Control Positivo Control Negativo Resultado
+ Non considerar + Vélido
+ + Vélido
+ Non valido
+/- +/- Non valido
+/- +/- + + Non valido

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

Taboa 4. Niimero de mostras positivas, negativas e dubidosas xunto cos valores Ct
maximos, minimos e media obtidos por cada categoria

Resultado Niimero de mostras Ct medio Ct minimo Ct maximo
Positivos 33 32,75 28,24 37,72
Dubidosos 5 39,53 38,19 41,33
Negativos 11 No Ct
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» O VALOR DE CT

E INVERSAMENTE
PROPORCIONAL A CANTIDADE
DE ADN DIANA PRESENTE
INICIALMENTE NA MOSTRA,
POLO QUE VALORES MAIS
BAIXOS DE CT INDICAN

UNHA MAIOR PRESENZA DE
PROTOTHECA SPP. NA MOSTRA

estudo recente con ata un 0,5 % de
deteccion de tanques positivos (To-
yotome et al., 2022), a maioria das
publicaciéns atopadas realizan esta
andlise mediante PCR e obtefien
porcentaxes de deteccion moi supe-
riores (6-11 %), o que suxire que as
técnicas moleculares presentan en
principio unha maior sensibilidade
analitica que os métodos microbio-
l6xicos convencionais baseados no
cultivo (Bauman et al., 2018; Zecconi
et al., 2020).

E posible que estas diferenzas se
deban tamén a que os estudos men-
cionados se realizaron en paises di-
ferentes, pero, tendo en conta que
Prototheca spp. é un microorganis-
mo de orixe ambiental e relacionada
principalmente coas fontes de auga,
non parece que as distintas rexions
xeograficas sexan a Unica causa que
xustifique estas diferenzas.

O feito de que neste traballo non
se lograse o illamento de Prothoteca
spp. en ningunha mostra poderia es-
tar seguramente relacionado cunha
maior sensibilidade da técnica de
PCR, pero é probable que existan ou-
tros factores que influisen nestes re-
sultados. Un dos factores con maior
influencia é posiblemente a preva-
lencia deste patdoxeno nas granxas,
de tal maneira que naquelas explota-
ciéns con maior nimero de animais
infectados é mais probable que o cul-
tivo microbioléxico a partir de leite
de tanque resulte positivo; isto pode
verse tamén nun traballo realizado
por Ricchi et al. (2013), onde nunha
explotacion con prevalencia do 4,8 %
a Prototheca blaschkeae s6 o 33 %
das mostras de leite de tanque culti-
vadas obtiveron un illamento positivo.
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Outra posible razén para a inhibi-
cién do crecemento de Prototheca
spp. pode ser a presenza no leite de
certas substancias con capacidade
antimicrobiana, como son a lactofe-
rrina, lisozima e lactoperoxidasa, en-
tre outros, o que, unido a unha baixa
carga do microorganismo, pode pro-
vocar que se produzan ausencias de
crecemento (Rainard e Riollet, 2006).

O efecto da prevalencia de Pro-
totheca spp. a nivel de rabafio é
seguramente tamén o responsable
da aparicién de falsos negativos na
qPCR no noso estudo, xa que, ainda
que todas as explotacions incluidas
presentasen polo menos un animal
infectado por Prototheca spp., ata
un 22 % das mostras analizadas me-
diante qPCR resultaron negativas, o
que suxire que a cantidade de Pro-
totheca spp. presente na mostra de
leite de tanque era mais baixa que
a sensibilidade analitica da qPCR.
Este efecto da prevalencia sobre a
capacidade de deteccion das técni-
cas moleculares pode observarse
tamén en traballos realizados con
outros microorganismos causantes
de mamites, como é o caso de Strep-
tococcus agalactiae e Staphylococcus
aureus (Boss et al., 2011; Mahmmod
etal, 2013).

En relacion cos resultados dubido-
sos (10 % neste estudo), hai que co-
mentar que deberian interpretarse
polo menos coma un posible risco e,
daquela, deberian tomarse medidas
como a monitorizacién continuada
da explotacién, sobre todo tendo
en conta as implicaciéns que sup6n
para as granxas a existencia de ani-
mais infectados por esta alga.

