ESPECIAL VACUNO DE LECHE - MASTITIS BOVINA

La importancia del diagnéstico temprano
de la mastitis bovina: estrategias hacia una
ganaderia de precision

El sector lacteo es clave para la economia de la Union Europea. Para garantizar la
sostenibilidad del sector, el bienestar y la salud de las vacas lecheras son esenciales. La
mastitis es uno de los principales problemas que afectan a las vacas lecheras. Esta infeccion
provoca la inflamacion de las glandulas mamarias y altera los tejidos de la ubre, provocando
hinchazén y molestias. También afecta a las propiedades fisicoquimicas de la leche.

a carga econdmica de la mastitis
L bovina es enorme. Ademas de re-

ducir la produccién de leche, tam-
bién afecta a su calidad. En este contexto,
la prevencién y la deteccion temprana de
esta infeccion son clave para mejorar la
sostenibilidad y la rentabilidad de la indus-
tria lactea europea.

La mastitis es una infeccién principal-
mente bacteriana, que puede manifestarse
en su estado clinico o subclinico. La mas-
titis clinica comunmente se diagnostica
cuando la consistencia y la calidad de la
leche se ven afectadas: la leche se vuelve
acuosa, espesa, escamosa o contiene pus
0 coagulos de sangre. En respuesta a la
inflamacion, la ubre de la vaca se hincha,
enrojece y duele. La mastitis subclinica es
més dificil de diagnosticar, ya que ni la le-
che ni la ubre de la vaca se ven afectadas
de manera visible. Sin embargo, tiene un
profundo impacto en el rendimiento del
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animal, representando un porcentaje sig-
nificativamente alto de los costes de la en-
fermedad (~70-80%). En los peores casos,
puede dafar irreversiblemente la ubre de
la vaca y afectar severamente a la calidad
de la leche y el volumen de produccién a
lo largo de la vida del animal. La deteccién
de mastitis subclinica es de gran preocu-
pacioén para la industria lactea.

Una vez detectada la infeccion, ésta
debe rastrearse hasta el animal infectado
para eliminar la leche afectada y adminis-
trar el antibiético adecuado. En algunos
casos, el tratamiento con antibi6ticos es
ineficaz y por eso se administran dosis
multiples para garantizar que el fadrmaco
permanezca en la ubre durante el ordeno,
lo que aumenta el coste del tratamiento.
Ademaés, en ocasiones se administran
antibidticos sin evidencia suficiente que
respalde la infeccion. Como resultado, los
residuos de antibiéticos pueden pasar a la

leche y liberarse en el agua y el suelo, lo
que contribuye a incrementar la resisten-
cia a antibiéticos. Cuando el tratamiento
con antibiéticos no es una opcion, espe-
cialmente cuando se detectan tasas sig-
nificativamente altas de infecciéon dentro
del rebafio, se recomienda el sacrificio del
animal. Todo esto lleva a buscar solucio-
nes rapidasy eficientes para el diagnéstico
temprano de la mastitis bovina. La detec-
cién rapida y la intervencién oportuna son
esenciales para reducir el impacto econ6-
mico, social y ambiental de la enfermedad.

En granja, el recuento de células somati-
cas se utiliza como indicador de la proba-
bilidad de que la leche contenga bacterias
patogénicas y, por lo tanto, este método
de diagnéstico solo puede identificar ca-
sos potenciales. En el laboratorio, tanto
el cultivo celular como la PCR se utilizan
para confirmar la infeccion e identificar
el patégeno causante. Sin embargo, es-



tas técnicas requieren tiempo y tienen un
coste elevado. Mas importante aun, estos
métodos no permiten el diagnostico en las
primeras etapas de la enfermedad, cuando
los animales son altamente infecciosos y
las terapias son mas efectivas.

