CONTROL DE LA PARATUBERCULOSIS BOVINA:
IDENTIFICACION Y VALIDACION DE
BIOMARCADORES DE DETECCION PRECOZ DE LA
ENFERMEDAD.

Las enfermedades son responsables del 20% de las pérdidas de la produccion
animal y constituyen una de las barreras al comercio de animales vivos y alimentos
de origen animal. En este contexto, cabe destacar la importancia estratégica de la
sanidad animal, ya que garantiza la salud y el bienestar animal, la salud publica, la
seguridad alimentaria, la produccion sostenible de alimentos, la conservaciéon del
medio ambiente y la sostenibilidad y competitividad de la produccién ganadera y
la economia rural. (Rodriguez Garcia y col., 2014).
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es la bacteria que causa la
paratuberculosis (PTB) o enfermedad de Johne, y que afecta a rumiantes
domésticos y silvestres. La PTB es una enteritis (inflamacion del intestino delgado)
cronica muy contagiosa. Esta enfermedad, endémica a nivel mundial, origina
importantes pérdidas econdmicas en la industria lactea debido a que causa la
reduccién de la produccion de leche, el adelgazamiento progresivo de los
animales, el sacrificio prematuro de los casos clinicos, la venta selectiva prematura
y el aumento de los costes veterinarios. Ademas, MAP tiene un claro potencial
zoondtico (se puede transmitir a las personas), ya que esta micobacteria ha sido
postulada como un posible factor desencadenante de varias enfermedades



autoinmunes en humanos como la enfermedad de Crohn, la diabetes tipo |, la
esclerosis multiple y la artritis reumatoide (Feller et al., 2007; Mameli et al., 2016;
Niegowska et al., 2016; Bo et al., 2018).

La PTB esta presente en la mayoria de las explotaciones ganaderas, un estudio
realizado en muestras de leche de tanque mediante un test que detecta
anticuerpos especificos frente a MAP, estimé que el 18% de las explotaciones
lecheras en Espafa estaban infectadas (Sevilla et al.,2002). En Asturias, en 2019,
el 32,6% de las explotaciones de ganado vacuno y el 1,9% de las vacas
analizadas, mediante un método de diagndstico para la deteccién de anticuerpos
especificos frente a MAP, estaban infectados (datos aportados por la Consejeria
de Medio Rural y Cohesién Territorial del Principado de Asturias).

La PTB presenta un periodo de incubacién muy largo, una vez infectados los
animales pueden no manifestar signos clinicos durante un largo periodo de tiempo
(dos a diez anos), pero mientras tanto pueden estar eliminando MAP en las heces,
calostro y leche y transmitiendo la enfermedad a otros animales en la ganaderia
(Bastida y Juste, 2011). Varios estudios afirman que los terneros son mas
susceptibles a la infeccion volviéndose mas resistentes con la edad (Larsen et al.,
1962; Winsor & Wittington, 2010). La base de estas diferencias de susceptibilidad
dependientes de la edad no ha sido bien documentada, sin embargo, su correcta
comprension es fundamental para el desarrollo de programas de control efectivos
(Mortier et al., 2013).

La PTB bovina se manifiesta bajo un amplio espectro de formas de infeccion que
van desde formas latentes generalmente asintomaticas y caracterizadas por la
presencia de lesiones leves de tipo focal en el tejido intestinal, a formas mas
avanzadas de la enfermedad, en las que las lesiones son mas severas (lesiones
multifocales y difusas) (Vazquez et al., 2014), y los animales presentan los signos
clinicos tipicos de la PTB. Estos signos consisten en trastornos diarreicos
(intermitentes al principio y progresivamente mas severos) y pérdida progresiva de
peso (figura 1).
Como hemos mencionado la PTB es
una infecciéon subclinica (no se
detectan sintomas) en la mayoria de
los animales infectados, con un
periodo de incubacién muy largo,
que hace que se detecten muchos
menos casos de los que en realidad
estan presentes en las ganaderias,
enmascarando el impacto de la
a O S, enfermedad sobre la productividad y
Figura 1.Vaca con PTB mostrando delgadez extrema. el bienestar de los animales, y
dificultando enormemente su control.
A pesar del posible efecto de la enfermedad sobre la salud publica y las enormes
pérdidas econémicas que ocasiona en las explotaciones no se han establecido
estrategias de control de la PTB bovina exitosas.




