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Prélogo

Encomendarme condensar en una pagina la presentacién de un libro de
esta extension me hace sospechar que me encuentro en la edad en la que la
duracién de una carrera profesional ha podido generar unas expectativas de
autoridad cientifica muy por encima de la real. En todo caso, personalmente
agradezco la oportunidad de cerrar asi el circulo que inicié hace casi 30 afios
con la publicacién en la extinta Hygia pecoris, de una revisién que intentaba di-
sipar las dudas que estaba generando la aplicacién de la intradermorreaccion al
implantar la obligatoriedad del saneamiento en el Pais Vasco. Para aprovechar-
la, me gustaria empezar rindiendo homenaje a los colegas que me precedieron
citando al menos a tres que, personalmente, me parecen mas relevantes en mi
relacion con la tuberculosis bovina. El primero y de mayor importancia especifi-
ca fue Jesus Cuezva Samaniego, al que ni siquiera conoci personalmente, pero
que ademas de fundar el primer centro de referencia de tuberculosis bovina en
Bilbao, donde yo he desarrollado la mayor parte de mi carrera profesional, rea-
lizé un increible trabajo de investigaciéon en campo en los afios 50, que resulto,
ya en 1966, en un libro que sigue siendo hoy dia sélida y extensa referencia
cientifica e histérica. El segundo, Miguel Cordero del Campillo, que con solo
un roce pasajero con la tuberculosis, fue una insigne figura de la veterinaria
espafiola del siglo XX recientemente desaparecida y que, en 1964, percibiendo
su importancia, dio credibilidad a la intradermorreaccién con una documenta-
da revisién para la profesion espanola. Y el tercero, José Manuel Goicoechea
Ascorbe que, en su doble papel de veterinario y politico, ya a principios de los
80, tuvo la visién y el empuje para, apoyandose en el peso ganadero del norte
peninsular, anticipar a la Comunidad Auténoma del Pais Vasco en la puesta en
marcha del programa de saneamiento de tuberculosis, que la entrada en la
Unién Europea extendié al resto del estado.
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En realidad, durante décadas, la tuberculosis venia recibiendo poca atencion.
La confianza generada por el éxito en la erradicacién de la tuberculosis bovina
en algunos paises y por las medidas de seguridad alimentaria para prevenir la
infecciéon humana, asi como por la disponibilidad de antibiéticos para curarla
hizo pensar que el problema desapareceria en breve plazo. La frustracion de esas
expectativas renovo el interés por la enfermedad que, ya en este siglo, se ha
mostrado mas compleja y resistente de lo que parecia cuando el descubrimiento
de su etiologia senté las bases de la moderna medicina infecciosa. El libro que se
presenta en esta edicion resume muy bien esa complejidad y constituye la fijacion
del conocimiento actual sobre tuberculosis en Espafia que, sin duda, tendra su
proyeccién en el resto del mundo. Obra colectiva de 46 autores, cubre todos los
campos del conocimiento relacionados con la tuberculosis, con la perspectiva
epidemioldgica global de la profesién veterinaria y, analiza el impacto de la infec-
cion en todas las especies incluida la Homo sapiens. La tuberculosis es, sin duda,
una de las enfermedades mas importantes que afectan al continuo animal, pues-
to que responde a la respuesta del organismo hospedador frente a un género de
bacterias de caracteristicas muy singulares que, en formas ligeramente distintas,
cubre todo el espectro de especies de vertebrados. Los remotos origenes del
grupo y su relacién con dichas especies, en la era de los microbiomas y de la in-
munidad aprendida, de hecho, nos obliga a pensar que quizés las micobacterias
tengan un papel importante en el equilibrio ecolégico como complemento exter-
no de la maduracién del sistema inmune, cuyo coste es la eliminacién por enfer-
medad de la fraccion de portadores cuyas defensas no son capaces de reaccionar
adecuadamente. Este coste es el que la tecnologia sanitaria y la organizacion
administrativa tratan de eliminar. El esfuerzo que, desde hace mas de un siglo,
vienen haciendo las sociedades méas desarrolladas para controlar y erradicar la
infeccion ha dado sus frutos, sin duda, pero requiere un cambio de perspectiva al
que esta obra podra servir de cimiento. El trabajo que aqui se presenta constituye
una obra coral entrecruzada que es modelo de la colaboracién y transferencia
cientifica espafola ya que incluye todo el espectro de actores técnicos: desde los
generadores y transmisores de ciencia en la Universidad y Centros INIA-CCAA a
los usuarios en la Administraciéon central y periférica.

La lucha contra la tuberculosis bovina es un proyecto en el que los que la ini-
ciaron no vieron alcanzados sus objetivos y al que mas de uno hemos dedicado
toda una vida profesional. La transmisién del conocimiento actual e histérico que
este libro aporta, garantiza que el éxito, que ya estd al alcance de la mano, se
aproxime mas rapidamente y que las vicisitudes del camino queden fehacien-
temente documentadas. Por ello, gracias y felicitaciones a los editores y a los
autores.

Dr. Ramén A. Juste Jordan
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La tuberculosis en la antigiiedad

La tuberculosis (TB) ha acompafiado al ser humano y a los bovinos a lo lar-
go de toda su evolucién. La deteccion de ADN de micobacterias o de lesiones
bseas compatibles con TB en restos fésiles (en bisontes en Wyoming de hace
17.000 afios y en humanos en Oriente medio de hace 9.000 afnos), donde se ha
identificado Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (Rothschild et al., 2001; Hershkovitz et al., 2008),
confirma que la enfermedad conocida antiguamente como tisis es muy anterior a
la antigua civilizacion egipcia, donde se documenta por primera vez en el Papiro
de Ebers y se demuestra la presencia del ancestro del complejo en momias data-
das en el periodo de 1.500-500 afos a. C. (Donoghue et al., 2004). En realidad,
aunque la secuencia fésil sitia primero la infeccién en bovinos, molecularmente
se ha determinado que la bacteria bovina procede de un antecesor humano de
hace 60.000 afos (Galagan, 2014). Diversos estudios sugieren que la TB bovi-
na del antiguo Egipto ya estuvo muy ligada a la actividad ganadera, cuando se
comenzaron a domesticar animales con fines productivos en el afo 3.300 a. C.,
aproximadamente (Bedeir, 2004).

La TB fue conocida originalmente como tisis. El mencionado Papiro de Ebers
(1.550 a. C.) describe una consuncién pulmonar asociada a adenopatias cervicales,
que muy bien podria ser la primera descripcion del cuadro clinico de la TB pulmo-
nar (Bedeir, 2004). Hipocrates (460-377 a. C.) definié la TB como “la enfermedad
més grave de todas, la de curacion mas dificil y la mas fatal” (Ramirez, 2019). En sus
aforismos hace una acabada descripcién de los sintomas y describe los estertores
y los frotes pleurales (que se parecen al roce de una correa de cuero). A este res-
pecto, decia que «un tisico viene de otro tisico y prende mas facilmente en ciertos
temperamentos, como pituitosos, flematicos e imberbes rubios de ojos brillantes,
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carnes blandas y omoéplatos sobresalientes». Efectué una descripcion detallada de
un trastorno pulmonar llamado tisis, que en términos literales significa «fundirse
o derretirse» o «desperdiciarse». Para el tratamiento sugirié el uso de sustancias
purgantes, la inhalacién de ciertos medicamentos, dietas especiales (pan y vino
mezclado con agua) y ejercicio fisico. En la antigua Grecia no se realizaban autop-
sias, por lo que Hipdcrates observéd por primera vez las lesiones granulomatosas
caracteristicas (“tubérculos”) en animales enfermos como vacas, cerdos y ovejas.

Aristoteles (384-322 a. C.), al observar que las personas que tenian contactos
estrechos con los pacientes con tisis tendian a desarrollar la enfermedad, sugirié
que era causada por alguna sustancia productora de la misma, exhalada hacia
el aire en el aliento del paciente. Describié también la denominada “escréfula”,
en cerdos enfermos. Esta forma extra-pulmonar de la TB se caracterizaba por un
incremento del tamafo de los nédulos linfaticos, principalmente los cervicales,
con presencia ocasional de material purulento y que, en ocasiones, ulceraban.

Durante la Edad Media europea apenas hay referencias (y ninguna descripcion
detallada) de la TB pulmonar, a pesar de ser un proceso bastante frecuente. En
esta época, la enfermedad mas estigmatizante fue la lepra y la mas temida la
peste bubodnica. Si existen, sin embargo, abundantes referencias a la forma gan-
glionar cervical (escréfula, Maladie du Roy, King’s Evil).

A partir de los siglos VIl y VIII, con la extensién del cristianismo, se incorpora-
ron a las ceremonias de coronacioén los ritos de uncién real, que otorgaban un ca-
racter sagrado a la monarquia. A estos reyes ungidos se les atribuian propiedades
curativas. La mas popular fue el denominado “toque del Rey” por la cual Felipe
el Hermoso, Roberto Il el Piadoso, San Luis de Francia o Enrique IV de Francia,
entre otros reyes, tocaban a los enfermos pronunciando las palabras rituales “El
rey te toca, Dios te cura” (Le Roy te touche, et Dieu te guérit). El primer rey fran-
cés del que se sabe, por documentos escritos, que llevé a cabo este tipo de ritos
fue Felipe |, que reiné entre los siglos Xl y XII. Los reyes franceses desde entonces
solian peregrinar a Soissons para celebrar la ceremonia y se cuenta que Felipe de
Valois (1328-1350) llegé a tocar hasta 1.500 personas en un dia (Wikipedia, 2019).