En este contexto, se esté llevando a cabo
un proyecto de investigacion en el marco
de una accion ERA-NET, con apoyo de la
Unién Europea, dedicada a coordinar la
investigacién internacional en enfermeda-
des infecciosas que afectan a los animales
(programa ICRAD). El objetivo principal
del proyecto se centra en el desarrollo de
nuevas herramientas de diagndstico para
la deteccién de la mastitis bovina en las
primeras etapas de la enfermedad, apro-
vechando la presencia en leche de bio-
marcadores de la respuesta inmunitaria
temprana de las vacas: miARNSs, citocinasy
péptidos antimicrobianos. El proyecto (Bio-
sens4PrecisionMastitis) estd coordinado
por la Universidad Rovira i Virgili de Ta-
rragona, y en él colaboran investigadores

del Centro de Investigacién e Innovacién
Pro-Academia de Polonia, de la Universi-
dad Riga Stradin$ de Letonia, y la empresa
SeqOmics Biotechnology Ltd. de Hungria.

El proyecto se basa en avances recientes
en el diagnéstico de infecciones en huma-
nos que aprovechan la respuesta inmuni-
taria temprana del organismo para facilitar
la toma de decisiones rapida e informada.
Tomando este avance de investigacién en
salud humana como punto de partida, el
nuevo proyecto pretende desarrollar una
tecnologia de deteccion capaz de evaluar
la respuesta inmunitaria diferencial del
huésped en las primeras etapas de la in-
feccion animal. Especificamente, el obje-
tivo es aplicar el conocimiento adquirido
sobre biomarcadores clave derivados de
la respuesta inmune del huésped durante
el periodo de incubacion, al desarrollo de
una plataforma de diagnéstico de mastitis
basada en biosensores electroquimicos
nanoestructurados. Aprovechando la pre-
sencia de esos biomarcadores en la leche,
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el nuevo enfoque de deteccién en base a
una "biopsia liquida" permitira el diagnés-
tico répido, no invasivo y sin estrés de la
mastitis bovina.

El proyecto se divide en cinco etapas
esenciales. En primer lugar, busca la
identificaciéon y validacién de un panel
de biomarcadores derivados del sistema
inmunolégico del huésped presentes en
las primeras etapas de la enfermedad,
que incluirdn miARNSs, citocinas y pépti-
dos antimicrobianos. En segundo lugar, la
identificacién de estos biomarcadores se
realiza en leche proveniente de un rebano
que se encuentra en un entorno natural, en
lugar de utilizar modelos animales. En ter-
cer lugar, los avances en la tecnologia de
biosensores electroquimicos basados en
nuevos nanomateriales facilitan el disefio
de dispositivos para una deteccion directa,
rapida y cuantitativa de los biomarcadores
identificados, evitando interferencias de
otros componentes de la leche. En cuarto
lugar, estos nuevos biosensores altamente
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Imagen 1: Concepto preliminar del dispositivo para el monitoreo en

linea de miRNAs.

sensibles y especificos son clave para di-
sefiar un dispositivo de punto de atenciéon
miniaturizado, facil de operar en la granja
por personal no experto, y que permita
lecturas casi en tiempo real gracias a su
bajo coste y uso simple. En quinto lugar, el
dispositivo final se redisefiara para su im-
plementacién en las lineas de ordefio exis-
tentes, para realizar "biopsias" de leche
de manera no invasiva y sin estrés, a bajo
coste y aprovechando equipos facilmente
disponibles.

El proyecto se esta llevando a cabo con
vacas infectadas naturalmente para identi-
ficar inicialmente biomarcadores clave de
mastitis bovina en leche. Investigadores
del Centro de Investigacién e Innovacién
Pro-Akademia recolectaron muestras re-
presentativas de un rebafio de ~35 vacas
lecheras Holstein-Friesian. Después de
identificar en base a los valores de recuen-
to de células somaticas vacas sanas, y va-
cas infectadas tanto con mastitis clinica
como con mastitis subclinica, la leche de
los animales seleccionados se recolectd
en dias consecutivos. Las muestras de le-
che también se analizaron mediante culti-
vo microbiano para determinar el nUmero
total de bacterias y detectar los microorga-
nismos mas comunes que causan mastitis,
incluidos S. agalactiae, S. uberis, S. aureus
y E. coli. A pesar de que los resultados mi-
crobiolégicos no reflejan la severidad de la
infeccion, se concluyé que pueden ser Gti-
les para guiar el tipo de antibiético a admi-
nistrar a las vacas con mastitis en estado
avanzado.