El control se ha visto obstaculizado por la falta de tratamientos y herramientas de
diagnostico eficaces (Barkema et al., 2017). Ademas, la vacunacion frente a la PTB
bovina ha sido prohibida por parte de las autoridades sanitarias competentes
(Directiva 78/52/CEE) debido a su interferencia con los Programas de Erradicacién
de la Tuberculosis Bovina. Estas circunstancias hacen necesaria la blusqueda de
nuevas estrategias de control de la PTB.

Actualmente, el control de la PTB a nivel de rebafio se basa fundamentalmente en
el saneamiento, asi como en la utilizacion de técnicas de manejo y medidas
higiénico-sanitarias adecuadas para prevenir nuevas infecciones y evitar la
transmision de MAP a animales susceptibles (Garry, 2011). El saneamiento
consiste en la identificacion de los animales infectados, especialmente animales
que no manifiestan signos clinicos pero que estan infectados y eliminan MAP al
medio ambiente (pastos y bebederos), y su retirada del grupo para suprimir las
fuentes de infeccion, disminuir la contaminacion ambiental y maximizar la vida
productiva del resto de los animales.

La efi cacia de estos programas de control esta fuertemente condicionada por la
baja sensibilidad de los métodos de diagndstico utilizados para identificar
infecciones latentes (infecciones asintomaticas y caracterizadas por la presencia
de lesiones leves de tipo focal). Esto es debido a que los animales con infecciones
latentes son asintomaticos, y tienen niveles bajos de bacterias y de anticuerpos
dificiles de detectar (Bastida y Juste, 2011). Aunque existen también otros factores
que han impedido el éxito de los programas de control de la PTB (Barkema et al.,
2017), esta claro que la deteccion de infecciones latentes sigue siendo un desafio
y se necesitan nuevas herramientas de diagndstico para poder controlar la
propagacion de la enfermedad.

PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO
Frente a las metodologias de diagndstico clasicas (tabla 1) emergen nuevos

métodos de diagnostico basados en la deteccion y cuantificacion de
biomarcadores asociados

Tabla 1. Técnicas de diagnéstico utilizadas actualmente para detectar la PTB a las distintas formas en
Técnica Deteccién MAP Diana Muestra las que se manifiesta una
Métodos de diagnéstico ante-mortem A enfermedad. Un
Aislamiento Directa Bacteria MAP Heces biomarcador o marcador
PCR a tiemporeal Directa Genoma MAP Heces blOlC,)gICO es una molécula
ELISAIDEXX Indirecta Anticuerpos MAP Suero/leche d el h os p ed ad or q ue
Interferény Indirecta Interferony Sangre .
Métodos de diagnéstico post-mortem P U e.d € medirse
 Aislamiento Directa MAP Tejidos Objet|Vamente y por la cual
PCRatiemporeal Indirecta Genoma MAP Tejidos se puede identificar un
Histologfa (HE) Indirecta Lesiones microscdpicas Tejidos proceso fisiolo g ico o
N Directa Bacterias dcido-resistentes Tejidos pato](’)gico (ej marcadores

del cancer), es decir, la
presencia de ese
biomarcador por encima de una cantidad determinada indicaria que el animal tiene
PTB. Estos biomarcadores pueden utilizarse para el desarrollo de herramientas de



diagnostico especficas
(biomarcadores de

Método diagnéstico (:“:53;) M;J':;i:g;al I()r::;ssn; Sin(L:::;nes Gan;:;r('ﬁ;izlr)ede d i a g n (') S t i C O ) , p a r a
= AL % e i monitorizar el curso vy
OEKELEA 55 e P 0% predecir el desenlace de la
PCRFECAL 91% 333% 733% 0,0% 0,0% e n f erme d a d
AISLAMIENTO FECAL 55% 16,7% 26,7% 0,0% 00% ( b | O m a r C a d O r e S d e
PCRTEJIDO 283% 44,4% 733% 0,0% ND pronéS“CO), para predeCII’
AISLAMIENTOTEJIDO 283% 44,4% 66,7% 0,0% ND Ia respuesta a tratamientos
SIGNOS CLINICOS 0.0% 214% 643% 0,0% 0,0% t era p é u t | COS e

ND, no determinado (animales vivos, no hay disponibilidad de tejidos para realizar esas pruebas diagnésticas); el calculo del porcentaje de animales que

muestran signos clinicos se basa inicamente en aquellos animales en los que se conocla su estado clinico (focal =28, multifocal n=14, difuso n=14, sin interven CioneS basadaS en

lesiones n=4 y ganaderfa libre de PTB n=61). .