Explosion de tuberculosis con la industrializacién en Europa

Las crisis ecoldgicas y econdmicas del siglo XVl y el inicio de la globalizacion
por las mejoras en la navegacion, los desérdenes sociales y politicos, las revolu-
ciones (inglesa) y las guerras en Europa provocaron hambrunas y supusieron el
paso desde el feudalismo medieval hacia el capitalismo y la burguesia, preparan-
do el camino hacia la Revolucién industrial en el siglo XVIII, con el consiguiente
incremento de la poblacién urbana a costa de la rural, con durisimas condiciones
de vida para el proletariado urbano.

18
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Efectivamente, el hacinamiento en las ciudades, con interminables jornadas de
trabajo, incluso infantil, y el escaso acceso a la medicina de las clases menos pudien-
tes se unié con una verdadera epidemia de alcoholismo a causa de la ginebra en
Inglaterra, la absenta en Francia y el aguardiente en Espaia. A partir de 1690, se in-
troducia la ginebra en Inglaterra, fomentada por la monarquia para aumentar el pre-
cio del grano y se alcanzé el méximo consumo en 1751, con unas 7.000 gin houses
en Londres para una poblacién de unos 600.000 habitantes. Se ha calculado que en
todo momento habia un 25% de borrachos en Londres que constituian un excelente
caldo de cultivo para una infeccién crénica oportunista como la TB. La consecuencia
fue que la tisis llegd a suponer el 20% de todas las muertes en la Inglaterra de los
siglos XVI a XVIII. Este periodo de expansionismo de los imperios britanico y espafiol
proporciond las condiciones ideales para la globalizacién de la TB (Figura 1).

Figura 1. William Hogarth (1751). Gin Lane. Grabado.

Principales hitos histéricos en el conocimiento sobre
tuberculosis

En la ltalia renacentista, el médico, poeta y matemético Girolamo Fracastoro
(1478-1553) empled el término “tisis” para referirse Gnicamente a la consuncién
pulmonary fue el primero en postular en su estudio De contagione que la tisis se
transmitia por un “virus” que era capaz de sobrevivir hasta dos afos en la ropa de
los enfermos. A partir del siglo XIV, con los estudios de anatomia humana y el de-
sarrollo de técnicas de examen post mortem, se pudo comenzar a correlacionar
los hallazgos de las autopsias con los sintomas de la enfermedad.
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En 1720, el médico inglés Benjamin Marten (1704-1782) publicé el libro New
theory of consumptions, more especially of a phthisis or consumption of the
lungs, en el cual difundié la teoria que se confirmaria 150 afios después y que
sugeria que la enfermedad era causada por “pequefas criaturas vivas” que una
vez que colonizaban el cuerpo daban lugar a lesiones y sintomas caracteristicos
de la tisis.

En 1761, Leopold von Auenbrugger, con su Inventum Novus ex percussione
thoracis ut signu abstrusos interni pectoris morbus detergendi, habia observado
a su padre como percutia los toneles de vino para reconocer si los cascos estaban
llenos o vacios, y experimenté aplicando esa técnica en pacientes y cadaveres.

A partir del siglo XIX es cuando se puede hablar de investigaciéon en TB pro-
piamente dicha. La conjuncién de los hallazgos hechos hasta la fecha por los
diferentes investigadores y el desarrollo del estetoscopio y la auscultacion por
Laénnec (1781-1826) permitieron grandes avances, acunandose el término TB en
el afio 1834 por Lukas Schonlein (1793-1864), para referirse al padecimiento de
las lesiones denominadas tubérculos.

Las primeras descripciones detalladas de la enfermedad en bovinos por Ernst
Gurlt, a principios del siglo XIX en Francia, sefialan similitudes entre la enferme-
dad humana y bovina. Se identifica como entidad veterinaria (tos, disnea y con-
suncién), se detalla su diagnéstico clinico (auscultacion, estertores crepitantes y
sibilantes) y lesiones (consuncién asociada con nédulos pulmonares u otras loca-
lizaciones), se sefiala su etiologia (desgaste por demanda productiva y deficiente
alimentacion, mala higiene de los establos y conformacién toracica) y se propone
su tratamiento (higiene, dieta, manejo en pastoreo, sangrias y sacrificio).

Finalmente, Jean Antoine Villemin (1827-1892) publicé en 1865 un estudio
pionero titulado Cause et nature de la tuberculose: son inoculation de I'homme
au lapin (Barberis et al., 2017) en el que demostré que la tisis humana y la del ga-
nado bovino podian ser transmitidas a los conejos y las cobayas y que, por tanto,
constitufan una entidad similar, es decir, lo que conocemos actualmente como
una zoonosis. Villemin observé que la inoculacion de sangre o esputo de conejos
con TB en otros animales de laboratorio reproducia la enfermedad, fenémeno
que no ocurria al hacerlo con tejido tumoral. A la luz de este gran descubrimien-
to, Villemin fue el primero en postular que la enfermedad estaba producida por
un microorganismo especifico presente en el aire.

En Espafia, en 1830, Casas y Sampedro relacionaron la enfermedad con cua-
dras insalubres y describieron su diagnostico sintomatolégico (Gutiérrez, 2003). A
partir de 1895, fueron numerosos los escritos veterinarios sobre la necesidad de
utilizar la tuberculina, que no estuvo disponible en Espafia hasta practicamente
los afios 1950.
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Aislamiento del agente causal y avances del siglo XX

El mayor hito en microbiologia médica fue, sin
duda, el aislamiento del agente causal de la TB
por Robert Koch (1843-1910) (Figura 2). El 24 de
marzo de 1882 (desde entonces dia mundial de
la TB), Koch hizo publico en una ponencia ante
la Sociedad Fisiolégica de Berlin pruebas irrefu-
tables de que la TB era causada por una bacteria
especifica, a la que denominé “bacilo tuberculo-
so”. Inicialmente, Koch fue incapaz de cultivar la
bacteria, aunque posteriormente desarrollé un
medio empleando sangre coagulada de buey y
oveja, que le permitié obtener crecimiento de la
bacteria en pureza, para reproducir la infeccién en  Figura 2. Foto de Robert Koch.
animales. Con ello se probaba definitivamente el
caracter infeccioso de la TB proporcionando un
mecanismo claro de causalidad, que el propio Koch resumié en sus famosos pos-
tulados que han sido la clave en el desarrollo de toda la medicina infecciosa hu-
mana y veterinaria posterior y, el fundamento de la mayor revolucién médica de la
historia, al sentar las bases tedricas que, posteriormente, permitieron proveer a la
humanidad de métodos de lucha tan eficaces como las vacunas y los antibidticos.

En este sentido, los primeros intentos de controlar la infeccién consistieron en
el desarrollo de un producto que el gobierno prusiano le empujé a fabricar como
tratamiento de la TB a partir de bacilos tuberculosos muertos, que denominé
linfa y maés tarde tuberculina (actualmente conocida como tuberculina vieja de
Koch), pero que provocé graves reacciones en algunos pacientes. La sustitucion
de la tuberculina de Koch, elaborada a partir de M. tuberculosis, por otro tipo de
tuberculina desarrollada por Seibert y Munday en 1932, dié lugar a la tuberculina
en forma de derivado proteico purificado (PPD), ya con fines puramente diagnés-
ticos (Buza et al., 2004).

En los inicios del siglo XX, se continud con las estrategias de curacién basadas
en los sanatorios para tuberculosos, pero se dié un paso mas alld con la investiga-
cion de tratamientos quirdrgicos y, posteriormente, con la aparicién de las medi-
cinas antituberculosas, cuyo desarrollo logré convertir a laTB en una enfermedad
curable. A mediados del siglo XX, se desarrollé al fin la que seria a la postre otra
herramienta de gran importancia en la lucha frente a la TB: la vacuna basada en
el bacilo de Calmette y Guérin (M. bovis BCG).

Desde principios del siglo pasado, se conoce el caracter zoondsico de la TB y
cémo la infeccion en los animales supone una amenaza para la salud humana, a pesar
de que Koch llegé a afirmar en una conferencia sobre TB en Londres, en 1901, que
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el agente causal de la TB animal no representaba una amenaza para el ser humano
y, por tanto, no habia necesidad tampoco de intentar controlar la enfermedad en
el ganado. Quizés por ese motivo, hasta mediados de siglo no se constituyeron en
Europa planes obligatorios de control de esta enfermedad en el ganado. Algunos
planes de control voluntario se introdujeron por primera vez en 1935, momento en
el cual el 40% del ganado bovino en Gran Bretafia presentaba lesiones compatibles
con TB. Estos planes de control, basados en el anélisis de todos los animales median-
te la prueba de la tuberculina y el sacrificio de los reactores, con una compensacion
econdmica al ganadero, se transformaron en obligatorios en 1950.

Muy distinta fue la situacién en Estados Unidos, donde los informes de la
Royal Commission On Tuberculosis, informaron en 1895 de la contagiosidad del
bacilo bovino, y posteriormente en 1898 del peligro para la salud humana de los
productos derivados de los animales enfermos de TB. Esta situacién llevé a con-
siderar las lecherias, carnicerfas y establos como zonas de riesgo potencial para
la salud publica, prohibiéndose la venta de leche y carne proveniente de vacas
infectadas. En 1902 se consiguié demostrar taxativamente la evidencia, cuan-
do Ravenel consiguié aislar M. bovis a partir de nifos con meningitis tuberculo-
sa. El citado aislamiento, el excelente trabajo de Griffith para |a britanica Royal
Commission On Tuberculosis, en 1907, y el aislamiento de M. tuberculosis (bac-
teria con muy baja virulencia para los bovinos) en productos animales, supusieron
un cambio en el panorama técnico y cientifico, ya que taxativamente se afirmaba
la patogenicidad del agente de la TB bovina para personas y distintas especies
de animales (incluyendo primates), asi como el riesgo del consumo de productos
derivados de animales enfermos (detectando la presencia de la bacteria en la le-
che de vacas que no presentaban lesiones en la ubre). Estos avances sentaron las
bases, en muchos paises, para el inicio de una verdadera salud publica veterinaria
(Higia pecoris salus populi) y constituyeron el inicio de los programas de control
de las enfermedades transmisibles de los animales al ser humano, a través del
control de los productos de origen animal, mediante la inspeccién en el matade-
ro y el tratamiento térmico en las centrales lecheras (Dominguez y Bezos, 2014).