Seguidamente, los investigadores aisla-
ron el ARN total de las muestras de leche
para llevar a cabo su secuenciacion en las
instalaciones de la compania SeqOmics,
con el objetivo de seleccionar secuencias
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Imagen 2: Etapas de la evolucion de la respuesta inmune del huésped y

replicacién del patégeno durante un proceso infeccioso.

de miARN clave en las primeras etapas
de la mastitis bovina. Como resultado, se
seleccion6 una lista preliminar de cinco
miARNs que mostraron un mayor nivel de
expresion en las muestras clinicas y sub-
clinicas, como posibles candidatos a bio-
marcadores.

También se aislaron sedimentos de
leche para que los investigadores de la
Universidad Riga Strading analizaran la
presencia de citoquinas y péptidos anti-
microbianos producidos en el organismo
huésped como biomarcadores tempranos
de mastitis. Se prepararon frotis de leche
de 30 vacas y se tifieron inmunohistoqui-
micamente con 16 factores en seis dias
diferentes. Tras analizar los datos obteni-
dos, se observé que en vacas sanas, un
alto nimero de células inmunorreactivas
indicaba la preparacion de la inmunidad
del huésped bajo exposicion continua a
patégenos. En consecuencia, se confir-
moé que tanto la respuesta inmune local
celular como la humoral desempefian un
papel clave en las respuestas de defensa
y se identificaron dos factores como bio-
marcadores potenciales para la deteccién
temprana de mastitis bovina, uno que pro-
porciona defensa antiinflamatoria, y otro
con actividad microbicida frente a bacte-
rias Gram-negativas.

En paralelo, en la Universidad Rovira i Vir-
gili se esta trabajando en el desarrollo de
una nueva plataforma de deteccién capaz
de proporcionar la sensibilidad, selectivi-
dad y precision adecuadas para la detec-
ciéon de los biomarcadores previamente
identificados. En primer lugar, se fabrico y
caracterizé un nuevo transductor electro-
quimico nanoestructurado de silicio poro-
so carbonizado, que mostré un rendimiento
electroquimico excelente. Este transductor

se modificé adecuadamente para permitir
la deteccion de miRNAs, citocinas y pép-
tidos antimicrobianos. Hasta ahora los re-
sultados han demostrado la capacidad del
dispositivo desarrollado para detectar con-
centraciones minimas de miRNAs.

Al final del proyecto se espera que este
nuevo concepto confirme la infeccién, en
lugar de sélo la exposicion al patégeno, y
también informe del estado y la etiologia
de la enfermedad. Nuestra solucién apro-
vecha tecnologia basada en biosensores
para realizar “biopsias” de leche no inva-
sivas, in situ, casi en tiempo real, a bajo
coste y aprovechando equipo facilmente
disponible. Esta nueva tecnologia permiti-
ra la vigilancia constante de los animales,
con el fin de detectar rapidamente los ca-
sos procesables e identificar el patégeno
causante, lo que es clave para guiar la
intervenciéon de los ganaderos, proporcio-
nando al final una ventaja significativa a la
industria lactea europea. MG

El proyecto Biosens4PrecisionMastits
(www.biosensingbovinemastitis.com)
se enmarca en la iniciativa ERA-NET
ICRAD (Coordinacién Internacional
de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas) y esta cofinanciado por la
Agencia Estatal de Investigacion de Espaiia
(AEI/10.13039/501100011033; PCI2020-
120693-2), el Ministerio de Agricultura de
la Republica Hungara (AKGF /99/2021),
el Centro Nacional de Investigacion
y Desarrollo de Polonia y la Agencia
Estatal de Desarrollo de la Educacion de
Letonia (ES RTD/2021/2). Este proyecto
ha recibido financiacién del programa de
investigacion e innovacién Horizonte 2020
de la Union Europea en virtud del acuerdo
de subvencién n. 862605.