Elaislamiento se refiere al cultivo del agente causal de la enfermedad (la micobacteria MAP); la PCR a tiempo real, detecta dos dianas en el genoma V a C u n a S ( b I O m a r C a d o r

Sl bt i et o el tose e predictivo) y para el
desarrollo de terapias

(biomarcador terapéutico) (Seth et al., 2009; Carlomagno et al., 2017).

En estudios previos de nuestro equipo de investigacion (proyecto RTA2014-00009-
C02-00) se identificaron y seleccionaron cinco biomarcadores bovinos con niveles
de expresion elevados en sangre de animales con lesiones focales y difusas en
comparacién con animales control no infectados sin lesiones (Alonso-Hearn et al.,
2019). El potencial diagndstico de esos cinco biomarcadores para detectar

Figura 2. Lesiones macroscopicas enuna vaca frisona con lesiones difusas. La paredintestinal aparece muy engrosada, lo que le otorga al intestino un
aspecto externo de tubo de goma (A).La mucosay lasubmucosa intestinal presentan gruesos pliegues que asemejan las circunvoluciones cerebrales
conuna ligera congestion en los 4pices de los mismos (B).

ganado vacuno de la raza frisona infectado de forma natural fue evaluado
utilizando muestras de suero (n=155) procedentes de nuestras ganaderias
colaboradoras. Las muestras se recogieron a partir de 94 animales sacrificados
procedentes de ganaderias con alta prevalencia de PTB y 61 animales obtenidos
en una ganaderia libre de PTB.

Para empezar teniamos que valorar cual era el estado infeccioso de cada animal
utilizado en el estudio y para ello se hicieron cultivos bacteriolégicos de heces y
tejido intestinal, se valord el estado inmunoldgico de esas vacas mediante el
ELISA de IDEXX (una técnica utilizada para detectar la presencia de anticuerpos
especificos frente a MAP), se hicieron analisis moleculares mediante PCR de
heces y tejidos para detectar el ADN de la bacteria, y por uUltimo, se realizaron
analisis histopatologicos (tabla 2).



El examen patoldgico de las secciones del tejido intestinal permitié la observacién
de lesiones macroscoépicas (figura 2) y la clasificacién de los animales en cuatro
grupos segun el tipo y la extension de las lesiones microscopicas observadas, asi
y en orden creciente de gravedad serian los siguientes (Gonzalez et al., 2005;
revisado en Balseiro et al., 2019): sin lesiones histoldgicas detectables, grupo
focal, multifocal, y difuso, (figura 3).

La mayoria de las vacas presentaban lesiones focales (58,51%) que podriamos
encontrar en animales con infecciones latentes o con formas de resistencia que no
progresan hacia formas mas severas de la infeccién. En este grupo, ningin animal
presentd signos clinicos asociados con la enfermedad. En el grupo de animales
con lesiones multifocales (19,14%), el 100% de los animales fueron positivos al
menos por una de las técnicas de diagndstico empleadas y el 21,43% de los
animales presentaron signos clinicos.

Por ultimo, en el grupo con lesiones difusas (15,95%) la bacteria se detect6 en el
100% de los animales por tincion ZN. En este grupo, se observé la mayor
proporcion de animales con signos clinicos asociados a la PTB (64,28%). Sdlo
seis animales (6,38%) de los 94 analizados
LESIONES FOCALES LESIONES MULTIFOCALES me_dlante hlStoPatO|Ogla no . ,rnOStraron
B i 1 112 . lesiones detectables. Dada la dificultad que
S ar ¥ W% U tuvimos para encontrar animales sin lesiones
para realizar nuestro estudio se establecié un
grupo control no-infectado formado por estos
seis animales sin lesiones y los 61 animales
de la ganaderia libre de PTB.
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POTENCIAL DE LOS BIOMARCADORES
SELECCIONADOS PARA EL DIAGNOSTICO
DE LA PTB

