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PROLOGO

El I Workshop Nacional de Investigacién en Tuberculosis Animal que tendrd lugar en
Gijon los préximos dias 17 y 18 de septiembre serd un espacio tnico para mejorar nuestro
conocimiento sobre esta epizootia e incluird los avances cientificos mds recientes y la inves-
tigacion bdsica y aplicada.

Por este motivo es muy grato para mi, como Consejera de Desarrollo Rural y Recursos Na-
turales, presentar las comunicaciones y trabajos que seran objeto de exposicién y discusion.

El Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) —a través
del Area de Sanidad Animal y en colaboracién con otras entidades entre las que quiero
destacar al Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)-
ha disefiado un completo programa con el objetivo de facilitar el debate y el intercambio,
tanto de los avances técnicos que se vienen produciendo en los estudios sobre la tubercu-
losis animal, como las novedades en la investigacion. Ademds este encuentro quiere ser un
foro abierto al andlisis de las cuestiones mas importantes relacionadas con la enfermedad
con el objetivo de seguir avanzando y dar respuesta a los retos que tenemos que abordar
de forma inmediata.

Este | Workshop pretende no solo contribuir al intercambio del conocimiento técnico y
cientifico sino promover un didlogo fluido y eficaz entre todos los agentes implicados: inves-
tigadores, técnicos, administracion y ganaderos, que permita avanzar significativa y cualita-
tivamente en el conocimiento de la enfermedad.

Para ello, por una parte se ha procedido a la recopilacién y publicacion resumida de
todo el conocimiento aportado por la préactica totalidad de grupos cientificos nacionales
que trabajan desde hace afios en la investigacion de la tuberculosis animal, con la par-
ticipacion de expertos de otros paises (Reino Unido, Francia y Portugal). Por otra, se ha
programado este encuentro en el que investigadores y técnicos compartirdn sesiones
cientificas y mesas redondas especificas que, partiendo del conocimiento adquirido, nos
permitan alcanzar nuevas ideas y propuestas. Finalmente, los aspectos mas importantes
de estas reuniones cientificas se dardn a conocer en una jornada abierta en la que esta
previsto que participen ganaderos, técnicos y gestores publicos. En ella se conoceran las
primeras conclusiones, que han de constituir un punto de partida para seguir trabajando,
de forma coordinada, con el objetivo compartido de atajar la tuberculosis y resolver los
problemas que genera, tanto a nivel regional como nacional e internacional, para beneficio
del conjunto de la sociedad.
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Asturias no se entiende sin su medio rural, sin las gentes que lo componen y que contri-
buyen cada dia a su sostenimiento. Tampoco se entiende sin la riqueza que conforman sus
valiosos recursos naturales. Nuestro desarrollo econémico, ambiental y sociocultural estara
lastrado sin una agricultura y ganaderia présperas.

Este encuentro cientifico quiere ser una ventana abierta al conocimiento y al progreso
porque estamos convencidos de que cuando ponemos la ciencia al servicio de la sociedad
para resolver los diferentes problemas que nos afectan, se producen avances que hacen
nuestra vida mds facil y nuestra sociedad mas préspera.

Marfa Jesus Alvarez Gonzalez
Consejera de Desarrollo Rural y Recursos Naturales
del Principado de Asturias
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;Qué es la tuberculosis animal?

La tuberculosis animal es una enfermedad infecto-contagiosa granulomatosa crénica que
afecta a diversos mamiferos domésticos y silvestres y muy excepcionalmente a aves. Esta
producida por especies pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT), prin-
cipalmente M. bovis y M. caprae (Grange et al. 1990). Mycobacterium bovis combina una de
las mds amplias gamas de hospedadores de todos los agentes patégenos, con un complejo
modelo epidemioldgico que engloba interacciones entre personas, animales domésticos y
animales salvajes (Galagan 2014).

¢Es importante para el ser humano?

La tuberculosis se sitta dentro de las enfermedades mas importantes a nivel mundial. Se
estima que causa una media de 8,8 millones de nuevos casos de enfermedad en humanos
y 1,5 millones de muertes anuales (Mdller et al. 2013). La mayor parte de estos casos estan
producidos por el patégeno humano M. tuberculosis (también perteneciente a CMT). Sin em-
bargo, en determinados paises, sobre todo los menos desarrollados, M. bovis tiene un papel
importante. Ademas, las infecciones por M. bovis en humanos son frecuentemente extra-
pulmonares. En Africa el 2,8% de los casos en humanos esta producido por M. bovis (Miiller
et al. 2013). La infeccidn del ser humano en estos paises ocurre principalmente a través del
contacto estrecho con ganado infectado y por el consumo de productos animales contami-
nados, como es la leche sin pasteurizar (Ayele et al. 2004). Los patégenos animales, como M.
bovis y M. caprae, tienen una capacidad muy limitada para transmitirse de humano a humano
(Gonzalo-Asensio et al. 2014). Igualmente, experimentos no publicados de VISAVET y SaBio-
IREC indican que el patégeno humano M. tuberculosis es menos eficaz en los hospedadores
animales.

;Qué papel tiene el ganado doméstico y la fauna silvestre?

La tuberculosis animal tiene una incidencia mundial todavia muy importante, observén-
dose en la mayoria de los paises pese a las numerosas y largas campafas de erradicacién que
se han llevado a cabo en muchos de ellos, incluyendo Espafia (Figura 1).
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Figura 1. La interacciéon entre especies domésticas y silvestres es importante en Espafa, siendo las infecciones
compartidas entre el ganado doméstico y la fauna silvestre uno de los retos actuales mas importantes de las autoridades
sanitarias. (Foto: SERIDA, Raul Gonzalez)

El ganado vacuno se considera el principal hospedador de la tuberculosis animal. Sin em-
bargo, el caprino, el ovino y el porcino han demostrado ser hospedadores eficientes en cuan-
to al mantenimiento de la tuberculosis. Asimismo, son muchos los animales silvestres reco-
nocidos como reservorios a nivel mundial. Entre ellos se encuentran el ciervo de cola blanca
(Odocoileus virginianus), el wapiti (Cervus elaphus), el bisonte (Bison sp) y el cerdo salvaje en
Norteamérica (Wobeser 2009; Miller y Sweeney 2013); el bufalo africano (Syncerus caffer), el
kudu (Tragelaphus strepsiceros), el antilope Lechwe (Kobus leche) y el facocero comun (Pha-
cochoerus africanus) en el Africa subsahariana (Hlokwe et al. 2014); la zarigiieya (Trichosorus
vulpecula) en Nueva Zelanda (Corner 2006); el bisonte europeo en Polonia (Krajewska et al.
2015), el tején (Meles meles) en Reino Unido e Irlanda (Gormley y Corner 2013; Murphy et al.
2014), y el jabali (Sus scrofa), el ciervo (Cervus elaphus) y el gamo (Dama dama) en la Peninsula
Ibérica (Gortazar et al. 2011a).

No obstante, es importante recordar que los reservorios de tuberculosis se desconocen
casi por completo en el sur de América, norte de Africa y Asia. Ademds, aunque la mera pre-
sencia de una especie potencialmente hospedadora no implica el establecimiento de un re-
servorio silvestre, son necesarios mayores esfuerzos de investigacion para clarificar el papel
de la fauna silvestre en la epidemiologia de la tuberculosis en muchas otras regiones, incluso
en paises desarrollados (Gortézar et al. 2015).
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¢Cudl es la situacion en la fauna silvestre en Espaiia?

En Espafia el papel que la fauna silvestre esta teniendo en el mantenimiento de la tuber-
culosis en los ambientes mediterraneos ha sido muy estudiado (Gortazar et al. 2011a, Figuras
2y 3). Se ha comprobado que en este medio existen ungulados, principalmente jabalies, cier-
vos y gamos, que mantienen la tuberculosis incluso en ausencia de ganado bovino, siendo las
prevalencias medias superiores al 50% en los jabalies y 15% en los ciervos (Vicente et al. 2013).

Figura 2. En los ambientes mediterraneos del centro y sur de la Peninsula Ibérica, el jabali es un componente importante
de la comunidad de hospedadores que mantiene el complejo M. tuberculosis. Estas comunidades (o reservorios) son
tanto mas estables (y por tanto dificiles de controlar) cuantas més especies domésticas (bovinos, caprinos, porcinos) y
silvestres (jabali, ciervo, gamo, tejon) las integren. (Foto: SaBio-IREC)

En el norte de la Peninsula Ibérica, con una climatologia atldntica muy diferente del res-
to, la situacién de la tuberculosis en la fauna silvestre es también muy distinta a la del drea
mediterranea. Como ejemplo, el jabali presenta una prevalencia de tuberculosis en Galicia y
Asturias de un 2,6%, siendo esta especie sin embargo un buen indicador de la circulacién de
CMT (Mufoz Mendoza et al. 2013). En cambio, el tejon podria tener un papel importante en
el mantenimiento de CMT en la Espafia atlantica (Balseiro et al. 2013).
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Figura 3. Pulmén y rifidn de un tejon con tuberculosis generalizada. El tejon puede ser localmente relevante como parte
de la comunidad de hospedadores del complejo M. tuberculosis, sobre todo en la Espafa atléntica. (Fotos: SaBio-IREC)

Para entender estas diferencias epidemioldgicas en la fauna silvestre hay que tener en
cuenta tres factores fundamentales: (1) la prevalencia de rebafo de la tuberculosis en el
ganado bovino es mucho mayor en el centro y sur de Espafia que en el norte de la penin-
sula (Figura 4), lo que favoreceria la transmisién de la infeccién desde el ganado bovino
a la fauna silvestre, (2) la agregacién de los ungulados silvestres (y domésticos) en torno
a puntos de agua o de alimentacidn, y las situaciones de sobreabundancia de ungulados
silvestres, son mas frecuentes en el centro y sur de la peninsula y, (3) el manejo de la fauna
silvestre en ambas regiones es muy dispar. Mientras que en el norte de la peninsula existen
principalmente poblaciones naturales, en ambientes mediterraneos el manejo artificial a
través de la suplementacion de alimento y agua y el vallado, asi como los traslados, son
practicas habituales. Esta situacién favorece el contacto entre animales y la transmisién
de la infeccioén.
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TUBERCULOSIS BOVINA. ANO 2014
Prevalencia maxima en rebafos
por comarcas
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Figura 4. Prevalencia de la tuberculosis animal en Espafia en rebafios de ganado bovino en el afio 2014. Obsérvese
la mayor prevalencia en el cuadrante suroccidental, que coincide con ambientes mediterrdneos con abundancia de
ungulados silvestres y presencia de otros factores de riesgo, como la escasez de agua. Fuente: MAGRAMA.

¢Por qué no se ha erradicado la tuberculosis bovina?

En el estado actual de erradicacion de la tuberculosis animal, las pérdidas mas impor-
tantes son debidas a la inmovilizacién y sacrificio de los animales, siendo muy considera-
bles las pérdidas indirectas. El control de la tuberculosis es dificil por varias razones (Figura
5). De acuerdo con el Informe Técnico del MAGRAMA sobre la aplicacién del Programa Na-
cional de Erradicacién de la tuberculosis bovina 2014 (http://rasve.magrama.es/Recursos/
Ficheros/Historico/62_INFORME%20FINAL%20TECNICO%20TB%202014.pdf), en 2014
se ha producido un marcado retroceso en la evolucién de la lucha frente a la enfermedad.
Las evaluaciones preliminares (Guta et al. 2014b) parecen indicar como principal causa el
incremento de la sensibilidad diagndstica que esta haciendo aflorar la infeccién residual,
principal factor de riesgo en Espafa (elevado nimero de pruebas de gamma-interferén
realizadas en rebafios infectados, realizacién de los cursos y pruebas de validacién para
los veterinarios de campo en 2012-2014 y aumento de los controles oficiales sobre estos
veterinarios). Ademas, se alude al creciente papel como reservorio de la fauna silvestre en
determinadas zonas.
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Figuras. El principal reservorio de la tuberculosis para el ganado bovino lo sigue constituyendo el propio ganado bovino.
Basta observar cémo a mayor formacién y mayor control de los veterinarios de campo, hay una mayor deteccién de
bovinos positivos. La seriedad en la aplicacion de los criterios de testado y eliminacién en bovinos es una de las claves
del éxito o fracaso del programa de erradicacion. (Foto: SaBio - IREC)

¢En qué consiste el Plan Nacional de Erradicacién de la Tuberculosis Bovina
(PNETB)?

El Programa Nacional de Erradicacién de la Tuberculosis Bovina (PNETB) presentado por
Espafa a la Comisién Europea para su cofinanciacion, se elabora por el Grupo de Trabajo de la
Tuberculosis y la Brucelosis Bovina compuesto por expertos de las diferentes Comunidades
Auténomas (CCAA), y se coordina y gestiona desde el Ministerio de Agricultura, Alimenta-
ciéon y Medio Ambiente (MAGRAMA).

El PNETB tiene como objetivo final la erradicacién de la enfermedad en el pais. Actual-
mente, en Europa, los Estados Miembros con programas de erradicacién aprobados y cofi-
nanciados por la Unién Europea son Croacia, Espafia, Irlanda, Italia, Portugal y Reino Unido.
Espafa presentd su primer programa de erradicacién en 1987. La prevalencia de tuberculosis
en rebafnos de ganado bovino era, en ese momento, del 11,14%. A finales de 2013, los valores
de prevalencia de tuberculosis habian descendido a 1,39% (Red de Alerta Sanitaria Veterina-
ria-RASVE, 2014; Figura 6).
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Figura 6. Grafico que muestra la evolucion de la tuberculosis a nivel de rebafio y de individuo en Espafia desde el afio
1986 hasta el 2014. Fuente: MAGRAMA.

El objetivo inmediato del programa es lograr un rdpido aumento del porcentaje de reba-
fios oficialmente indemnes, para poder avanzar hacia el reconocimiento de regiones oficial-
mente indemnes, paso previo a la erradicacién final. El estatus de regién/pais oficialmente in-
demne a tuberculosis bovina se alcanza cuando, durante 6 afios consecutivos, la prevalencia
de rebarfios infectados es inferior al 0,1% y al menos un 99,9% de los rebafios son oficialmente
indemnes.

Los objetivos parciales del programa son reducir la persistencia de la enfermedad en el
rebafio, reducir el riesgo de contraccién de la enfermedad, proteger las zonas de prevalencia
cero existentes, aumentar la sensibilidad diagndstica, cumplir las directrices de la Unién Eu-
ropea a este respecto para Espafa y adoptar las recomendaciones aportadas por los expertos
del subgrupo de Tuberculosis Bovina de la “Task Force for monitoring disease eradication” y por
las Misiones de la FVO (Food and Veterinary Office-European Commission,).

El programa nacional establece medidas basadas en el riesgo existente, diferenciando las
actuaciones a realizar en las CCAA de prevalencia cero (Canarias), CCAA de baja prevalencia/
prevalencia menor del 1% (Aragdn, Asturias, Baleares, Cantabria, Catalufia, Galicia, La Rioja,
Navarra y Pais Vasco, Tabla 1) y CCAA de alta prevalencia/prevalencia mayor del 1% (Anda-
lucia, Castilla La Mancha, Castilla y Ledn, Extremadura, Madrid, Murcia y Valencia, Tabla 1).
El programa también establece medidas comunes para todas las CCAA, relativas al uso de
gamma-Interferén, chequeos previos al movimiento, vigilancia en fauna silvestre, control en
el acceso a pastos de aprovechamiento comun, control de rebafios de ganado caprino, ase-
soramiento cientifico, sistemas de vigilancia en mataderos, control de equipos de campo y
actividades del grupo de analisis epidemioldgicos.

19
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Tabla 1. Comparativa de prevalencias de tuberculosis desde el afio 2001 hasta el 2014 en CCAA de baja prevalencia (A)
y en CCAA de alta prevalencia (B). Fuente: MAGRAMA.

A) CCAA de baja prevalencia

CC.AA. 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Aragén 3,74 3,14 2,75 2,03 156 1,96 3,65 0,75 0,70 1,22 1,62 138 0,71 0,58

Baleares 0,82 0,92 1,02 0,65 0,65 0,22 0,21 0,00 0,00 0,17 0,00 0,40 0,60 0,41

Canarias 0,53 0,34 1,05 2,40 1,00 0,36 0,37 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Asturias 0,30 0,32 0,22 0,24 0,18 0,177 0,24 0,22 0,21 0,18 0,14 0,19 0,20 0,21

Cataluna 3,09 1,93 1,74 1,78 1,70 1,65 1,08 0,85 0,83 0,59 0,81 0,25 0,04 0,16

Cantabria 0,73 1,00 1,34 1,41 196 1,05 2,25 157 0,91 0,79 0,74 0,89 0,88 0,70

Navarra 0,60 0,52 0,82 0,36 0,38 0,27 0,33 0,40 0,30 0,67 0,65 0,30 0,66 0,67

Galicia 0,56 0,52 0,43 0,46 0,31 0,20 0,19 0,11 0,22 0,28 0,19 0,21 0,12 0,11

La Rioja 2,70 2,05 2,70 2,76 1,31 0,72 0,70 1,45 0,75 1,14 0,38 0,36 0,37 0,72

Pais Vasco 0,16 0,06 0,17 0,22 0,64 0,19 0,14 0,20 0,57 0,37 0,33 0,25 0,17 0,25

Murcia 9,02 579 1,48 759 4,46 4,96 8,05 329 3,51 159 0,33 1,40 1,84 0,94

Espaia 2,81 1,80 1,52 1,76 1,65 1,51 1,33 1,31

B) CCAA de alta prevalencia

CC.AA. 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Castilla-LaMancha 8,80 7,69 3,36 719 702 771 9,51 1,62 10,27 71 535 354 3,33 721

Castillay Leén 5,21 510 566 3,78 3,37 511 4,06 3,71 2,75 2,62 2,57 2,66 2,88 2,22

Extremadura 8,69 7,45 595 557 4,05 4,84 3,74 3,37 378 3,04 371 3,29 4,53 4,62

Madrid 8,04 3,69 3,92 1,99 258 2,59 3,41 572 554 545 722 6,13 4,51 3,55

Andalucia 12,32 9,65 8,47 6,73 532 576 4,5 580 8,94 854 6,6 569 594 1,51

Valencia 2522 12,47 5,56 2,63 2,96 1,601 1,14 1,41 1,38 3,84 1,94 1,55 2,88 3,06

Espaia 2,81 2,24 1,80 1,52 1,76 1,65 1,51 1,33 1,31
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¢Cudl es el trabajo de los grupos espaiioles de investigacién en tuberculosis animal?

Son muchos los grupos de investigacién nacionales que llevan afios trabajando en intentar
dar soluciones factibles al problema de la tuberculosis animal desde diferentes facetas (epi-
demiologia, diagndstico, control...). Espafia es un lider internacional en produccién cientifica
sobre tuberculosis, situdndose en el puesto nimero ocho (Figura 7). El | Workshop Nacional de
Investigacion en Tuberculosis Animal debe ser un marco de partida ideal para potenciar y re-
forzar una mayor participacion y consolidacién de nuestro pafs en programas de investigacion
internacionales. Ademds, tanto en el desarrollo de capacidades, como en la internacionalizacién
se requiere una mayor interaccién con los diferentes sectores y con la industria. Con la premisa
de una intensa cooperacion cientifica entre grupos, se pretende establecer grupos de trabajo
especializados en temdticas concretas, que podran trabajar en conjunto para unir recursos y
plantear solicitudes competitivas a préximos programas europeos. Para ello se presentan a con-
tinuacion los hitos y objetivos inmediatos de los diferentes grupos de investigacion espafioles
en tuberculosis animal, que afrontan la tuberculosis desde diferentes enfoques:

« Evaluacion y desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas
« Estudios experimentales de vacunacién con nuevos productos vacunales mds seguros

« Epidemiologia aplicada al desarrollo de sistemas de bioseguridad y gestion de las ex-
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Figura 7. Produccion cientifica sobre tuberculosis a nivel internacional. En el gréfico superior aparece el total de
la produccion cientifica (13415 trabajos) situdndose Espana en la posicién nimero 8 (379 trabajos, en granate). Los
siguientes tres graficos reflejan la produccién por tematicas (Fuente: Scopus, consultas realizadas en mayo de 2015).
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1. ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LA TUBERCULOSIS
BOVINA EN ZONAS ATLANTICAS,
Y CLASIFICADAS COMO DE BAJA PREVALENCIA

Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario
del Principado de Asturias (SERIDA)

Contacto: Ana Balseiro (abalseiro@serida.org)

Historia

El Area de Sanidad Animal del SERIDA (www.serida.org) viene trabajando desde hace més
de una década en las medidas de control y erradicacién de la tuberculosis animal. El primer
reto que se planted fue determinar si la paratuberculosis, en sus diferentes formas lesionales,
podia interferir en la prueba de la tuberculina que se realiza dentro de las campanas oficiales
de saneamiento bovino para el diagndstico de tuberculosis. Se llegé a la conclusién de que
tnicamente un determinado tipo de lesiones (multifocales y difusas linfociticas) podian pro-
ducir cierta interferencia, es decir, resultados dudosos en esta prueba con valores de reaccion
de entre 2-3 mm (Balseiro et al. 2003).

En los afos siguientes se comenzd a trabajar con la fauna silvestre en el marco de dos
proyectos de investigacién financiados por el INIA (RTA2008-00041 y RTA2011-00010). El
objetivo era profundizar en el conocimiento de la tuberculosis en la poblacién silvestre, prin-
cipalmente el tejon y el jabali y, clarificar si estas dos especies silvestres podian contribuir
a perpetuar la enfermedad en el ganado doméstico en Asturias. Los resultados/informacién
obtenidos permitirian disefar estrategias de control que disminuyeran la transmision de la
infeccion al ganado bovino y mejoraran la sanidad animal. Paralelamente, se fueron desarro-
[lando nuevas técnicas de diagndstico de ELISA e inmunohistoquimica (a través de la fabrica-
cién de anticuerpos primarios policlonales) y de RT-PCR.

Actualidad

Se ha comprobado que tanto el tején como el jabali presentan infeccién por tuber-
culosis en el norte de Espafa, aunque a “baja prevalencia”, y que podrian dar lugar a la
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transmisién de la infeccién al ganado bovino siempre que se produzca un contacto “muy
estrecho y directo” interespecies (Balseiro et al. 2011a; 2011b; 2013; Mufioz-Mendoza et
al. 2013). Se ha observado mediante fototrampeo cémo los jabalies y los tejones se ali-
mentan en zonas concretas pastadas por el ganado bovino, posibilitando la transmision
entre especies (Cowie et al. 2014b, Figura 1). Otras especies como el corzo tendrian menos
relevancia (Balseiro et al. 2009).

Figura 1. Ejemplos de interaccién entre diferentes especies en el norte de Espafia utilizando sistemas de fototrampeo,
que demuestran el contacto estrecho entre las mismas y la posibilidad de transmision de la infeccion. En las imagenes
superiores se puede observar al ganado bovino comiendo en la misma zona en la que esa noche aparecen alimentédndose
los jabalies. En las dos inferiores se observa un tején y un jabali comiendo en el mismo lugar. (Fotos: SERIDA)

Aunque el esfuerzo principal se ha dirigido a estudiar y controlar la tuberculosis en
animales silvestres, no se han dejado de lado otras especies domésticas menos estu-
diadas, como por ejemplo la oveja. Tradicionalmente se ha considerado a la oveja un
hospedador menos susceptible a la tuberculosis que otros rumiantes domésticos, de he-
cho, esta especie no estd incluida en el Plan Nacional de Erradicacién de la tuberculosis
bovina. Nuestros trabajos han descrito numerosos casos de rebafios ovinos infectados.
En general, estos rebafios habian convivido con ganado bovino o caprino positivo a tu-
berculosis, compartiendo las mismas cepas de Mycobacterium bovis y M. caprae (Mufioz-
Mendoza et al. 2012; 2015, Figura 2). Esto significa que se ha estado manteniendo un
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reservorio doméstico en las explotaciones, lo que representa un riesgo potencial para
otras especies susceptibles que convivan con él. Adicionalmente se ha podido evaluar la
sensibilidad y especificidad de diferentes técnicas diagndsticas en esta especie (Mufioz-
Mendoza et al. 2015).

Figura 2. Lesion tuberculosa en pulmén en ovino. Se observa una lesién nodular en el lébulo diafragmatico del
pulmdn con pequefios nédulos satélites que rodean la lesion principal. Es importante resaltar que este tipo de
lesiones contienen micobacterias que podrian convertir a los ovinos en posibles transmisores de tuberculosis
(Munoz-Mendoza et al. 2015).

Como estrategia de control alternativa, se estd estudiando en paralelo si existe un
componente familiar (genético) en la resistencia o susceptibilidad a contraer tuberculo-
sis. Para ello, aprovechando las campafias oficiales de saneamiento ganadero, se mues-
trearon animales positivos y negativos a la prueba de la tuberculina en ganaderias donde
se han Ilevado a cabo vacios sanitarios, asumiendo por lo tanto que habiendo estado
todos ellos expuestos al contacto con la micobacteria, unos contrajeron la enfermedad
y otros no. Estos animales se genotiparon para una coleccién de marcadores localizados
en genes candidatos asociados a la susceptibilidad/resistencia a micobacterias (BolFNG,
TLR4, SCL11A1). Se identificaron varios genotipos asociados tanto a animales sanos como
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a animales enfermos (ver Figura 3), lo que sugiere que esta estrategia basada en la selec-
cién genética merece ser explorada con mas detalle.

Figura 3. Diagrama de los 16 genotipos mayoritarios y diferentes encontrados en las muestras estudiadas. Cada
genotipo esta representando por un circulo cuyo tamafo es proporcional al nimero de individuos que lo presentan.
Dentro de cada uno el color granate identifica a los individuos positivos a tuberculosis, y el marrén a los individuos
negativos. Existen genotipos (circulos) compuestos por individuos tanto negativos como positivos, genotipos con solo
individuos negativos, y genotipos (5, 7, 9 y 22) que estdn compuestos Unicamente por individuos positivos, lo cual
parece indicar la existencia de un componente familiar en la resistencia/susceptibilidad a la enfermedad.

Futuro

El objetivo general que se nos plantea es establecer estrategias de control de la tubercu-
losis bovina en el norte de Espaia en comunidades clasificadas como de baja prevalencia de
tuberculosis (<1%) seguin RASVE (2014), pero que soportan unidades veterinarias locales con
altas prevalencias de la enfermedad (>4%). En lineas generales se pretende describir los ries-
gos de transmisién de la tuberculosis entre el ganado bovino, ovino y las especies silvestres,
principalmente tején y jabali, aplicandolo al desarrollo de protocolos de mitigacién del riesgo
de transmisién de la enfermedad en el norte de Espaia.
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Para ello se desarrollaran los siguientes objetivos:

1. Estudio de la interaccién entre fauna silvestre y especies domésticas en el entorno de
explotaciones bovinas positivas a tuberculosis.

Se marcardn tejones y jabalies con collares GPS que revelen la interacciéon con las explo-
taciones bovinas positivas a tuberculosis en Asturias. Adicionalmente se capturaran tejones
con el fin de determinar su estado sanitario.

2. Establecimiento de una guia de medidas de bioseguridad en las explotaciones gana-
deras positivas a tuberculosis.

Esta guia supondrd una ventaja econdémica y de gestién muy importante para los ganade-
ros a través de la prevencion.

3. Estudio del modelo de infeccién y evaluacion de la seguridad y la eficacia de vacunas
antituberculosas en corderos desafiados con M. bovis.

Este objetivo permitira establecer el modelo de infeccién experimental con M. bovis en
ovino y evaluar la seguridad y eficacia del prototipo de vacuna inactivada desarrollado en
NEIKER frente a la vacuna BCG cepa Pasteur, asi como estandarizar la respuesta inmune
frente a la vacunacioén. Todo ello llevara a profundizar en el conocimiento de la tuberculosis
en ovino para poder establecer pautas de actuacién futuras dentro de las campafas de sa-
neamiento.

4. Evaluacion de la seguridad y la eficacia de vacunas antituberculosas en tejones de-
safiados con M. bovis.

Este objetivo permitira determinar la eficacia en tején del prototipo de vacuna inactivada
de M. bovis. Su consecucién darfa lugar a un avance real en la lucha de la tuberculosis en el
tején a nivel internacional. Ademds supondria un gran avance en la vacunacién de tejones
en campo debido a que el riesgo biolégico de utilizar una vacuna inactivada seria muy bajo.