Se adoptaron drasticas medidas como la inspeccién de la carne, la prohibicién
de venta de productos de animales tuberculosos y, sobre todo, la pasteurizacién
de la leche. Esta Ultima fue puesta en marcha masivamente entre los Gltimos afios
del siglo XIX y primeros del siglo XX, por parte de los paises més avanzados de
la época (Reino Unido, paises nérdicos y Estados Unidos), lo que implicé una
dramatica reduccion de los casos de TB de origen zoondsico, fundamentalmente
de las formas extra-pulmonares. Tanto es asi que la pasteurizacién esté conside-
rada como uno de los éxitos de la salud plblica mas importantes de la historia y
uno de los avales para continuar y profundizar en la inspecciéon y control de los
alimentos, que ha hecho posible reducir significativamente la diseminacion de las
enfermedades infecciosas de los animales a las personas.
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Los programas de erradicacién de la tuberculosis
en el ganado bovino

A partir del momento en el que se demuestra el caracter zoonosico de la TB y
que la mayor fuente de ésta para el ser humano eran los bovinos infectados, los
paises que estaban liderando el movimiento para el control de la TB decidieron ir
mas alld e implementar las medidas con una actuacién hasta ese momento nunca
practicada: la erradicacion de la enfermedad en el ganado bovino. Los paises que
podemos considerar pioneros en aplicar alguna forma de control frente a la enfer-
medad fueron Finlandia y Dinamarca. En 1890, Bernhard Bang aplicé en Dinamarca
la tuberculina desarrollada por Koch y comprobé las posibilidades que este reac-
tivo tenia para el diagndstico de la TB en animales asintométicos, desarrollando
una estrategia que todavia lleva su nombre (método de Bang). Inmediatamente, se
aplicé por Gutmann en Rusia y Pearson en Estados Unidos. Este sistema consistia
en el diagndstico mediante pruebas de tuberculinizaciéon de los animales infecta-
dos y su sacrificio inmediato, como forma de rotura del ciclo de contagio.

Sin embargo, otros paises como Alemania se decantaron por un sistema distinto
propugnado por Ostertag en 1917, basado en el examen clinico de los animales y
el sacrificio de los animales con sintomatologia o excretores. Con este sistema sélo
se podian diagnosticar aquellos animales en fases avanzadas de la enfermedad, lo
que constituia menos de un 10% del total de los animales infectados, y lo que era
mas importante, este sistema era incapaz de diagnosticar el 90% de los animales
infectados, que eran asintomaticos pero que podian transmitir la enfermedad. Por
ello, este método fue abandonado en los afos 40 (Cuezva-Samaniego, 1966).

En 1917, casi 30 afios después de que Bang propusiera su sistema de erradica-
cién, Estados Unidos implantd un controvertido programa de erradicacién basa-
do en el diagnéstico de la TB mediante la prueba intradérmica de la tuberculina
y el sacrificio obligatorio de los reaccionantes positivos (método americano o de
Bang modificado), sin una compensacién total de las pérdidas a los ganaderos
(Olmstead y Rhode, 2004). Entre 1917 y 1940, se aplicaron 400 millones de dosis
de tuberculina y se sacrificaron casi 4 millones de animales de una cabafa de 66
millones. El programa tuvo un enorme éxito: en 1941 la prevalencia habia des-
cendido desde el 5% a menos del 0,5%. Este programa fue basicamente el que,
de manera progresiva, se iria implantando en Europa con 20-30 afios de diferen-
cia, aplicAndose en Espafa de manera més genérica a partir de 1965.

El control de la tuberculosis en Espaiia

En nuestro pais, el Reglamento de Epizootias de 1933, en sus articulos 153 y
158, autorizaba como método de lucha la vacunacién con BCG: “Se empleard en
terneros y especialmente en las terneras de establos infectados, en los primeros 8
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dias tras el nacimiento y repitiendo la vacunacién cada afio”. Este requerimiento
normativo no se llevé a la practica. Por otra parte, hasta 1950, fue practicamen-
te imposible que los veterinarios espafioles pudieran disponer de tuberculina,
puesto que la importacién no estaba autorizada, y no existia produccién propia.
Durante este tiempo, hubo proliferaciéon de planes regionales, bastante descoor-
dinacién, y aplicacion de distintos métodos (Ostertag, Bang), lo que supuso que
muy pocos animales se sometiesen a pruebas de tuberculina.

Las primeras actuaciones oficiales de lucha frente a la TB bovina se iniciaron
en Espafia a principios de los afios 50, con base legal en la Ley de Epizootias de
1952 y su Reglamento de 1955. El 19 de junio de 1950 se inaugurd, de manera
simbdlica, la primera campafia oficial de saneamiento ganadero, en la localidad
de Suesa, en el Ayuntamiento de Ribamontan del Mar (Santander). Se realizé la
prueba de la tuberculina segin el método de Bang (Cuezva-Samaniego, 1966;
Figura 3). Posteriormente, se extendié la campafia al Pais Vasco, Asturias y Ledn,
donde se concentraba el ganado de aptitud lechera.

ERRADICACION o
TUBERCULOSIS

BOVINA .15
T

Maotives

Erradicacién de la Tuberculosis
Humana [E.T.H.}

‘afas

Figura 3. Libro e imagen de Jests Cuezva-Samaniego.

En 1965, se establecié, mediante la Orden de 24 de mayo, un Plan nacional
de lucha contra la TB y la brucelosis en ganado bovino, centrado principalmente
en los principales nucleos de vacuno lechero del norte y centro de Espafia. Estos
primeros pasos de los programas se centraron en chequeos diagndsticos con
fines estadisticos, indicando una incidencia en animales aproximada del 20%.
Posteriormente, el Ministerio de Agricultura promulgé, en 1978, la Orden de 25
de noviembre, en la que se fijaban las normas basicas para las Campafas de
Saneamiento Ganadero (CSG) en el territorio nacional.

Tras la entrada de nuestro pais en la Comunidad Econémica Europea (CEE),
Espafia presentd en 1987 un Programa de erradicacion acelerada, de acuerdo con
las Directivas 77/391/CEE y 78/52/CEE y la Decisién 87/58/CEE. Este programa se
aprobd el 15 de mayo de 1987, mediante la Decisién 87/292/CEE. La normativa
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europea se traspuso a la nacional mediante la Orden de febrero de 1986 y el Real
Decreto 379/1987. Los Programas nacionales de erradicacién de la TB bovina han
sufrido diversas modificaciones y orientaciones desde entonces, con el fin de adap-
tarse a los cambios acontecidos en el manejo de los animales y en la estructura de
las explotaciones, a los flujos comerciales y al conocimiento cientifico de la enfer-
medad (diagndstico, epidemiologia, patogenia, inmunologia, etc.).

En febrero de 1990, se produjo un acuerdo Ministerio de Agricultura Pesca
y Alimentacién (MAPA)-Comunidades Auténomas para elaborar un Programa
acelerado de erradicacién de cara al Mercado Unico de 1993. Se publicaron la
Orden Ministerial de 1 de febrero de 1990, por la que se modificaba el anexo C
de la Orden de 28 de febrero de 1986, y la Orden Ministerial de 9 de febrero de
1990, por la que se establecian medidas complementarias en las CSG. En esta
Ultima se establecia la identificacion individual de los animales objeto de CSG
mediante un crotal metalico, el sacrificio de los reaccionantes positivos en mata-
deros autorizados y el traslado de los mismos mediante un documento especial o
“conduce”. A partir de enero de 1991, se autorizaba el transporte de los animales
de aptitud lactea que concurrian a ferias y mercados, si habian sido sometidos
a CSG con resultados negativos y, a partir de enero de 1992, el de animales de
aptitud cérnica (Figura 4). En estos afios iniciales de la década de los 90, se con-
tinuaba actuando preferentemente sobre el bovino de leche, pero se incrementé
considerablemente el censo de carne sometido a pruebas en las Comunidades
Auténomas que no actuaban sobre practicamente el 100% del censo en afios
anteriores, sobre todo en regiones o comarcas donde convivian ambas aptitudes
productivas (Dominguez y Bezos, 2014).

Figura 4. Mercado de ganados de Avila, afos 80.
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La entrada en vigor del Mercado Unico en 1993 y de toda la normativa comu-
nitaria relacionada supuso un impulso en la ejecucion del Programa nacional. Se
consiguio actuar sobre un 90% del censo, chequeandose en torno a 3,5 millones
de animales. Por tanto, podemos considerar ese afio como punto de partida de la
implementacién del Programa nacional de forma homogénea en toda Espafia. No
obstante, quedaba una parte relevante del censo bovino, el ganado de lidia, que no
se incluyd en el Programa hasta el afio 2004, a través del Real Decreto 1939/2004.

Los Programas nacionales de erradicacion de la TB bovina 2006-2010 supu-
sieron un cambio cualitativo en el planteamiento de los objetivos, y sentaron
las bases para garantizar actuaciones continuadas en el tiempo bajo un enfo-
que plurianual, establecido en 5 afos. Uno de los objetivos principales de estos
programas fue incrementar la sensibilidad (Se) del diagnéstico, tanto a nivel de
rebafio como individual. El incremento en la frecuencia de las pruebas anuales,
tanto en rebafios no calificados como en rebafios calificados de zonas de alta
prevalencia, la realizacién de pruebas previas a los movimientos de animales, la
inclusién de protocolos normalizados de trabajo para la realizacion de las prue-
bas diagndsticas, la intensificacion de las inspecciones sin previo aviso sobre los
equipos de campo, la aplicacién de criterios severos en la interpretacion de la in-
tradermotuberculinizacién (IDTB) simple o el incremento paulatino de las pruebas
complementarias de interferén-gamma (IFN-y) en rebafios positivos confirmados,
constituyeron las medidas principales para incrementar la Se. Otras medidas adi-
cionales introducidas paulatinamente para gestionar los factores identificados
han sido medidas de gestién de posibles reservorios silvestres o la integracion
del sistema de vigilancia en mataderos.