0 desenvolvemento de métodos ana-
liticos que posibiliten a deteccién deste
patéxeno no tanque de leite supén un
avance, xa que facilitaria realizar un
mellor control da enfermidade e redu-
cir en parte os grandes custos econo-
micos que provoca a presenza deste
tipo de mamites nas explotaciéns gan-
deiras, tanto polo sacrificio de vacas
afectadas coma polo aumento de cé-
lulas somaticas no tanque de leite e
custos veterinarios asociados. Coma
principais vantaxes da qPCR, pédese
sinalar que é unha técnica moito mais
rdpida que o cultivo microbioléxico
no que se refire 4 obtencién de resul-
tados e, polo tanto, axiliza a toma de
decisions en granxa.

De maneira xeral, pédese dicir que
para que se consigan illar colonias

de Prototheca spp. nun medio de cul-
tivo e confirmar o illamento necesi-
tanse entre 3 e 5 dias (Krukowski et
al.,, 2013; Onozaki et al., 2013), men-
tres que para a PCR non se necesitan
normalmente mais de 24 h.

Doutra banda, como observamos,
o cultivo non conseguiu illar ningun-
ha colonia do tanque de leite, xe-
rando por tanto falsos negativos en
explotacions onde realmente si ha-
bia casos de mamite por Prototheca
spp.; con todo, a qPCR si conseguiu
detectar o patéxeno nunha impor-
tante porcentaxe de granxas, o que
indica unha maior capacidade de
deteccion deste patoxeno. Por tultimo,
hai que sinalar que, ao ser empre-
gada sobre unha mostra de leite de
tanque, esta técnica tamén ten a
vantaxe de que permite monitori-
zar as explotacions dunha maneira
sinxela, o que permite cofiecer se
a explotacion é ou non positiva e a
sua evolucién no tempo. Esta vanta-
xe xa foi demostrada para a qPCR
noutros axentes patéxenos causan-
tes de mamite; por exemplo, Syring
et al. (2012) demostraron a eficacia
da qPCR para cofiecer o estado de
infeccién dun rabafio por Staphylo-
coccus aureus e a monitorizacién da
devandita infeccion no tempo. De
maneira similar, Soltau et al. (2017)
chegaron 4 conclusion de que a qPCR
realizada sobre o leite de tanque
permitia a deteccién de patéoxenos
como Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae e Streptococcus uberis,
e, por tanto, era unha moi boa fe-
rramenta para monitorizar explota-
ciéns se se usa con frecuencia e en
repetidas mostras.

Desta maneira, poderiase imple-
mentar a andlise mediante qPCR

A qPCR € unha técnica moito mais rapida ca
o cultivo microbioléxico no que se refire

obtencion de resultados




» EN FUTUROS ESTUDOS CONVIRIA CONECER A PREVALENCIA
EXACTA DA ENFERMIDADE NAS EXPLOTACIONS, XA QUE DESTA
MANEIRA SE PODERIA ANALIZAR A RELACION ENTRE ESTAE O
VALOR DE CT OBTIDO PARA DETECTAR PROTOTHECA SPP.

de Prototheca spp. sobre as propias
mostras de leite de tanque que se
recollen periodicamente nas gande-
rias para realizar as analises oficiais
de RCS e a bacterioloxia de tanque.
En xeral, estas mostras recéllense
utilizando un axente conservante
(normalmente azidiol), polo que non
poden ser utilizadas para cultivo
microbioléxico; con todo, a presen-
za deste composto non xera ninglin
tipo de problema para a realizacion
da gPCR. Deste xeito, a monitori-
zacion de certos patéxenos como
Prototheca spp. nas ganderias po-
deriase facer dun modo moito mais
econdémico, xa que, por unha banda,
s6 seria necesaria unha mostra de
leite de tanque para saber se estd
presente o patéxeno na explotacion
e asi evitar ter que analizar as va-
cas individualmente, e, pola outra,
poderianse aproveitar as mostras
de leite de tanque que chegan de
maneira rutineira ao laboratorio,
evitando ter que realizar unha mos-
traxe especifica e o correspondente
desprazamento 4 granxa.