5. Estudio del componente familiar en la resistencia o susceptibilidad a contraer la en-
fermedad.

La identificacién de ciertos genotipos presentes solo en animales positivos avala este tipo
de trabajos familiares. El analisis de mads marcadores, asi como estudios mas profundos de
asociacion de los haplotipos identificados, y su comprobacién en otras poblaciones animales
diferentes, permitird evaluar si una estrategia de seleccién asistida por marcadores es posi-
ble para el control de la tuberculosis bovina.

Estos objetivos se desarrollardn entre 2015 y 2017 gracias al recién concedido proyecto
INIA-RTA2014-00002-Co2 titulado “Estrategias de control de la tuberculosis bovina en reser-
vorios silvestres (tejon y jabali) y domésticos (ovino)”.
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Resumen
Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB
Campo Resultado Aplicacion Referencia
Diagnéstico Unicamente un determinado tipo  Mejora la interpretacién Balseiro et al.

de lesiones de paratuberculosis del diagnéstico de TB 2003
(multifocales y difusas linfociticas, por intradermorreaccién

poco frecuentes) podrian producir

cierta interferencia con el

diagnéstico de TB en bovino

Epidemiologia Tejon y jabali presentan infeccion  Identificacion de riesgos Balseiro et al.

por TB en el norte de Espaiia y en bioseguridad 2011a; 2011b;
podrian dar lugar a la transmisién  ganadera 2013; Mufioz-
de la infeccién al bovino. Mendoza et al.
Mapa de densidad de 2013; Acevedo
poblacién de tejon en Asturias et al. 20143;
Cowie et al.
2014b
Epidemiologia Identificacion de la oveja Identificacion Mufoz-Mendoza
como posible reservorio de riesgos et al. 2012; 2015
de TB en bioseguridad
ganadera
Diagnéstico Desarrollo de un ELISA Identificacion de Prieto et al.
especifico de tején animales infectados 2014b
Control Identificacion de genotipos Seleccién genética
bovinos asociados a resistencia/  de animales a favor de
susceptibilidad a la TB resistencia y en contra

de susceptibilidad
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2. DESARROLLO DE VACUNAS
Y HERRAMIENTAS DE DIAGNOSTICO
PARA EL CONTROL DE LA TUBERCULOSIS

Centre de Recerca en Sanitat Animal (IRTA-CReSA)

Contacto: Bernat Pérez de Val (bernat.perez@irta.cat)

Historia

Desde su creacion, en 1999, la tuberculosis animal forma parte de las dreas de investigacion
del Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA). A partir de 2004, por encargo del Departament
dAgricultura, Ramaderia, Pesca, Alimentacic i Medi Natural (DAAM) de la Generalitat de Catalun-
ya, el CReSA estd implicado en el Programa de Erradicacién de la tuberculosis bovina en Cata-
lufia, en tareas de diagndstico, estudios epidemioldgicos y asesoramiento a la administracion.
Desde el 1 de enero de 2015 el CReSA esta integrado en el Institut de Recerca i Tecnologia Agroa-
limentaries (IRTA), albergando el programa de investigacién en Sanidad Animal de esta entidad.
En los ultimos afos, se trabaja en 2 lineas de investigacidn: a) vacunas y diagnéstico para el
control de la tuberculosis animal y b) epidemiologia de la tuberculosis bovina.

Desde el primer estudio de campo de eficacia de la vacuna viva BCG frente a la tubercu-
losis en caprinos, llevado a cabo en 2004, se ha investigado ininterrumpidamente en la se-
guridad, inmunogenicidad y eficacia de vacunas antituberculosas, asi como en herramientas
de diagndstico asociadas a estrategias de vacunacion. Para dichos propdsitos, se han llevado
a cabo desafios experimentales en la Unidad de Bioseguridad de Nivel 3 del CReSA con pa-
tégenos del complejo Mycobacterium tuberculosis en las especies bovina, caprina y porcina.

Actualidad

La tuberculosis caprina supone un problema de sanidad animal y un riesgo para la salud
publica tanto en Catalufia, como en diversas regiones de la Peninsula Ibérica. La cabra pue-
de actuar como reservorio doméstico de la tuberculosis (Napp et al. 2013), no obstante, la
estrategia de erradicacién basada en prueba y sacrificio de animales positivos no siempre
ha resultado eficaz, sobre todo en rebafios de alta prevalencia, poniéndose de manifiesto la
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necesidad de explorar medidas de control alternativas.

En este sentido, la Iinea de investigaciéon de desarrollo de vacunas y herramientas de
diagndstico se ha centrado en el modelo caprino de tuberculosis. Asi, recientemente se ha
participado en 2 proyectos europeos del 7° Programa Marco y en un proyecto de investiga-
cién fundamental no orientada financiado por el Ministerio de Economia y Competitividad
(MINECO), llevando a cabo las siguientes tareas:

1. Desarrollo de un modelo de infeccién experimental con Mycobacterium caprae en ca-
bras (Pérez de Val et al. 2011, Figura 1).

A B Cc

Figura 1. Infeccién experimental en cabritos. (A) Aplicacién de la anestesia. (B) Inoculacion endobronquial de M. caprae
en posicion de decubito lateral derecho. (C) Representacion esquemdtica de la de ruta de inoculacién. (Fotos: CReSA)

2. Evaluacién de la eficacia, inmunogenicidad y seguridad de diferentes candidatos a va-
cuna contra la tuberculosis caprina (Pérez de Val et al. 2012a; Pérez de Val et al. 2013; Vorder-
meier et al. 2014, Figura 2), asi como la evaluacién de nuevos reactivos de diagndstico para
diferenciar animales infectados y vacunados (DIVA).

Figura 2. Evaluacion de la eficacia vacunal por Tomografia Axial Computerizada (TAC). (A-D) Pulmones de una cabra
no vacunada, 14 semanas después de la infeccion experimental. (A) Lesiones tuberculosas en fresco, localizadas en
el Iébulo diafragmético derecho. (B) Reconstruccién volumétrica por TAC de todo el pulmén. El volumen pulmonar
se muestra en el cuadro rojo. (C) EI TAC permite diferenciar distintas densidades de tejido por el color: aire en negro,
liquido (formol) de color gris y lesiones en rojo. (D) Representacion volumétrica de las lesiones. El volumen total de las
lesiones pulmonares se muestra en el cuadro rojo. (Fotos: CReSA)
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3. Estudio de la interferencia de la vacunacién frente a paratuberculosis en el diagnds-
tico de la tuberculosis caprina, evaluando también la proteccién cruzada (Pérez de Val et al.
2012b).

4. Primeros estudios a nivel de granja para evaluar la seguridad, inmunogenicidad y efica-
cia de la vacuna atenuada M. bovis BCG en caprinos a largo plazo.

Futuro

A pesar de los avances recientes, todavia nos encontramos lejos de lograr una vacuna
profildctica esterilizante frente a la tuberculosis humana o animal. El objetivo principal en
la actualidad es disminuir la transmisién de la infeccion entre animales (tanto domésticos
como salvajes), ya sea por tratamiento preventivo o post-exposicional, que evite la progre-
sién de la infeccidn una vez esta se establece. La vacunacidn, junto con nuevas herramientas
de diagndstico asociadas, asi como el uso de pro-biéticos, inmunomoduladores u otros trata-
mientos, pueden contribuir a alcanzar este objetivo y, por lo tanto, a reducir la prevalencia
de tuberculosis. En el caso del ganado caprino, este factor resulta fundamental para poder
realizar con éxito campanas de erradicacion basadas en la estrategia de prueba y sacrificio
de animales positivos. Los objetivos inmediatos de nuestro grupo de investigacion se han
enfocado en este sentido.

Resumen
Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB
Campo Resultado Aplicacion Referencia
Control Desarrollo de un modelo de Evaluacién de nuevas Pérez de Val et
TB experimental en cabras que vacunas, tratamientos o al. 2om
permite el seguimiento de la nutracedticos.
respuesta inmune y la evaluacién  Evaluacion de nuevas
cuantitativa de la patologia y la herramientas diagnds-
carga bacteriana ticas
Control La BCG reduce la carga bacteriana Estudios de campo para Pérez de Val et
pulmonary la diseminacién extra- evaluar la utilidadde la  al. 2012a; 2013
pulmonar en cabras desafiadas BCG para el control de
con M. caprae la TB a nivel de granja
Diagndstico Los reactivos DIVA evaluados Mejora del diagndstico ~ Pérez de Val et
permiten diferenciar animales de TB basado en tuber-  al. 2012a; 2012b
vacunados contra TB o culinas en un escenario
paratuberculosis de animales de vacunacién

infectados, sin pérdida
de sensibilidad
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3. FAUNA SALVAJE Y TUBERCULOSIS EN CATALUNA:
CONOCIMIENTO ACTUAL Y PERSPECTIVAS

Servicio de Ecopatologia de Fauna Salvaje (SEFasS),
Universidad Auténoma de Barcelona (UAB)

Contacto: Santiago Lavin (santiago.lavin@uab.cat; sefas@uab.cat)

Historia

El Servicio de Ecopatologia de Fauna Salvaje (SEFaS) inici6 su actividad en 1991, si bien se
constituyé oficialmente en 1997 y es Grupo de Investigacién Consolidado de la Generalitat de
Catalufia desde 2005 (2014 SGR 1429). Somos un servicio de soporte a la gestién, la docencia
y la investigacion en el manejo y la sanidad de la fauna salvaje de la Universidad Auténoma
de Barcelona. Nuestra actividad se basa en la firma de contratos y/o convenios con institucio-
nes publicas, privadas y/o empresas. Se trata de un grupo multidisciplinar de profesionales
con experiencia en la captura y manejo de animales salvajes, estudios anatomopatoldgicos,
analisis de laboratorio y ecologia de la enfermedad.

La tuberculosis es una enfermedad poco prevalente en las poblaciones de ungulados sal-
vajes de Catalufia. El contexto epidemiolégico difiere significativamente de lo que ocurre
en el sur de la Peninsula ibérica. No obstante, a finales de 2004 detectamos el primer foco
de tuberculosis animal en fauna salvaje de Catalufia. Este hallazgo puso de manifiesto la
importancia de la vigilancia sanitaria activa de la fauna, ya que la enfermedad habia pasado
desapercibida hasta la fecha a pesar de su elevada prevalencia local (Figura 1).
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Figura 1. Lesiones cronicas de tuberculosis en los linfonodos cervicales de un jabali adulto. Fue necesario que un
veterinario examinara los jabalies para detectar y/o que se diera importancia a estas lesiones. En el gréfico de barras se
observa la evolucién de la prevalencia de lesiones entre 2004 y 2011 (Mentaberre et al. 2014).

El estudio de este foco puso de manifiesto: (1) que los factores de riesgo necesarios para la
aparicion de un foco de elevada prevalencia también pueden darse en un contexto epidemio-
l6gico donde el riesgo se presupone bajo; (2) la conexién con ganado bovino infectado, que
actué como origen de la infeccion para el jabali (Figura 2). Por este motivo se actué a ambos
niveles y fue necesario el vacio sanitario de la explotacion afectada para conseguir eliminar la
infeccion del rebafio. En el caso del jabali, (3) la prevalencia de tuberculosis disminuyé tanto por
efecto del vacio sanitario del ganado bovino como por el aumento sostenido de la extraccion
de jabalies, que casi se triplicé (se pasé de 3.7 acciones de caza antes de detectar tuberculosis
en el jabali a 9.6 después). No obstante, no fue posible alcanzar la erradicacién y la disminucidn
de la abundancia de jabalies y de la prevalencia de tuberculosis fueron transitorias (Mentaberre
et al. 2014). Por ultimo, también llamamos |a atencién sobre la aparente resistencia y falta de
relevancia de la cabra montés en la epidemiologia de la tuberculosis (Mentaberre et al. 2010),
hecho que también ha sido sefialado en otros estudios (Garcia-Bocanegra et al. 2012). Este foco
presentd otros rasgos diferenciales, como su delimitacién espacial en ausencia de barreras arti-
ficiales o el bajo porcentaje de animales con lesiones generalizadas (11%) que se discuten en la
publicacién antes citada (Mentaberre et al. 2014). Esta investigacion se desarrollé con el apoyo
de dos proyectos INIA sobre enfermedades compartidas y en colaboracién con VISAVET.

También participamos de un estudio serolégico sobre tuberculosis realizado a nivel nacio-
nal con la colaboracién de varios grupos (Boadella et al. 2011a).

Actualidad

Mantenemos el seguimiento del foco en el sur de Catalufa. La prevalencia se mantiene o
incluso aumenta en el jabali a pesar de haber desaparecido la fuente inicial de contagio en el
ganado, que se mantiene libre. Asi pues el jabali estd siendo capaz de mantener la enferme-
dad por si mismo en un espacio natural abierto, sin préacticas de manejo intensivo y con una
densidad relativamente baja. En el futuro, cabe la posibilidad de que sea el jabali el que actie
de fuente de contagio para el ganado u otras especies.
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Figura 2. EI ganado bovino, el jabalf y la cabra montés comparten habitat en los Puertos de Tortosa y Beceite. Sin
embargo, a dia de hoy la tuberculosis sélo afecta al jabali de la zona donde habitaba una ganaderia de lidia con
tuberculosis persistente. (Foto: SEFaS)

También participamos del plan de vigilancia sanitaria en fauna salvaje de Catalufa, en co-
ordinacion con el CReSA, principalmente como suministradores de muestras. Hasta la fecha
se observa una seroprevalencia global baja en fauna salvaje, limitada a resultados positivos
aislados en jabali, principalmente, pero también en cabra montés y rebeco. En lo que se refie-
re a la vigilancia sanitaria pasiva, se han necropsiado 8o tejones sin que se haya detectado la
enfermedad tras el cultivo bacteriolégico. En consecuencia, esta especie no parece tener un
papel relevante en la epidemiologia de la tuberculosis en Catalufa.
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Por otro lado, colaboramos con el grupo de la Universidad de Extremadura (UNEX) lide-
rado por el Dr. Javier Hermoso en el estudio del papel de las coinfecciones y la dieta en el
desarrollo y la epidemiologia de la tuberculosis en el jabali.

Futuro

La caza es la herramienta de gestién mas utilizada para gestionar los conflictos derivados
de la sobreabundancia de jabalies, entre otras cosas por su bajo coste. Sin embargo, antes he-
mos visto cémo el aumento de la extraccién de jabalies, realizada mediante la caza y la captu-
ra con cajas trampa, tuvo un efecto pasajero sobre la abundancia de esta especie. Esto pone
de manifiesto la capacidad del jabali para soportar y compensar tasas de extraccién elevadas.
Por lo tanto, la gestidn de sus poblaciones debe evolucionar mas alla del simple aumento de
la caza. Estamos investigando nuevas estrategias con este fin. Respecto a la cabra montés,
seria interesante evaluar si cabras afectadas de linfadenitis caseosa, enfermedad prevalente
en la poblacién del sur de Cataluna, pueden dar positivo a la prueba ELISA para la deteccion
de tuberculosis. Este estudio se realizaria en colaboracion con el CReSA.

En relacién a la vigilancia sanitaria, no se conocen otros focos de elevada prevalencia de
tuberculosis en fauna salvaje de Catalufia. Sin embargo, se mantienen o contintan aparecien-
do focos en el ganado doméstico, algunos de los cuales se vinculan al contagio desde fauna
salvaje por descarte de las otras posibles vias de entrada. Nos gustaria animar a las autori-
dades competentes a llevar a la préctica los preceptos de la sanidad tnica. De otra forma no
serd posible realizar una vigilancia sanitaria de la fauna salvaje adecuada, eficaz y transferible
a la mejora de la sanidad animal. En este sentido, es imprescindible investigar la presencia y
epidemiologia de la tuberculosis en la interfase doméstico-salvaje en toda Catalufa. Esto no
es posible en la actualidad debido a la falta de financiacion.

Resumen

Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencia

Deteccién Deteccion de un foco de TB Mejorar la vigilancia Mentaberre et

con alta prevalencia en jabali
en un area geografica con pocos
factores de riesgo

sanitaria activay la
prevencién del riesgo
en contextos locales

Epidemiologia
/ Diagnéstico

Conexion epidemioldgica entre el
ganado vacuno y el jabali

Reducir el riesgo en
zonas de interaccion

al. 2014

molecular
Control Eficacia transitoria del sacrificio Prevencién y disefio de
de jabalies. El control es mucho estrategias combinadas
mas sencillo en el compartimento
domeéstico
Epidemiologia Ausencia de la enfermedad en Estudiar los factores de  Mentaberre et

cabra montés

aparente resistencia

al. 2010
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4. ESTUDIOS SOBRE LA EPIDEMIOLOGIA
DE LA TUBERCULOSIS BOVINA EN ESPANA

IRTA-CReSA / UAB
Contacto: Alberto Allepuz (alberto.allepuz@uab.cat)

Historia

En los ultimos afios el grupo de epidemiologia del Centre de Recerca en Sanitat Animal
(CReSA) ha desarrollado dos proyectos de investigacion financiados por el MINECO con el
objetivo de profundizar en el conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad en anima-
les domésticos.

Actualidad

En el primer proyecto se desarrollé un modelo espacio-temporal para evaluar el programa
de erradicacién y su relacion con diferentes variables. Se observé que el riesgo de tubercu-
losis bovina era mas del triple en la zona centro y sur de Espafia en comparacién al resto del
pais (Figura 1), y que la evolucién temporal a nivel comarcal es variable. Se determiné que la
presencia de lidia y el nimero de movimientos de alto riesgo (desde comarcas con incidencia
superior al 1%) incrementaban significativamente el riesgo de tener rebafos infectados por
tuberculosis en la comarca.
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Figura 1. Variabilidad geografica del riesgo relativo de infeccion a nivel de comarca entre los afios 2006 y 2011. El riesgo
de tuberculosis es mas del triple en la zona centro y sur en comparacion al resto del pafs.

Paralelamente, se analizé el origen méas probable de la infeccién en 687 explotaciones re-
portadas como nuevas positivas en diferentes Comunidades Auténomas. Para ello, se elabo-
ré una metodologia de trabajo basada en arboles de decision que se nutria de la informacién
recogida en las encuestas epidemiolégicas y que se graban en un sistema informético llama-
do BRUTUB, desarrollado por el MAGRAMA. En un porcentaje importante de las granjas es-
tudiadas se identifico la recirculacion de una infeccién anterior como la causa més probable.
Los principales resultados se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 1. Causas mas probables de las nuevas granjas positivas estudiadas.

Causas Norte y Este % Zona Centro y Sur
Infeccion residual 24 17.3 129.5 23.6
Entrada de animales 8 5.8 27 4.9
Interaccion con cabras 2.5 1.8 14.5 2.6
Vecindad 2 1.4 53 9.7
Pastos 13.5 9.7 35 6.4
Interaccion con fauna silvestre 1 7-9 79 14.4
Contacto con personas infectadas 2 1.4 o 0.0
Desconocida 76 54.7 210 383
Total 139 548
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En un tercer trabajo se estudiaron factores asociados con la persistencia de tubercu-
losis. Para ello se compararon granjas que se habian mantenido como positivas duran-
te al menos 5 afios (casos) con granjas que habian eliminado la infeccién rapidamente
(controles). Se observé que aquellas explotaciones con mayores dreas de pastoreo o con
granjas vecinas positivas tenian mayor probabilidad de sufrir un brote persistente en el
tiempo. Finalmente, en otro trabajo se analizé la sensibilidad de la inspeccién post-mortem
en matadero, observdndose que una baja proporcién de animales infectados (alrededor
del 30-40%) presentan lesiones visibles y en consecuencia, atn realizando una inspeccion
minuciosa, la sensibilidad es baja (alrededor del 50%). Por otro lado se realizé un estudio
de brote en el que se identificé una granja caprina vecina como el origen de un brote en
una granja bovina.

Futuro

El objetivo es continuar profundizando en el conocimiento de la epidemiologia de la tu-
berculosis bovina en Espafia.

Objetivos especificos:

1. Desarrollo de un sistema de vigilancia basada en riesgo a nivel de granja: Para ello, se
evaluard la asociacion de diferentes factores con la probabilidad de infeccién de las granjas.
Esta probabilidad de infeccion se combinara con la probabilidad de deteccidn para determi-
nar, para cada tipo de granja, el sistema de vigilancia mas eficaz.

2. Estudio de los factores asociados con la recurrencia y la persistencia de la tuberculo-
sis: La persistencia y la recurrencia son las mayores dificultades para la erradicacién, de ahi
la relevancia de evaluar sus causas.

3. Estudio de la influencia de aspectos sociolégicos en el programa de control: También
se pretende explorar desde un punto de vista socioldgico la percepcién y actitud de gana-
deros y veterinarios en relacién al control de la enfermedad, y su posible influencia sobre la
eficacia del mismo.

4. Eficacia y rentabilidad de diferentes estrategias para la eliminacién de la tuberculo-
sis de las granjas infectadas: Evaluar qué estrategia de control seria mas eficaz, tanto desde
el punto de vista del tiempo necesario, como de su coste econémico para la eliminacién de la
tuberculosis de las granjas infectadas.

5. Papel epidemiolégico de los potenciales reservorios domésticos en Espaiia: Se reali-
zaran estudios para conocer la prevalencia y dispersion de la tuberculosis en ganado caprino,
ovino y porcino extensivo en zonas de alta y baja prevalencia en Espafia.

Estos estudios se Ilevan a cabo en colaboracién con la Universidad de Cérdoba.
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Resumen

Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB
Campo Resultado Aplicacion Referencia
Epidemiologia La evolucién del programa a nivel  Revisar la aplicacién Allepuz et al.

de comarca es heterogéneo y estd de los programas 20m; Garcia-

relacionado con los movimientos  de control en Saenz et al. 2014

de animales y la presencia de lidia determinadas

en la comarca comarcas y la ejecucién

de las pruebas
pre-movimiento.
Reforzar el programa
sobre el ganado de lidia

Un elevado porcentaje de las Importancia de Guta et al. 2014a
nuevas granjas positivas maximimizar la

de cada afio son en realidad sensibilidad

recirculaciones de infecciones diagnéstica al calificar

anteriores rebafios como T3

Las granjas con mayores areas Posibilidad de Guta et al.

de pastoreo y granjas vecinas establecer medidas 2014b
infectadas tienen mayor en este tipo de granjas

probabilidad de sufrir un brote para minimizar la

persistente probabilidad de tener

brotes persistentes

La sensibilidad de la vigilancia La vigilancia a nivel Saenzetal.
a nivel de matadero es baja de matadero es (en revision)
(por debajo del 50%) esencial, pero debe

ser complementada
con otros métodos
para la deteccioén
de casos de TB

El contacto (directo o indirecto) Es necesario considerar  Napp et al. 2013

con ganado caprino supone al ganado caprino
un riesgo para la infeccién como una de las
de granjas bovinas posibles fuentes de

infeccion del bovino
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5. ENSAYOS MULTIESPECIE PARA LA DETECCION
SEROLOGICA DE M. BOVIS

Inmunologia y Genética Aplicada S.A. (INGENASA). Madrid. www.ingenasa.com

Contacto: Paloma Rueda (prueda@ingenasa.com, aventeo@ingenasa.com)

Historia

INGENASA es la empresa biotecnolégica mds veterana de Espafia. Se cred en el afio 1981
con el objetivo de investigar y desarrollar herramientas para ayudar a prevenir y controlar
enfermedades infecciosas de relevancia en el sector de la salud animal, siendo hoy en dia
todo un referente en el diagndstico de sanidad animal. Desde finales de los afios 8o, INGE-
NASA ha tenido un gran interés en la internacionalizacién, con el objetivo de aumentar su
eficiencia y competitividad, y de aprender nuevas tecnologias y procesos. En la actualidad sus
productos se distribuyen en 8o paises. Ademas, INGENASA fue la primera empresa espafio-
la que particip6 en un proyecto europeo en el afio 1986. Desde entonces, ha sido participe
de numerosos proyectos dentro de los Programas Marco de Investigacidn desarrollados por
la Unién Europea, o parcialmente financiados por instituciones publicas nacionales. Fruto
de esta investigacion, INGENASA dispone de las tecnologias de preparacién de anticuerpos
monoclonales, clonaje de genes, expresién de proteinas recombinantes en bacterias y en
células de insecto, PCR, transcriptédmica y microarrays, que le permiten la puesta a punto de
ensayos de diagndstico seroldgicos (ELISAs, Inmunocromatograffas y Arrays) y moleculares
(PCR convencional y de tiempo real). Cuenta ademds con mds de 9o publicaciones en revis-
tas especializadas de ambito internacional, 16 familias de patentes y un amplio catdlogo de
productos con mas de 100 referencias.

El primer acercamiento de INGENASA a la tuberculosis bovina comenzé en 1997 con la
promocién de un ensayo de deteccién del gamma interferén. La mayor parte de las herra-
mientas diagndsticas disponibles para la deteccion de la tuberculosis bovina, se basan en
ensayos relacionados con la respuesta inmune celular del animal, sin embargo, el analisis
de la produccién de anticuerpos frente a M. bovis puede constituir una alternativa de gran
utilidad para el andlisis de rebafos y animales salvajes. Por ello, y dada la experiencia de IN-
GENASA en el desarrollo de ensayos serolégicos, se comenzé a trabajar en esta direccién. La
participacion en el proyecto europeo “Strategies for the eradication of bovine tuberculosis:
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TB-STEP” (FP7-KBBE. 2009-2011), permitid establecer una estrecha colaboracién con grupos
de investigacidon nacionales e internacionales de relevancia en el sector, y fue el punto de
partida para la puesta a punto de nuevos diagnésticos.

Aunque econémicamente el principal sector afectado por M. bovis es el de la ganade-
ria bovina, también puede afectar a muchas otras especies animales. Ademds, dado el gran
interés de la comunidad cientifica y de las autoridades sanitarias en llevar a cabo estudios
epidemioldgicos en fauna silvestre y de zoo, que permitan establecer medidas que ayuden a
controlar la dispersion de la enfermedad, se han disefiado ensayos serolégicos que pueden
ser utilizados en mltiples especies. Por un lado, se han puesto a punto ensayos de tipo ELISA
que permiten al analisis masivo de muestras en el laboratorio y, por otro, un ensayo rapido,
econémico y facil de usar, basado en la técnica de la cromatografia, que permite una detec-
cion de anticuerpos especificos de M. bovis en el campo.

En la actualidad, INGENASA participa en el proyecto europeo “Integrated solutions for
Tuberculosis control in animals combining vaccination and multi-species diagnostics: Wil-
dTBVac” (FP7-KBBE. 2013-2015), que permitira llevar a cabo la validacion de los ensayos sero-
l6gicos desarrollados en los Ultimos afos, necesaria para su futura utilizacién en los labora-
torios y en el campo.

Actualidad
ENSAYO DE DOBLE RECONOCIMIENTO (DR) MULTIESPECIE

Durante muchos afios, el esfuerzo en el seguimiento y control de la tuberculosis se ha
centrado practicamente en exclusiva en el ganado bovino. Sin embargo, durante los ultimos
anos se ha tomado conciencia de la enorme importancia que tienen las infecciones provoca-
das por M. bovis en otras especies, tanto silvestres como domésticas. El gran reto entonces
ha sido disponer de un diagndstico capaz de detectar cualquier tipo de animal infectado,
independientemente de la especie a la que pertenezca. Para ello, INGENASA, comenzé en
201 el desarrollo de un inmunoensayo denominado de Doble Reconocimiento o ELISA DR.
La geometria de este ensayo se basa en que los anticuerpos positivos presentes en el suero,
deben reconocer dos veces al antigeno. Este antigeno, la proteina de M. bovis denominada
MPB83, se produce de manera recombinante en E. coli o en células de insecto y el anticuerpo
la ha de reconocer simultdaneamente tanto fijada a un pocillo de ELISA, como conjugada al
enzima peroxidasa, la cual sera finalmente la responsable de desarrollar el color que nos dice
que el individuo es positivo (Figura 1). Este ensayo, tiene como caracteristica principal, que
permite trabajar con sueros de cualquier animal, ya sea mamifero o ave. Ademas tiene la
propiedad de ser independiente de la clase de anticuerpo que se unay de ser especialmente
sensible en la deteccién de IgMs, lo que le confiere una elevada capacidad para la deteccion
de infecciones tempranas o recientes. En la siguiente tabla se muestran los resultados de
sensibilidad y especificidad del ELISA-DR, obtenidos con animales de distintas especies tanto
de campo como procedentes de distintos ensayos experimentales.
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Tabla 1. Deteccién de anticuerpos frente a M. bovis en distintas especies. En azul y en rojo se indica el nimero de
muestras analizadas, negativas y positivas respectivamente.