En el afio 2010, coincidiendo con el 60 aniversario de la primera actuacién ofi-
cial de campana frente a la enfermedad, se celebraron en Santander las Jornadas
de Debate para la Erradicacion de la Tuberculosis Bovina, a las que asistieron
80 participantes de Espafia y Portugal, en representacién de las administracio-
nes publicas, sectores interesados en el programa y centros de investigacion. De
estas jornadas surgieron una veintena de conclusiones que definieron las lineas
maestras que inspiraron los programas nacionales posteriores a 2012. Ya en di-
chas jornadas se sefialaron cuestiones fundamentales, nunca antes abordadas,
como la necesidad de formacién y validacion de los profesionales implicados en
la ejecucion de las pruebas de campo, la especializacion de los profesionales en-
cargados de realizar las encuestas epidemioldgicas, la utilidad de ampliar el uso
de la prueba del IFN-y como prueba complementaria (aprovechando el esfuerzo
realizado para la dotacién técnica de practicamente todos los laboratorios pro-
vinciales bajo la coordinacion del Laboratorio Nacional de Referencia de Santa
Fe), la importancia de incorporar de forma efectiva en el programa el componen-
te de vigilancia en matadero, la importancia de contar con la colaboracién del
sector para que perciba el problema como propio y la bisqueda de medidas y
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herramientas administrativas que permitan asegurar la viabilidad econémica de
las explotaciones. También se toma conciencia de que aunque el ganado bovino
continta siendo el principal reservorio de la enfermedad, los reservorios domés-
ticos y silvestres constituyen un factor clave fuera del radio de accién de las CSG,
y requieren un abordaje comun por parte de ganaderos, cazadores, veterinarios y
administraciones publicas de sanidad animal y medio ambiente. Especial impor-
tancia adquiere la minimizacién del acceso de los jabalies a los residuos de caza,
limitando la alimentacién suplementaria y la sobreabundancia de estos animales
y desarrollando un Programa nacional de vigilancia en fauna silvestre.

Para incorporar todas estas cuestiones en la elaboracion de los programas de
erradicacién anuales, a partir de 2012, se constituyd un grupo de trabajo especifi-
co formado por expertos del Ministerio, Comunidades Auténomas y Laboratorio
Nacional de Referencia, con objeto de planificar la siguiente campafia en fun-
cién de la evoluciéon epidemioldgica existente en afios anteriores, la informacion
cientifica més actualizada disponible y las recomendaciones de la misiones de
la Oficina Alimentaria y Veterinaria (FVO) (DG SANTE, Comisién Europea) y del
Subgrupo de la Tuberculosis Bovina de la Task Force, asi como el documento
de trabajo “Erradicacién de la tuberculosis bovina en la Unién Europea (UE)”
(SANCO/10067/2013) elaborado por dicho Subgrupo. Entre los objetivos de ese
documento estaban: proveer de unas pautas para el disefio de programas de vi-
gilancia y erradicacion de TB bovina, mejorar la eficiencia de los ya establecidos
y adaptarlos a las situaciones epidemioldgicas existentes. Ademas, en ese docu-
mento se propuso como definiciéon de TB bovina a aquella infeccién en el ganado
bovino producida por cualquiera de las micobacterias incluidas en el complejo
MTBC y no a la exclusivamente ocasionada por M. bovis. Este citado grupo de
trabajo continlia con esta sistemética de actuacion y es preciso hacer una men-
cién y agradecimiento especial a miembros destacados del mismo que nos deja-
ron durante este periodo, curiosamente compafieros ambos de Universidad en la
Facultad de Veterinaria de Cérdoba: Mari Carmen Pieltain y Alberto Pacios, que
en paz descansen.

El programa espafiol se centra, desde entonces, en ir incorporando las distin-
tas medidas, entre las que se citan: combatir las principales causas mas proba-
bles de infeccién, identificadas en el estudio de investigacion epidemiolégica de
focos de TB en Espafa (Guta et al., 2014a), incrementar la Se diagndstica en el
diagnostico de campo y laboratorial, formar a los equipos de saneamiento para
combatir la infeccién residual, fomentar la colaboracién con los servicios veteri-
narios de salud publica en la vigilancia en mataderos y establecer las medidas de
control sobre los reservorios silvestres como lineas maestras. La importancia de la
correcta realizacion de la prueba de la tuberculina es tal que distintos paises, en-
tre ellos Espafia, han incluido en sus programas de erradicacién la necesidad de
superar cursos de formacién y pruebas de validacién para todos los veterinarios
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implicados en las campafias de saneamiento, asi como un posterior sistema de
control oficial para continuar asegurando dicha validacién. En relacién a la fauna
silvestre, en 2017, se publicd el Plan de actuacion de tuberculosis en especies
silvestres, desde entonces conocido como PATUBES, plan pionero a nivel de la
UE, que fue elaborado por expertos en TB y fauna silvestre tanto de las adminis-
traciones publicas como de los principales centros de investigacién, y aprobado
por todas las autoridades competentes en |la materia que, actualmente, esta en
pleno proceso de desarrollo legislativo. La iniciativa de elaborar este libro blanco
con la estrategia de actuacion en fauna silvestre surgié en el | Workshop Nacional
sobre TB animal celebrado en Gijon en septiembre de 2015.

Paralelamente a la inclusién de todas estas medidas de refuerzo se han ido in-
cluyendo igualmente ciertas medidas de flexibilizacién permitidas por la norma-
tiva o por los documentos de trabajo de la Comisién Europea alli donde ha sido
posible, como el proyecto piloto para la autorizacién de movimientos de terneros
desde explotaciones positivas a cebaderos, el protocolo de flexibilizacién para
zonas de baja prevalencia y otras medidas mas técnicas, como excepciones a las
pruebas pre-movimiento, la posibilidad de usar la prueba de diagnéstico IDTB
comparada o la posibilidad de ampliar a 2 afios el intervalo entre las pruebas
rutinarias, en funcién de la prevalencia.

Y aqui acabamos con nuestro recorrido, en el afio 2019, en el cual se ha ce-
lebrado en el mes de abril en Céceres el | Workshop Ibérico y Il Nacional sobre
investigacion en TB animal (Figura 5), durante el cual se han revisado buena parte
de las medidas hasta ahora implementadas pero sobre todo las que aun requie-
ren de investigacion para ser aplicadas en los préximos afios de cara a cumplir el
objetivo final marcado por el Programa nacional de erradicacién de la TB bovina,
que es alcanzar niveles de erradicacién (menos del 0,1% de rebafios infectados)
en el afio 2030. Por el momento, la Comisién Europea ya ha comenzado otorgan-
do el estatuto de libre a Canarias y a la provincia de Pontevedra. Esperamos que
el resto de territorios del pais se vaya sumando en los préximos afios.

TUBERCULOSIS ANIMAL

ENCUENTRO DE LA COMUNIDAD CIENTIFICA
Y LA ADMINISTRACION

Figura 5. Logo del | Workshop Ibérico y Il Nacional sobre investigacién en tuberculosis animal.
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La tuberculosis animal en el mundo

La TB animal es un problema global que no se puede circunscribir a un en-
torno geografico limitado, ya que se trata de una enfermedad que esté presente
en el mundo entero. La prevalencia méas elevada se registra en buena parte del
territorio de Africa y ciertas areas de Asia y América (Figura 6), es decir, en aque-
llos paises donde los programas de control y las medidas preventivas no estéan lo
suficientemente implementadas; si bien, la informacién sobre la distribucién de la
enfermedad en esas regiones es muy limitada debido precisamente a la ausencia
de programas de vigilancia y control.

Entre 2015y 2016, 179 paises y territorios reportaron su estatus con respecto
a la TB bovina a la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2019), y cerca
de la mitad de estos paises informaron de la presencia de la enfermedad en sus
poblaciones animales (Figura 6).

Aunque en la mayoria de los paises econémicamente mas desarrollados la enfer-
medad esté bajo control, describiéndose valores de prevalencia en general bajos, la
persistencia de la infeccién en ciertas especies silvestres (como el tején en el Reino
Unido, el ciervo de cola blanca en ciertas partes de los Estados Unidos o la zariglie-
ya en Nueva Zelanda) complica el objetivo de lograr su completa eliminacién.

Existen algunos paises donde la TB no ha supuesto histéricamente un gran
problema. Asi mismo muchos paises desarrollados han reducido o eliminado la
TB en su poblacién de ganado y/o han mantenido la enfermedad limitada a una
0 mas zonas. En la mayor parte de los paises el mecanismo de control y erradica-
cién de la enfermedad se basa en el diagndstico sistemético de toda o una parte
de la cabafa ganadera y el sacrificio de los reaccionantes positivos. Esta pauta ha
sido y continda siendo exitosa en la mayor parte del territorio mundial, si bien se-
ria muy complicado comenzar a aplicarla por primera vez en determinados paises
con alto nivel de infeccién por el coste econémico y social que implica.
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Figura 6. Mapa de distribucién mundial de la tuberculosis bovina.
Fuente: OIE (2019). WAHIS interface.