Una vez valorado el estado infeccioso de los
animales se investigd la concentracién de los
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Figura 3. Clasificacion histopatoldgica de los animales. Los animales incluidos en este estudio se

clasificaron, de acuerdo con la presencia-ausencia, localizacion y extension de las lesiones presentes C I n C O b I O m a rC a d O re S b O V I n O S (M M P 8 y

en los tejidos intestinales en grupo focal, multifocal, difuso y sin lesiones. Las fechas indican la

localizaciondegranulomas de PTB. Losgranulomas sonareas deinflamacion formadas por elactimulo ABCA1 3, FAM 84A, SPARC y DES) en |aS

de células inmunes como macréfagos y ocasionalmente células gigantes. Se forma cuando el sistema

inmune intentaaislar sustancias/bacterias extrafias que ha sido incapaz de eliminar. muestras de Suero de IOS 1 55 animales
mediante técnicas ELISA disenadas
ELISA SE (%) ES (%) VD (%) e . s
LESION FOCAL (N-55)VS, CONTROL (N-67) especificamente para la deteccidon vy
BIO. ABCA1 2 881 83, £ HF4 H
FImRS = = cuantificacion de esos biomarcadores.
LESION MULTIFOCAL (N=18) VS. CONTROL (N=67)
BIO. SPARC 66, ] \ 6 . . .
e e = o o5 Los resultados obtenidos (tabla 3) indicaban
— R que para detectar animales con lesiones
ELISAIDEXX 867 £ | o8 focales el método mas eficiente era el basado
CUALQU\ERLES\ON(N=8_8)VS.CONTROL(N=67) e .
B10.ABCATS [ s | 866 . en la deteccion del biomarcador ABCA13,
ELISA IDEXX 284 100 \ 64,2 . e .
SE,sepsipnlidad;ES,gspedﬁ’c‘ldad,VD,v‘alordiagnbs‘tico(media‘aritmétitadelasenslbiﬁdadyla ml?ntras para.' Ia deteCC|on, de .a'r.“males Con
especificidad); N, indica el niimero de animales por grupo. BIO, biomarcador.. |eS|OneS multlfocales el mas efICIente era el

Tabla 3. Valor diagnéstico de los ELISAs
basados enla deteccién de los biomarcadores
seleccionados para el diagndstico de

ganado condiferentes tipos de lesiones
histopatolégicas en tejido intestinal.
Comparacién con los resultados obtenidos con
el ELISA de IDEXX para ladeteccionespecifica
de anticuerpos anti-MAP.

basado en la deteccion del biomarcador



SPARC, y para la deteccidn de animales con lesiones difusas el MMP8. Para la
deteccién global de animales con cualquier tipo de lesion el ELISA basado en la
deteccion del biomarcador ABCA13 superd el valor diagnostico de todos los
biomarcadores e incluso el del ELISA comercial de IDEXX. El ELISA ABCA13 es
mas sensible (detecta el 70,60% de los animales con lesiones) y mas especifico
(detecta como negativos el 100% de los animales control sin lesiones) que el
ELISA comercial de IDEXX (sensibilidad 28,40% y especificidad 100%).

El valor diagndstico del biomarcador ABCA13 se mantuvo para todas las
categorias histopatologicas de animales infectados, mejorando ampliamente las
prestaciones de cualquier prueba de diagndstico actualmente disponible. Por ello,
su uso en los programas de control de la PTB permitiria una deteccién rapida y
sensible de infecciones latentes y patentes, impidiendo la transmisién de MAP a
otros animales de la explotacion.

CONCLUSION

Los ELISA actuales, basados en la deteccién de anticuerpos especificos frente a
MAP, son eficaces en la identificacidn de animales con infecciones patentes, sin
embargo, las infecciones latentes pasan en su mayoria desapercibidas
obstaculizando el control de la PTB y su erradicacion. La alternativa que hemos
presentado en este articulo, los ELISAs basados en la deteccién de
biomarcadores bovinos, y mas concretamente el basado en la deteccion del
biomarcador ABCA13, parecen tener el potencial de convertirse en una nueva
herramienta de diagndstico que mejore enormemente la sensibilidad en la
deteccion de animales con formas latentes de infeccidn.

No obstante, la limitada casuistica a la que se ha aplicado hasta la fecha requiere
que se realice una validacion a gran escala de este ELISA para confirmar su
utilidad en la practica. Una vez realizada, estos ELISAs podrian utilizarse: 1) en
campafnas de erradicacion para identificar vacas eliminadoras antes de que
empiecen a contaminar el medio y transmitir el patdgeno, 2) para prevenir la
compra de ganado infectado y evitar la difusion de MAP entre ganaderias y 3) para
reducir la transmisién potencial de esta micobacteria a otras especies domésticas
y animales silvestres susceptibles a la infeccion.
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