Especie n Especificidad Sensibilidad
Tejones 25 100%
36 97,20%
Ciervos 82 97,6%
56 50%
Jabali campo 126 99,2%
18 80,5%
Jabali exp 65 100%
42 97,6%
Vacas exp 42 100%
29 93%
Alpacas 317 97,4%
134 70,5%

También se han probado mas de un centenar de sueros de animales exéticos procedentes de
distintos zoos (desde focas hasta aves, pasando por primates, elefantes, watussis, etc) detectdn-
dose hasta un 8% de animales positivos. Sin embargo, hasta el momento, los resultados obteni-
dos con vacas de campo no han sido tan satisfactorios, probablemente debido a su complicada
serologia como consecuencia de las mdltiples tuberculinizaciones que sufren a lo largo de su
vida. Este ensayo se encuentra en proceso de adaptacion para su préxima comercializacion.

- ‘
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Figura 1. Esquema del ELISA-DR para la deteccién de anticuerpos frente a M. bovis basado en la proteina MPB83
recombinante.
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ENSAYO INDIRECTO PORCINO

El ganado porcino, sin embargo, merece un trato especial. Esta especie, tanto el cerdo
criado en intensivo como en extensivo, asi como el jabali, suelen presentar una potentisima
respuesta inmunoldgica frente a una infeccién por M. bovis. Por estos motivos, INGENASA
ha desarrollado un ensayo exclusivo para el ganado porcino. Este ensayo ha demostrado
una elevada sensibilidad (90%) y especificidad (99,2%) con los sueros de jabali y de cerdo
analizados hasta el momento. Este ensayo, al igual que el anterior, estd préximo a su comer-
cializacion.

Futuro

Siempre dentro del marco del diagndstico de la tuberculosis animal, el objetivo de IN-
GENASA es desarrollar ensayos complementarios a los descritos y utilizados hasta ahora,
que ayuden al diagnéstico rapido y al seguimiento de la enfermedad. Esto es especialmente
importante en fauna silvestre, en donde estos objetivos son mas dificiles de conseguir que en
explotaciones de ganado intensivo.

1. Desarrollo de un ELISA de captura para la deteccién de IgG e IgM especifica de tuber-
culosis en ganado porcino

La posibilidad de detectar IgMs e IgGs de manera individual producidas en respuesta a
una infeccién, es de vital importancia para poder conocer la cronologia de la misma. Cuando
se produce una infeccidn, ya sea virica o bacteriana, los primeros anticuerpos que se produ-
cen son de clase IgM y a los pocos dias comienzan a aparecer los de clase IgG. Sin embargo,
las IgMs perduran sélo un corto periodo de tiempo mientras las IgGs se mantienen durante
anos. Asi, la presencia o no de IgMs es indicativo de una infeccién reciente. En infecciones ex-
perimentales con M. bovis en cerdo o jabali, resultados preliminares han demostrado que las
IgMs apenas son detectables pasados dos meses de la infeccién. Por tanto, el detectar IgMs
especificas de M. bovis en un individuo indica que la infeccién se ha producido recientemen-
te, en no mas de 2 meses atras. Este dato, combinado con otros tipos de estudios epidemio-
|6gicos, de movimientos de animales, dreas de concurrencia, etc, puede ser de inestimable
ayuda para conocer cuidndo, dénde, cémo y porqué se producen las infecciones y asi poder
actuar en consecuencia.

2. Desarrollo de ensayos inmunocromatograficos para la deteccién de tuberculosis
multiespecie

Los ensayos inmunocromatogréficos, denominados también ensayos de campo (field
tests), on-site, pen-side y point of care tests, tienen las ventajas de ser rapidos, sensibles
y que no necesitan de equipos de laboratorio ni de personal altamente cualificado. Estos
dispositivos se pueden utilizar en la propia granja y en el campo y sélo necesitan de una
gota de sangre. Esto puede resultar de interés para confirmar animales infectados y poder
proceder como sea conveniente sin tener que esperar a la confirmacién laboratorial. Este
tipo de ensayos son la version inmunocromatogréfica de los ensayos ELISA DR multiespe-
cie (Figura 2).
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Figura 2. (A) Esquema de las distintas partes de una tira de Inmunocromatografia para la deteccion de anticuerpos
frente a M. bovis. (B) Resultado del ensayo con un suero positivo y negativo.

3. Llevar a mercado los resultados desarrollados hasta la fecha

INGENASA pretende poner en el mercado en el menor tiempo posible tanto el ELISA DR
y las tiras de cromatografia multiespecie, asi como el ELISA indirecto para ganado porcino.

Se seguird trabajando en proyectos de investigacién y colaborando con los Centros Publi-
cos y empresas del sector.
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Resumen
Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion

Diagndstico ELISA de doble reconoci- Detecciéon de animales infectados
miento, para la deteccién de TB independientemente de la especie
de TB multiespecie que se trate.

Especialmente dtil para fauna silvestre

Diagndstico ELISA indirecto para la Deteccion de animales infectados para
deteccion de TB en jabali la eliminacién selectiva en jabaliy cerdo
y cerdo ibérico criado en sistema extensivo

Confirmacién de granjas libres de TB para
permisos de movimientos de animales a
determinadas zonas

Diferenciacién de animales vacunados e
infectados
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6. LA TUBERCULOSIS ANIMAL:
UNA INFECCION MULTI-HOSPEDADOR

Grupo de investigacion en Sanidad y Biotecnologia (SaBio) del Instituto
de Investigacion en Recursos Cinegéticos IREC
(Universidad de Castilla — La Mancha & CSIC)

Contacto: Christian Gortazar (christian.gortazar@uclm.es; web: www.SaBio-IREC.com)

Historia

El IREC, primer centro de investigacion espafol en la encrucijada entre ecologia, pro-
duccién y sanidad animal, se creé en 1999. Los investigadores del Area de Sanidad Animal
vienen trabajando en tuberculosis desde el comienzo, tras encontrar lesiones tuberculosas
en —literalmente- el primer jabali necropsiado. Ello motivé la propuesta de un primer pro-
yecto nacional sobre enfermedades compartidas con el jabali (AGL2001-3947). Los trabajos
desarrollados permitieron describir las lesiones en ungulados silvestres (Gortazar et al. 2003;
Martin-Hernando et al. 2007; 2010), esbozar la prevalencia y distribucién geogréfica del pro-
blemay los factores de riesgo asociados (Vicente et al. 2006; 2007a), y comenzar a establecer
relaciones entre hospedadores silvestres, domésticos y personas mediante epidemiologia
molecular (Gortézar et al. 2005). En un plano mds general, se identificaron los riesgos sanita-
rios asociados a la “sobreabundancia” de fauna silvestre (Gortézar et al. 2006), y se acuiid el
concepto de “enfermedades compartidas” o “infecciones compartidas con la fauna silvestre”
(Gortézar et al. 2007).
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Effects on
3" species

Figura 1. Concepto de infeccion compartida (shared infections) con la fauna silvestre. Estas infecciones, como la causada
por el complejo M. tuberculosis, suelen tener su origen en el ganado. Cuando saltan a la fauna silvestre, ésta puede llegar
a mantenerlas de forma independiente, convirtiéndose en reservorio (reservoir). El problema de los reservorios es que
mantienen infecciones con posibles consecuencias adversas para el hombre (zoonosis), para el ganado y para la propia
fauna silvestre.

Esta linea continué con el proyecto nacional “Epidemiologia de las enfermedades com-
partidas entre ungulados silvestres y ganado en Espafia: aproximacién multidisciplinar,
AGL2005-07401" y la coordinacién de la Red temética sobre Investigacion de Enfermedades
Compartidas con fauna silvestre RIEC, apoyada por la Accién Movilizadora INIA “interaccion
sanitaria entre fauna silvestre y ganaderia extensiva”. Ademds se logré internacionalizacion
mediante el proyecto europeo “TB-STEP Strategies for the eradication of bovine tuberculosis
(FP7KBBE; Grant 212414, 2009-2011)". Durante esta etapa también se estreché la colabora-
cién con las autoridades espafiolas de sanidad animal, en el Ministerio de Agricultura. Las
nuevas investigaciones sobre tuberculosis ampliaron el campo de accién del grupo desde la
epidemiologia hacia terrenos afines como diagnéstico, genética y biologia molecular, o con-
trol sanitario. También se ha evolucionado hacia la integracién de la ecologia de la tubercu-
losis en modelos multihospedador, lo que ha resultado fundamental no solo para ampliar los
conocimientos fundamentales, sino para desarrollar medidas de gestion en la fauna silvestre
y la ganaderia (proyecto nacional “Factores de riesgo y epidemiologia espacio-temporal de
la tuberculosis en bovino extensivo: un modelo para el control de la enfermedad”; AGL20o10-
20730). Estos son algunos de los hitos destacables en esa etapa:
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- Reconocimiento del jabali como reservorio de tuberculosis (Naranjo et al. 2008b).

- Avances en la comprensién del papel de los diferentes actores, silvestres y domésticos,
en el mantenimiento del complejo M. tuberculosis (Gortézar et al. 2008; 2011a; 2011b).

- Las altas densidades poblacionales y la agregacion de ungulados silvestres (jabali, cier-
vO, gamo) en torno a puntos de agua y afines se correlacionan con mayores prevalencias de
tuberculosis (Acevedo et al. 2007; Vicente et al. 2007a; 2007b; Gortéazar et al. 2008).

- Existen diferencias en la expresién génica entre jabalies tuberculosos y no tuberculosos.
Algunos genes tienen relacién con la resistencia a M. bovis observada en jabalies expuestos
pero sanos (Acevedo-Whitehouse et al. 2005; Naranjo et al. 2006; 2008a).

- Primeros casos de tuberculosis en tejon en Espafia (Sobrino et al. 2008).

- Relevancia de las relaciones intra e interespecificas en comunidades complejas de hos-
pedadores domésticos y silvestres (Gértazar et al. 2008; 2011a).

- Implementacién y verificacién por primera vez de medidas de bioseguridad, basadas en
el conocimiento del comportamiento animal y la epidemiologia ambiental de la tuberculosis,
que se mostraron eficaces (Barasona et al. 2013b).

Figura 2. Representacion esquematica de la comunidad de ungulados hospedadores del complejo M. tuberculosis en
ambientes mediterrdneos. Los puntos de agua constituyen la forma de contacto entre especies mds significativa en este
tipo de ambientes. La estabilidad del sistema sera tanto mayor cuantas mas especies hospedadoras formen parte del
mismo. Fuente: José Angel Barasona.
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Actualidad

En 2014 arrancé un proyecto nacional, que continua el estudio de las interacciones entre
ungulados silvestres y ganado, y la mejora de la bioseguridad (Desarrollo de protocolos de
mitigacion del riesgo de contacto y transmisién de enfermedades compartidas entre ganado
y ungulados silvestres - AGL2013-48523). Ademds, el grupo SaBio aumenté su internaciona-
lizacidn a través de la coordinacién del proyecto EU FP7 EMIDA (ERA-NET) APHAEA sobre
monitorizacién poblacional y sanitaria de la fauna silvestre en Europa, y de la participacion
en el proyecto FP7 ANTIGONE sobre zoonosis emergentes. En esta etapa pueden distinguir-
se varias lineas de actividad en investigacidn sobre tuberculosis: (1) epidemiologia, (2) control
sanitario, e (3) interaccién patégeno-hospedador.

Epidemiologia: Tres aspectos novedosos respecto al periodo anterior son la perspectiva
cada vez mads internacional del problema (Gortézar et al. 2012; Medrano et al. 2012; Acevedo
et al. 2013); la exploracién de patrones temporales en tuberculosis animal (Boadella et al. 2011b;
Vicente et al. 2013); y la inclusién, cada vez en mayor medida, de los actores domésticos en los
estudios epidemioldgicos. En cuanto a estudios a largo plazo, se describen los determinantes de
tuberculosis en poblaciones de ungulados silvestres: factores estocdsticos (e]. precipitaciones),
densodependientes (ej. abundancias) y de gestion (ej. vallados). Estos resultados se obtienen
mediante la acumulacién y monitorizacién de informacién desde 1999 (Vicente et al. 2013).

Los estudios de campo pasan del registro de prevalencias en fauna silvestre al estudio
detallado de las interacciones entre fauna silvestre (principalmente ciervo y jabali) y ganado
doméstico bovino, ovino-caprino y porcino extensivo (Rodriguez-Prieto et al. 2012; Kukielka
et al. 2013; Barasona et al. 2014a; 2014b). Este aspecto se expone de forma més detallada en
el capitulo 7 de este libro.

Control sanitario: Este campo abarca todas las opciones de intervencién (incluida su ausen-
cia), es decir la mejora de la bioseguridad de las explotaciones, el control poblacional selectivo
0 no, y la vacunacion (Beltrdn-Beck et al. 2012). Este Ultimo aspecto se encuentra desarrollado
en el capitulo 8 de este libro. En cuanto al campo de la bioseguridad, se estan desarrollando
programas de bioseguridad especificos frente a la fauna silvestre vélidos en la zona centro y
sur del pafs, que esta vez, se aplicaran individualmente en cada explotacién extensiva de ries-
go. Es relevante mencionar la incorporacién de la sociologia para la implementacion 6ptima
de acciones de control sanitario que sean eficaces, pero a la vez aceptadas por los principales
actores participantes (autoridades sanitarias, veterinarios, ganaderos, gestores de la fauna y
colectivo de la caza) (Cowie et al. 2014a; 2014b; 2015). Finalmente, se han desarrollado sendas
experiencias de control poblacional de jabali. La primera, con control no selectivo, demostré
semi-experimentalmente que una reduccién significativa del ndmero de jabalies redunda en
una menor prevalencia de tuberculosis en el jabali, pero también en una menor incidencia de
tuberculosis en ciervos y bovinos simpdtricos (Boadella et al. 2012b). La segunda experiencia,
desarrollada en colaboracién con empresas a través del Centro para el Desarrollo Tecnolégico
Industrial (CDTI), comprobd que la eliminacidn selectiva de jabalies tuberculosos no resulta
efectiva para el control sanitario.

Interaccién patégeno-hospedador: El estudio de jabalies infectados de forma natural,
asi como los experimentos de laboratorio sobre vacunas, ha venido generando material para
andlisis genémicos y ha dado lugar al planteamiento de nuevas preguntas, particularmente
sobre los mecanismos de respuesta y proteccion en el jabali (de la Fuente et al. 2011; Beltran-
Beck et al. 2014b).
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Figura 3. Ciervo caquéctico y con varios linfonodos muy engrosados, fotografiado en un espacio natural durante la berrea.
El recuadro presenta las lesiones tuberculosas en linfonodos mesentéricos del mismo individuo. (Fotos: Andrés Rios)

Futuro

El objetivo general de SaBio es contribuir a la salud, la produccién animal y la conserva-
cién a través de investigacion y desarrollo tecnoldgico. La tuberculosis, como zoonosis con
gran impacto en la produccién ganadera extensiva e incluso en la conservacion de especies
amenazadas como el lince ibérico (Lynx pardinus), constituye una de las principales lineas de
investigacion en SaBio. En los proximos afos, los investigadores del grupo dedicardn una
parte importante de su tiempo a avanzar en el control de la tuberculosis animal. Para ello se
desarrollardn los siguientes objetivos:

1. Conocer en profundidad los mecanismos que posibilitan el mantenimiento de la in-
feccién en sistemas multi-hospedador.

Aun hay muchos aspectos de la relacién patégeno-hospedador-medio que no conocemos
en suficiente detalle. ;Cudl es el peso relativo de cada especie hospedadora y del medio, en
diferentes situaciones? Para responder a esta pregunta se estan aplicando técnicas tradicio-
nales en combinacién con otras muy novedosas, y se estan encontrando resultados inespera-
dos, por ejemplo relacionando la tuberculosis con la mortalidad de jabalies, o relacionando la
seleccién genética del ciervo con la tuberculosis. En el @mbito de las especies de produccidn,
el papel de los reservorios no-bovinos va adquiriendo cada vez mayor relevancia. Para este
objetivo es fundamental desarrollar herramientas de otras disciplinas, como la dindmica po-
blacional.
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2. Explorar nuevas estrategias, posiblemente integradas, de control de la tuberculosis
animal en sistemas multi-hospedador.

El reciente desarrollo de medidas de mejora de la bioseguridad abre una excelente opor-
tunidad para el trabajo con el sector ganadero. En paralelo, los resultados obtenidos en el
desarrollo de vacunas y otras medidas de control en reservorios silvestres facilitan la in-
tervencién sobre este compartimento en colaboracién con el sector cinegético. Se trata de
responder a las siguientes preguntas: ;Cémo podemos actuar mejor sobre el medio y sobre
los hospedadores a fin de limitar el mantenimiento de la infeccién? ;Cual es el efecto, en
términos de menor incidencia de tuberculosis en especies ganaderas, de estas actuaciones -
dénde estan los limites? Abordar este objetivo serd de gran utilidad para el control de otras
enfermedades que coinciden en sus principales factores de riesgo y que se benefician de la
interaccion en las zonas de contacto entre fauna y ganado.

3. Avanzar en el entendimiento de la interaccién entre los miembros del complejo M.
tuberculosis y sus hospedadores.

¢Existen genotipos mas o menos transmisibles y mds o menos virulentos? ;Cual es el pa-
pel de la exposicién a micobacterias ambientales y de las co-infecciones en la patogenia de
la tuberculosis? ;Qué mecanismo explica la proteccién frente a tuberculosis conferida por la
administracion de micobacterias inactivadas? ;Cémo podemos aprovechar los mecanismos
genéticos de resistencia para el control de la tuberculosis (Acevedo-Whitehouse et al. 2005;
Queirds et al. 2014)? ;Qué nuevas aportaciones podemos esperar de las nuevas herramientas
“6micas” y de secuenciacién masiva?

4. Llevar a mercado los resultados desarrollados hasta la fecha.

Para ello, con el apoyo de la Universidad de Castilla-La Mancha, se ha puesto en marcha
la spin-off del grupo SaBio, SABIOtec (sabiotec@sabiotec.es). Para continuar en este camino
se trabajard en colaboracién con otras empresas de los sectores veterinario, farmacéutico y
ganadero.
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Figura 4. Tuberculosis generalizada en un jabali. En la esquina superior izquierda se aprecia una orquitis tuberculosa,
un hallazgo excepcional. Las lesiones granulomatosas en bazo y la tuberculosis generalizada en pulmén sugieren
una difusion hematdégena. Las espectaculares lesiones pulmonares, donde practicamente no queda parénquima
sano, sugieren que este animal excretaba micobacterias de forma masiva. Se trata de un macho adulto que, de haber
sobrevivido hasta la temporada cinegética, hubiese resultado valioso para su propietario. (Fotos: Alvaro Mata, SABIOtec)
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Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencias
Diagnéstico Puesta a punto y mejora Diagnéstico Fernandez-de-Mera et
de pruebas diagnésticas y protocolos de al. 20009; Jaroso et al.
(ELISA e IDTB) en jabali testado y eliminaciéon ~ 2010a; 2010b; Boadella
y en cérvidos selectiva en jabali et al. 20mb; 2012a
y en cérvidos
Epidemiologia Identificacién de los En sistemas Gortazar et al. 2008;
reservorios silvestres mas ~ multi-hospedador Naranjo et al. 2008b
importantes para el dificilmente se lograra
mantenimiento la erradicacion sin
de la TB en Iberia contemplar a todos
los actores involucra-
dos - jabali, ciervo y
gamo en los ambientes
mediterrdneos ibéricos
Control Reducir significativamente  Aplicacién en Boadella et al. 2012b
el nimero de jabalies intervenciones
reduce la prevalenciade TB de control poblacional
en jabali, y la incidencia en
ciervos y bovinos
Control / Desarrollo de métodos Métodos de aplicacion  Acevedo et al. 2007;
Epidemiologia novedosos para en epidemiologia, 2008
estimas de abundancia y en vigilancia sanitaria
agregacion en y en el seguimiento
ungulados silvestres de intervenciones de
control poblacional
Control Descubrimiento de ADN Intervenciones Barasona et al. 2014a;
del complejo para mejora 2014b y trabajos en
M. tuberculosis en barro de la bioseguridad preparacién
de puntos de agua y otras  en sistemas
muestras ambientales; ganaderos
conocimiento detallado extensivos
del uso del espacio y de las
interacciones intra- e inter-
especificas
Epidemiologia Identificacion de factores Posibilidades para Acevedo-Whitehouse

de riesgo que determinan
la prevalencia de TB

en fauna silvestre:
densidad, agregacion,
distribucién de puntos
de agua, alimentacién
suplementaria, genética...

una gestién cinegética
con consideracién

de aspectos

sanitarios

et al. 2005; Vicente
et al. 2007a; 2007b;
Gortazar et al. 2011b;
Queirds et al. 2014
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7. CONOCIMIENTO Y MANEJO
DE LA INTERACCION ENTRE EL GANADO
EXTENSIVO Y LA FAUNA SILVESTRE

SaBio IREC (Universidad de Castilla - La Mancha @ CSIC)

Contacto: Joaquin Vicente (joaquin.vicente@uclm.es)

Historia

La interaccion entre el ganado y los ungulados silvestres limita el éxito final de las estra-
tegias de erradicacion de enfermedades compartidas en Espafia, y es de especial relevancia
para la tuberculosis animal entre otras enfermedades compartidas. Desde hace mds de una
década se ha avanzado en el conocimiento de los factores de riesgo de la transmision de
las enfermedades compartidas en nuestro pais. Desde 2007, el grupo SaBio ha investigado
aspectos de la ecologia y manejo de la interaccién entre el ganado extensivo y ungulados
silvestres en ambientes mediterrdneos. Inicialmente, mediante el proyecto de investigacidn
“Interacciones entre ungulados cinegéticos y riesgos de transmisién de la tuberculosis en
Castilla-La Mancha” (PAlo7-0062-6611), financiado por la Junta de Comunidades de Castilla-
La Mancha. Este proyecto se complementé con “Epidemiologia molecular, epidemiologia de
campo y factores de riesgo biogeograficos asociados a la interaccion sanitaria entre ungula-
dos domésticos y silvestres” (FAU2008-00004-Co3-01), financiado por el INIA a través de la
Accién Movilizadora “Interaccidn sanitaria entre fauna silvestre y ganaderia extensiva”, co-
participado por el grupo VISAVET de la Universidad Complutense de Madrid. Estos proyectos
han permitido dar los primeros pasos en el conocimiento de la ecologia y epidemiologia de
la interaccion entre ungulados silvestres (jabali y ciervo) y ganado extensivo del centro sur
de Espafia.

La investigacién continué desde entonces mediante el proyecto del Plan Nacional “Fac-
tores de riesgo y epidemiologia espacio-temporal de la tuberculosis en bovino extensivo:
un modelo para el control de la enfermedad” (AGL2010-20730), en el que ha participado
la Universidad de Sevilla y la Estacion Bioldgica de Dofiana. Ha resultado en los siguientes
hitos:

1. Determinantes del patron espacio-temporal de persistencia y transmisién de la tuber-
culosis en zonas de interaccién entre ganado y fauna en ambientes mediterrdneos.
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2. Evaluacién del efecto de la reduccién poblacional de jabalies sobre la persistencia de |a
tuberculosis en ganado bovino.

3. Descripcidn de las interacciones inter e intra-especificas de interés en la transmisién de
la tuberculosis entre ganado y ungulados silvestres del Parque Nacional de Dofiana mediante
técnicas de telemetria e imagenes de alta resolucion captadas con drones.

4. Evaluacién de manejos preventivos que disminuyen las tasas de contacto directas e
indirectas entre ganado y ungulados silvestres. Se han disefiado métodos de segregacién
selectivos, particularmente, una puerta selectiva y operable solamente por ganado bovino.

Figura 1. Ejemplo de imagen aérea y georreferenciada obtenida mediante vuelo no tripulado, revelando la presencia
conjunta de ganado bovino y gamos. (Foto Aeromab-EBD)
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La red social de la tuberculosis

La mayor parte de los
contactos son
intraespecie.

Pocos contactos directos
entre especies

§ SaBio®

Figura 2. Ejemplo de red de interaccion real entre los individuos de poblaciones hospedadoras de tuberculosis en una
comunidad tipica de un sistema extensivo del centro sur de Espafia. Esta definida por los nodos y lineas de interaccion,
caracterizadas por la frecuencia y la intensidad de las interacciones (grosor de lineas). Cow: Bovino, Pig: Cerdo Ibérico,
WB: Jabali, RD: Ciervo. Fuente: Cat Cowie, SaBio-IREC.

Actualidad

En 2014 arrancé el proyecto del Plan Nacional “Desarrollo de protocolos de mitigacion
del riesgo de contacto y transmisién de enfermedades compartidas entre ganado y ungu-
lados silvestres (AGL2013-48523)". Este proyecto pretende desarrollar protocolos de miti-
gacién del riesgo de transmisién de las enfermedades infecciosas en sistemas extensivos
de ungulados del centro y sur de Espafia. En particular, los objetivos y resultados concretos
esperados son:

1. Describir el patrén espacio-temporal de contactos entre ungulados domésticos en ex-
tensivo y silvestres (incluyendo especies aun poco estudiadas: pequefios rumiantes, cerdo y
ciervo).

a. Describir y cuantificar el uso compartido del espacio a una escala espacial muy de-
tallada mediante el seguimiento de individuos portadores de registradores de proximidad
y GPS.

b. Desarrollar modelos predictivos (andlisis de redes neuronales) del riesgo de contac-
to mediante la identificacién de los factores responsables del patrén de contactos.
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2. ldentificar los factores determinantes de la transmisién y persistencia de diferentes
enfermedades compartidas en zonas de contacto en el centro y sur de Espaiia.

a. Puesta a punto del método de recoleccién de fluido oral en poblaciones de jabali.
b. Excrecion de patégenos en bovino, jabali'y cérvidos.
c. Microbiologia ambiental de puntos de riesgo para la transmisién de enfermedades.

d. Modelar la transmisién y persistencia de enfermedades compartidas en zonas de
contacto.

3. Desarrollar y trasladar a la administracién (sector ganadero en general) protocolos
efectivos de evaluacién del riesgo de contacto, como base para implementar programas es-
pecificos de mitigacién del riesgo de transmision de enfermedades compartidas en explota-
ciones ganaderas extensivas del centro y sur de Espana.