Un ejemplo del éxito de esta estrategia de control basada en el test y sacrificio
es la evolucién de la prevalencia de enfermedad en los Estados Unidos, pais en el
que se implanté en los primeros afos del siglo XX un programa consistente en la
aplicacién sistematica de pruebas diagndsticas y sacrificio obligatorio de los ani-
males positivos. El diagndstico se realizaba mediante la IDTB. Entre 1917 y 1940 se
realizaron unos 232 millones de pruebas y se sacrificaron 3,8 millones de bovinos,
aproximadamente, lo que supuso un 5,7% del censo nacional (Naugle et al., 2014).
De este modo la enfermedad se consideré erradicada (Figura 7) con la Unica excep-
cién de una parte del estado de Michigan, en el que la infeccién esta presente en
poblaciones silvestres.

TB testing begins
nationwide

Percentage
Of Cattle 4
Responding 3 U.S. declared Modified Accredited
Free
0.46% ~1% today (expected
z fraction of false
positives)

/

1917 1930 1940 1960 1980 1989 2017

Figura 7. Porcentaje de bovinos con reacciones positivas a intradermoreaccién (IDTB)
en Estados Unidos, 1917-2017.
Fuente: United States Department of Agriculture. Animal and Plant Health Inspection Service.
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En la actualidad, en la mayor parte de los paises del continente americano
existen programas de control y erradicacion, todos ellos basados en el diagnos-
tico y el sacrificio. Estos programas se aplican en algunos casos de manera siste-
matica mientras que en otros casos existen programas con un alcance mas limita-
do, adaptados en base al nivel de infeccién de la zona y/o a las necesidades de
calificacion de los rebanos.

La situacion en el continente africano supone un problema grave para la salud
publica, existiendo intentos de control de la enfermedad a partir de las estima-
ciones de la prevalencia en distintos paises. A modo de ejemplo Etiopia esta
trabajando intensamente en el conocimiento de la enfermedad en la cabafia ga-
nadera; los datos obtenidos en la actualidad revelan que la prevalencia de la
infeccidn en bovinos de raza frisona se cifraria en un 21,6% (95% Cl: 14,7-30,7),
dato superior al obtenido en los cebus autdctonos, en los que se ha estimado en
un 4,1% (95% Cl: 3,4-4,9) (Sibhat et al., 2017).

En la UE, la situacidn es heterogénea y no ha mejorado en los ultimos anos. A
finales de 2018, 17 Estados Miembros de la Unién habian alcanzado el estatus de
"Oficialmente Libres” de TB bovina, y de los 11 Estados Miembros no oficialmen-
te libres, 4 de ellos (ltalia, Portugal, Espafa y el Reino Unido) presentaron algun
territorio declarado como oficialmente libre (EU One Health Zoonoses Report,
2018).

En el resto de Europa, Noruega, Suiza y Liechtenstein son oficialmente libres
(de acuerdo a la legislacién europea), y en el caso de Islandia no se ha reportado
ningun caso de TB bovina desde 1959.

En el Reino Unido, en cambio, la situacién se puede considerar un gran fraca-
so. Después de la Il Guerra Mundial diversos paises del centro y norte de Europa
pusieron en marcha la estrategia estadounidense. Desde los afios 50 hasta la
década de los 80 se consiguieron niveles préximos a la erradicacién. En 1958 se
sacrificaron mas de 25.000 bovinos y en 1986 tnicamente 235, pero en 2016 se
superaron los 35.000 bovinos sacrificados (DEFRA, 2019). A pesar de ser un tema
de gran controversia y debate, parece bastante aceptado que este aumento coin-
cidié con un cambio de politica en cuanto al control de la enfermedad (Pérez de
Val 'y Allepuz, 2019).

La Tabla 1 muestra el nivel de prevalencia en los paises de la UE con progra-
mas de erradicacién cofinanciados.

33



Tuberculosis animal: una aproximacion desde la perspectiva de la Ciencia y la Administracion

Tabla 1. Situacion en los paises de la Unién Europea (UE)
con programas cofinanciados, 2017.

PAISES UE NO oficialmente libres N° rebafios Rebanos positivos
Irlanda - IE 113.697 4,89%
ltalia - IT 51.718 0,80%
Portugal - PT 41.236 0,28%
Espafia - ES 115.889 2,32%
Reino Unido - UKK 22.735 20,38%
Reino Unido - UKL 11.973 12,45%
Reino Unido - UKNO 23.939 12,40%

UKK: Inglaterra; UKL: Gales; UKNO: Irlanda del Norte.

En Espafia, los ultimos datos oficiales cifran la prevalencia de rebafos en un
1,90% en 2019. La situacién empeoré considerablemente en el afio 2015 (pasan-
do de un 1,72% de rebafos positivos en 2014 a un 2,81%), situdndose el incre-
mento de casos principalmente en las Comunidades Auténomas de Andalucia,
Extremadura y Castilla-La Mancha. Esto supuso modificaciones en la implemen-
tacion del programa nacional que han logrado revertir la situacion.

Legislacion aplicable

La legislacion aplicable es compleja y abarca diferentes niveles administrati-
vos, desde el mé&s amplio (a nivel internacional), hasta la administracion europea,
nacional y autonémica.

Normas internacionales

Anivel internacional las normas se recogen en el Capitulo 8.11. “Infeccién por
el complejo Mycobacterium tuberculosis” del Cédigo Sanitario para los Animales
Terrestres de la OIE (2019).

A efectos del Codigo Terrestre, el MTBC comprende M. bovis, M. caprae y
M. tuberculosis, pero excluye las cepas vacunales. El capitulo define el mecanis-
mo por el cual un pais o una zona se pueden considerar libres de infeccién por
miembros del MTBC en bovinos y cérvidos, asi como la forma de obtencién del
estatus en los rebafios.

En el caso de los paises y/o territorios, éstos deberan (entre otros requisitos)
cumplir con un programa de vigilancia en base a realizacién de pruebas diag-
nosticas regulares en todos los rebafios durante al menos tres afios; las pruebas
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deberan haber demostrado que, durante ese periodo, al menos el 99,8% de los
rebafios que representen por lo menos el 99,9% de los bovinos del pais o de la
zona han estado libres de la infeccion causada por el MTBC.

Para que un rebafno de bovinos o cérvidos pueda calificarse como libre de la
infeccién causada por miembros del MTBC, la enfermedad debe ser de declara-
cion obligatoria en el pais o territorio en el que estd ubicado, no haberse detec-
tado la infeccién en los Ultimos 12 meses, no haberse detectado sintomatologia
clinica ni lesiones post mortem compatibles y haberse efectuado dos pruebas
con resultados negativos separadas por un intervalo minimo de seis meses en
todos los bovinos o cérvidos del rebafio de mas de seis semanas de edad en el
momento de las pruebas; la primera prueba deberd llevarse a cabo al menos seis
meses después de retirar el Gltimo caso. Del mismo modo se incluyen requisitos
en cuanto a la incorporacién de animales y material genético.

El Cédigo, anteriormente citado, también incluye el mecanismo de manteni-
miento del estatus alcanzado tanto a nivel de pais y/o territorio como a nivel de
rebafio, asi como las recomendaciones para las importaciones de bovinos, cérvi-
dos y cabras, material genético, leche y productos lacteos de bovinos.

Por otro lado, también la OIE (2018), a través de su Manual de Diagndstico,
desarrolla las pautas concretas de diagndstico de caracter oficial.

Base legal en la UE: contexto actual

En el seno de la UE, la politica de erradicacion se basa en dos pilares funda-
mentales (Reviriego Gordejo y Vermeersch, 2006): los Estados Miembros tienen
la responsabilidad de erradicar la TB bovina y pueden recibir cofinanciacién para
el desarrollo del programa de erradicacion; y la erradicacion de la TB bovina en
la UE es el objetivo final y los Estados Miembros deben disponer de una meta
definida para lograrlo.

El marco reglamentario bésico es la Directiva 64/432/CEE, de 26 de junio de
1964, y sus modificaciones, relativa a problemas de policia sanitaria en materia
de intercambios intracomunitarios de animales de la especie bovina y porcina,
que establece las pautas generales de actuacion en los intercambios intracomu-
nitarios de los animales de reproduccién, produccién o abasto de las especies
bovina y porcina.

El objetivo prioritario de la Directiva es introducir un marco legal que garantice
pautas generales en la erradicaciéon de la TB bovina a través de la regulacion del
mecanismo de diagnoéstico, de las pruebas autorizadas, de la regulacion de las
calificaciones sanitarias de una forma uniforme en todos los Estados Miembros
de la Unidn, y del establecimiento de los criterios para la obtencién del estatus de
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oficialmente libre en los distintos paises y territorios. Esta Directiva supone pues
la base de las garantias sanitarias frente a la TB que permiten el libre comercio de
animales y productos de origen animal.

A semejanza a lo descrito en el caso internacional, la Directiva citada estable-
ce los criterios para obtencién del estatus de oficialmente libre de un pais y/o
regién. Es importante destacar que en el caso de Espana se recoge como unidad
minima con el reconocimiento del estatus (es decir, regién) a la demarcaciéon ad-
ministrativa que corresponde con una provincia.

La calificacién de oficialmente libre para un territorio se obtiene cuando el
porcentaje de rebafios bovinos cuya infeccion con TB ha sido confirmada no ha
superado el 0,1% anual de todos los rebafios controlados durante seis afios con-
secutivos. Ademas de lo anterior, al menos un 99,9% de los rebafios deben haber
conseguido el estatus de oficialmente indemne de TB durante seis afios con-
secutivos, habiéndose procedido al calculo de este Gltimo porcentaje el 31 de
diciembre de cada afio natural.

En el momento actual, las exigencias de calificacién de territorios a nivel de
la UE son mas estrictas que las recogidas por la OIE en el Cédigo Sanitario para
los Animales Terrestres (OIE, 2019). En cambio, la calificaciéon de rebafnos como
oficialmente indemnes se ajusta a los estandares internacionales.