A pesar das vantaxes, a técnica de
qPCR tamén presenta certos incon-
venientes. Entre eles, un dos prin-
cipais é que non permite valorar a
viabilidade do microorganismo de-
tectado, a diferenza do cultivo, onde
soamente creceran aqueles microor-
ganismos viables.

Non obstante, este inconveniente
pode solucionarse coa adicion dal-
gunhas substancias a mostra proble-
ma; por exemplo, algins estudos su-
xiren que en futuras investigaciéns
se engadan certos produtos coma o
bromuro de etidio, que impide que
a polimerasa utilizada na PCR poi-
da amplificar o ADN de microorga-
nismos mortos, o que permite que a
proba detecte s6 as células viables
e realmente se demostre que existe

unha infecciéon activa de devandi-
to patoxeno na explotaciéon (Nocker
et al, 2006; Taskin et al., 2006). Con
todo, no caso de Prototheca spp., de-
bido a certas caracteristicas coma a
ausencia dun tratamento eficaz e a
stia ampla e facil distribuciéon polo
ambiente das explotacions leiteiras,
o mero feito de detectar ADN deste
patoxeno en tanque de leite, ainda
que se descofieza se pertencia a
unha célula viable ou non, deberia
ser considerado coma un risco sufi-
ciente para empezar a tomar medi-
das de control estritas, tal e como se
mencionou anteriormente.

LIMITACIONS DESTE TRABALLO

Por dltimo, para rematar este tra-
ballo de fin de grao haberia que
sinalar algunhas das limitaciéns
que presenta o estudo experimen-
tal exposto. En primeiro lugar, tal
e como se sinalou anteriormente, a
prevalencia de infecciéon existente
nas explotaciéns é un factor que in-
flde na capacidade de deteccion da
qPCR; con todo, neste traballo non
puido avaliarse este efecto, xa que
se descofiecia a prevalencia exac-
ta de infeccion por Prototheca spp.
nas granxas incluidas.

Isto débese a que, ainda que o Li-
gal foi capaz de localizar granxas
nas que habia polo menos un animal
infectado, se carecia de informacién
do resto dos animais da granxa, polo
que a prevalencia de infeccién entre
unhas granxas e outras posiblemen-
te sexa bastante variable. Por ese
motivo, en futuros estudos conviria
cofiecer a prevalencia exacta da en-
fermidade nas explotacions, xa que
desta maneira se poderia analizar
a relacién entre esta e o valor de Ct
obtido para detectar Prototheca spp.
durante a qPCR. Isto permitiria es-
tablecer cal é a prevalencia minima
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de infeccién nas explotacions que
poderia ser detectada mediante o
emprego de qPCR sobre mostras de
leite de tanque.

Doutra banda, a pesar de obser-
varse unha maior sensibilidade da
qPCR en relacién ao cultivo micro-
bioléxico sobre mostras de leite de
tanque, tal como se explicou ante-
riormente, producironse resulta-
dos falsos negativos e dubidosos
en explotaciéns teoricamente po-
sitivas; por este motivo, seria moi
interesante estudar como se pode-
ria mellorar esta técnica. Unha das
posibilidades que se poderian ex-
plorar seria tentar aumentar a con-
centraciéon do patéxeno na mostra
de leite de tanque previamente 4
extraccion de ADN, o que, sen dubi-
da, aumentaria a stua sensibilidade
analitica. Por exemplo, na industria
alimentaria empregdronse con éxi-
to algins métodos para concentrar
0s pat6xenos nas mostras de leite e
separalos asi da matriz, por exemplo
a centrifugacién, a filtracion e a se-
paraciéon inmunomagnética (Mor-
tari e Lorenzelli, 2014).

A centrifugacién é un dos méto-
dos que mdis se empregou para a
preparacion e concentracién de pa-
téxenos como Escherichia coli, Lis-
teria monocytogenes ou Salmonella
spp. en mostras tanto de leite coma
de produtos lacteos, podendo ser
utilizadas posteriormente noutras
aplicacions como a PCR (Stevens
e Jaykus, 2004; Paul et al., 2013;
Brewster e Paul, 2016).