Figura 3. Mediante un ejemplo hipotético, se muestran sucesivas aproximaciones hasta la integracion total (inferior
izda) de la informacion generada a partir de la red neuronal de contactos (superior izda) entre individuos con
dispositivos registradores de contacto y GPS. Se representa la distribucion de factores ambientales (superior dcha), y el
geoposicionamiento de individuos portadores de registradores de proximidad (inferior dcha).
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Futuro

Esperamos que nuestros resultados permitan a la administracion, ganaderos y a los de-
mas sectores implicados en la lucha frente a las enfermedades compartidas entre ganado ex-
tensivo y ungulados silvestres (con especial atencion a la tuberculosis) disponer de un proto-
colo de evaluacién de riesgos de contacto. Este permitird instaurar programas de mitigacién
del riesgo frente a enfermedades compartidas especificos en cada explotacién extensiva del
centroy sur de Espafia, lo que contribuira al éxito de las estrategias de control y erradicacion
de las enfermedades. Con la premisa de una intensa cooperacién cientifica entre grupos,
pretendemos realizar trabajos principalmente observacionales, muy aplicados, respondiendo
a la necesidad de resolucién de los problemas en la ganaderia extensiva. El uso de nuevas
tecnologias y herramientas de diagndstico (por ejemplo la presencia ambiental del CMT)
y de caracterizacién de la interaccidn entre fauna y ganado serd esencial en nuestra futura
investigacion, lo que abre posibilidades de colaboracién entre grupos de investigacion, tam-
bién con proyeccién internacional. También es fundamental el desarrollo de herramientas
que nos permitan caracterizar las poblaciones de estudio y su evolucién para evaluar riesgos
desde escalas locales a continentales. Por ello, trabajaremos en métodos de seguimiento
poblacional que sean practicos y sensibles a las variaciones espacio-temporales de las pobla-
ciones, y a la vez, estandarizados entre areas muy diversas (por ejemplo a nivel continental)
especialmente aplicable al caso del jabali, especie metodolégicamente problematica, y de
importancia para la tuberculosis y otras enfermedades.
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Figura 4. Relacion entre los valores de densidad de jabali determinados mediante fototrampeo y la aplicacion del
método descrito por Rowcliffe en 2008, y la densidad de jabalies estimada con el muestreo de distancias para las fincas
de estudio. Fuente: SaBio-IREC.
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Resumen

Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencias
Epidemiologia Identificacion de los Sélo conociendo los factores Vicente et al.
determinantes del patrén de riesgo (por ejemplo 2006; 20073;
espacio-temporal de disponibilidad de agua, Barasona et al.
persistencia y transmision agregacion espacial, 2014a; 2014b
de la TB en zonas de densidad...) es posible
interaccién entre ganado plantear medidas
y fauna en ambientes de intervencion
mediterraneos
Control Evaluacién del efecto Demostracién empirica Boadella et al.
de la reduccién poblacional  del papel del jabalf 2012b; Barasona
de jabalies sobre Como reservorio etal. 2013b
la persistencia
de la TB en ganado bovino Identificacion de la
importancia de evitar
la sobreabundancia
de jabalies en el marco
del control de la TB
Identificacién de la
importancia de reducir los
contactos indirectos entre
bovinos y ungulados silvestres
Epidemiologia Descripcién de las Posibilidad de intervenir en los  Barasona et al.
interacciones inter e intra-  lugares de mayor riesgo parala 2013b; 2014a;
especificas deinterésenla  transmisién indirecta de CMT,  2014b
transmisién de la TB entre por ejemplo en puntos de agua
ganado y ungulados o comederos
silvestres: la transmision
entre especies es
principalmente indirecta
Control Evaluacién de manejos Se han disefiado métodos Barasona et al.

preventivos que disminuyen
las tasas de contacto
directas e indirectas

entre ganado y ungulados
silvestres

de segregacion selectivos,
particularmente, una puerta
selectiva y operable solamente
por ganado bovino

2013b




8. VACUNACION

Consorcio SaBio IREC (Universidad de Castilla — La Mancha & CSIC)
— NEIKER Tecnalia - VISAVET/U. Complutense

Contacto: Christian Gortazar (christian.gortazar@uclm.es)

Historia

Este consorcio informal lleva colaborando desde 2007, cuando arrancé el proyecto
“Control de la tuberculosis bovina en su principal reservorio silvestre en Espafia, el jabali,
mediante vacunacién (FAU2006-00017)". Ese proyecto, financiado por el INIA a través de
la Accién Movilizadora “Interaccién sanitaria entre fauna silvestre y ganaderia extensiva”,
permitié dar los primeros pasos en vacunacién de jabalies, tales como la puesta a punto
del modelo de infeccién experimental y los primeros marcadores de respuesta a la infec-
cién y a la vacunacién con M. bovis BCG (Ballesteros et al. 2009). Ademas, el proyecto
permitié disefiar y patentar un cebo y un comedero selectivo para la administracion de
la vacuna oral en condiciones de campo (Beltran-Beck et al. 2012). La financiacién se vio
complementada con una ayuda del Banco Santander que actué como catalizador durante
los primeros afios.

La Iinea de investigacién sobre vacunacién tuvo continuidad a través del proyecto euro-
peo “TB-STEP Strategies for the eradication of bovine tuberculosis (FP7KBBE; Grant 212414,
2009-2011)" y el proyecto nacional AGL2011-30041. En esta etapa (2009-2014) se ampliaron
las colaboraciones con otros grupos afines, como CReSA o SERIDA. La investigacién continué
tanto en el laboratorio, con numerosos ensayos en jabali y los primeros ensayos en cerdo,
como en el campo, con la primera vacunacion en condiciones reales, resultando los siguien-
tes hitos:

- La revacunacién mejora la eficacia de M. bovis BCG (Gortézar et al. 2014).

- Mediante cebos y comederos selectivos es posible alcanzar con vacunas a mas del 8o%
de los rayones en condiciones de campo, de forma selectiva y segura (Ballesteros et al. 2011;
Beltran-Beck et al. 2012; 2014b).

- Gracias al empeno personal del Dr. R. Juste (NEIKER) se descubre la capacidad protecto-
ra de M. bovis inactivado por calor (Garrido et al. 2011; Beltran-Beck et al. 2014c).

63



. Tuberculosis animal: investigacion y control en Espafia

64

- Se comprueba que M. bovis inactivado por calor también es eficaz en cerdos (Beltrén-
Beck et al. 2014a).

- Se conocen nuevos aspectos del mecanismo protector de M. bovis inactivado por calor
(Beltran-Beck et al. 2014a; 2014c).

- Primeros resultados de proteccion de rayones en pruebas de campo, superior al 90%
(publicaciones en preparacion).
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Figura 1. Arriba: jaula-comedero selectivo para rayones. Los adultos no logran entrar, de forma que colocando los cebos
(abajo) en las mismas se logra administrar vacunas de forma selectiva a los rayones. (Fotos: SaBio-IREC)
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Actualidad

En 2014 arrancé el proyecto europeo “Integrated solutions for tuberculosis control in
animals combining vaccination and multispecies diagnostics (WildTBVac, Grant 613779)” y
en 2015 el proyecto nacional “Micobacterias inactivadas por calor como inmunégenos en
rumiantes: via de administracién, respuesta del hospedador y diagnéstico (AGL2014-56305)”.
Entre ambos proyectos, uno continuando la linea jabali/porcino y otro abriendo el campo de
exploracién hacia los rumiantes silvestres y domésticos, se logra la continuidad de la investi-
gacion sobre vacunas, y del consorcio.

Por un lado siguen realizandose ensayos con jabalies y con cerdos, en condiciones de
laboratorio, a fin de ampliar conocimientos sobre los mecanismos de proteccién y descu-
brir posibles sinergias o interferencias entre distintos productos con capacidad inmundgena.
Ademds, se han mejorado las técnicas de diagndstico basadas en ELISA hasta el punto de lo-
grar sensibilidades superiores al go% y especificidades préximas al 100% en porcino (Boade-
lla et al. 20mb; Beltran-Beck et al. 2014a). En el campo, el ensayo de vacunacion de jabalies
continta, estando prevista su finalizacién al final de la temporada de muestreo 2015/2016.
Para la modelizacién de los resultados se cuenta con colaboraciones internacionales con las
Universidades de York y Edimburgo.
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Figura 2. Resultados obtenidos tras vacunar jabalies con M. bovis inactivado por calor, y exponerlos después a reto con
una cepa de campo. Los jabalies vacunados presentan significativamente menos lesiones y menos nimero de cultivos
positivos. Fuente: modificado de Beltran-Beck et al. 2014c¢.

Por otro lado se estdn comenzando experimentos de inmunizacién y en algunos casos de
reto con tres especies de rumiantes, uno silvestre (ciervo) y dos domésticos (cabra y vaca),
ademds de existir colaboraciones con grupos nacionales (SERIDA, CReSa y empresas) e in-
ternacionales (APHA en Reino Unido, USDA en EUA, y Universidad de Pretoria en Sudéfrica)
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en relacién con ensayos en tején y en oveja, entre otros temas. Estos experimentos permiten
profundizar en el conocimiento basico de la respuesta de los rumiantes a la vacunacién y a
la infeccién. En relacién con el ciervo, ademds, se trabaja en el desarrollo de cebos apropia-
dos para la distribucién de vacunas o inmunoestimulantes orales en condiciones de campo,
siguiendo los pasos de la experiencia previa con el jabali.

Futuro

El objetivo general del consorcio es contribuir, a través del desarrollo de vacunas o in-
munoestimulantes asi como de tecnologias para su aplicacién y distribucién, al control de la
tuberculosis animal y, potencialmente, aportar también conocimientos al control de la tuber-
culosis humana. Para ello se desarrollaran los siguientes objetivos:

1. Llevar a mercado los resultados desarrollados hasta la fecha, en relacién con el con-
trol de la tuberculosis en el jabali'y el porcino.

Algunas de las herramientas desarrolladas son susceptibles de transferencia, como ya
ocurre por ejemplo con el kit ELISA TB comercializado por VACUNEK, spin-off de NEIKER.
Para continuar en este camino se trabajara en colaboracién con empresas de los sectores
veterinario, farmacéutico y ganadero.

2. Evaluar el potencial de M. bovis inactivado por calor para el control de la tuberculosis
en rumiantes.

Resultados muy preliminares sugieren que la administracién oral de micobacterias in-
activadas por calor en rumiantes produce respuesta y no interfiere con el diagnéstico. En
consecuencia, este campo resulta prometedor y exigird un elevado esfuerzo de I14+D en el
proximo lustro.

3. Explorar otras posibles aplicaciones de la inmunoestimulacién oral con organismos
inactivados por calor.

El descubrimiento de que es posible obtener respuesta protectora a partir de la admi-
nistracion oral de un microorganismo inactivado por calor abre numerosas posibilidades e
hipétesis, algunas de las cuales se procurara investigar en los préximos afios.
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Figura 3. Vacunacion experimental de cabritos. En 2015 el consorcio SaBio IREC - NEIKER - VISAVET comienza varios
experimentos de vacunacion en cabritos, terneros, y ciervos, algunos de ellos en colaboracion con otros grupos de +D
nacionales e internacionales. Los resultados permitirdn comprobar si el efecto protector de las vacunas inactivadas se
limita a los suidos o es extensivo a los rumiantes. Esto supondria un hito importante en la lucha contra la tuberculosis
animal.

Resumen

Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencias
Diagndstico Técnicas ELISA Diagnéstico y Boadella et al. 2011b;
mejoradas para protocolos de testado  Beltrdn-Beck et al.
deteccion anticuerpos y eliminacion selectiva 2014a
frente a CMT en en porcino y jabalf
porcino y en jabali
Control Viabilidad, seguridad Vacunacion Gortézar et al. 2014
y selectividad de jabalies
del uso de M. bovis
BCG en jabalies,
preferentemente
mediante
re-vacunacion
Control Viabilidad, seguridad Vacunacién Beltrdn-Beck et al.
y selectividad de jabalies. 2012; 2014b; 2014¢

del uso de M. bovis
inactivado por calor
en cerdos y en jabalies,
preferentemente
mediante
re-vacunacion

Posibilidad futura
vacunacioén
en cerdos
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9. LAS MICOBACTERIOSIS, UNA CONSTANTE
EN LA MEDICINA VETERINARIA DE BIZKAIA
DURANTE MAS DE 60 ANOS

Instituto Vasco de Investigacion y Desarrollo Agrario (NEIKER-Tecnalia)

Contacto: Ramén A. Juste (rjuste@neiker.eus)

Historia

Las micobacteriosis en general y la tuberculosis en particular han sido histéricamente dos
de las principales lineas de trabajo de NEIKER. Los antecedentes se remontan a 1953 cuando Je-
sus Cuezva Samaniego inicio en Bizkaia el primer programa continuo de control de la tubercu-
losis bovina en Espafia. Este interés por la tuberculosis se consolidé con la construccién del La-
boratorio Pecuario Regional en Derio y su declaracién como centro nacional de referencia de
la tuberculosis bovina, y con la publicacién de su obra “Erradicacion de la Tuberculosis Bovina
(ETB)” en 1966, un modelo de trabajo cientifico aplicativo todavia vélido. La transferencia a la
Comunidad Auténoma de dicho laboratorio le hizo perder su calidad de centro de referencia,
pero le permitié mantener el interés por las micobacteriosis, de manera que, ya como SIMA,
en 1983 el Dr Juste revis6 el diagndstico mediante la técnica oficial de intradermorreaccion y
realizé la primera descripcidn de paratuberculosis bovina en Espafa. Desde entonces el grupo
de NEIKER ha participado en numerosos proyectos de Investigacion tanto europeos como
estatales y autonémicos orientados principalmente al estudio epidemioldgico, diagndstico y
control de las principales micobacteriosis de los animales domésticos y de la fauna silvestre,
como son la tuberculosis y la paratuberculosis. En lo que a la tuberculosis respecta, el cen-
tro, ademas de asesorar a las autoridades competentes de la Comunidad Auténoma del Pais
Vasco, ha sido el encargado de la confirmacién mediante técnicas microbioldgicas e histopa-
toldgicas de los casos sospechosos de tuberculosis detectados en el seno de las campafias de
saneamiento, obligatorias desde 1983. Ademas, ha colaborado desde 2001 con IREC y VISAVET
en varios estudios epidemioldgicos sobre tuberculosis en fauna silvestre y en el desarrollo
de nuevos productos inmunoestimulantes para el control de la enfermedad en jabali en el
marco de cuatro proyectos del Plan Nacional y dos europeos, de los cuales uno estd en vigor
y en el que NEIKER participa como coordinador. NEIKER dispone de instalaciones y perso-
nal cualificado para realizar experimentacién animal e “in vitro” en nivel BS3 aumentado, asf
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como capacidad de produccién de inmunoestimulantes del complejo M. tuberculosis para uso
en campo. NEIKER lleva casi tres décadas ensayando y documentando el uso de la vacunacion
para el control de la paratuberculosis que alcanza ya el noveno afio de seguimiento en ganado
bovino. Este ensayo de campo, tinico en Europa, estd enfocado no sélo en la eficacia, que se ha
demostrado muy alta, tanto en produccién lechera y longevidad, como en excrecién fecal de
M. a. subsp. paratuberculosis (MAP), sino en la interferencia con el diagndstico de la tuberculo-
sis, que se ha visto que es escasa y facilmente controlable. Como consecuencia de todos estos
afios de trabajo, se dispone de un amplio cepario de micobacterias perfectamente caracteriza-
do. El grupo de micobacterias estd formado en estos momentos por cinco investigadores, dos
técnicos, dos analistas y dos becarios.

Finalmente, NEIKER estd Certificado por AENOR para la gestion de Proyectos de Investi-
gacion segun la norma UNE-EN ISO goo1: 2000.

Actualidad

En estos momentos se dispone de un modelo experimental de tuberculosis en jabali que
ha permitido ver el efecto del producto M. bovis inactivado (EMDIAR) desarrollado por el con-
sorcio NEIKER-IREC-VISAVET utilizando diferentes pautas de administraciéon en comparacion
con la BCG. Los resultados obtenidos demostraron mejor tasa de proteccién en términos de
numero, tamafo y localizacidn de las lesiones observadas, asi como de carga bacteriana.

Igualmente, se dispone de un modelo experimental de tuberculosis en terneros con el que
se pudo demostrar que la vacunacidn frente a paratuberculosis con una vacuna inactivada
tenia un efecto favorable en el control de la tuberculosis bovina en base al nimero y volumen
de lesiones observadas.

En el caso de la paratuberculosis se dispone de un modelo de infeccion experimental en
conejos. Este modelo ha sido util para conocer que pequefios cambios en la dieta pueden tener
influencia en la instauracion de la infeccion por MAP. Ademas, se ha observado que la vacuna-
cion frente a paratuberculosis con una vacuna inactivada ejerce un efecto diferente a nivel de
respuesta inmune humoral y celular seglin se aplique antes o después del desafio con MAP.

Desde el afo 2005 se esta llevando a cabo un ensayo experimental de campo para el
control de la paratuberculosis bovina. En este ensayo se comparan los resultados obtenidos
en seis explotaciones que siguen una estrategia de saneamiento en base a serologia y ex-
crecion de MAP con las heces, con otra basada en la vacunacién llevada a cabo en otras 20
explotaciones. Por otra parte, se analiza la posible interferencia de las infecciones naturales
por MAP y de la vacuna en el diagndstico de |a tuberculosis en base a la intradermorreaccion
comparaday a la produccién de gamma-Interferén (y-IFN).

NEIKER estd desarrollando un modelo de infeccién “ex vivo” basado en la captura y lisis de
micobacterias por macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica de rumiantes que
ha permitido demostrar la existencia de un mecanismo primitivo e inespecifico, pero muy
eficiente, de proteccién con escasa huella inmunolégica especifica con un gran potencial
médico ya que, contra la opinién prevalente hasta hace muy poco, puede ser activado por
células muertas.

NEIKER también ha realizado un estudio histopatolégico y epidemiolégico en ganado
bovino que ha permitido definir tres formas de paratuberculosis que se han podido asociar
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con unos genotipos relacionados con la inmunidad innata que no solo confirman el papel
relevante de este tipo de inmunidad en la patogenia de las micobacteriosis y, en particular,
de las asociadas con enfermedad inflamatoria intestinal, sino que permiten contemplar la
perspectiva de afadir la herramienta genética al control de las micobacteriosis y otras enfer-
medades de similar patogenia.

En cuanto a técnicas de diagndstico (bacteriolégico, inmunolégico e histopatolégico) y
caracterizacion de micobacteriosis NEIKER dispone de:

- Cultivo convencional en medios sélidos y liquidos
- Cultivo automético en medio liquido MGIT-BACTEC
- PCRs convencionales especificas de especies y subespecies micobacterianas

- PCRs en tiempo real de formato mdltiple (doble, triple y cuadruple) y especificas de
especie, subespecie o complejos micobacterianos

- Identificacion de miembros de los complejos M. tuberculosis y M. avium mediante arrays
de microesferas en suspension (Luminex)

- Identificacién de micobacterias por medio de secuenciacion de diferentes regiones ge-
néticas 16S rRNA e 165-23S rRNA ITS

- Caracterizacién genética de cepas para estudios de epidemiologia molecular: Espoligo-
tipado, MIRU-VNTR, PFGE, RFLP, SSR...

- Deteccion de respuesta inmune por medio de ELISA, IGRA (interferén-gamma), intra-
dermotuberculinizacién (simple y comparada) utilizando diferentes antigenos convenciona-
les y no convencionales

- Estudio anatomo-histopatolégico de animales y muestras

Los proyectos en vigor en estos momentos en el ambito de las micobacteriosis son:

1. Micobacterias inactivadas por calor como inmunégenos en rumiantes: via de adminis-
tracion, respuesta del hospedador y diagnéstico. Financiador: MINECO

2. Integrated solutions for Tuberculosis control in animals combining vaccination and
multi-species diagnostics. Financiador: EU FP7

3. Valoracion de la seguridad y eficacia de la vacunacion en el control de la paratuberculo-
sis en el Pais Vasco. Financiador: Gobierno Vasco (GV)-DDFF

4. Desarrollo de modelos de patogenia e inmunizacién en paratuberculosis. Financiador:
MINECO

5. Interacciones bacteria-hospedador en infecciones con Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis (Map): Susceptibilidad de los rumiantes domésticos a la infeccién con distintos
genotipos de Map. Financiador: INIA

6. Optimizacion y estandarizacion de la produccién y del protocolo de administracion de
un preparado vacunal contra la tuberculosis bovina. Financiador: GV

7. Desarrollo de nuevos métodos moleculares para la deteccién e identificacion de mico-
bacterias responsables de zoonosis en productos ganaderos. Financiador: GV
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8. Vigilancia sanitaria de las especies silvestres en la Comunidad Auténoma del Pais Vas-
co. Financiador: GV

9. Desarrollo y evaluacién de nuevos productos vacunales frente a la paratuberculosis
bovina. Financiador: GV-DDEC

Figura 1. Imédgenes de diferentes ensayos, tanto a nivel de campo como en condiciones de animalario, llevados a cabo
por NEIKER en el ambito de las micobacteriosis. Todos los ensayos con M. bovis son llevados a cabo en las instalaciones
de alta seguridad bioldgica. (Fotos: NEIKER)

Futuro

1. Puesta a punto de modelos en otras especies susceptibles de ser incluidas en planes de
control frente a tuberculosis.

2. Estudio de las posibles interferencias ocasionadas por la vacunacién frente a paratuber-
culosis en el diagnéstico de la tuberculosis.

3. Analizar diferentes rutas, posibilidad de reinmunizaciones y concentraciones de antige-
no para encontrar un equilibrio 6ptimo entre proteccion e interferencia diagndstica.

4. Estudio del efecto protector frente a la infeccién por Mycobacterium bovis de la vacuna
frente a paratuberculosis.

5. Continuar con el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico y caracterizacion de las
micobacteriosis.

6. Estudio de la interaccidn entre fauna silvestre y especies domésticas en el entorno de
explotaciones bovinas positivas a tuberculosis del norte peninsular.

7. Evaluacién de la seguridad y la eficacia de productos inmunoestimulantes en tejones
desafiados con Mycobacterium bovis.
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Resumen
Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB
Campo Resultado Aplicacion Referencia
Control Revision IDTB y Soporte de campanas Ferrery Juste 1983; Juste
analisis de resultados  de control en bovino 1989
Diagndstico ELISA TB suidos Aurtenetxe et al. 2008;
y gamos Prieto et al. 2014a
Diagnéstico PCR multiplex Identificacion rapida Sevilla et al. 2015
de micobacterias
patégenas
Control Vacunas Proteccién frente a TB Bastida y Juste 2011; Garrido
micobacterianas y paratuberculosis en et al. 20m; Alonso-Hearn et
varias especies al. 2012; Pérez de Val et al.
2012a; Garrido et al. 2013;
2014; Diez-Delgado et al.
2014, Juste et al. 2014
Diagndstico Varias técnicas Diagndstico de la TB Inchausti et al. 1997
en camélidos
sudamericanos
Patogenia Modelo de Evaluacion de factores Arrazuria et al. en prensa;
enfermedad de patogenia Arrazuria et al. en prensa
inflamatoria y proteccién
Patogenia Caracterizacién Definicién de Vézquez et al. 2013a; 2013b;
de tipos caracteristicas 2014a
epidemio-patolégicos  de la enfermedad
inflamatoria
intestinal en bovino
Patogenia Desarrollo de modelos Comparacién de la Abendafio et al. 2013a;
in vitro de infeccién virulenciay riesgosde  2013b; 2014; Fitzgerald et
micobacteriana diversas cepas de MAP.  al.2014
Disefo de estrategias
de controly
diferenciacién
vacunacién/infeccién
Patogenia Identificacion y Identificacion de Ruiz-Larrafaga et al. 2010a;
asociacion de factores  factores de riesgo 2010b; 2010¢; 2011a; 2011b;
genéticos con formas  en la patogenia de la 2012; Vazquez et al. 2014b
de paratuberculosis paratuberculosis

y otras infecciones
intracelulares
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10. ESTRATEGIAS PARA LA MEJORA DE LA EFICACIA
DE LOS METODOS DE DIAGNOSTICO
EN LAS CAMPANAS DE SANEAMIENTO
DE TUBERCULOSIS CAPRINA

Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia (UM)

Contacto: Joaquin Navarro (jnavarro@um.es)

Historia

Desde 1995, afio en que se inicid en la Region de Murcia el programa de control y erradi-
cacion de tuberculosis caprina, nuestro grupo ha venido realizando necropsias para la con-
firmacion de los diagndsticos, particularmente frente a los resultados dudosos. Ello permitié
la descripcién de los cuadros lesionales y el reconocimiento de la tuberculosis como una
enfermedad de especial importancia en el caprino, realizindose ademas estudios sobre la
inmunopatologia de la enfermedad (Figura 1). El desarrollo de la campafia, aunque consiguié
disminuir en gran medida el porcentaje de explotaciones afectadas, no evité que la inciden-
cia anual siguiera siendo alta. Ello hacia sospechar de la presencia de falsos negativos que
mantenian la infeccidn en los rebafios. En consecuencia se hacia necesario establecer estra-
tegias que aceleraran, y al mismo tiempo aseguraran, la erradicacion de la tuberculosis de los
rebafios infectados. Aunque la intradermorreaccién tuberculinica comparada (IDTC) utiliza-
da en la campafia se ha demostrado muy especifica y bastante sensible en estudios previos
en ganado caprino, tras una revision sobre los técnicas de diagnéstico in vivo basadas en la
inmunidad celular (IDTC y y-IFN) y la deteccién de anticuerpos, Bezos et al. (2012) destacan
la necesidad de estudios con un elevado nimero de animales, asi como sobre rebafios libres
de tuberculosis.
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Lesién Grado | Lesion Grado Il

Figura 1. Tipos de lesiones en cabras infectadas naturalmente con el complejo Mycobacterium tuberculosis. 1zquierda:
Lesion grado |, pequeiio nddulo caseificado y prominente en el parénquima pulmonar. Derecha: Lesién grado Il
parénquima pulmonar con varios nédulos blanquecinos confluyentes a drea ocupada por material caseoso. (Fotos:
Universidad de Murcia)

Actualidad

Durante el desarrollo del proyecto “Estrategias para la mejora del diagnéstico en la erradica-
cién de la tuberculosis caprina: andlisis de los mecanismos inmunoldgicos implicados en los falsos
negativos en la intradermorreaccion tuberculinica comparada” entre los afios 2010 y 2012, se
evalud la efectividad de los resultados de las técnicas de diagnéstico IDTC, y-IFN y la detec-
cién de anticuerpos mediante ELISA en distintos tipos de rebafios, parte de cuyos resultados
han sido comunicados en congresos y publicados e incorporados a los programas de sanea-
miento de la Regién de Murcia (Figura 2).

* Rebanos con tuberculosis (mas del 10% positivos a la IDTC)

Las cabras positivas a cualquiera de las técnicas fueron sacrificadas y sometidas a necrop-
sia. Se incluyé un grupo de animales negativos a las tres técnicas en cada explotacion. Los
animales con tuberculosis se clasificaron en dos grados.

Sensibilidad de las distintas pruebas Sensibilidad en funcion del grado de lesién

100 60
8o 50

6o ] 40 " pTC
40 30
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o ‘ ‘ ‘ 10 B ELISA
¢ Q& &
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&
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Figura 2. Porcentaje de sensibilidad de las distintas pruebas diagnésticas realizadas. Izquierda: Porcentaje de cabras
tuberculosas detectadas con cada prueba individualmente y cuando se combina la prueba oficial (IDTC) con el y-IFN o
el ELISA. Derecha: Porcentaje de cabras tuberculosas con lesién de grado | y con lesiones de grado Il detectadas con
cada prueba. Fuente: Universidad de Murcia.
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Parte de estos resultados fueron publicados, subrayando los pobres resultados de la IDTC
en explotaciones caprinas con un largo historial de tuberculosis (Buendia et al. 2013). Para
explicar esta baja sensibilidad hay que tener en cuenta las sucesivas tuberculinizaciones. Se
ha demostrado en vacuno que las tuberculinizaciones repetidas afectan de manera notable a
la sensibilidad de la prueba (Coad et al. 2010). Las otras dos técnicas (ELISA y y-IFN) presen-
taron una mayor sensibilidad, incrementdndose ésta cuando se combinan las dos técnicas,
por lo que para acelerar el saneamiento en este tipo de rebafios es recomendable utilizar otra
técnica junto con la IDTC.

La primera ofrece una serie de ventajas: es mas sencilla y econémica, y ofrece mejores
resultados en la deteccién de cabras con formas avanzadas de la enfermedad, que son poten-
cialmente responsables de la transmisién y mantenimiento de la infeccién en las explotacio-
nes. Cuando el ELISA se combina con la IDTC se obtienen los mejores resultados.

¢ Rebarios libres de tuberculosis

Todos los animales sometidos en paralelo a las pruebas de IDTC, y-IFN y ELISA, fueron
negativos, lo que apunta a una elevada especificidad de las tres técnicas.

« Rebafios libres de tuberculosis y vacunados de paratuberculosis

Las cabras vacunadas en los primeros meses de vida son negativas a las tres técnicas al
afio, lo que indica que la vacunacidn no parece afectar a la especificidad, pero seria necesario
conocer sus efectos sobre la sensibilidad en rebafios con tuberculosis.

* Rebaiios libres de tuberculosis en los que aparecen un bajo niimero de cabras positi-
vasa IDTC

La falta de especificidad hace que animales no infectados (falsos positivos) sean elimi-
nados, lo que supone graves contratiempos en aquellas explotaciones que previamente
eran oficialmente libres de tuberculosis, o en las que contintdan apareciendo un bajo nu-
mero de animales positivos. Las cabras positivas de rebafios donde se sospechaba la exis-
tencia de animales falsos positivos son sometidas a necropsia y ELISA. Hay explotaciones
donde se confirma la presencia de tuberculosis y explotaciones en las que los animales
eran falsos positivos a la IDTC, en los cuales, ademds de la ausencia de lesiones tubercu-
losas, aparecian principalmente procesos de seudotuberculosis. La técnica de ELISA daba
resultados negativos.