Asimismo, es aplicable a nivel de la UE el denominado “paquete de higie-
ne"”, compuesto por los Reglamentos (CE) 852/2004, 853/2004 y 882/2004, y sus
modificaciones, relativos a, respectivamente, la higiene de los productos alimen-
ticios; la higiene de los alimentos de origen animal; y los controles oficiales para
garantizar la verificacién del cumplimiento de la legislacién en materia de piensos
y alimentos y la normativa sobre salud animal y bienestar de los animales.

En este contexto legal, directamente relacionado con la seguridad alimentaria,
se establecen requisitos claros en relacion con la procedencia y posible destino
de los productos de origen animal condicionado al estatus de TB del rebafio de
origen.

La estrategia para erradicar la TB bovina integra una serie de medidas, a
través de normas y documentos, tanto a nivel de la UE como a nivel nacional,
apoyados sobre una base cientifica sélida. A nivel comunitario el Subgrupo
de la TB Bovina de la Task Force (Task Force Subgroup DG SANTE) proporcio-
na informes elaborados por grupos de expertos en la materia. Es destacable
el documento: “Working Document on Eradication of Bovine TB in the EU”;
la importancia del documento radica en que establece pautas concretas que
deben seguir los Estados Miembros para alcanzar mas rapidamente el objeti-
vo de la erradicacién de la enfermedad. Hay cuestiones que merece la pena
destacar, como son la importancia de ajustar la Se diagndstica a la situacion
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epidemioldgica concreta, la necesidad de trabajar con el concepto de “unidad
epidemioldgica” y no sélo de rebafio, la integracion de especies silvestres en
la vigilancia, la implicacién de los ganaderos como un pilar fundamental en la
erradicacion, y la necesidad de evitar la sobrecompensacién ante los sacrificios
obligatorios.

Este grupo de expertos “Task Force Subgroup” realiza visitas de evaluacién
in situ a los Estados Miembros y sus conclusiones sobre la situacion de la enfer-
medad en el pais son tenidas en cuenta a la hora de elaborar los distintos progra-
mas nacionales de erradicacion de TB al objeto de ser cofinanciables, cuestién
que también se debe regir por las guias elaboradas por la Comisién a través de
distintos documentos (Guidelines for the Union co-funded programmes of erra-
dication, control and surveillance of animal diseases and zoonoses for the years
2018-2020). En este sentido hay que destacar que existe una normativa especifica
que regula los mecanismos de contribucién financiera de la Unién (Reglamento
(UE) N° 652/2014 del Parlamento Europeo y del Consejo).

Base legal en la UE: futuro préximo

El Parlamento Europeo y el Consejo adoptaron en el afio 2016 el Reglamento
(UE) 2016/429 relativo a las enfermedades transmisibles de los animales y por el
que se modifican o derogan algunos actos en materia de sanidad animal sobre
enfermedades transmisibles de los animales (conocido como “Ley de sanidad
animal europea”). El Reglamento se publicé en el Diario Oficial el 31 de marzo de
2016. El Reglamento entré en vigor el vigésimo dia siguiente al de su publicacion
en el Diario Oficial de la UE y sera aplicable a partir de 5 aflos desde su entrada
en vigor.

La Ley de sanidad animal europea forma parte de un paquete de medidas
propuesto por la Comisién Europea en mayo de 2013 para reforzar la aplicacion
de las normas de salud y seguridad para toda la cadena agroalimentaria (Figura
8). La Ley de sanidad animal es también un producto clave de la Estrategia de
salud animal 2007-2013 (denominada “Prevenir es mejor que curar”), y viene a
establecer un Unico marco juridico para la sanidad animal basado en la categori-
zacion y priorizacion de enfermedades y medidas sanitarias, la potenciacion de la
prevencion, la vigilancia y la preparacién, asi como la corresponsabilidad de los
operadores, profesionales, autoridades y laboratorios y los sistemas de trazabili-
dad uniformes en linea a lo ya establecido.

En este nuevo marco juridico la TB animal se ha categorizado como una en-
fermedad de “categoria B” (Reglamento de Ejecucién (UE) 2018/1882 de la
Comisién). Esto implica que debe controlarse en todos los Estados Miembros
con el objetivo de erradicarla en toda la Unién.
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Es importante destacar que la clasificacion de la TB en la categoria B incluye la
infeccién causada por miembros del MTBC (M. bovis, M. caprae y M. tuberculo-
sis) en Bison spp., Bos spp. y Bubalus spp. Ademas, el Reglamento de Ejecucién
(UE) 2018/1882, categoriza como de tipo “D" la infeccién causada por el comple-
jo en los artiodactilos distintos de Bison spp., Bos spp. y Bubalus spp., ademas
de en éstos. Es decir, establece la necesidad de tomar medidas para evitar su
propagacion en relacién con su introduccién en la Unién o con desplazamientos
entre Estados Miembros. Finalmente, categoriza como de tipo “E” la infeccion
en los anteriores y en otros mamiferos terrestres, por lo que éstas especies deben
someterse a vigilancia.

———

Animal o K
disease MEEEHS ey
listing and list a“f’ delegated Implementing a AI-I'iLes
adoption categorizat categorizat acts ST; ,5: 21
B ' ; i ion 2019 - -
[ol200E - 'OSF(;:;h adopted Adoption 2020 April
2016-2018 2018 2019 2021
—

Figura 8. Desarrollo legislativo de la “Ley europea de sanidad animal”.

En el momento actual se han publicado los nuevos Reglamentos Delegados
que desarrollarédn los aspectos concretos que serén tenidos en cuenta para el
diagnéstico, la obtencién del estatus sanitario de oficialmente libre (tanto de pai-
ses y/o regiones como de rebafios), las posibilidades de diagndstico etc.

Base legal en Espaia

A escala nacional, en el afno 2003 se publicé la Ley 8/2003, de 24 de abril de
sanidad animal en la que se desarrollan legalmente en Espafia todos los mecanis-
mos para vigilar y controlar las enfermedades de los animales, y para garantizar la
salud publica y la seguridad alimentaria.
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La citada Ley recoge (entre otras muchas cuestiones) las obligaciones de los
particulares (articulo 7), dentro de las merece la pena destacar la siguiente: “apli-
cary llevar a cabo todas las medidas sanitarias impuestas por la normativa vigen-
te en cada caso, asi como las medidas sanitarias obligatorias que se establezcan
para prevenir las enfermedades de los animales o consentir su aplicacién, asi
como poner los medios necesarios para que puedan realizar las citadas medi-
das con las debidas garantias de seguridad, tanto para los animales objeto de
aquellas como para el personal que las ejecute”. Ademas desarrolla las medidas
sanitarias de salvaguardia a adoptar para impedir la introduccién y/o difusién de
las enfermedades de declaracion obligatoria.

La incorporacion al ordenamiento juridico nacional de la Directiva 64/432/
CEE, se ha realizado a través de dos Reales Decretos: el Real Decreto 2611/1996,
de 20 de diciembre, y sus modificaciones, por el que se regulan los Programas
nacionales de erradicacion de enfermedades de los animales y, el Real Decreto
1716/2000, de 13 de octubre, y sus modificaciones, sobre Normas sanitarias para
el intercambio intracomunitario de animales de las especies bovina y porcina, que
recoge en su anexo | la obtencién, mantenimiento, suspensién y recuperacién
de las calificaciones sanitarias, asi como los requisitos para el reconocimiento de
regiones y paises oficialmente indemnes de la enfermedad.

Adicionalmente, a nivel nacional se dispone de un Programa nacional de
erradicacion de TB bovina, de obligado cumplimiento, tal como se recoge en la
Disposicién Adicional segunda del Real Decreto 727/2011, de 20 de mayo, por
el que se modifica el Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre, por el que
se regulan los Programas nacionales de erradicacién de enfermedades de los
animales.

La aprobacién del Programa se realiza conforme a las directrices recogi-
das en el Real Decreto 1440/2001, de 21 de diciembre, por el que se estable-
ce el sistema de alerta sanitaria veterinaria. Este Real Decreto crea el Comité
Nacional del Sistema de Alerta Sanitaria Veterinaria, con participacion de todas
las Comunidades Auténomas, entre cuyas funciones estd estudiar las medidas
para la erradicacion y control de las enfermedades objeto de los programas na-
cionales de erradicacion.

El Programa nacional de erradicaciéon de TB bovina de Espafia es aprobado
por la Comision. Esta aprobacién implica la obtencion de fondos y se ha ma-
terializado en 2020 mediante la Decision n® SANTE/VP/2020/ES/S12.823603,
de 30 de enero de 2020. Asi mismo se ha plasmado en el BOE mediante la
Resolucién de 2 de marzo de 2020, de la Direcciéon General de Sanidad de la
Produccién Agraria, por la que se publican los programas nacionales de erra-
dicacién, control y vigilancia de las enfermedades de los animales para el afio
2020.
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En el caso de Espana, ademas, se ha desarrollado un Plan de Accién frente
a la TB en Especies Silvestres (PATUBES) que integra la vigilancia de la TB en la
fauna silvestre (MAPA, 2017). Como desarrollo del PATUBES se ha publicado el
Real Decreto 50/2018, de 2 de febrero, que establece la obligatoriedad (en de-
terminadas circunstancias) de disponer de sistemas de gestién de subproductos
de origen animal no destinados a consumo humano en las monterias de especies
cinegéticas de caza mayor; y el Real Decreto 138/2020 de 28 de enero, por el que
se establece la normativa bésica en materia de actuaciones sanitarias en especies
cinegéticas que actlan como reservorio de la TB. Ya se regulaban las pruebas
previas al movimiento de animales de especies de fauna silvestre sensibles a TB
a través del Real Decreto 1082/2009, de 3 de julio, por el que se establecen los
requisitos de sanidad animal para el movimiento de animales de explotaciones
cinegéticas, de acuicultura continental y de nicleos zooldgicos, asi como de ani-
males de fauna silvestre.