A filtracion é outra técnica que
tamén se utilizou en mostras de leite;
por exemplo, Wu e Kado (2004) uti-
lizaron filtros con poro de 0,45 pm
para recuperar eficazmente célu-
las de Escherichia coli. No caso de
Prototheca spp., debido ao maior
tamafio desta (7-30 um), poderianse
empregar incluso filtros con maior
tamafno de poro, o que permitiria
recuperar as células da alga dun-
ha maneira madis limpa posto que
o resto de materiais mais pequenos
presentes na mostra como bacterias
escaparian a través do poro do filtro.

Por tultimo, o método de separa-
cion inmunomagnética tamén foi
empregado para concentrar dife-
rentes axentes pat6xenos presen-
tes en mostras de leite. A grandes
lifas, este método baséase en en-
gadirlle & mostra problema unhas
pequenas esferas magnéticas que »
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» ATECNICA DE QPCR
EMPREGADA E UNHA
TECNICA VALIDA PARA
DETECTAR PROTOTHECA SPP.
NO TANQUE DE LEITE DAS
EXPLOTACIONS GANDEIRAS,
E E, ADEMAIS, UNHA
ALTERNATIVA ECONOMICA

estdn recubertas con anticorpos es-
pecificos do microorganismo de in-
terese que se quere recuperar, pos-
teriormente se incuban para facilitar
a uniéon antixeno-anticorpo e, final-
mente, separanse do resto da ma-
triz utilizando un iman (Wang et al.,
2020). De entre as tres alternativas
propostas para mellorar a concen-
tracion de microorganismos en lei-
te, esta é a madis especifica de todas,
xa que utiliza anticorpos especificos
fronte ao axente que se tenta detec-
tar; seguramente este sexa o motivo
polo cal esta técnica presentou moi
bos valores de recuperaciéon de mi-
croorganismos a partir de mostras
de leite, por exemplo Staphylococcus
aureus (Wang et al., 2022), Escheri-
chia coli (Lim et al., 2016) ou Salmo-
nella spp. (Dai et al., 2015).

CONCLUSIONS

De acordo cos resultados obtidos
neste traballo, deducironse as se-
guintes conclusions:

e A técnica de qPCR empregada
¢ unha técnica valida para de-
tectar Prototheca spp. no tan-
que de leite das explotacions
gandeiras, e é, ademais, unha
alternativa econdmica.
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e Segundo os resultados obtidos,
a qPCR é mais sensible que o
cultivo microbiol6xico conven-
cional para analizar mostras de
leite do tanque, dado que todas
as mostras cultivadas deron
falsos negativos a diferenza da
qPCR que detectou ata un 68 %
das mostras.

e A existencia de mostras nega-
tivas e dubidosas 4 qPCR su-
xiren que a capacidade de de-
teccién desta técnica depende
da prevalencia de infeccion
existente nas explotacions.

eTendo en conta a porcentaxe
descrita de falsos negativos na
qPCR, conviria para futuros es-
tudos tentar mellorar a técnica
utilizando métodos de concen-
traciéon de microorganismos. B

NOTA FINAL DO AUTOR

Este artigo é a segunda (e tultima)
parte do meu traballo de investiga-
cion Fin de Grao, cuxos obxectivos
foron avaliar a capacidade da técni-
ca de qPCR para detectar Prototheca
spp. en mostras de leite de tanque,
un dos axentes causantes da mamite,

e comparar os resultados obtidos
mediante esta técnica cos obtidos
mediante o cultivo microbiol6xico
tradicional.

A primeira parte podese consul-
tar en Vaca Pinta 45, maio 2024, co
titulo “Evaluacion da qPCR para a de-
teccion de Prototheca spp. en leite de
tanque (I)”: https://vacapinta.com/é/
articulos/evaluacion-de-a-qpcr-para-
a-deteccion-de-prototh.html

Este estudo realizouse grazas & co-
laboracion entre o grupo Invesaga e
o Laboratorio Interprofesional Galego
do Leite (Ligal), equipos que recolle-
ron as mostras empregadas e realiza-
ron os cultivos microbioloxicos desta.
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