Futuro

En los préximos afos se realizaran nuevos estudios sobre la efectividad de los distintos
métodos de diagndstico ante-mortem de la tuberculosis, individualmente y combinados, en
rebafnos caprinos no sometidos y sometidos a tuberculinizacién. Se analizara la influencia de
factores como la infecciones por M. a. subsp. paratuberculosis, Corynebacterium pseudotuber-
culosis, parasitaciones y vacunacion frente a paratuberculosis. Ademds, se estudiaran las cau-
sas de ausencia de respuesta de animales infectados a los distintos métodos de diagndstico
(falsos negativos), o de respuesta de animales sin tuberculosis (falsos positivos), mediante el
estudio de su respuesta inmune. Ello permitird establecer nuevas estrategias para el control
de la tuberculosis caprina.
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Resumen

Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencia
Diagnéstico En rebafos caprinos con Mejora del diagndstico Buendia et al. 2013
incidencia media/alta de TB en las campaiias de
sometidos a saneamiento la saneamiento caprinas
prueba oficial muestra una baja
sensibilidad siendo superior
la de y-IFN y la deteccion de
anticuerpos mediante ELISA
Diagnéstico En rebafios caprinos Aumentar la deteccién Buendia et al. 2013

sometidos a tuberculinizaciones
sucesivas se requiere al menos
una prueba complementaria

a la oficial

de cabras con TB
en rebafios sometidos
a saneamiento

Diagnéstico/
Epidemiologia

El ELISA ofrece mejores
resultados en la deteccién

de cabras con formas avanzadas
de la enfermedad, y cuando

se combina con la IDTC se
obtienen los mejores resultados

Aumentar la Buendia et al. 2013
deteccidén de cabras

con fases avanzadas

de TB responsables

del mantenimiento

de la infeccion en las

explotaciones




11. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS
DE LA TUBERCULOSIS BOVINA EN ESPECIES
DOMESTICAS Y SILVESTRES EN EL SUR DE ESPANA

Departamento de Sanidad Animal. Universidad de Cérdoba (UCO)

Contacto: Ignacio Garcia Bocanegra (nacho.garcia@uco.es)

Historia

El Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de Cérdoba (http://www.uco.
es/organiza/departamentos/sanidadanimal/) viene desarrollando trabajos de investigacion
relacionados con la epidemiologia de enfermedades infecciosas y parasitarias en especies
domeésticas y silvestres desde hace mds de 30 afios. En la dltima década hemos realizado
diversos estudios sobre tuberculosis en diferentes especies animales.

En los ultimos afos, se ha producido un incremento de camélidos como animales de com-
pafifa en diferentes regiones de Espafia. Durante el periodo 2009 se remitieron al laborato-
rio de Enfermedades Infecciosas del Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de
Cérdoba tres ejemplares de alpacas (Lama pacos) muertos por un proceso agudo inespecifico.
El diagndstico laboratorial demostré infeccién por M. bovis en todos los animales analizados
(Figura 1). El espoligotipo aislado (SBo295) indicé que los animales se infectaron en Espana.
El estudio también sefialé la dificultad en el diagndstico ante-morten de la tuberculosis en
alpacas empleando las técnicas de diagnédstico oficiales actualmente disponibles para otras
especies (Garcia-Bocanegra et al. 2010).
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Figura 1. Bronconeumonia granulomatosa, donde se puede observar un gran nédulo (asterisco) y nédulos pequefios
(flechas), causada por M. bovis en alpaca (Lama pacos). (Foto: Universidad de Cérdoba)

Posteriormente realizamos estudios, en colaboracién con diversos grupos de investiga-
cién, relacionados con la epidemiologia de la tuberculosis en poblaciones de artiodactilos sil-
vestres en Andalucia (Figura 2). Los resultados obtenidos indican una elevada diseminacién
de Mycobacterium del complejo tuberculosis en especies silvestres, fundamentalmente en
jabali. Asi mismo, permitié evaluar la utilidad de técnicas inmunoenzimaticas en el diagnés-
tico de la enfermedad en estas especies (Boadella et al. 2011b; Garcia-Bocanegra et al. 2012)
e incorporar informacién sobre los espoligotipos mds prevalentes en Andalucia (Rodriguez-
Campos et al. 2012a).

A
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Figura 2. (A) Junta de carne tras la actividad cinegética. Sierra Morena (Andalucia). (B) Detalle de extraccion de
sangre del seno de la duramadre en muflén (Ovis musimon). (C) Detalle de contenedor habilitado para la gestion de
subproductos procedentes de una monteria. (Fotos: Universidad de Cérdoba)

Actualidad

Diversos estudios han puesto de manifiesto en los tltimos afios el posible papel como
reservorios de la tuberculosis en Espafia, de distintas especies domésticas, incluyendo el ca-
prino (Napp et al. 2013), ovino (Mufioz-Mendoza et al. 2015) o porcino (Di Marco et al. 2012).

Las cabras son muy susceptibles a la infeccion, presentando lesiones diseminadas, que
implican la eliminacion de micobacterias por leche y otras secreciones. Ademas, se ha de-
mostrado que la presencia de tuberculosis en granjas de caprino puede resultar en infeccién
de granjas de bovino cercanas (Napp et al. 2013).
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Aunque el ovino es susceptible a la infeccién por M. bovis, siempre se ha considerado
como “fondo de saco” epidemiolégico. Sin embargo, la reciente deteccién de brotes en explo-
taciones ovinas junto con las extensas lesiones pulmonares detectadas, ponen de manifiesto
un potencial papel de esta especie en la epidemiologia de la tuberculosis (Mufioz-Mendoza
et al. 2015).

Los cerdos, tanto domésticos como salvajes, son susceptibles a la infeccién (Rodriguez
et al. 20m). El papel epidemiolégico de los cerdos domésticos se considera poco relevante.
Sin embargo, la situacién es diferente en el caso de los cerdos de raza Ibérica criados en ex-
tensivo, con abundantes poblaciones en el sur y oeste de Espafia, donde comparte recursos
naturales con otras especies domésticas y silvestres.

Hasta la fecha, el nimero de estudios relacionados con la tuberculosis en otras especies
domésticas (caprino, ovino, porcino), son escasos, quedando limitados a dreas geogréficas
muy concretas. Ademas, no existen datos sobre la prevalencia distribucién y factores de ries-
go relacionados con la tuberculosis en Espafia en estas especies.

Futuro

Durante el mes de octubre de 2014 se ha puesto en marcha un proyecto de investiga-
cién nacional titulado “Epidemiologia de la tuberculosis bovina: factores de riesgo, aspectos
socioldgicos, papel de otras especies y eficacia de las medidas de control”. Se trata de un
proyecto coordinado entre el Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA) y el Departamen-
to de Sanidad Animal de la Universidad de Cérdoba. El objetivo general del proyecto es au-
mentar el conocimiento sobre la epidemiologia de la tuberculosis en especies domésticas y
evaluar la eficacia de la implantacion de medidas de control frente a la tuberculosis en fauna
silvestre en el ecosistema mediterraneo. Nuestro grupo de investigacién junto con el CReSA
pretende abordar los siguientes objetivos:

1. Establecer el papel epidemiolégico que juega el caprino en la epidemiologia de la tu-
berculosis en Espafa.

2. Establecer el papel epidemiolégico que juega el ovino en la epidemiologia de la tuber-
culosis en Espafia.

3. Establecer el papel epidemiolégico que juega el porcino ibérico en la epidemiologia de
la tuberculosis en Espafia.

4. Evaluar la evolucion de la tuberculosis en artiodéctilos silvestres tras la implantacion
de la Orden de 2 de mayo de 2012, de control de subproductos animales no destinados al
consumo humano y de sanidad animal en la practica cinegética de caza mayor de Andalucia,
y su efecto sobre el ganado doméstico en Andalucia.
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Resumen

Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencia

Epidemiologia Diagndstico de casos de Mejora del conoci- Garcia-Bocanegra
TB por M. bovis miento de reservorios et al. 2010
en alpacas en Espana domésticos de la TB

Epidemiologia Conocimiento de la Identificacion de Garcia-Bocanegra
prevalencia, distribucién 'y factores implicados etal. 2012
factores de riesgo de la TB en la epidemiologia de
en artiodactilos silvestres la TB en poblaciones
en Andalucia silvestres

Diagndstico Evaluacién de diferentes Realizar vigilancia Garcia-Bocanegra
antigenos empleados epidemioldgica etal. 2012
en el diagnéstico serolégico  en fauna silvestre.
de la TB en artiodactilos Optimizacién de
silvestres recursos disponibles
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12. LA TUBERCULOSIS BOVINA COMO MODELO
PARA EL CONTROL INTEGRAL DE LA SANIDAD
ANIMAL EN ENTORNOS EXTENSIVOS

Patologia Infecciosa Veterinaria, Universidad de Extremadura (PATIN-UEX)

Servicio de Sanidad Animal y Servicio de Recursos Cinegéticos
y Piscicolas-Consejeria de Agricultura, Desarrollo Rural, Medio Ambiente y Energia,
Gobierno de Extremadura (SSA/SRCP-GobEx)

Contacto: Javier Hermoso de Mendoza (jhermoso@unex.es)

Historia

El grupo de Investigacidon de Patologia Infecciosa de la Universidad de Extremadura
PATIN-UEX, se constituyé oficialmente como tal dentro del Catédlogo de Grupos de In-
vestigacion de la Universidad de Extremadura en 2007, aunque lleva mds de dos décadas
trabajando en la tuberculosis. Si bien inicialmente se centré en especies salvajes (Alonso
et al. 1992), una de las principales preocupaciones del grupo fueron las repercusiones del
problema en el ganado objeto de campafas de saneamiento, en otros reservorios do-
mésticos de interés econémico y el hombre (Tato 1999; Parra et al. 2003; 2005; Hermoso
de Mendoza et al. 2006). En 1997 se obtuvo una subvencién FEDER para trabajar en esta
cuestion, seguida de proyectos nacionales y regionales en los que se iba completando el
cuadro epidemioldgico en la regidon y se establecian pautas para los trabajos posteriores.
Parte de estos trabajos fueron financiados en convenios sucesivos con la Administracion
de Extremadura, Servicio de Sanidad Animal (SSA), especialmente la confirmacién bacte-
riolégica de animales sacrificados como positivos en las campafias de saneamiento de tu-
berculosis y brucelosis de rumiantes y el tipado molecular de los aislados del complejo M.
tuberculosis (spoligotyping), lo que se viene haciendo ininterrumpidamente desde 2004.
Con estos convenios se ha comprobado que, ademds de a los bovinos, la tuberculosis
afecta en nuestra regién a jabalies, ciervos y gamos entre las especies salvajes, y a cabras,
ovejas y cerdos ibéricos entre las domésticas (Hermoso de Mendoza et al. 2006; Parra
et al. 2006). Igualmente se han descrito casos de infecciones por M. bovis en humanos,
pero a pesar de coincidir los espoligotipos con los de animales, en ningtin caso ha sido
posible hasta ahora una confirmacién de vinculacién directa con caza o ganaderia. Con el
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apoyo del SSA y ante la preocupacion que la situacién generaba en los sectores ganadero
y cinegético, desde 2011 se involucré activamente el Servicio de Recursos Cinegéticos
y Piscicolas (SRCP). Se hizo una busqueda proactiva de reservorios salvajes incluyendo
aves, carnivoros, mustélidos y roedores, halldndose tan solo un caso de tuberculosis en
tejon, en una finca con alta prevalencia en ungulados salvajes. De este modo, respecto a la
tuberculosis en Extremadura, el tdndem UEX-PATIN/SSA/SRCP constituye un equipo que
disefia y prueba medidas en el campo con el foco puesto simultdneamente en el control
de la tuberculosis salvaje y su erradicacién en los bovinos y el resto de los reservorios
domésticos, y luego define y consensua estrategias para aplicarlas en las fincas cinegéti-
cas y explotaciones ganaderas, mediante campafas de concienciacién, reglamentaciones
especificas, etc.

Actualidad

Hubo una serie de estudios descriptivos iniciales (Tato 1999; Parra et al. 2003; 2005; 2006;
Hermoso de Mendoza et al. 2006) que pretendian: i) confirmar el hecho del problema de la
tuberculosis firmemente establecido en las poblaciones de ungulados salvajes de Extremadura
y cémo se ha podido llegar a esa situacién; ii) mostrar que esta estrechamente conectado a la
tuberculosis en la ganaderia bovina, asi como a otras especies domésticas que acttian o pueden
actuar como reservorio, en especial cabras y cerdos, y con menor relevancia en ovinos; iii) evi-
denciar la evolucién temporal de la prevalencia y los factores que la pueden estar influyendo; y
iv) sefialar los reservorios mas relevantes, es decir el papel predominante del jabali'y, un tanto
mads secundario, el de los rumiantes salvajes. A partir de estos trabajos hemos derivado a la bus-
queda de soluciones al problema, que viene siendo nuestra ocupacién actual.

Figura 1. Los manejos artificiales de los ungulados salvajes han favorecido la aparicion de prevalencias elevadas de
tuberculosis en estas especies. Si a la situacion actual se ha llegado por cambios empiricos en el manejo y la gestion de
ungulados salvajes con la finalidad de rentabilizar al méximo el recurso cinegético, pero que han tenido imprevistas y
profundas repercusiones negativas, el efecto de estas podria paliarse, corregirse e incluso manipularse a voluntad con
las adecuadas medidas de manejo correctoras. (Foto: PATIN-UEX)
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Futuro

La simplicidad del planteamiento no entrana que las medidas necesarias sean féciles de
identificar ni faciles de aplicar. En este grupo se disefian medidas para aplicar en las poblacio-
nes salvajes y medidas especificas para aplicar en las especies domésticas, especialmente el
ganado bovino (Parra et al. 2008), pero sin olvidar las otras. Destaca la definicion del estadio
lesional (Figura 2) en la valoracién del riesgo epidemiolégico en una finca o drea determinada
(Garcia-Jiménez et al. 2012; 2013a; 2013¢).

Figura 2. Estadios lesionales de tuberculosis. (a) Granuloma en estadio I. (b) Granuloma en estadio II. (c) Granuloma
en estadio Ill. (d) Granuloma en estadio IV. (€) Granuloma en estadio IV con granulomas satélites. (f) Célula gigante
multinucleada con un bacilo en su interior (ZN). (Foto: PATIN-UEX)

Esta herramienta ayuda a hacer una primera estimacion de la gravedad de la situacién y
junto con los datos epidemioldgicos de campo se pueden decidir las medidas necesarias, que
podemos agrupar en dos grandes bloques:
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» Medidas que reduzcan o impidan el contacto entre animales, dificultando o impidiendo
los contagios.

« Pueden ser tan genéricas como vallados de exclusién en areas cinegéticas y en dreas
ganaderas, en torno a bebederos o charcas:

« dispersién de alimento para suplementacién en grandes franjas de terreno, para
evitar agregaciones (Castillo et al. 2011).

« reduccion de las poblaciones de jabali para reducir riesgos de contagio (Garcia-
Jiménez et al. 2013b).

» O mas especificas, como disefios de comederos exclusivos de especie (Figura 3), y de
alimentos o mezclas atrayentes para cada especie (Ferndndez-Llario et al. 2010; Cerrato et
al. 2012).

Figura 3. Ejemplos de comederos. (A) Comedero selectivo rayones. (B) Comedero selectivo jabalies. (C) Comedero
selectivo cérvidos. (D) Comedero selectivo corzos. (Fotos: PATIN-UEX)

» Medidas que mejoren el estatus inmunitario de las poblaciones, reduciendo el riesgo de
contagio desde los infectados, haciendo mds resistentes a los indemnes, y en el caso de los
bovinos, potenciando su reactividad a las pruebas diagnésticas oficiales, con lo que mejoraria
la eficacia de los saneamientos.
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« Pueden ser genéricas, las mas interesantes:

 combatiendo el efecto inmunosupresor de ciertos virus, como PCV2 y Aujeszky
en jabalies (Risco et al. 2013; 2014), y DVB e IBR en rumiantes domésticos y sal-
vajes; y el de pardsitos como vermes pulmonares en todas las especies (Risco et
al. 2014). Nuestra hipdtesis es que en poblaciones afectadas, la prevencién de
estos procesos mejoraria drasticamente las respuestas a la tuberculosis.

e combatiendo la malnutricién, un mal crénico en todo el centro, sur y oeste pe-
ninsular, que afecta primordialmente a la funcion reproductora y a la inmuni-
dad, especialmente en fincas ganaderas o cinegéticas donde no se suplementa
o solo se hace con piensos de mantenimiento o a base de alimento monocereal,
especialmente con maiz, extremadamente pobre en todo lo que no sean carbo-
hidratos. Se ignora mayoritariamente que el suelo carece de niveles suficientes
de calcio, lo que genera plantas, especialmente leguminosas, pobres en este ele-
mento y pobres en proteinas, esenciales para la construccién de anticuerpos y
de muchos mediadores de la inmunidad celular. Ademds la falta de calcio en el
suelo motiva mayor demanda y gasto de Vitamina D3, esencial para activar a los
macréfagos, mecanismo necesario para la destruccién de los bacilos tuberculo-
sos fagocitados. Los niveles sanguineos de esta vitamina en poblaciones natura-
les no suplementadas, tanto domésticas como silvestres rondan el raquitismo,
lo que contradice la creencia, por otra parte no contrastada, de que en dreas de
alta exposicion solar anual, como puede ser Extremadura, no deberia faltar vita-
mina D3 en los animales. Sin embargo, es evidente que los precursores de esta
vitamina tampoco estdn tan facilmente disponibles para los animales en condi-
ciones naturales. Nuestra hipdtesis es que corregir estas carencias mediante en-
riquecimiento de suelos con calcio, siembras de leguminosas, y administracion
de correctores vitaminico minerales, puede dar un vuelco radical a situaciones
de alta prevalencia de tuberculosis en salvajes y contribuir a la limpieza répida
de explotaciones bovinas positivas.

« Pueden ser especificas, como el ensayo de vacunas antituberculosas, preferentemente
inactivadas dadas las condiciones presumiblemente generalizadas de inmunosupresion, en
poblaciones controladas de jabalies y ciervos, y en fincas abiertas.
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Resumen

Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencia
Epidemiologia Descripcion de casos de TB  Primera descripcion de TB  Alonso et al. 1992
en jabalies de Villuercas en ungulados salvajes
y Monfraglie de Extremadura
Epidemiologia Jabali en primer lugar, Identificacion de riesgos Alonso et al. 1992;
rumiantes salvajes mucho  epidemiolégicos, Tato 1999;
mas secundariamente, y llamada de atencion Parra et al. 2000;
cerdo doméstico, y cabras  a los responsables sobre 2003; 2005; 2006;
son los principales la necesidad de controlar Hermoso
reservorios de TB en simultaneamente en todos  de Mendoza
Extremadura. La infeccion  los reservorios et al. 2006
circula de forma fluida
entre ellos y los bovinos
objeto de saneamiento
Diagnéstico Desarrollo de un protocolo  Aplicacién de PCR Parra et al. 2008
de PCR en tiempo real para en tiempo real para la
diagndstico de TB vigilancia epidemiolégica
en tejidos de la TB en matadero
Diagnéstico Desarrollo de escalas Diagndstico asertivode TB  Garcia-Jiménez
de evaluacién lesional y evaluacién del riesgo et al. 2012; 20133;
en TB de jabalies y cérvidos epidemioldgico 2013¢C
de transmisién de la
enfermedad en funcién
del tipo lesional
Control Reduccion de prevalencias ~ Ayuda al control de la Castillo et al. 20m
de TB por TB salvaje reduciendo
dispersién del alimento los riesgos
suplementado de contagio
Control Reduccién dréstica de las Medida que ayuda a reducir Garcia-Jiménez
poblaciones de jabalf riesgos de contagio entre etal. 2013b
las poblaciones
simpatricas, aunque
no basta por si sola
Control Disefo de comederos Medidas que ayudan a Fernandez-Llario
exclusivos de especie,y de  reducir riesgos de contagio et al. 2010;
alimentos o mezclas entre las poblaciones Cerrato et al. 2012
atrayentes para cada simpatricas, aunque
especie no basta por si sola
Control Demostracién del efecto Potencial del control Risco et al. 2013;

agravante de la

TB de agentes
inmunosupresores del
jabali: PCV2, ADVy
Mestatrongylus spp.

de procesos
inmunosupresores
concomitantes como
adyuvante para el control
de la TB salvaje

2014




13. DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS ANIMAL

Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET).
Universidad Complutense de Madrid

Contacto: Javier Bezos Garrido (jbezosga@visavet.ucm.es,
bromero@visavet.ucm.es, dejuan@visavet.ucm.es)

Historia

El Servicio de Micobacterias del Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET)
de la Universidad Complutense y actual Laboratorio Europeo de Referencia (EU-RL) de
Tuberculosis Bovina posee una larga trayectoria en el desarrollo, puesta a punto, mejora
y evaluacién de las técnicas diagndsticas de tuberculosis en ganado bovino y otras espe-
cies domésticas, caprino principalmente, y salvajes. En este sentido, la mayor parte de los
estudios realizados hasta la fecha por el grupo de investigacién han ido dirigidos a la eva-
luacién de la sensibilidad y especificidad de las técnicas diagndsticas oficiales ante-mortem
en ganado bovino, intradermotuberculinizacién (IDTB) simple y comparada y prueba de
deteccién de gamma-interferdn (y-IFN), en diferentes condiciones epidemiolégicas (Al-
varez et al. 2012, Tabla 1). La inclusion en el aflo 2006 de la técnica de deteccion de y-IFN
como prueba complementaria a la IDTB en el Programa de Erradicacién de Tuberculosis
Bovina de Espafia con el objetivo de maximizar la deteccién de animales infectados supuso
un gran avance, especialmente en lo referente a acortar la duracién de los brotes y en la
deteccion de animales recientemente infectados. La interpretacion en paralelo de ambas
pruebas supuso la forma mas adecuada de aplicacién con objeto de incrementar la sensi-
bilidad, como se ha demostrado en numerosos estudios, algunos de ellos realizados por
investigadores de VISAVET (Bezos et al. 2014a). Otro factor ampliamente discutido son las
interferencias diagndsticas ocasionadas por micobacterias no tuberculosas, principalmen-
te aquellas incluidas en el complejo Mycobacterium avium y especialmente M. avium subsp.
avium y M. avium subsp. paratuberculosis o de bacterias filogenéticamente relacionadas,
como Corynebacterium pseudotuberculosis, cuya prevalencia en algunos rebafios caprinos
es muy alta. En rebafos libres de tuberculosis se ha podido demostrar que la prueba IDTB
comparada es la prueba oficial méds especifica y que permite la diferenciacién de estas
infecciones por bacterias no tuberculosas, objetivo fundamental por el cual se desarrollé
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esta técnica. La principal problematica deriva de la co-infeccién tuberculosis-paratubercu-
losis en un mismo rebario, pues estudios realizados por VISAVET tanto con ganado bovino
como caprino han demostrado un rendimiento menor de las pruebas diagndsticas en estas
situaciones, poniendo de relieve la necesidad de emplear criterios mds severos con objeto
de incrementar la sensibilidad en estas situaciones de co-infeccién (Alvarez et al. 2008;
2009).

Tabla 1. Valores de sensibilidad y especificidad e intervalos de confianza de las pruebas diagnésticas de tuberculosis
bovina obtenidos mediante un anélisis Bayesiano (sin el empleo de los resultados de cultivo bacterioldgico) a partir
de datos de 6202 animales de una regién de alta prevalencia. Las estimaciones previas fueron calculadas en base a los
resultados de estudios previamente publicados. Los resultados completos fueron publicados y pueden ser consultados
(Alvarez et al. 2012).

IDTB simple Prueba de y-IFN

Interpretacion/
punto de corte

Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad Prevalencia

Estimaciones previas

Interpretacion severa 83.9 95 92 90 10
(>60) (>75) (>80) (>80) (<20)
Interpretacion estandar 73.9 98 85 98
(>50) (>82) (>75) (>90)

Estimaciones posteriores

IDTB simple severa

Prueba de y-IFN 0.05 69.4 99.4 (98.7- 89.3 85.7 2.59
(40.1-92.2) 99.9) (77.597.2)  (84.4-87.6)  (1.48-4.84)

Prueba de y-IFN 0.1 66.1 99.3 (98.6- 83.1 90.3 2.52
(35:3-913) 99-8) (71.9-91.4)  (89.1-92.5)  (1.38-5.17)

IDTB estandar

Prueba de y-IFN o.05 56.6 99.7 90 85.7 2.58
(29.2-83.2) (99.1-100) (78.9-96.7) (84.3-88) (1.48-5.04)

Prueba de y-IFN 0.1 53 99.6 83.5 90.4 2.71

(27.3-81.5) (99-100) (73.6-91.6) (89.1-92.7)  (1.38-5.48)

Actualidad

En lo relativo a diagndstico, los aspectos sobre los que investiga actualmente VISAVET/
EU-RL se pueden resumir en:

Diagnéstico ante-mortem
- Intradermotuberculinizacién

Aungque es una prueba relativamente sencilla de ejecutar, existen factores que pue-
den afectar de manera significativa a los resultados de la IDTB cuando se emplea en
la campafa de saneamiento. Dentro de los factores relacionados directamente con
la técnica que pueden afectar a su rendimiento cabe destacar: (1) potencia de la tu-
berculina (PPD) empleada, (2) conservacion adecuada de la tuberculina, (3) correcta
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utilizacién de material (pistola de inoculaciéon y cutimetro) o (4) correcta interpre-
tacion de los signos clinicos en el punto de inoculacién. Aparte, se han identificado
factores relacionados con el animal que también pueden tener un efecto sobre los
resultados, como son entre otros: (1) fase de infeccidn, (2) aptitud o (3) presencia de
infecciones concomitantes.

El EU-RL lleva trabajando desde el afio 2008 en la evaluacién de la potencia de las tu-
berculinas empleadas en Europa en las campafas de erradicacién con el objetivo de ase-
gurar que cumplen los criterios exigidos por la OIE y la Farmacopea Europea y que, por
tanto, los resultados de las pruebas diagnésticas oficiales son fiables. Estas pruebas se
realizan en cobaya y ganado bovino (Figura 1). El empleo de tuberculinas con una poten-
cia por debajo de los limites recomendables puede impedir un correcto diagnéstico de
los animales tuberculosos. El efecto de esos otros factores comentados anteriormente
sobre los resultados de la IDTB también es valorado por el EU-RL, demostrandose que la
IDTB es una técnica muy sensible a alteraciones del protocolo y dependiente del estatus
de los animales.

Ademas, con objeto de mejorar la especificidad de la IDTB, se han desarrollado dife-
rentes antigenos (proteinas recombinantes y péptidos sintéticos) que en combina-
cién pueden incrementar la especificidad aunque, hasta la fecha, en detrimento de la
sensibilidad en comparacién con las PPDs. Aunque estas mezclas han sido emplea-
das principalmente en la prueba de y-IFN, antigenos como ESAT-6, CFP-10 o Rv3615¢C
también han sido empleados por VISAVET en la IDTB en ganado bovino y caprino
(Casal et al. 2012). Siguiendo con esta Iinea de trabajo, se esta colaborando con el
Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII) en el desarrollo de nuevos antigenos con fines
diagndsticos.

Figura 1. Pruebas de determinacion de la potencia de las tuberculinas empleadas en las campanas de erradicacion en
Europa, realizadas por el Laboratorio Europeo de Referencia (EU-RL) de Tuberculosis Bovina tanto en cobaya como en
ganado bovino. (Fotos: VISAVET)

- Prueba de deteccion de y-IFN

VISAVET/EU-RL desarrolla numerosos estudios para evaluar la sensibilidad y especifici-
dad de diferentes pruebas comerciales de deteccién de y-IFN en diferentes condiciones
epidemioldgicas y valorar su utilidad como prueba complementaria en los programas de
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erradicacion. Asimismo, investiga el efecto que pueden tener alteraciones del protocolo,
principalmente en la fase que incluye desde la recogida de muestras en la explotacion
hasta su estimulacion en el laboratorio. Dentro de estos factores, la temperatura de
conservacion y el tiempo transcurrido antes de la estimulacién resultan criticos, como
se ha demostrado en estudios previos (Bezos et al. 201). El protocolo de realizacion de
la pruebay su interpretacién puede diferir entre paises, afectando a los resultados de la
prueba, como han demostrado estudios realizados por el EU-RL. Este hecho, ha impulsa-
do a la Comisién Europea a promover la armonizacion de la técnica, tarea en la que estd
involucrada directamente el EU-RL.