Ademads, también existe una normativa estatal que recoge el baremo de in-
demnizacién aplicable en cada caso cuando se ordena el sacrificio obligatorio
de los animales considerados positivos (Real Decreto 389/2011, de 18 de marzo,
por el que se establecen los baremos de indemnizacién de animales en el marco
de los programas nacionales de lucha, control o erradicacién de la TB bovina,
brucelosis bovina, brucelosis ovina y caprina, lengua azul y encefalopatias espon-
giformes transmisibles, actualizado en al afio 2017).

Finalmente, es importante mencionar que en Espafa existe una normativa es-
pecifica para regular determinados aspectos en la ejecucién del Programa de TB
en ganaderias de lidia (Real Decreto 186/2011, de 18 de febrero, por el que se
regula la calificacién sanitaria de las ganaderias y explotaciones de reses de lidia
y el movimiento de los animales pertenecientes a las mismas).

De esta manera a nivel nacional la lucha contra la TB animal esté regulada no
s6lo por el mecanismo normativo de actuacién general, sino ademas por aspec-
tos especificos a través del Programa nacional, los baremos de indemnizacion
aplicables y la integracién de la fauna silvestre en la lucha frente a la TB animal.
Todo ello para disponer de un marco juridico sélido que permita la consecucién
del objetivo de la erradicacién de la TB animal en Espafia.
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Aspectos generales y magnitud del problema

La TB es una enfermedad infectocontagiosa tenaz y persistente que ha afec-
tado a las poblaciones humanas durante milenios. El papel de la TB zoonésica es
conocido desde la antigliedad e impulsé en los paises desarrollados un cambio
fundamental en el tratamiento de la leche, incorporando la pasteurizaciéon como
medida preventiva. Cada afo mueren 1,8 millones de personas en el mundo por
TB, lo que la convierte en la principal causa de muerte debido a una enfermedad
infecciosa (Dean et al., 2018). La mayoria de los casos de TB en personas estan
causados por M. tuberculosis (sensu estricto), un agente patégeno, al igual que
M. africanum, casi exclusivo de los seres humanos. Sin embargo, hay otros miem-
bros del MTBC que, a pesar de infectar a un gran nimero de especies de mami-
feros distintos del hombre, también pueden causar enfermedad en las personas.
En consecuencia, se puede definir a la “TB zoondsica” como la afeccién huma-
na causada por las especies (o variantes) del MTBC que estan preferentemente
adaptadas a los animales.

Aunque M. tuberculosis se reconoce como la primera causa de TB en huma-
nos no se debe olvidar el papel que otras bacterias del MTBC tienen en la salud
publica. En particular, se considera que la importancia de M. bovis como agente
productor de TB en humanos esté subestimada (Olea-Popelka et al., 2016). Las
micobacterias tuberculosas que se han identificado hasta el momento como po-
tencialmente zoondsicas son: M. bovis, M. caprae, M. microti, M. pinnipediiy M.
orygis (van Ingen et al., 2012; Pérez-Lago et al., 2014). Aunque todas pueden
causar TB en humanos, M. bovis es el agente zoondsico por antonomasia. A esto
ha contribuido su capacidad de adaptacién y propagacion, al ser el miembro
del MTBC que cuenta con mayor nimero de hospedadores. Asi, ademas de ser
el principal agente etiolégico de la TB en el ganado bovino, M. bovis también
puede infectar a otras muchas especies animales, tanto domésticas como sil-
vestres (Gordon et al., 2009). Por este motivo, y dado que aun sigue siendo una
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expresion ampliamente utilizada en la literatura cientifica, cuando en este capi-
tulo nos refiramos a “TB bovina”, lo haremos para designar de forma genérica al
proceso patolégico producido principalmente por M. bovis tanto en el ganado
vacuno como en el resto de las especies animales susceptibles de infectarse;
mientras que recurriremos a la férmula “TB animal” para denominar a la afeccion
animal causada por cualquiera de los miembros del MTBC.

Ante esta situacién se elaboré la Hoja de ruta para la TB zoondsica consen-
suada en la 48* Conferencia Mundial de la Unién sobre Salud Pulmonar que tuvo
lugar en Guadalajara (México) del 11 al 14 de octubre de 2017. A través de ella
los cuatro socios en salud, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la OIE, la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
y la Unién Internacional contra la TB y Enfermedades Respiratorias (La Unién),
aunaron de esta manera sus fuerzas para desarrollar la hoja de ruta y abordar el
impacto sanitario y econémico de esta enfermedad.

Se trata de la primera hoja de ruta para combatir la TB animal (TB bovina de
forma prioritaria) y su transmision a los seres humanos, frecuentemente producida
mediante el consumo (sin el tratamiento adecuado) de carne o productos lacteos.
Estas actuaciones exigen una estrecha colaboracién entre los que trabajan para
mejorar la salud humana y la sanidad animal y ha sido desarrollada bajo el enfo-
que “Una sola salud” o “One Health".

Conforme con los datos publicados por la OMS, se estima que més de 140.000
personas enferman y mas de 12.000 personas pierden la vida cada afio a causa
de la TB zoonésica, sobre todo en las regiones de Africa y del Sudeste Asiatico.

En el caso de la UE, los datos disponibles del afio 2018 cifran en 170 los casos
de TB humana causados por M. bovis, lo cual supone un 0,4% del total de ca-
sos de TB comunicados por 26 Estados Miembros de la UE. De esos 170 casos,
43 pertenecieron a Espafia. Adicionalmente se notificaron 12 casos de infeccién
causada por M. caprae, de los que 2 se detectaron en Espafia (EU One Health
Zoonoses Report, 2018).

Los datos anteriores, relativos a la UE, pueden subestimar el impacto real de la
TB zoondsica en salud publica, ya que no siempre es sencillo extraer conclusiones
de las investigaciones epidemioldgicas. Ademas, el curso crénico de la enferme-
dad dificulta la posibilidad de centrar cronolégicamente los casos.

En general, la TB zoonésica es un proceso que se transmite de forma indirec-
ta, mediante el consumo de leche contaminada o productos lacteos elaborados
a partir de esta —por ejemplo, queso fresco— que no se someten a tratamiento
térmico. También se puede transmitir por el consumo de carne cruda o poco
cocinada procedente de animales enfermos, aunque esta posibilidad es menos
frecuente. Por otro lado, las personas que tienen alguna relacién profesional
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(ganaderos, veterinarios, trabajadores de mataderos...) con animales tuberculo-
sos estan especialmente expuestos al contagio de esta zoonosis (Vayr et al., 2018),
ya que pueden adquirir la enfermedad de forma directa por via aérea, mediante
la inhalacién de aerosoles infecciosos como consecuencia del contacto cercano
y continuo con animales enfermos o productos de origen animal contaminados.
Otra posible forma de contagio relacionada con la exposicién ocupacional a la
infecciéon por M. bovis es la transmisién cutdnea, a menudo asociada con heridas
en la piel. Asimismo, de manera ocasional, se ha descrito la transmisién directa
de M. bovis de persona a persona, tanto en pacientes inmunodeprimidos como
en inmunocompetentes (Evans et al., 2007; Sunder et al., 2009; Etchechoury et
al., 2010; Buss et al., 2016; Palacios et al., 2016).

La TB zoondsica representa, por tanto, una amenaza grave para la salud publica
(Figura 9). Segun las estimaciones de la OMS, en el afio 2018 se produjeron 143.000
nuevos casos de TB zoondsica en el mundo y 12.500 personas murieron por esta
causa (OMS, 2019). Sin embargo, las estimaciones de la carga mundial de TB zooné-
sica son imprecisas debido a la escasez de datos fiables por falta de sistemas de
vigilancia sanitaria en la mayoria de los paises, principalmente aquellos en los que
la TB bovina es endémica y la capacidad de sus laboratorios es limitada para aislar y
diferenciar M. bovis de M. tuberculosis. En este contexto, el verdadero peso de la TB
zoondsica sigue siendo desconocido, en especial en paises de bajos ingresos, por lo
que es una enfermedad claramente subestimada (Pérez-Lago et al., 2014).
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Figura 9. Infografia sobre la amenaza que representa la tuberculosis zoonésica.
https://www.oie.int/fileadmin/Home/esp/Animal_Health_in_the_World/docs/pdf/Bovine_
tuberculosis/E_FINAL%20INFOGRAPHIC_1.pdf
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Resulta conveniente destacar que los programas de control de la TB bovina se
implantaron precisamente para reducir el riesgo que entrafiaba esta enfermedad
para las personas (Robinson, 2019). Los éxitos logrados en el control de la afec-
ciéon en el ganado, junto a las medidas para controlar e higienizar los productos
procedentes de animales con sospecha de infeccién (inspeccién en mataderos y
pasteurizacion de la leche), han contribuido a que la incidencia anual de casos
de TB zoonésica en los paises desarrollados haya disminuido de manera consi-
derable en las Ultimas décadas (Hlavsa et al., 2008), mientras que la incidencia
es mayor en los paises donde los recursos son insuficientes para implantar pro-
gramas de control de la TB bovina (Miiller et al., 2013). En la UE, por ejemplo,
los esfuerzos realizados con las campafas de saneamiento ganadero, junto con
la implantacion de tratamientos térmicos de la leche y de controles oficiales de
los productos de origen animal destinados al consumo humano, han propiciado
que la TB zoondsica sea un proceso poco frecuente. Asi, como se ha comentado
anteriormente, en al afo 2018 solo se notificaron 170 casos confirmados de TB
causada por M. bovis en seres humanos en los 26 Estados Miembros de la UE,
que representan una pequefia proporcion (0,4%) del total de casos de TB en
personas. Por su parte, Espafa registré en ese afio 43 casos humanos de TB por
M. bovis, més 2 casos por M. caprae (EFSA y ECDC, 2019); y aunque se asume
de forma generalizada que tanto M. bovis como M. caprae son menos virulentos
que M. tuberculosis en el hombre, y existe un menor riesgo de transmisién entre
personas, se ha demostrado fehacientemente que esta transmision es posible, lo
que incrementa la necesidad de controlar esta zoonosis.