El empleo de antigenos alternativos més especificos que las PPDs con objeto de incre-
mentar la especificidad de la técnica de deteccidn de y-IFN también es objeto de es-
tudio, al igual que en la IDTB habiéndose detectado una mayor especificidad de estas
mezclas antigénicas en detrimento de cierta sensibilidad.

Serologia

VISAVET trabaja en el desarrollo y evaluacion de la especificidad y sensibilidad de di-
ferentes técnicas de base humoral para el diagndstico de la tuberculosis en animales
domésticos y salvajes. Estas técnicas son, en principio, muy especificas pero menos sen-
sibles que las técnicas de base celular. Se han evaluado diferentes pruebas comerciales
y se ha participado en el desarrollo de algunas en fase experimental, como el DR-ELISA
desarrollado por la empresa Ingenasa (Madrid, Espafia), que ha mostrado resultados
prometedores (Bezos et al. 2013; 2014¢) y otra en colaboracién con el ISCIII basada en
nuevos antigenos que se estdn desarrollando. En estos estudios se ha puesto de mani-
fiesto que la sensibilidad de las técnicas serolégicas mejora cuando se emplean sueros
recogidos 15-30 dias después de la realizacién de la IDTB, aprovechando la estimulacion
especifica (efecto booster) que produce la inoculacién previa de las PPDs sobre la res-
puesta humoral (Casal et al. 2014).

Diagnéstico post-mortem

El cultivo bacterioldgico y posterior caracterizaciéon molecular de los aislados sigue sien-
do la técnica de referencia para el diagnéstico de la tuberculosis bovina. Uno de los
principales problemas que plantea es su sensibilidad variable, especialmente cuando se
parte de muestras sin lesiones tuberculosas y el lento crecimiento de las micobacterias,
que retrasa el diagndstico y la toma de decisiones y, por tanto, impide una erradicacién
de los brotes més rapida. En este sentido VISAVET/EU-RL trabaja en técnicas de extrac-
cién directa de ADN a partir de muestras de tejido con el objetivo de minimizar este
problema, al permitir un diagnéstico precoz a la espera de la confirmacién mediante
cultivo bacteriolégico. Se han probado diferentes kits comerciales para determinar su
sensibilidad y especificidad en relacion al cultivo, mostrando que puede ser una buena
opcién diagndstica en el futuro al mostrar en el mejor de los casos una sensibilidad y una
especificidad en relacién al cultivo de entorno al 95%.
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Futuro

Entre las actividades de investigacion relacionadas con el diagnéstico en las que VISAVET/
EU-RL prevé seguir trabajando son:

- Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagndsticas oficiales de
tuberculosis de base celular (IDTB y deteccién de y-IFN) en ganado bovino y caprino en dife-
rentes condiciones epidemioldgicas.

- Evaluacién de la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnédsticas de tuberculosis
de base humoral disponibles actualmente y efecto de su aplicacién conjuntamente con las
pruebas de base celular en el proceso de erradicacién.

- Desarrollo de nuevos antigenos en colaboracién con el Servicio de Inmunologia del
Instituto de Salud Carlos Il para la mejora en términos de sensibilidad y especificidad de
las pruebas diagndsticas actuales de base celular, el desarrollo de nuevas plataformas de
diagndstico de tuberculosis de base humoral y la diferenciacién de animales vacunados de
infectados.

- Determinacién de la potencia de las tuberculinas en cobayas y ganado bovino y caprino
y evaluacién de su efecto sobre los resultados de las pruebas diagndsticas.

- Evaluacidn de los factores criticos que pueden afectar a la prueba IDTB y a la técnica
de deteccidn de y-IFN y armonizacién del protocolo de esta Ultima en los diferentes paises.

- Validacion de la técnica de extraccién directa de ADN a partir de tejido como alternativa
al cultivo bacteriolégico.

Resumen

(ver resumen integrado al final del capitulo 16)
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14. HERRAMIENTAS EPIDEMIOLOGICAS
PARA CONTROLAR LA TUBERCULOSIS BOVINA

Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET).
Universidad Complutense de Madrid

Contacto: Beatriz Romero Martinez (bromero@visavet.ucm.es,
jbezosga@visavet.ucm.es, dejuan@visavet.ucm.es)

Historia

El Servicio de Micobacterias del Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET) de
la Universidad Complutense de Madrid y actual Laboratorio Europeo de Referencia (EU-RL)
de tuberculosis bovina posee una larga trayectoria en la realizacién de estudios epidemiol6-
gicos, principalmente de base molecular.

En Espafia, la caracterizacién molecular de los miembros del complejo M. tuberculosis
(CMT) se basa principalmente en los polimorfismos encontrados en el locus DR (direct
repeat), que contiene un nimero variable de repeticiones cortas intercaladas con espacia-
dores o secuencias no repetidas. Este método se denomina espoligotipado o spoligotyping
(Kamerbeek et al. 1997). Ademas, esta técnica permite la diferenciacién de las especies
Mycobacterium bovis, M. caprae y M. tuberculosis, principales agentes causales de la tuber-
culosis en vacas, cabras y humanos, respectivamente. En Espafia no se puso de manifiesto
el alto grado de diversidad genética de los aislados de M. bovis de origen animal hasta el
afo 2010 (D=0,87) (Rodriguez et al. 2010), en el que un total de 6.215 aislados de M. bovis
se agruparon en 252 espoligotipos con variaciones en la frecuencia, distribucién geogra-
fica y aparicién en distintas especies animales. El 77% de los aislados se agruparon en 15
espoligotipos y los cinco més frecuentes fueron SBo121 (27,94%), SBo134 (11,21%), SBo339
(8,06%), SB0265 (6,31%) y SB0295 (4,10%). Mycobacterium caprae fue elevada a especie
perteneciente a CMT en el afio 2003 (Aranaz et al. 2003) y la discriminacién de 791 aislados
fue inferior a la de M. bovis (D=0,58), agrupandose en un total de 15 perfiles, siendo el perfil
mas frecuente el SBo157 (Rodriguez et al. 2011). De aqui hay que destacar que el 38,1% de
los brotes tenia relacion con cabras, observando una tendencia en aumento de los casos
de tuberculosis en vacas causada por M. caprae.
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En aquellos casos en los que el espoligotipado no aporta suficiente discriminacion se
recomienda el uso de la técnica basada en el nlimero variable de repeticiones en tdndem
(VNTR) que diferencia las repeticiones de varios minisatélites localizados en el genoma
(Frothingam y Meeker-O " Connell 1998). La discriminacion de esta técnica se ha puesto de
manifiesto en varios estudios a nivel nacional e internacional siendo el mas notable el que
diferencia 115 aislados incluidos en el espoligotipo SBo121 en 51 6 65 VNTRtipos, depen-
diendo del uso de 4 (QUB3232, ETR-A, ETR-B y QUB11a) 6 9 marcadores (ETR-A, ETR-B, ETR-
D, ETR-E, MIRU26, QUB11a, QUB11b, QUB26 y QUB3232) genéticos (Rodriguez-Campos et
al. 2013).

En el afio 2008, en colaboracién con el Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medioam-
biente, el Centro VISAVET creé mycoDB.es (Figura 1), una base de datos que recoge todos los
registros nacionales de micobacteriosis animal causada por las bacterias del CMT desde 1996
hasta la actualidad (Rodriguez-Campos et al. 2012a).
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Figura 1. Busqueda por espoligotipos en la base de datos mycoDB.es. La informacién minima que se requiere para
incluir en esta base de datos es la especie animal de la que procede el aislado, la localizacion geogréfica a nivel de
municipio, la identificacion de la micobacteria y el espoligotipo. La base de datos se complementa con un visor que
muestra la distribucion geografica de los aislamientos de micobacterias segun los criterios de consulta seleccionados.
Fuente: VISAVET.
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El uso de las herramientas moleculares y, principalmente, el estudio de la pérdida de es-
paciadores en el locus DR, proporciona informacién adicional acerca de la evolucion de los
miembros de CMT (Romero et al. 2008) o de la existencia de linajes o complejos clonales.
Hasta el momento se han descrito cuatro linajes para M. bovis (Af1, Af2, EU1y EU2) (Rodri-
guez-Campos et al. 2012b; Smith 2012), con la participacién del Centro VISAVET en tres de
ellos. El complejo denominado European 2 (EU2) define a los aislados de M. bovis espanoles
(66%), portugueses (74%) y de forma mds moderada franceses (20,4%).

Actualidad

El progreso en la erradicacién y control de la tuberculosis bovina no es uniforme debido
al efecto de varios factores epidemiolégicos que impiden el éxito de los programas de erra-
dicacion. En la actualidad el Centro VISAVET no sélo usa las técnicas moleculares sino que
también estudia los factores que condicionan las dindmicas de transmision de la enfermedad
mediante la aplicacién de distintas aproximaciones analiticas (de la Cruz et al. 2014).

En lo relativo a la epidemiologia de esta enfermedad, los aspectos sobre los que investiga
actualmente el Centro VISAVET se pueden resumir en:

- Evaluacién del impacto que los factores ambientales, de manejo y asociados al hospeda-
dory al patégeno tienen en el desencadenamiento de la enfermedad y su posterior evolucion
a nivel de explotacion, mediante el andlisis de los datos generados de manera rutinaria en las
campanas de erradicacién de tuberculosis bovina.

- Gestion de la base de datos mycoDB.es, que incluye un estudio anual de los espoligo-
tipos y comparacion de la distribucién y prevalencia de los espoligotipos mas frecuentes en
Espafna por Comunidades Auténomas y Provincias (Tabla 1).

- Uso de los VNTRs como método de discriminacion de los espoligotipos mas frecuentes
y asociacién de brotes en distintas explotaciones.

Tabla 1. Espoligotipos identificados desde 2008 hasta 2013 y frecuencias de aparicion.

Espana 2008 2009 2010 20M 2012 2013

N Perfiles 155 151 131 142 12 110
SBo121 SBo121 SBo121 SBo121 SBo121 SBo121
(28,03%) (27,89%) (27,07%) (29,26%) (26,38%) (28,31%)
SBo134 SBo134 SBo134 SBo134 SBo134 SBo134
Espoli- (10,20%) (9,8%) (12,93%) (8,77%) (11,24%) (11,52%)
gotipos SBo339 SBo29gs5 SBo2gs SBo339 SBo295 SBo2gs
frecuentes (6,55%) (7,33%) (8,86%) (6,81%) (7,62%) (8,50%)
(%) SBo130 SBo339 SBo339 SBo295 SBo339 SBo339
(5,72%) (5,34%) (6,26%) (5,75%) (5,90%) (5,71%)
SBo265 SBo265 SBo152 SBo265 SBo120 SBo120
(4,81%) (4,46%) (5,12%) (4,35%) (5,05%) (3,66%)

Huérfanos 84 8o 62 67 58 53

99



. Tuberculosis animal: investigacion y control en Espafia

100

Futuro

Entre las actividades de investigacidn relacionadas con la epidemiologia en las que el
Centro VISAVET prevé seguir trabajando estan:

- Evaluar el impacto que distintos factores relacionados tanto con el hospedador como
con el patégeno tienen para la evolucién de la enfermedad y su efecto en las campanas de
erradicacion de la tuberculosis bovina. La combinacién de la informacién generada mediante
estos andlisis con la obtenida mediante la aplicacién de técnicas de caracterizacién molecu-
lar realizadas sobre los agentes causales de los brotes puede permitir la determinacién de la
direccionalidad de la transmisién entre explotaciones.

- Secuenciacién masiva de las cepas mas prevalentes en Espafia para estudiar la correla-
cion entre los genotipos existentes (espoligotipos y mirutipos) y su patogenia y/o virulencia.

- Coordinacién y manejo de la base de datos internacional Mbovis.org que genera los
espoligotipos en el marco del EU-RL.

- mycoDB.es, evolucién de los genotipos desde el afio 2009 hasta la actualidad con la
colaboracion de todos los laboratorios que reportan datos a la misma y el MAGRAMA.

- Implementacién de las técnicas de caracterizacién molecular para el material genético
extraido directamente de la muestra.

Resumen

(ver resumen integrado al final del capitulo 16)
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15. PROGRAMA DE ERRADICACION DE LA
TUBERCULOSIS CAPRINA EN CASTILLA Y LEON

Servicio de Sanidad Animal. Direccion General de Produccién Agropecuaria
y Desarrollo Rural. Consejeria de Agricultura y Ganaderia.
Junta de Castilla y Leon/VISAVET

Contacto: Olga Minguez (mingonol@jcyl.es)

Historia

Linea de investigacion tuberculosis caprina en el Programa Epidemioldgico Transfronterizo en-
tre Espaia y Portugal de investigacion de las zoonosis (Proyecto 0441 ZOONOSIS_2_E) el marco
del programa operativo transfronterizo Espania-Portugal.

Conscientes de que la lucha contra la tuberculosis animal, entendida como una tnica en-
tidad, debe abordarse desde un punto de vista integral, Castilla y Ledn desarrollé ya en el afio
2002 mediante la Orden de 29 de abril de 2002 de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia,
las primeras pautas de actuacién frente a esta enfermedad en la especie caprina.

Durante los primeros afios (2002-2008) de implantacién de dicha Orden, en la que se es-
tablecen las normas que han de regular la ejecucién de la campafa de saneamiento ganadero
para la erradicacién de la tuberculosis caprina en Castilla y Ledn, se realizaron una serie de
controles y estudios. Estos pusieron de manifiesto el papel que el ganado caprino (Figura 1)
podia jugar en la epidemiologia de esta enfermedad y su posible importancia en la difusién
de la tuberculosis a otras especies, principalmente a la especie bovina, asi como su potencial
como fuente de infeccién también para el hombre.
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Figura 1. Rebafo caprino. (Foto: Junta de Castilla y Ledn)

Si bien la importancia de las cabras como fuente de contagio a la especie humana puede
ser relativa en cuanto al nimero de casos, podria tener gran importancia debido a la grave-
dad de la enfermedad. En nuestro pafs, se ha descrito que aproximadamente un 0,3% de la tu-
berculosis humana esta producida directamente por cepas de M. caprae, siendo la cepa mds
frecuente en los casos de tuberculosis humana de origen caprino la cepa SBo1s7 (Rodriguez
et al. 2009). Precisamente, esta cepa es la mas frecuentemente aislada en el ganado caprino
en Castillay Ledn. Se aportaron evidencias del riesgo que el ganado caprino puede constituir
como foco de contagio para la especie bovina. Se demostré que en Castilla y Ledn existia una
gran correlacién entre el censo de cabras existente y el nimero de aislamientos de tubercu-
losis de origen caprino (M. caprae) en el ganado bovino. Como muestra de lo anteriormente
expuesto, en toda Castilla y Leén en el afio 2008 el 3,4% de los aislamientos de tuberculosis
en ganado bovino eran de origen caprino (Figura 2). En ese mismo afio y en la provincia de
Avila (que concentra el 50% del censo caprino de la regién) dicho porcentaje ascendia hasta
un llamativo 18,8%.
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Figura 2. Lesion tuberculosa en linfonodo en caprino. (Foto: Junta de Castilla y Ledn)

Dada la importancia que el ganado caprino podria tener en la transmisién de esta en-
fermad al resto de especies en general, y a los bovinos en particular, ademads de las trabas
que puede causar en la progresion de los programas de erradicacién de la tuberculosis
bovina, a partir del afo 2008 se produce un espectacular incremento del nimero de explo-
tacionesincluidas en el programa de erradicacion de la tuberculosis caprina. El incremento
en el nimero de explotaciones caprinas saneadas frente a la tuberculosis y el considerable
nimero de animales infectados detectados en algunas explotaciones, hacen que en el afno
2010 se publique una nueva modificacién legislativa del programa oficial que pretende
mejorar tanto el nivel de deteccién de la enfermedad como la calidad del diagnéstico,
con vistas a seguir manteniendo los buenos resultados del programa de erradicacién en
un escenario de aumento continuado de las pruebas diagndsticas. La evolucion del pro-
grama se ve claramente en el nimero de rebafos controlados, paséndose de 112 establos
controlados en el afio 2007 a 1.943 establos en el afio 2013, lo que supone multiplicar por
17 el nimero de explotaciones examinadas, abarcando la practica totalidad de la cabafa
castellano y leonesa.

Actualidad

Este incremento en el nimero de explotaciones incluidas en el programa de erradica-
cion de la tuberculosis caprina ha permitido que en el afio 2013 en Castilla y Ledn se hayan
realizado pruebas diagndsticas para la tuberculosis en mds de 100.000 animales, lo que
supone un 77,89% de los animales censados y un 97,39% de las explotaciones de caprino
de la region.
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En cuanto a la presencia de la tuberculosis en las cabras, la aplicacién del programa de
erradicacion ha logrado hacerla disminuir desde valores aproximados del 10% (afio 2007) a
valores por debajo del 2% (afio 2013).

En los ultimos anos, ademds, se observa el aumento de aislamiento de M. bovis en anima-
les de la especie caprina, hecho a considerar en el contexto de los programas de erradicacion
en el ganado bovino dado que a medida que el programa de erradicacién de la tuberculosis
caprina avanza en Castilla y Leén queda de manifiesto que esta especie animal puede actuar
también como reservorio de M. bovis (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de Mycobacterium caprae con respecto a aislamientos totales identificados en la cabafia bovina
(en azul) por afios y porcentaje de Mycobacterium bovis con respecto a aislamientos totales identificados en la cabafia
caprina (en rojo). Aislamientos de Castilla y Ledn. Estudio sobre 9438 muestras identificadas entre 2008 y 2014 (5823
aislamientos en bovino y 3615 aislamientos en caprino). Fuente: Junta de Castilla y Ledn.

Futuro

La prueba de la intradermotuberculinizacion comparada se ha utilizado durante los 12
primeros anos de aplicacién del programa, con el fin de evitar posible reacciones cruzadas
con la infeccién por la micobacteria causante de la paratuberculosis (Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis). No obstante, en rebafos donde coexisten ambas enfermedades,
el estudio detallado del rendimiento de las pruebas diagnésticas ha demostrado que el
uso de la intradermotuberculinizacién comparada provoca una disminucién notable de la
sensibilidad diagnéstica (Alvarez et al. 2008), lo que conlleva una menor eficacia del pro-
grama de erradicacidn, cuyo objetivo es eliminar el mayor niimero de animales infectados
en el rebafo.

En Castillay Ledn, estudios realizados en rebafos de ganado caprino sometidos a vacio
sanitario han arrojado valores de sensibilidad de la intradermotuberculinizacién compa-
rada con interpretacion severa de entre 8 y 60%, con un valor global del 21% (Bezos et al.
2014b). Esta sensibilidad se puede considerar bastante limitada para fundamentar en ella
un programa de erradicacion. La estimacion de sensibilidad de la intradermotuberculini-
zacion simple (interpretacién severa) en esas mismas condiciones oscilé entre 20 y 88%,
con un valor total del 44%. A partir de 2014 se ha optado por la aplicacion de esta prueba
diagndstica.
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El cambio de diagndstico no ha supuesto un incremento significativo de la prevalencia a ni-
vel de rebafio (Tabla 2), ni tampoco una disminucién de la especificidad. En esta linea esperamos
obtener la médxima informacién sobre el papel epidemiolégico que el ganado caprino supone
para la epidemiologia de la cabafia de Castilla y Ledn, asi como avanzar en la obtencién del
maximo estatus sanitario posible en el ganado caprino regional.

Tabla 2. Actuaciones realizadas dentro del programa de erradicacion de la tuberculosis caprina en Castilla y Ledn. El uso
de la intradermotuberculinizacién simple se ha establecido en 2014. Fuente: Junta de Castilla y Ledn.

N°' explo'taciones N° c'abras N° explc'>t'aciones Prevalencia
investigadas analizadas positivas
2007 112 21.283 12 10,71%
2008 139 26.991 16 11,51%
2009 232 37825 n 4,74%
2010 666 80.644 71 10,66%
20Mm 927 91.489 46 4,96%
2012 1808 89.426 34 1,88%
2013 1943 124.868 33 1,70%
2014 1907 133239 37 1,94%
Resumen

(ver resumen integrado al final del capitulo 16)
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16. EVALUACION DE LA RED DE MOVIMIENTOS
DE GANADO BOVINO EN CASTILLA Y LEON
PARA LA IDENTIFICACION DE FACTORES
ASOCIADOS CON LA TRANSMISION DE
TUBERCULOSIS BOVINA Y EL DESARROLLO
DE HERRAMIENTAS DE TRAZABILIDAD
EN EXPLOTACIONES INFECTADAS

Servicio de Sanidad Animal. Direccién General
de Produccion Agropecuaria y Desarrollo Rural.
Consejeria de Agricultura y Ganaderia. Junta de Castilla y Leon/VISAVET

Contacto: Olga Minguez (mingonol@jcyl.es)

Historia

A lo largo de las dos ultimas décadas VISAVET adscrito a la Universidad Complutense de
Madrid ha desarrollado una intensa labor investigadora en todos los aspectos relacionados con
la tuberculosis. Estos trabajos se han desarrollado en miltiples campos tematicos y en la ac-
tualidad se centran en varias lineas relacionadas con el diagndstico de la tuberculosis (optimi-
zacioén y puesta a punto de técnicas para el diagndstico de la tuberculosis en ganado bovino y
otras especies animales), epidemiologia molecular de la tuberculosis (estudios epidemiolégicos
basados en los datos de caracterizacion molecular de miembros del complejo M. tuberculosis) y
control de la enfermedad (investigacién experimental y a nivel de campo de las vacunas existen-
tes y de nuevo desarrollo para el control de |a tuberculosis en animales domésticos y salvajes).
Por otra parte desde la Administracion Regional de la Junta de Castilla y Ledn dada la gran
importancia socioeconémica que representa el sector bovino autonémico, se ha potenciado la
investigacion relacionada con el diagnéstico, epidemiologia y control de la enfermedad que per-
mita la mejora del estatus sanitario de la cabafa ganadera regional. Asf, se han enmarcado estos
trabajos en el Programa Operativo Transfronterizo entre Espafia y Portugal de investigacién de
las zoonosis (proyecto 0441_ZOONOSIS_2_E). En el afio 2015 se han potenciado estos trabajos
a través de una colaboracion con el College of Veterinary Medicine (University of Minnesota).
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Actualidad

A pesar de la existencia de posibles reservorios de vida libre que puedan actuar como
fuente de infeccién en paises endémicos, el principal riesgo de introduccién y persistencia de
la enfermedad en las explotaciones de bovino sigue siendo el ganado (Figura 1), y por eso las
estrategias de control y erradicacion se dirigen fundamentalmente a la deteccién temprana
de explotaciones infectadas, evitando a partir de ese momento que éstas puedan constituir
un riesgo para otros rebafios mediante el control de sus movimientos. A pesar de ello, debido
a las limitaciones de las técnicas diagndsticas existentes en la actualidad para la deteccion
de animales tuberculosos, existe un riesgo de que se produzcan movimientos de animales
potencialmente expuestos en explotaciones infectadas en las que todavia no se ha detectado
la infeccién. Por ello, la caracterizacion de la red de movimientos de ganado a nivel regional
constituye una herramienta de gran utilidad.

Figura 1. Imagen de ganado bovino extensivo: dehesa de Salamanca. (Foto: Junta de Castilla y Ledn)

Futuro
El trabajo se divide en varias lineas teméticas:

Desarrollar herramientas para la identificacion de las vias de entrada de la tuberculosis
en las explotaciones de ganado bovino

« Fauna silvestre
« Contacto entre granjas (bioseguridad)
« Persistencia (falta de sensibilidad de las pruebas)

* Movimientos
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Dada la hipétesis de que los movimientos de animales (Figura 2) suponen un riesgo en el
caso de tuberculosis bovina, se realizard el estudio de las redes de movimiento de ganado bo-
vino en Castilla y Leén con el fin de identificar los patrones de movimientos de los animales
en funcion de las distintas caracteristicas de las explotaciones (censos, aptitudes, condicio-
nes de manejo etc), lo que puede servir para la construcciéon de modelos de transmision de la
enfermedad destinados a predecir el riesgo en funcién de dichas caracteristicas.

Ejemplo: movimientos de una explotacién positiva
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[ETt T
d

I\.I-“;*II

|+-|‘9|‘.mn

Figura 2. Ejemplo de movimientos de una explotacién positiva.

Por otra parte, el andlisis de los datos de los ultimos afios también permitira evaluar las
diferencias existentes en los patrones de movimientos registrados en explotaciones infecta-
das (previamente a su deteccion) y no infectadas, lo que puede conducir a la deteccién de
practicas asociadas con un mayor riesgo de la enfermedad, asi como a |a rdpida identificacién
de los contactos asociados a cada una de las explotaciones infectadas conectados a partir de
movimientos interpuestos (Figura 3).
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Figura 3. Ganaderia de raza Morucha. (Foto: Junta de Castilla y Ledn)

Toda esta informacidn se utilizara para la realizacién de un analisis de redes sociales (So-
cial Network Analysis) en los que las explotaciones serdn los nodos y los movimientos los
vértices, y que permitird la consecucién de los objetivos perseguidos (Tabla 1). La compara-
cion de los patrones de movimientos de explotaciones infectadas y libres permitird la de-
teccion de factores potencialmente asociados con los focos de enfermedad. La metodologia
desarrollada permitira también desarrollar sistemas automatizados de analisis que permitan
una rapida trazabilidad.

Tabla 1. Social network analysis: movimientos de ganado bovino en Castilla y Ledn (Fuente: Junta de Castilla y Ledn).

Out-degree
(sin movimientos a matadero/o SL)

Aptitud In-degree

Media Mediana Desvest  Max Media Mediana Desv est Max

Carne 1.2 o 2.5 63 7.1(4) 6(3) 6.86(4.4) 125(105)
Leche 0.82 o 2.5 44 13.9(8.8) 11(6) 13.2(9.5) 119 (70)
Lidia 3.6 1 73 60 1.6(8.5) 8(5.5) 12.3(10.6) 85(81)
Cebadero 12.3 4 33.1 928 13.3(0.6) 5(0) 24.0(9.2) 448 (444)
Mixta 1 o 2.8 44 8.2(4.4) 6(2) 8.7(6.0) 72(64)
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RESUMEN INTEGRADO VISAVET Y JUNTA DE CASTILLA Y LEON
(Restimenes 13, 14, 15 y 16)

Principales resultados y su s aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencia
Diagnéstico  Co-infecciéon de TBy Mejora del diagnéstico Alvarez et al.
paratuberculosis disminuye de TB en rebafos con 2008; 2009;
la sensibilidad de pruebas TBy paratuberculosis Bezos et al.
diagnésticas 2010
Diagndstico  La prueba IDTB simple se muestra Mejora de los programas ~ Bezos et al.
como la interpretacion mas de erradicacion 2014b
adecuada para el diagndstico de TB en ganado caprino
de TB caprina en regiones de alta
prevalencia, recomenddndose
el empleo de y-IFN si es posible
para maximizar la deteccién
de animales infectados
Diagnéstico  En tiempo transcurrido entre lare-  Mejora del rendimiento Bezos et al.
cogida de sangre y su estimulacién ~ de la prueba de detecciéon  201; 2012
en el laboratorio es un factor critico  de y-IFN
en la prueba de deteccién de y-IFN
Diagnéstico  En alpacas, la combinacién de la Mejora del diagnésticode  Bezos et al.
tuberculina simple en regién axilar ~ TB en llamas y alpacas 2013; 2014C
o cervical e interpretadaalas72 h
con serologia empleando sueros
recogidos 15-30 dias después de
la IDTB maximiza la deteccion de
animales con TB
Diagnéstico  El empleo de mezclas de péptidosy ~ Mejorar el diagnéstico Casal et al.
proteinas conteniendo ESAT-6, mediante IDTB y 2012
CFP-10 y Rv3615¢ tanto en la IDTB deteccion de y-IFN
como en el y-IFN puede
incrementar la especificidad
de las pruebas aunque en
detrimento de cierta sensibilidad
Diagnéstico  Las técnicas serolégicas muestran, Mejorar el diagnésticode  Casal et al.
en general, una elevada la TB mediante serologia 2014

especificidad pero una sensibilidad
variable en el diagnéstico de la TB
bovina. Para mejorar la sensibilidad
se recomienda el empleo de
muestras recogidas tras la IDTB

en ganado bovino
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Principales resultados y su s aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencia
Epidemiologia Espoligotipos mas prevalentes Conocer la distribucién Rodriguez
en Espafia en bovino y silvestres  y frecuencias de los etal. 2010

aislados de CMT para
trazar brotes

Epidemiologia Localizacién de una zona de alto  Identificacién de los de la Cruz
riesgo en la Comunidad de factores que permitan etal. 2014
Madrid estimando la distancia la aplicacién de medidas
para que se produzca la de control especificas,

transmision entre explotaciones y que proporcionen ideas
sobre la transmisién
de la enfermedad en
combinacién con las
técnicas moleculares

Epidemiologia Revisién de modelos Mejora en los Alvarez
epidemiolégicos que ayuden programas de etal. 2014
en la toma de decisiones erradicacion que ayuden
sobre los puntos criticos en los a demostrar la ausencia
actuales programas de control de infeccién o la

deteccion temprana
de la misma
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17. IMPORTANCIA DE LA TUBERCULOSIS BOVINA
EN HUMANOS: DESDE LOS DATOS
EPIDEMIOLOGICOS A LA CARACTERIZACION
MOLECULAR

Grupo de Genética de Micobacterias de la Fundacion 1IS Aragén (Universidad de Zaragoza,
IACS, Hospital Universitario Miguel Servet) y del CIBER de Enfermedades Respiratorias

Contacto: Carlos Martin (jagonzal@unizar.es, ssamper.iacs@aragon.es,
carlos@unizar.es; web: genmico.unizar.es)

Historia

El Grupo, creado en 1992, ha sido pionero en genética de micobacterias en Espafia y con
una gran proyeccion internacional, desde su creacién ha trabajado en colaboracién con otros
grupos de investigacion, tanto nacionales como europeos y latinoamericanos. En concreto,
en nuestros primeros estudios, en los afios 9o, colaboramos con grupos de veterinarios in-
teresados en la tuberculosis del ganado ovino, caprino, y leones marinos, lo que supuso un
acercamiento a M. bovis, M. caprae y M. pinnipedii (Gutiérrez et al. 1997; Zumarraga et al.
1999). Ya en los primeros analisis moleculares se pudieron analizar las diferencias fenotipicas
entre ellos, como la resistencia natural a la pirazinamida de M. bovis, no presente en el resto
de los miembros del complejo conferida por la mutacién Hs7D del gen pncA. Y posteriormen-
te, pudieron describirse los distintos patrones y marcadores genotipicos (Brosch et al. 2002).

El interés del grupo se plasma en la trascendencia de los proyectos de investigacién en
los que participa para la construccién racional de nuevos candidatos a vacuna contra la tu-
berculosis, que incluyen FP5 (2000-2003), FP6 (2004-2009), FP7 “New TB-VAC” (2010-2013) y
actualmente dentro del Horizonte 2020 con el proyecto “TBVAC2020". Desde 1998 el grupo
coordina y realiza de forma sistematica el estudio genético de las cepas de M. tuberculosis
mutirresistentes y ha impulsado en colaboracién con el Instituto de Salud Carlos Ill |a crea-
cién de la Red de Laboratorios del Sistema Nacional de Salud para el estudio de la tuberculo-
sis multirresistente en Espafa. Desde el afio 2001, en colaboracién con el Departamento de
Salud y Consumo del Gobierno de Aragdn, realiza la caracterizaciéon molecular sistemética de
las cepas de M. tuberculosis aisladas en Aragén.
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La incidencia anual de casos tuberculosis humana producida por M. bovis ha disminuido
considerablemente debido a las campafias de erradicacién en animales. Se estima que en la
mayoria de los paises industrializados, los casos producidos por M. bovis representan menos
del 1% del total de casos de tuberculosis en humanos. Por otro lado la transmisién persona-
persona del M. bovis ha sido fuente de controversia, existiendo la acepcién general de que es
poco frecuente. Sin embargo esta transmisién es posible, incluso para cepas resistentes. En
nuestro pafs, se describié la transmisién nosocomial de M. bovis extremadamente-resisten-
te principalmente entre personas VIH positivas en distintos paises, con una gran letalidad
(Samper et al. 1997).

La importancia que en nuestro pais presenta la tuberculosis asociada a M. bovis y M.
caprae se estudio para los afios 2004 a 2007. Estas cepas representaban el 1,9% y el 0,3%
respectivamente de los aislamientos del complejo M. tuberculosis (CMT) disponibles en el
Laboratorio Nacional de referencia del Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de
Salud Carlos 11l en Madrid. El analisis de las cepas mediante spoligotyping mostré 30 patrones
diferentes, siendo SBo121, SBo134 y SBo157 los predominantes, y concluye que un porcentaje
destacable de los mismos estaban ligados a la exposiciéon ocupacional y a la procedencia de
paises endémicos para la tuberculosis bovina (Rodriguez et al. 2009).

Los esfuerzos realizados en las ultimas décadas en el campo de la genémica de micobacte-
rias han proporcionado la disponibilidad de genomas de algunas cepas del CMT, proporcionan-
do una gran cantidad de informacién, cuyo analisis puede proporcionar una visién profunda de
la biologia y la evolucién patégeno-hospedador.

Actualidad

La vigilancia molecular de las enfermedades infecciosas estd ganando importancia, so-
bre todo en el contexto de la globalizacién y del resurgimiento de la tuberculosis. A esto se
suma el aumento constante de aparicion de cepas de tuberculosis multirresistentes (MDR)
y extremadamente resistentes (XDR) a farmacos en distintas regiones del mundo. Estos
datos acenttian alin mas la necesidad del rastreo molecular, con el fin de detectar mejor,
prevenir y entender las razones de la propagacion de clones particulares a nivel local y
global. En Europa, el 5% de los casos con resultados de pruebas de sensibilidad a los medi-
camentos (DST) es MDR, siendo mas frecuente en los tres paises bélticos, Estonia, Letonia
y Lituania, que tienen entre el 11y el 21% de todos los nuevos casos pulmonares MDR. En
2012, se informé de la tuberculosis XDR para el 14% de los casos de tuberculosis MDR que
tenfan resultados de DST a drogas de segunda linea (ECDC). En Aragén desde 2001 se ge-
notipan todos los aislados. Un total de 29 casos se han identificado como pertenecientes
a M. bovis, incluido BCG. Al menos 6 de los aislados de M. bovis-BCG fueron detectados en
orina de pacientes que habian sido tratados con instilaciones vesicales, dos de ellos fueron
considerados casos clinicos de tuberculosis en pacientes inmigrantes. En total los casos
de tuberculosis producidos por M. bovis, supuso un 1,16% del total de casos de tuberculosis
entre nuestra poblacién. Los casos autdctonos de M. bovis, fueron principalmente en indi-
viduos mayores de 60 afios, mientras que los casos provenientes del norte de Africa tenfan
unas edades comprendidas entre 22 y 43 afos (Figura 1).
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Figura 1. Aislados de M. bovis en pacientes de Aragén desde el afio 2000, incluidos g aislados de M. bovis BCG,
analizados mediante spoligotyping y 1S6110-RFLP. Fuente: Universidad de Zaragoza.

El conocimiento de las cepas MDR en nuestra poblacién parece un minimo requisito que
valora la importancia de la transmisién o control en la poblacién. La experiencia de tener en
marcha la tecnologia necesaria, hace que esto sea facil y rdpido. Desde el inicio de la base de
datos en 1998, tnicamente el aislado de M. bovis extremadamente resistente (XDR) que se
transmitié exitosamente entre humanos, cepa “B”, cuyo spoligotyping presentaba el patrén
SBo426 /SIT 663, ha sido aislado con caracteristicas de MDR, y por el momento es el mayor
cluster detectado con 38 casos hasta 2014 (Figura 2).

ESC189800008
ES&C189800012
ESC199800048
ERC1H9800050
ESC188800068
ESC1HU80IT
ESC188800081
ESC188800082
ESC189800080
ERCAMME00005
ERC198800100

ERERBEZEERER

Figura 2. Aislados humanos de M. bovis XDR en Espafia en el afio 1998 analizados mediante spoligotyping y 1S6110-RFLP.
Fuente: Universidad de Zaragoza.
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El andlisis del genoma de la cepa “B”, ademas de clasificarla en el complejo Euz2, nos ha
proporcionado informacién de la existencia de un gen no detectado en las cepas de refe-
rencia M. bovis AF2122/97, M. bovis BCG y M. tuberculosis H37Rv. Su estudio nos permitird
determinar si este gen, con homologia a una bomba transportadora, podria estar involu-
crado en la sucesiva adquisicion de resistencias por parte de esta cepa (enviado para su
publicacion).

Los polimorfismos genéticos entre especies del CMT pueden representar un cambio en el
comportamiento y adaptacién del bacilo en el proceso de entrada, infeccién y desarrollo de
la tuberculosis en distintos hospedadores. En este contexto, recientemente hemos identifi-
cado un polimorfismo G71l en la protefna PhoR de M. bovis respecto a M. tuberculosis. PhoR
forma parte de un sistema de dos componentes llamado PhoPR que se encarga de captar
estimulos externos (como las sefiales dentro de los macréfagos) y promover una respuesta a
estos estimulos en forma de regulacién transcripcional de algunos genes. Nuestro grupo ha
identificado recientemente la red de regulacién de PhoPR utilizando técnicas de secuencia-
cion global del transcriptoma (RNA-seq) junto al mapeo de los sitios de unién de PhoP (ChlIP-
seq) (Solans et al. 2014). Estos estudios han permitido descifrar los mecanismos moleculares
por las cuales PhoPR regula la expresién de fenotipos importantes para la virulencia de las
micobacterias como son la secrecién del factor de virulencia ESAT-6 (Frigui et al. 2008) y la
sintesis de lipidos inmunomoduladores basados en acil-trehalosa y sulfolipidos (Gonzalo-
Asensio et al. 2006).

M. canettii (5) Cs9 A
_--_______..-—-—_-" lineage 7
M. prototuberculosis lineage 1(3) M. tuberculosi
9 [ TED 1} lineage 2 (4) GC1237 - LUDErcuiosis | - puman-adapted
|phoR codon 71 GGT ->ATT ] - lineage 3 (3) strains

lineage 4 (5) H37Rv
lineage 5 (3)

phoP promotor nt -48 G->A|— T

} M. africanum

lineage 6 (4) MAF419 ¥, ]
M. mungi 3

M. orygis (1)

M. pinipedii

M. microti (3) animal-adapted
strains

M. caprae lineage 8 t

«classical»
M. bovis (4) ANs5
BCG (6) J @ H

Figura 3. Filogenia del complejo M. tuberculosis indicando los polimorfismos en el sistema PhoPR que afectan a las
especies adaptadas a animales. Como consecuencia de la mutacién G71l en PhoR, este sistema no es funcional en las
cepas adaptadas a animales. Fuente: Universidad de Zaragoza.

El estudio genético-molecular detallado del polimorfismo G711 en la proteina PhoR de M.
bovis ha arrojado resultados sorprendentes, ya que un tnico cambio de aminodacido anula la
funcionalidad del sistema PhoPR en M. bovis (Figura 3). Consecuentemente las cepas causan-
tes de tuberculosis en animales han perdido la capacidad de regulacién del sistema PhoPR
y por tanto no sintetizan sulfolipidos ni lipidos basados en acil-trehalosa (Gonzalo-Asensio
et al. 2014). Sin embargo, y a pesar de la mutacién G711, M. bovis es capaz de secretar ESAT-
6. Un andlisis detallado de la red de regulacion de ESAT-6 nos ha permitido determinar el
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mecanismo genético compensatorio por el cual M. bovis secreta este factor de virulencia. Se
trata de diversos polimorfismos en la region 5’ de los genes espACD que hacen que su regula-
cién sea independiente de PhoPR en M. bovis (Gonzalo-Asensio et al. 2014). Ambos hallazgos
ponen de manifiesto la importancia de los polimorfismos de la red de regulacién PhoPR en
la evolucion del CMT y nos permite hipotetizar sobre su impacto en la relacién patégeno-
hospedador.

También nos interesa conocer los mecanismos por los que algunas cepas de M. bovis son
capaces de transmitirse exitosamente entre los humanos, como es el caso de la cepa “B”.
Nuestros trabajos han demostrado que a diferencia de la mayorfa de cepas de M. bovis que
tienen una unica copia de 1S6110, esta cepa tiene dos copias, la segunda de ellas estd delante
del gen PhoP (Figura 4). Recientemente hemos demostrado cémo la segunda insercién de
IS6170 en |a cepa “B” aumenta la produccién de PhoP y esta expresion incrementada es capaz
de compensar el polimorfismo G71l anteriormente citado. Asf, el polimorfismo de la cepa “B”
causa una mayor expresion de los genes regulados por PhoP y la produccién de sulfolipidos y
lipidos derivados de acil-trehalosas en M. bovis (Gonzalo-Asensio et al. 2014), lo que propor-
ciona un mecanismo plausible para explicar la transmision de esta cepa entre los humanos
dada la importancia de PhoP en la virulencia.

A B C
& o
& N &
%(} @\.00 x@\ 0“\‘9
o Q)% @to
: : M- bovs - - TSP1*
Kb . v
" phoP -\\,}
2.4 P> —
2 =P E—— "
— M. bovis “B” strain = -
g ] < TSP2*
— IS6100 > _phoP } m

Figura 4. Caracterizacion molecular de la cepa “B”, que a diferencia de otras cepas de M. bovis es capaz de transmitirse
entre los humanos. (A) Contenido de 1S6110 determinado mediante RFLP. Puede observarse como a diferencia del resto
de cepas de M. bovis, la cepa “B” presenta dos copias de I1S6710. (B) La segunda copia de esta secuencia de insercién se
localizé delante del gen phoP. (C) Como consecuencia del salto de esta 1S6110, la expresion de phoP esta aumentada
en la cepa “B".

Futuro

En los préximos afos se pretende continuar con la vigilancia epidemiolégica de las cepas
que causan tuberculosis en Aragdn asi como de las cepas resistentes a formacos. Se presta-
rd especial atencién a aquellas cepas causantes de brotes con especial virulencia y se hara
uso de herramientas de secuenciacion global de genomas y gendmica comparativa para la
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identificacién de polimorfismos que puedan explicar tanto la especial virulencia como la re-
sistencia a drogas.

En este contexto estamos especialmente interesados en comprender los mecanismos por
los que algunas cepas de M. bovis son capaces de transmitirse entre los humanos y realizar
estudios similares a los Ilevados a cabo con la cepa “B” de M. bovis.

Dada la importancia de PhoPR en la virulencia del CMT, estamos especialmente intere-
sados en profundizar atiin mas en el estudio de su mecanismo de accién. Esto nos permitira
caracterizar la vacuna MTBVAC (basada en la inactivacion del gen phoP) que actualmente
se encuentra en fase clinica en humanos (Arbués et al. 2013). Ademas el estudio de PhoPR
nos permitird comprender el efecto deletéreo de la mutacion Gy1l sobre la proteina PhoR

de M. bovis.
Resumen
Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB
Campo Resultado Aplicacion Referencias
Epidemiologia Identificacién de los En el ambito de la salud Rodriguez et al. 2009
aislados de TB publica, el diagnéstico
de M. bovis en humanos
es muy bajo debido al
control de alimentos.
El control e identificacién
de casos es necesario para
conocer su situacién
Epidemiologia Anilisis de filogenia Anilisis de diferencias entre  Gonzalo-Asensio
miembros del complejo etal. 2014
Control Candidato a vacuna Aplicacién en intervenciones Arbués et al. 2013

de control poblacional
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18. NUEVOS ENFOQUES PARA EL ESTUDIO
DE LA TRANSMISION DEL COMPLE]JO
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
EN SISTEMAS MULTI-HOSPEDADOR

Life and Health Sciences Research Institute (ICVS), School of Health Sciences,
University of Minho, Braga, Portugal; ICVS/3B’s,

PT Government Associate Laboratory, Braga/Guimardes, Portugal;

CIBIO - Research Center on Biodiversity and Genetic Resources

Contacto: Nuno Santos (pygargusv@sapo.pt)

Historia

Hace una década no se habia publicado nada sobre la tuberculosis en fauna silvestre en
Portugal, aunque si se habian hecho diagndsticos esporadicos durante la inspeccién de rutina
de la carne de caza mayor. Se comenzé entonces a estudiar la epidemiologia de la tuberculo-
sis en el jabali tomandola como una especie indicadora. Se estimé una prevalencia de hasta
el 50% en algunas dreas de estudio, siendo mayor ésta en las hembras y en los jovenes. La
densidad relativa de jabali demostré ser un factor de riesgo (Santos et al. 2009).

Otra linea de investigacion trataba de comparar las pruebas de diagndstico de la tuber-
culosis en el jabali, destacando que la inspeccién macroscépica detectaba aproximadamente
el 75% de los animales infectados, segtin lo determinado por cultivo bacteriolégico (Figura 1).
La combinacién de diferentes pruebas de diagndstico en paralelo aumentaba la sensibilidad
hasta un 100%. Asimismo, se encontré evidencia de que el cultivo bacteriolégico podria tener
una sensibilidad limitada del 82% (Santos et al. 2010).

En 2012, una revisién sistemdtica de los trabajos publicados sobre la epidemiologia de
la tuberculosis de la fauna silvestre de la Peninsula Ibérica revelé una prevalencia del 36%
en las poblaciones de jabali y 21% en las poblaciones de ciervos (Santos et al. 2012). Parece
haber una tendencia temporal de la prevalencia en aumento, lo que apoya la teoria de que
la tuberculosis en la fauna silvestre es una enfermedad emergente en la Peninsula Ibérica.
Los estudios epidemiolégicos en jabalies y ciervos, han permitido la identificacién de varios
factores de riesgo, por ejemplo, las charcas.
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También se realizé un estudio de tuberculosis en bovino en Mozambique, identificando
prevalencias de hasta un 76% en algunas areas, identificindose varios factores de riesgo que
promovian estos resultados (Moiane et al. 2014).

Actualidad

Nuestra investigacion se centra en la actualidad en los mecanismos intra e inter-especifi-
cos de transmision de la infeccién. Los métodos de diagndstico moleculares muestran que el
CMT se excreta por via oro-nasal, bronquial-alveolar y fecal en el 78% de los ungulados silves-
tres con lesiones, principalmente por las dos primeras. La mayoria de los excretores produje-
ron concentraciones de micobacterias pertenecientes al CMT <80 MPN. Sin embargo, el 24%
de los ciervos y el 7% de los jabalies produjeron concentraciones > 160 MPN, considerdndose
éstos como super-excretores. Estos super-excretores representaron el 97% de la excrecion
de CMT detectado en todas las muestras de ciervos analizadas y el 59% de las de los jabalies.

La transmision indirecta de la infeccién requiere la contaminacién del medio ambiente.
Sin embargo, la contaminacién ambiental con CMT ha sido dificil de detectar debido a cues-
tiones metodoldgicas. Se homogeneizaron 1000 g de muestras de suelo tras lo que hemos
sido capaces de detectar CMT con un LD1oo de 4 x 104 UFC/g. Haciendo uso de este pro-
tocolo se demostré que la contaminacién por CMT estd muy extendida en diferentes tipos
de muestras ambientales. La deteccién varié con el tipo de muestra ambiental, y fue mas
frecuente en los sedimentos de las charcas y menos frecuente en el agua de las charcas (22%
Yy 5%, respectivamente). La proporcién de muestras de CMT-positivas fue significativamente
mayor en primavera, pero la concentracién por muestra fue mayor en otofio y menor en
verano. La concentracién media de ADN de CMT en muestras positivas fue de 0,82 MPN,
detectandose Mycobacterium bovis/caprae en 4 de estas muestras ambientales.

Figura 1. La deteccion de lesiones macroscépicas e incluso el cultivo bacteriolégico presentan una sensibilidad limitada
en jabali, recomendandose la combinacién de diferentes técnicas diagnésticas para aumentar la sensibilidad.
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Las lineas de investigacion futuras incluyen el andlisis espacial por clusters de la tubercu-
losis de la fauna, utilizando el jabali como una especie indicadora, haciendo uso de pruebas
seroldgicas, junto con la recoleccién a gran escala de las muestras mediante el uso de filtros
de papel impreganados de sangre de los animales cazados. También se estudiara el papel
epidemioldgico de los super-excretores y la contaminacion del medio ambiente.

Resumen

Principales resultados y sus aplicaciones para el control de TB

Campo Resultado Aplicacion Referencia
Epidemiologia Clustering espacial Limitar la expansion Santos et al.
de TB en fauna de laTBen lafauna 2009
silvestre con altas silvestre como herramienta
prevalencias en algunas de control (limitar las
poblaciones. La densidad traslocaciones, manejo
de poblacién y latendencia  especifico de las densidades
histérica de poblacién de poblacion en la periferia
explican parcialmente de los clusters infectados)
la presencia de TB actual
Diagndstico La deteccién de lesiones La identificacion de lesiones  Santos et al.
macroscopicas en jabali tiene macroscépicas en campo 2010
una sensibilidad limitada. no puede proteger
Los tests de referencia completamente la salud
(cultivo) también presentan  publica. La combinacién
una sensibilidad limitada. de diferentes técnicas
La combinacion de diferen-  diagnosticas eleva
tes técnicas de diagnéstico la sensibilidad
incrementa la sensibilidad
Epidemiologia Clustering espacial Casos control y estudios Santos et al.
de TB en la fauna silvestre experimentales en campo 2015

en la Peninsula Ibérica.
Existen dreas sin estudiar

pueden dar lugar a
informacién atil para el
control de la enfermedad
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Conclusiones y perspectivas futuras: bases para el control

El'l Workshop Nacional de Investigacién en Tuberculosis Animal ha servido de plataforma
para reunir a los principales grupos de investigacién espafioles en tuberculosis y, ademas,
para identificar las sinergias que existen entre ellos. En la Figura 1 se pueden observar las
tematicas principales en las que se trabaja actualmente en Espafa y los diferentes grupos

implicados en ellas.
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Figura 1. En este grafico se representan las tres principales tematicas de trabajo de la investigacion espafiola en
tuberculosis “Epidemiologia, Diagndstico y Control” y, los diferentes grupos que intervienen en ellas. Se han podido
identificar las sinergias entre las diferentes investigaciones con el fin de poder establecer consorcios, unir fuerzas y

evitar solapamientos.
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Tradicionalmente el control de la tuberculosis se ha basado en la prueba de la intrader-
motuberculinizacién (IDTB) y deteccidn del y-IFN, y el sacrificio de los animales positivos y/o
a través de la vigilancia a nivel de matadero. Con esta sistemética se ha conseguido dismi-
nuir notablemente la prevalencia de la tuberculosis bovina. Sin embargo, no solo no ha sido
posible erradicar la enfermedad, sino que la prevalencia se ha estancado, existiendo todavia
determinadas regiones o unidades locales veterinarias donde la prevalencia se mantiene ele-
vada o incluso ha aumentado. Por consiguiente, se hace necesario desarrollar nuevas estrate-
gias que ayuden a luchar contra la enfermedad en este contexto. En esta reunién se han iden-
tificado tres pilares desde los que la comunidad cientifica puede contribuir a este propésito:

Desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico

El diagndstico es la principal herramienta de vigilancia, seguimiento y erradicacién. La
investigacion en el diagnéstico de la tuberculosis se centra en optimizar las pruebas oficiales
(IDTB, deteccion de y-IFN) y en desarrollar y evaluar nuevas técnicas o reactivos de diagnés-
tico con el objetivo principal de detectar a los animales infectados, evitando asi los falsos
positivos.

La IDTB es la piedra angular del diagndstico de la tuberculosis bovina. Esta prueba se
basa en la inoculacién intradérmica de un derivado proteico purificado de M. bovis (PPD o
tuberculina bovina) y el estudio posterior de su reacciéon de hipersensibilidad tipo IV que
se traduce como un incremento en el grosor de la piel. El rendimiento de esta técnica pue-
de verse afectado por distintos factores incluyendo entre otros, la potencia biolégica de la
tuberculina empleada. En este sentido, VISAVET estd evaluando en la actualidad antigenos
alternativos que puedan sustituir a las tuberculinas actuales sin perder en ningtin caso sen-
sibilidad diagnéstica. Estos antigenos deberian reducir o incluso eliminar las interferencias
debidas a infecciones o sensibilizaciones causadas por otras micobacterias no tuberculosas
(como por ejemplo M. avium subsp. paratuberculosis) o infecciones causadas por bacterias
filogenéticamente relacionadas con el género Mycobacterium (como Corynebacterium pseu-
dotuberculosis). Ademds, muchos de estos antigenos se conciben también segun el princi-
pio DIVA (Differentiating Infected from Vaccinated Animals), con la capacidad de distinguir
animales vacunados con BCG (u otras vacunas basadas en micobacterias vivas) de animales
infectados (Figura 2).

Al igual que la IDTB, esta prueba esta basada en el uso de antigenos especificos y pre-
senta los mismos problemas de especificidad y los mismos retos a nivel de investigacién. Por
este motivo los estudios de vacunacion llevados a cabo por IRTA-CReSA y VISAVET han ido
acompariados de la evaluacion de nuevos reactivos DIVA para su uso en la prueba de la IDTB
y v-IFN.
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Figura 2. Representacion esquematica de los diferentes resultados de una prueba DIVA ideal. (A) Animal infectado
(TB+) y no vacunado serd detectado por ambos reactivos (DIVA y tuberculinas); (B) Animal vacunado y no infectado
(TB-), sera negativo con los reactivos DIVA pero puede ser falso positivo con las pruebas basadas en tuberculinas; (C)
Animal vacunado e infectado. También serd detectado por ambas pruebas. Fuente: CReSA.

La técnica de deteccion de y-IFN, también es una prueba de diagndstico oficial y por lo
tanto se trabaja para mejorar su rendimiento diagndstico; de hecho los estudios que se llevan
actualmente a cabo se centran en el uso de antigenos mas especificos al igual que la estan-
darizacién del protocolo en los laboratorios oficiales de diagndstico.

Aunque las principales técnicas de diagndstico de la tuberculosis se basan en la respuesta
inmune celular, actualmente se esta trabajando en el desarrollo de técnicas seroldgicas (por
ejemplo ELISA) que permitan detectar la tuberculosis en distintas especies tanto domésticas en
estudios de experimentacién como de fauna silvestre como el ciervo, el jabali, el tejon etc. En el
caso del ganado bovino, estas técnicas serolégicas, incluso aprovechdndose del efecto booster,
no se consideran hoy dia como una alternativa diagnédstica a las pruebas oficiales aunque en un
futuro podrian considerarse como complementarias al menos a escala de rebafio. Sin embargo,
en los animales silvestres, esta metodologia es una ventaja frente a las técnicas previamente
descritas, ya que se caracterizan por ser test rapidos que pueden ser utilizados a pie de campo
(por ejemplo los test rapidos de Chembio, Nueva York). En el caso concreto del jabali ya se co-
mercializa una prueba con alta especificidad y buena sensibilidad (Kit ELISA M. bovis, Vacunek,
Derio) y hay nuevos test en desarrollo (ver resumen de INGENASA, Madrid).

Por ultimo, dentro del diagndstico post-mortem, se estan desarrollando herramientas
diagnésticas de confirmacién de la enfermedad que puedan sustituir al cultivo microbiolé-
gico, cuyo principal inconveniente es el tiempo de incubacién. En este sentido, el Centro VI-
SAVET estd poniendo a punto técnicas de deteccion directa de ADN a partir de tejidos de los
animales reactores a las pruebas in vivo. De esta forma se reduce el tiempo de confirmacién
de la enfermedad lo que tiene una repercusién directa en el desarrollo de las campaiias de
erradicacion de la tuberculosis.

Bioseguridad

Los antecedentes nos indican que para poder controlar la transmisién y persistencia de la
tuberculosis en las zonas de contacto entre ganado doméstico y fauna silvestre es necesario
comprender en profundidad su dindmica de transmisién. Este conocimiento debe abarcar to-
dos los reservorios potenciales, domésticos y silvestres. Se evidencia por tanto la necesidad
de, una vez conocidos los factores locales que operan, elaborar programas de mitigacién del
riesgo especificos para cada explotacién en riesgo. Los ganaderos son conscientes de este
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problema y demandan de los servicios veterinarios la implementacién de medidas préacticas
que reduzcan la exposicién del ganado frente a la tuberculosis y otras enfermedades compar-
tidas con la fauna silvestre.

En este sentido por ejemplo SaBio IREC ha disefiado y testado con éxito una puerta se-
lectiva operable solamente por ganado bovino (Barasona et al. 2013b, Figura 3), reduciendo
significativamente la prevalencia de tuberculosis en el rebafio de estudio frente a rebafos
control. La bioseguridad puede extenderse a muchos otros aspectos: tipos de bebedero, co-
mederos selectivos, vallados perimetrales, uso estacional de pastizales, riesgos debidos a
otras especies ganaderas y un largo etcétera.

Todo esto supone un importante logro de cara a la implementacién de herramientas uti-
les en la creacién de programas de mitigacién del riesgo especificos como base para el con-
trol de enfermedades compartidas.

Figura 3. Se ilustran algunas herramientas disponibles para implementar programas de mitigacion de riesgo de contacto
entre ganado y fauna en explotaciones extensivas, mediante pasos selectivos para un grupo u otro, seglin Barasona
et al. (2013b). (A) Vallado a prueba de ungulados silvestres en abrevadero de ganado, (B) valla a prueba de bovino en
una charca para la fauna silvestre, apto para saltar ciervos, o bien con pasos inferiores para pequefios rumiantes, (C)
puerta selectiva para el ganado bovino, (D) paso inferior en la valla apto para el jabali'y el corzo, (E) brazo con cepillo
para abrir la puerta selectiva de bovino, (F) apertura para el corzo (y potencialmente jabalies) en un cerca a prueba de
ganado. Estas herramientas de segregacion de ungulados se mostraron efectivas para disminuir significativamente la
prevalencia de tuberculosis en la explotacion tras una Unica campana de saneamiento (Barasona et al. 2013b).
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Vacunacion

La vacunacién es una de las estrategias de control de la tuberculosis que més esfuer-
zos estd focalizando a nivel de investigacidn en los dltimos anos. A pesar del éxito que ha
supuesto la estrategia de “prueba y sacrificio” en la erradicacién de la tuberculosis animal
en muchos paises, la vacunacién, en determinadas situaciones epidemioldgicas, se percibe
como mejor opcién a corto y medio plazo para el control de tuberculosis, particularmente en
la fauna silvestre.

La primera vacuna contra la tuberculosis (cuyo uso en personas continua) es el bacilo de
Calmette-Guérin, mdas conocido por sus siglas BCG, que data de principios del siglo XX. Se
trata de una cepa atenuada de M. bovis, que sus creadores, Albert Calmette y Camille Guérin,
obtuvieron tras la realizaciéon de multiples cultivos en medio de patata, glicerina y bilis de
una cepa virulenta que habian aislado de una vaca tuberculosa. Casi un siglo después, la OMS
continta recomendando su uso en paises donde la tuberculosis es endémica. Hasta la fecha,
se ha aplicado en mas de 4000 millones de personas.

La BCG también ha sido ampliamente estudiada de forma experimental en la especie
bovina, pero su uso esta prohibido de forma explicita por la legislacién de la UE en el gana-
do bovino (Directiva del Consejo 78/52/CEE). El motivo principal de esta prohibicién es la
interferencia que la vacunacion puede ocasionar en el diagnéstico oficial de la enfermedad
mediante la IDTB.

La eficacia y la seguridad de la vacuna BCG ha sido también evaluada en otras especies
domésticas (caprinos) y silvestres (tejones, cérvidos, jabalies, zariglieyas). De hecho, la vacu-
nacién con BCG en tejones ha sido recientemente autorizada en el Reino Unido. Gran parte
de la investigacion del IRTA-CReSA en los dltimos afos se ha focalizado en la evaluacién de
vacunas en la especie caprina. Mientras que la tuberculosis bovina estd sometida a progra-
mas de erradicacién en diversos paises de la UE, |a tuberculosis caprina no aparece en la lista
de enfermedades de declaracion obligatoria de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE, www.oie.int) y tampoco existe una estrategia europea de erradicacién. No obstante la
legislacion europea explicita que la tuberculosis debe ser controlada en especies no bovinas
productoras de leche (Reglamento 853/2004 del Consejo de Europa). Las cabras son particu-
larmente susceptibles a la infeccién tuberculosa y la vacunacién puede ser una buena alter-
nativa a la estrategia de “prueba y sacrificio” en rebafos de caprino con elevada prevalencia
de la enfermedad. El IRTA-CReSA ha obtenido resultados satisfactorios de vacunacién de
caprinos tanto con la vacuna BCG como con otras vacunas vivas prototipo en condiciones
experimentales (Figura 4, Pérez de Val et al. 2012a; 2012b). En la actualidad se estan Ilevan-
do a cabo estudios de vacunacién en condiciones de campo que abren la perspectiva de la
posibilidad de vacunacién del ganado caprino a medio plazo. Otro grupo de investigacién
que esta desarrollando pruebas de vacunacién en cabras es VISAVET con el estudio de dos
vacunas desarrolladas por grupos espafioles (MdJTBVAC de NEIKER y M. tuberculosis SO2 de
UNIZAR).
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Figura 4. Evaluacion de la eficacia de vacunas en cabras infectadas experimentalmente con Mycobacterium caprae. (A)
Dos cortes dorsoventrales consecutivos, de 5 mm de grosor cada uno, del I6bulo diafragmatico derecho del pulmén de
una cabra vacunada y posteriormente infectada experimentalmente. Se observa una Unica lesién granulomatosa de 2
mm de didmetro (flechas). (B) Idénticos cortes en una cabra no vacunada e infectada experimentalmente. Se observan
multiples y extensas lesiones con formacién de cavidades. Fuente: CReSA.

Recientemente también se ha desarrollado un prototipo de vacuna inactivada de M. bovis
(MdJTBVAC) en NEIKER, fruto de la colaboracién con SaBio-IREC y VISAVET. Esta vacuna
obtiene resultados de proteccién muy satisfactorios en su aplicacién a jabali (Garrido et al.
201; Beltran-Beck et al. 2014¢) y que pueden ademds extrapolarse al cerdo doméstico. Ac-
tualmente (2012-2015) se estd desarrollando en Montes de Toledo una ambiciosa prueba de
campo de vacunacién oral de jabalies. Los resultados preliminares indican un excelente nivel
de proteccién con la vacuna inactivada. En los préximos anos se estudiara (en condiciones
de laboratorio) la respuesta de bovinos, caprinos, ovinos, ciervos y tejones, por parte de los
grupos SaBio-IREC, NEIKER, IRTA-CReSA, SERIDA y VISAVET. Estos resultados serdn de gran
interés para el control de la tuberculosis, ya que las vacunas inactivadas no parecen sensi-
bilizar o hacerlo minimamente frente a los test de diagndstico, y suponen un nulo riesgo
bioldgico para su uso en condiciones de campo.

Investigando la tuberculosis animal:
Temas priorizados por los grupos ibéricos de 1+D para el futuro

Las aportaciones de los investigadores que participan en este workshop han permitido
identificar 60 propuestas de |+D sobre tuberculosis animal, que se pueden dividir por cam-
pos como se muestra en la siguiente Figura.
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Propuestas para I+D futura sobre
tuberculosis animal

M Diagnéstico M Epidemiologia M Control M Transferencia

Figura 5. Proporcidn de propuestas de los grupos de 1+D ibéricos en distintos campos, en relacién con la tuberculosis
animal.

Diagndstico

Ocho de los grupos de I1+D mencionan objetivos relativos al diagndstico en sus propues-
tas. Como cabe esperar, las propuestas abarcan tanto la mejora de las pruebas celulares
como el desarrollo de pruebas complementarias basadas en inmunidad humoral. Un aspecto
original es la investigacién para mejorar la capacidad de detectar el complejo M. tuberculosis
en muestras de tejidos, de agua o de otros sustratos.

Epidemiologia

Doce de los grupos proponen objetivos de 1+D del campo de la epidemiologia. Esto in-
cluye temas clasicos pero todavia actuales, como el analisis de riesgos en explotaciones ga-
naderas (4 propuestas), las aplicaciones de la epidemiologia molecular (3), la monitorizacién
sanitaria (2) y los determinantes genéticos de resistencia a tuberculosis (1).

El tema de mayor actualidad es el de las interacciones entre especies, con 7 propuestas
de 5 grupos de [+D. Seguramente, entender en profundidad cémo se produce el contacto
directo e indirecto entre diferentes especies domésticas y silvestres es una de las bases para
comprender la compleja epidemiologia de CMT en la Peninsula Ibérica. Este campo, aunque
amplio, requiere colaboraciones entre grupos a fin de optimizar los recursos y capacidades.
Otro tema de actualidad, propuesto por al menos cuatro grupos, es la deteccién de CMT en
el medio ambiente, y el estudio de las vias de excrecion. Este es un campo que también se
presta a colaboraciones entre grupos.

Ademas, hay grupos que plantean objetivos innovadores, como por ejemplo el estudio
econdémico del control de tuberculosis, el papel de las co-infecciones en la patogenia de
la tuberculosis y sus consecuencias epidemioldgicas, o la interaccion entre nutricién y
tuberculosis.

131



. Tuberculosis animal: investigacion y control en Espafia

132

Control

Con 21 propuestas de nueve grupos de |+D, es muy positivo ver como las estrategias de
control van tomando fuerza en el campo de la investigacién sobre tuberculosis animal en
Espafa. La mitad de las propuestas, once, se relacionan con la vacunacion. Esto evidencia
que las estrategias de vacunacién centran buena parte de las esperanzas de control de la
tuberculosis, al menos por parte del mundo académico. En 2015 se han concedido dos pro-
yectos nacionales sobre ese tema, que usardn como modelos a cuatro especies de rumiantes
y un carnivoro, el tejon. Esta informacidn se unird a la capacidad ya desarrollada para cerdo y
jabali. Cabe esperar mucho de este campo en los préximos tres afios.

Una tendencia emergente es la del establecimiento de programas practicos de biose-
guridad en explotaciones ganaderas extensivas. Estas propuestas (3), apoyadas también en
sendos proyectos nacionales, tienen la virtud de involucrar directamente a los ganaderos en
el control de la tuberculosis.

Otros aspectos del control de tuberculosis, no menos importantes, son el control pobla-
cional de reservorios silvestres y las aplicaciones practicas de los conocimientos genéticos a
nivel de hospedador y de patégeno.

Transferencia

El Ultimo aspecto novedoso en esta clase de foros es el énfasis en la transferencia del
conocimiento desde el sector académico a las administraciones responsables de sanidad ani-
mal y a los sectores ganadero y cinegético. Diversas propuestas pretenden llevar a mercado
los resultados de I1+D desarrollados hasta la fecha, tales como nuevos diagnésticos y herra-
mientas de control. Se hace especial énfasis en la oportunidad de implicar al sector ganadero
extensivo en la lucha contra la tuberculosis, mediante la transferencia de resultados de inves-
tigacion a través de los citados programas de bioseguridad.

Colaborando se logrardn nuevos avances

La Figura 1, que esquematiza las actividades de los diversos grupos de investigacién espa-
foles en relacion con la tuberculosis animal, pone de manifiesto que en nuestro pais existe
una buena masa critica. Pero al mismo tiempo, esa figura también evidencia solapamiento
y duplicacion de esfuerzos. Por ello, es imprescindible coordinar los esfuerzos entre grupos,
por ejemplo a través de consorcios que aborden proyectos coordinados.

Los avances en el control de la tuberculosis animal deben transferirse en lo posible al
Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente (MAGRAMA) o al que ejerza las
competencias en sanidad animal, para seguir mejorando los programas de control; deben
transferirse a los sectores ganaderos y a la industria veterinaria para mejorar sus respectivas
actividades productivas; y deben servir ademas para reforzar el liderazgo espafiol en la inves-
tigacién internacional sobre tuberculosis, tanto dentro como fuera de Europa. Si este libro
contribuye a alcanzar este objetivo, el esfuerzo habra merecido la pena.
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ANEXO I: OBJETIVOS INMEDIATOS Y BENEFICIOS
DE LA INVESTIGACION ESPANOLA
EN TUBERCULOSIS ANIMAL

Tema Grupo Campo
Bioseguridad SaBio IREC Control

Objetivo

Aplicar, en colaboracién con
los ganaderos, programas de
mejora de la bioseguridad

a explotaciones ganaderas
extensivas

Beneficio

Reduccion del riesgo de
TBy otras enfermedades
compartidas

Bioseguridad SERIDA Control  Establecimiento de una guia  Propuestas de actuacién
de medidas de bioseguridad  practica en bioseguridad
en explotaciones ganaderas  ganadera (norte peninsular)

Coinfeccio-  UEX Control  Valoracion del efecto de Potencial aplicacién para

nes vacunas contra agentes combatir inmunosupresién
inmunosupresores y de y mejorar la inmunidad
tratamientos antiparasitarios de las poblaciones
estratégicos animales frenteala TB,y la

reactividad de los bovinos a
los procedimientos
diagnésticos oficiales

Control SaBio IREC Control  Conocer bien el papel Posibilidad de incorporar

fauna de cada especie hospedadora opciones de control
en el mantenimiento de la TB, poblacional o afines a los
y los efectos de su control programas integrados de
sobre el conjunto del sistema control de la TB

Control SeFaS UAB Control  Disefio de estrategias para Reduccion del riesgo

fauna reducir la abundancia de sanitario asociado a la
jabali en zonas abiertas sobreabundancia de jabali

Genética SERIDA Control  Confirmar la existencia de Reduccién de animales
genotipos bovinos genéticamente susceptibles
resistentes/susceptiblesala  en las explotaciones
infeccion por TB

Genéticade UNIZAR Control  Conocer los mecanismos Posibilidad de actuar con

CMT que diferencian la mayor medidas mejor dirigidas
transmision de los distintos
miembros del complejo
en los distintos hospedadores

Genéticade UNIZAR Control  Caracterizacion de la Permitird comprender

CMT vacuna viva MTBVAC que el efecto deletéreo de la
actualmente se encuentraen mutacién Gyl sobre la
fase clinica en humanos proteina PhoR de M. bovis

Monitoriza- UCO Control  Evaluar la evolucién de la Mejora programa control

cién TB en artiodactilos silvestres

tras la implantacién

de la Orden de 2/5/2012
sobre residuos de caza,

y su efecto sobre el ganado
doméstico en Andalucia
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Tema Grupo Campo Objetivo Beneficio
Vacunacién  IRTA- Control  Estudios de campo con la Establecimiento de pautas
CReSA vacuna BCG en granjas de de vacunacion en la especie
caprino con elevada caprina para su potencial
prevalencia de TB aplicacién en campanas de
control y/o erradicacion
Vacunacion  IRTA- Control  Estudio de la seguridad, Desarrollo de nuevos
CReSA tolerabilidad, tratamientos seguros y
inmunogenicidad y eficacia  eficaces para el control
de nuevos candidatos de la TB caprina
vacunales (por ej. vacunas
inactivadas) e
inmunomoduladores
en caprinos
Vacunacién  IRTA- Control  Desarrollo de un modelode  Potencial desarrollo de
CReSA infeccion experimental y herramientas de control de
evaluacion de vacunasenla  laTBen ovino
especie ovina
Vacunaciéon ~ NEIKER Control  Desarrollo de métodos de Prevencién de la difusién
proteccién inmune de las micobacteriosis y
reduccién de sus costos
econdmicos y sociales
Vacunacién  SaBio IREC Control  Avanzar hacia el Disponer de vacunas
desarrollo de vacunas o o inmunoestimulantes
inmunoestimulantes que como herramienta
contribuyan al control complementaria, dentro
de la TB sin interferir en de un control integrado de
diagnéstico la TB animal
Vacunacién  SaBio Control  Disefar cebos adecuados Capacidad para administrar
IREC/ para la administracién eficaz, de forma selectiva
NEIKER/ segura y efectiva de vacunas  productos por via oral
VISAVET u otros compuestos a ciervos a ciervos, en condiciones
de campo
Vacunacion  SaBio Control  Conocer la respuesta de los Potencialmente, desarrollo
IREC/ rumiantes a la administracién de estrategias de
NEIKER/ oral de M. bovis inactivado vacunacién o
VISAVET por calor inmunoestimulacién
en rumiantes
Bioseguridad SaBio IREC Control  Conocer en profundidad los  Posibilidad de desarrollar

mecanismos de
mantenimiento de la
infeccién en sistemas
multi-hospedador

programas de

bioseguridad que permitan
mejorar la situacién sanitaria
en explotaciones ganaderas
y cinegética-posibilidad

de actuar sobre
determinados factores de
riesgo (alimentacién
suplementaria, traslados...)
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Tema Grupo Campo Objetivo Beneficio
Diagnéstico  SaBio Control  Evaluar el efecto de la Desarrollar pautas de
IREC/ administracién oral de vacunacién o
NEIKER/ M. bovis inactivado por calor  inmunoestimulacién que no
VISAVET en los resultados de los test  interfieran con el
diagnésticos in-vivo, diagnéstico de TB basado
en rumiantes en la respuesta celular
Vacunacién  SERIDA Control  Modelo de infeccién y Potencial desarrollo de
evaluacion de la seguridad pautas vacunales para ovino
y la eficacia de vacunas
antituberculosas en corderos
desafiados con
Mycobacterium bovis
Vacunacién  SERIDA Control  Evaluacion de la seguridad Potencial desarrollo de
y la eficacia de vacunas pautas vacunales para tején
antituberculosas en tejones
desafiados con
Mycobacterium bovis
Vacunacién  UEX Control  Evaluacion de la seguridady  Potencial desarrollo de
la eficacia de vacunas pautas vacunales para
antituberculosas inactivadas  aplicacion en el campo
orales en el campo, para
rumiantes domésticos y
salvajes
Pruebas UM Diagnds- Conocer la influencia de Mejora del diagndstico en
celulares tico tuberculinizaciones sucesivas, las campanas de
paratuberculosis, saneamiento caprino
seudo-tuberculosis,
parasitaciones y vacunas
frente a paratuberculosis en
el diagnéstico de TB caprina
Deteccién JuntaCy  Diagnés- Validacién de la técnica de Acelerar la confirmacién
CMTen L/VISAVET tico extraccién directade ADNa delaTBy el proceso de
ambiente partir de tejido o muestras erradicacion
y vias ambientales como alternativa
excrecion al cultivo bacteriolégico
Diagnéstico JuntaCy  Diagnés- Desarrollo de nuevos Mejora de las técnicas
L/VISAVET tico antigenos para la mejora diagnésticas de TB
de las pruebas diagnésticas
actuales de base celular, el
desarrollo de nuevas
plataformas de diagnéstico
de TB base humoral y la
diferenciacién de animales
vacunados de infectados
Diagndstico  SaBio IREC Diagnés-  Mejorar el diagnéstico Ayudar al sector cinegético
tico in vivo de TB en explotaciones y contribuir a la mejora
comerciales de ciervo y jabali de la situacién sanitaria de
la caza
Diagndstico  SeFaS UAB Diagnds- Evaluar la interaccion de la Mejora la interpretacién del
tico linfadenitis caseosa en el diagnéstico de TB por ELISA

diagnostico de TB
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Tema Grupo Campo Objetivo Beneficio
Diagnéstico UM Diagnds-  Estudiar las causas que Mejora de los métodos de
tico provocan la ausencia de diagnéstico
respuesta de caprinos
infectados a los distintos
métodos de diagndstico,
y la respuesta de animales
sin TB
Pruebas JuntaCy  Diagnds- Evaluacién de la sensibilidad  Mejorar los programas
celulares L/VISAVET tico y especificidad de las pruebas de erradicacién de TB en
diagnésticas oficiales ganado bovino y caprino
de TB de base celular en
ganado bovino y caprino
en diferentes condiciones
epidemioldgicas
Pruebas JuntaCy  Diagnds- Determinacién de la potencia Mejora de las técnicas
celulares L/VISAVET tico de las tuberculinas en diagnésticas de TB
cobayas y ganado bovino y
caprino
Serologia INGENASA Diagnés- Desarrollo de un ELISA de Deteccién de animales
tico captura para la deteccién de  infectados y determinacién
IgG e IgM especifica de TB en el tiempo de cuando se
en ganado porcino ha producido esa infeccién
Serologia INGENASA Diagnds- Desarrollo de ensayos Deteccion de animales
tico inmunocromatograficos infectados sin necesidad
para la deteccion de TB en de un equipo complejo ni
distintas especies personal especialmente
cualificado. Especialmente
util para fauna silvestre.
Posibilidad de realizar el
ensayo en el campo
Serologia IRTA- Diagndés- Mejora de las herramientas ~ Potencial mejora de las
CReSA tico de diagndstico de TB en campanias de erradicacion,
hospedadores domésticosy  vigilancia y vacunacién
silvestres en animales domésticos y
silvestres
Serologia JuntaCy  Diagnds- Evaluacién de la sensibilidad  Evaluacion de la serologia
L/VISAVET tico y especificidad de las pruebas para su inclusién como
diagndsticas de TB de base técnica complementaria
humoral y efecto de su en los programas de
aplicacién conjuntamente erradicacion de TB
con las pruebas de base
celular
Andlisis de IRTA- Epide- Estudio de los factores Identificar en qué zonas
riesgos CReSA miologia asociados con la recurrenciay hay mayor riesgo de

la persistencia de la TB

recurrencia y/o persistencia,
e identificar los factores
asociados con esta
recurrencia y/o persistencia
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Tema Grupo Campo Objetivo Beneficio
Anélisis de IRTA- Epide- Estudio de la influencia de Conocimiento sobre la
riesgos CReSA miologia aspectos sociolégicos en el percepcion y actitud que
programa de control tienen los ganaderos y los
veterinarios sobre el control
de la TB bovina y su posible
influencia en el programa de
erradicacion
Andlisisde  JuntaCy  Epide- Evaluar el impacto Mejora en los programas de
riesgos L/VISAVET miologia que distintos factores erradicacion al detectar los
relacionados tanto con el factores epidemiolégicos
hospedador como con el mds importantes que
patégeno tienen para la ayuden a demostrar
evolucién de la enfermedad y la direccionalidad de
su efecto en las campaiias de la transmisién entre
erradicacién de la TB bovina  explotaciones
Analisisde  NEIKER Epide- Identificacién de factores Prevencién de la difusién
riesgos miologia epidemiolégicos en la de las micobacteriosis y
persistencia de la TB bovina  reduccién de sus costos
en el medio rural econdémicos y sociales
Aspectos IRTA- Epide- Eficacia y rentabilidad de Conocimiento sobre cudles
econémicos  CReSA miologia diferentes estrategias para serian las estrategias mds
la eliminacién de laTB de las  eficaces y rentables para la
granjas infectadas eliminacion de la TB de las
granjas infectadas
Coinfeccio-  UEX Epide- Estudio epidemiolégico de Identificacion de posibles
nes miologia agentes inmunosupresores en agentes agravantes de TB
explotaciones bovinas y potenciales causantes
de inmunosupresién que
ocasione falsos negativos en
pruebas de saneamiento
Deteccion HHUU Epide- Mejor capacidad de deteccion Mejorar el entendimiento
CMTen Virgendel miologia de DNA del CMT endiversos de la transmisién indirecta
ambiente Rocio sustratos como barro, de CMT
y vias purines, etc.
excrecion
Deteccién UEX Epide- Desarrollo de técnicas de PCR Identificacién de riesgos de
CMTen miologia cuantitativa sobre muestras  transmisién directos desde
ambiente biolégicas, terreno y agua animales infectados y desde
y vias el ambiente, y evaluacion
excrecién del efecto de medidas de
control en los animales
Deteccién UMinho-  Epide- Identificar super-excretores  Posibles nuevas
CMTen CiBio miologia en poblaciones de jabali'y herramientas de manejo a
ambiente ciervo través del control selectivo
y vias de super-excretores
excrecion
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Tema Grupo Campo Objetivo Beneficio
Deteccion UMinho-  Epide- Identificar lugares de riesgo,  Posibles nuevas
CMT en CiBio miologia asi como épocas del afiode  herramientas de manejo
ambiente mas riesgo con el fin de evitar que disminuyan la
y vias la transmision indirecta de TB transmision indirecta de la
excrecion a partir de la contaminacién  infeccién
ambiental con micobacterias
patégenas
Epi molecular HHUU Epide- Aplicaciones en sistemas Mejorar el conocimiento
Virgendel miologia multi-hospedador (Dofana)y de los sistemas multi-
Rocio en medicina hospedador
Epi molecular JuntaCy  Epide- Estudio de la distribucion Mejora en los programas de

L/VISAVET miologia

y frecuencia de los
espoligotipos y/o VNTRtipos
en las explotaciones bovinas
y silvestres en Espaiia,

por CCAA, provincias y
municipios

erradicacion que ayuden a
demostrar la direccionalidad
de la transmision entre
explotaciones

Epi molecular UNIZAR Epide-

miologia

Vigilar los aislados que
se mantienen en nuestra
poblacién (humana)

Mejora de los programas de
control

Genética SaBio IREC Epide- Ampliar el conocimientode  Posible identificacion
miologia la relacién entre genotipo de medidas de gestion
de hospedadores silvestresy  que promuevan mayor
susceptibilidad a TB variabilidad genética o
eviten situaciones de riesgo
Interaccion ~ SeFaS UAB Epide- Estudio de las interacciones  Identificacién de riesgos y
miologia entre ganado domésticoy mejora de la prevencién
fauna salvaje
Interacciéon  IRTA- Epide- Conocer la situacién del Papel epidemiolégico de
CReSA miologia caprino, ovinoy del porcino  los potenciales reservorios
extensivo en relacién a la domésticos en Espaiia
infeccién por bacterias del
complejo Mycobacterium
Interaccion  SaBio IREC Epide- Conocer en profundidad Mejora de los programas de
miologia los mecanismos de control a distintas escalas,
mantenimiento de la incorporando los nuevos
infeccion en sistemas multi-  conocimientos
hospedador
Interacciéon ~ SERIDA Epide- Estudio de la interaccion Identificacién de riesgos en
miologia entre faunay especies bioseguridad ganadera
domésticas en explotaciones
bovinas positivas a TB del
norte peninsular
Interaccion  UCO Epide- Establecer el papel Mejora programa control
miologia epidemioldgico del ganado

caprino en la epidemiologia
de la TB en Espaiia
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Tema Grupo Campo  Objetivo Beneficio
Interaccion  UCO Epide- Establecer el papel Mejora programa control
miologia epidemioldgico que juega el
ovino en la epidemiologia de
la TB en Espafa
Interaccion  UCO Epide- Establecer el papel Mejora programa control
miologia epidemioldgico que juega el
porcino en la epidemiologia
de la TB en Espana
Monitoriza-  IRTA- Epide- Desarrollo de un sistemade  Establecer, para distintas
cién CReSA miologia vigilancia basada enriesgoa tipologias de granjas (en
nivel de granja funcién de su riesgo), el
nivel de vigilancia adecuado
que nos permita maximizar
los recursos disponibles
Monitoriza-  SaBio IREC Epide- Desarrollar nuevas Facilitar la vigilancia
cién miologia herramientas para la sanitaria en fauna silvestre,
monitorizacion poblacional y y la evaluacién de la
sanitaria de fauna silvestre eficacia de eventuales
intervenciones
Monitoriza-  SeFaS UAB Epide- Estudiode laTBenlafauna  Identificacion de riesgos y
cién miologia silvestre de Catalufa mejora de la prevencién
Nutricién UEX Epide- Identificacion de factores Posible desarrollo de pautas
yTB miologia nutricionales responsables nutricionales, férmulas de
de inmunosupresion en las pienso y correctores que
poblaciones animales potencien la respuesta
inmunitaria
Transferencia SaBio IREC Transfe-  Llevar a mercado los Ayudar a los sectores
en general rencia resultados desarrollados ganadero extensivo y
hasta la fecha cinegético, entre otros.
Mejorar la percepcidn sobre
utilidad/aplicabilidad de
la ciencia en los sectores
beneficiados
Transferencia SaBio IREC Transfe- Implicar al sector ganadero  Reducir la incidencia de
en general rencia extensivo en la lucha TB en ganaderia extensiva,
contra la TB, mediante la principalmente bovinay
transferencia de resultados ~ porcina
de investigacion
Transferencia UNIZAR  Transfe- Llevar a mercado los Aplicacion de la vacuna
en general rencia resultados desarrollados parael controldelaTBy
hasta la fecha conseguir su erradicacién
Transferen-  INGENASA Transfe-  Llevar a mercado los Ayudar a los sectores
cia-diagnos- rencia resultados desarrollados ganadero intensivo,
ticos hasta la fecha extensivo y cinegético,

entre otros
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