Ademas de la trascendencia zoondsica, la TB bovina tiene una notable im-
portancia econémica. Esta enfermedad supone en los paises en desarrollo una
amenaza para el bienestar de las comunidades cuya subsistencia depende del
ganado, al reducir la produccién de carne y leche e impedir el aprovechamiento
de las canales y las partes afectadas que no son aptas para el consumo humano
(OMS et al., 2017). Si a las potenciales pérdidas en la produccién ganadera se
suma que la TB bovina obstaculiza el comercio internacional de animales y sus
productos, queda plenamente justificado el hecho de que, en los paises desa-
rrollados, sea la enfermedad infecciosa en la que se han invertido méas medios
y dinero para su control y erradicacion (de Benito et al., 2005). Eso si, el coste
econémico de la erradicacion puede ser tan elevado que algunos autores incluso
han cuestionado los beneficios de tales medidas (Torgerson y Torgerson, 2010);
aunque las evidencias cientificas respaldan la idea de que, si se tienen en cuenta
todos los beneficios, incluidos los sociales, el esfuerzo para controlar o erradicar
la TB bovina resulta efectivo al reducir la prevalencia de la enfermedad, por lo
que resulta econémicamente viable y vale la pena hacerlo (Caminiti et al., 2016).

A pesar del caracter zoondsico y la importancia econémica de esta enferme-
dad, durante mucho tiempo, el intercambio de informacién entre las autoridades
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de salud publica y sanidad animal ha sido ineficaz, debido a la ausencia de una
estrategia comun. Afortunadamente, esta situacion se esta corrigiendo en los al-
timos afios, al haberse reconocido la necesidad de abordar de una manera global
e integradora los desafios actuales que sigue planteando esta zoonosis.

Tuberculosis, una enfermedad en un mundo
con una sola salud

Negacionismo zoondsico: historia de una recidiva

Algunos cientificos, entre ellos Robert Koch, creian que los seres humanos
eran inmunes a la infeccion causada por el agente etiolégico de la TB bovina y,
por lo tanto, que ésta no representaba ninguna amenaza para las personas. No
fue hasta 1970 cuando se acepté de manera oficial a M. bovis como una espe-
cie bacteriana distinta de M. tuberculosis, ya en la primera década del siglo XX
existia un consenso generalizado de que la TB bovina era un proceso originado
por una bacteria distinta de la que causaba la TB humana, y que su agente causal
podia infectar a las personas (Dominguez, 2011).

De hecho, las medidas adoptadas para evitar la transmisién de la TB animal
a los seres humanos constituyen el espaldarazo definitivo para el nacimiento de
la Veterinaria de Salud Publica. Gracias al excelente trabajo de Griffith para la
«Royal Commission on Tuberculosis» en 1907, que corrobora los estudios de
Kenkle (1797), Smith (1898) y Ravenel (1902) entre otros, se acepta que la TB que
afectaba al ganado bovino era un proceso contagioso que podia ser transmitido
a otras especies de animales (incluyendo primates) y también a personas. A par-
tir de entonces, se establece el peligro para la salud humana de los productos
derivados de los animales enfermos de TB y se considera a lecherias, carnicerias
y establos como zonas de riesgo potencial para la salud publica, prohibiéndose
la venta de leche y carne proveniente de vacas infectadas (Dominguez, 2011) .

No obstante, los primeros intentos por establecer programas de control de
la TB en el ganado bovino no estuvieron exentos de polémica, generdndose un
intenso debate entre los profesionales que se mostraban a favor, por los bene-
ficios sanitarios, y los que se posicionaban en contra de su implantacién, por las
pérdidas econémicas que ocasionaban (Benitez-Medina, 2015). Asi, por ejemplo,
en 1917, Estados Unidos implantd un controvertido programa de erradicacion
basado en el diagnéstico de la TB con tuberculina y el sacrificio obligatorio de
los reaccionantes positivos (test-and-cull strategy), sin una compensacién total de
las pérdidas a los ganaderos (Olmstead y Rhode, 2004). Esto representé un con-
cepto muy novedoso, ya que los duefios de los animales infectados sufrian una
expropiacién basada en criterios de salud publica. A pesar de la controversia sus-
citada, no cabe duda de que el programa tuvo un enorme éxito, pues en 1941 |a
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prevalencia habia descendido desde el 5% (10% en el ganado lechero) a menos
del 0,5%. Ademas, se estima que los ganaderos, que en un principio fueron muy
reacios, percibieron unos retornos econémicos 10 veces superiores a la inversién.
Y lo que es mas importante, la TB humana de origen zoonésico era para entonces
practicamente inexistente, estimdndose que el programa permitié entre 1917 y
los anos precedentes a la Segunda Guerra Mundial salvar méas de 25.000 vidas al
afio. Este programa fue basicamente el que de forma progresiva se fue implan-
tando en Europa con 20-30 afios de diferencia, y se aplicé en Espafia a partir
de 1965. La implantacién del programa de erradicaciéon se complementé con la
obligatoriedad de la inspeccién de la carne en mataderos y la pasteurizacion de
la leche. Tal es la importancia de esto Ultimo, que la pasteurizacién se considera
como uno de los éxitos de la salud publica méas importantes de |a historia y uno
de los avales para continuar y profundizar en la inspeccion y el control de los
alimentos que ha hecho posible reducir significativamente la diseminacién de las
enfermedades infecciosas de los animales al hombre (Dominguez, 2011).

Este relato histérico, que no deberia ser mas que un conjunto de aconte-
cimientos pasados, tiende a reaparecer de forma recurrente después de algin
tiempo de aparente calma, cual recidiva tuberculosa. Por ello, resulta sorpren-
dente comprobar cémo en el afio 2020, con una pandemia causada por un nuevo
coronavirus (SARS-CoV-2) que probablemente tiene un origen zoondsico, aln
queden escépticos que niegan el riesgo para la salud publica de la TB bovina.
Més si cabe cuando es evidente que los paises que llevan décadas implemen-
tando programas de erradicacién, y a su vez promoviendo la adopcién de las
practicas higiénico-sanitarias anteriormente mencionadas, han conseguido redu-
cir notablemente la incidencia de la enfermedad tanto en el ganado como en los
seres humanos (de la Rua-Domenech, 2006).

Por tanto, si se atiende Unica y exclusivamente a criterios cientificos, la discu-
sién concluye en este punto. Sin embargo, se debe recurrir de modo ineludible
al conocimiento cientifico para aclarar esta cuestion: jqué pasaria si se atendie-
ran las reclamaciones de algunos profanos y se dejaran de aplicar con el mismo
rigor las campafias de saneamiento ganadero? La respuesta es, en si misma, méas
simple que la propia interrogacion, pues solo hay que contemplar lo que ocurre
en algunos paises europeos, que tuvieron la enfermedad practicamente erradi-
cada en el reservorio bovino y que, por no mantener adecuados programas de
vigilancia y contencién, en este momento sufren un auténtico descontrol de la
enfermedad, tanto en los reservorios animales (doméstico y silvestre) como en
el humano.

De igual modo, este paradigma es un sarcasmo para las regiones donde la
enfermedad es endémica y los recursos son insuficientes para implantar pro-
gramas de erradicacién. Asi, por ejemplo, se estima que en Africa se producen
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cada ano alrededor de 70.000 casos de TB zoondsica (Muller et al., 2013). Otro
dato més, segun las estimaciones de la OMS, es que en 2018 murieron 9.100

personas de TB por M. bovis en Africa, mientras que en Europa solo fueron 91
(OMS, 2019).

Evidentemente, la dificultad para acceder a un tratamiento adecuado en los
paises en vias de desarrollo es una de las razones de semejante desproporcién
en la mortalidad asociada a la enfermedad. No obstante, la TB zoonésica plan-
tea por si misma desafios para el tratamiento eficaz y la recuperacion de los
pacientes, como demuestra un estudio estadounidense donde se determiné
que las personas infectadas por M. bovis tenian el doble de probabilidad de
morir durante el tratamiento que los pacientes infectados por M. tuberculosis
(Rodwell et al., 2008). En general, M. bovis presenta una resistencia natural
a la pirazinamida, uno de los cuatro antibidticos de primera linea utilizados
actualmente en la terapia antituberculosa recomendada por la OMS —isonia-
cida, rifampicina, pirazinamida y etambutol diarios durante dos meses, y en
los cuatro meses siguientes, solo isoniacida y rifampicina, también diarios—.
Dado que la mayoria de los profesionales de la salud inician el tratamiento sin
disponer de los resultados de un antibiograma, los pacientes con TB zoondsi-
ca estdn expuestos a recibir un tratamiento inadecuado. Esto puede conllevar
un fracaso terapéutico, con la posible aparicién de recidivas o el desarrollo de
resistencia a otros farmacos antituberculosos. De hecho, ya se ha detectado la
presencia de cepas de M. bovis resistentes a la isoniacida y la rifampicina. El
proceso causado por cepas resistentes a estos dos medicamentos se conoce
como “TB multirresistente”, y representa una importante amenaza mundial para
la salud humana (OMS et al., 2017). Conviene recordar que en Espafa ya se ha
padecido este problema, con casos humanos de TB en la década de 1990 que
se caracterizaron por una alta mortalidad y cuyo agente etiolégico fue una cepa
multirresistente de M. bovis, la cual ha seguido detectdndose posteriormente
de forma esporadica (Samper et al., 1997, 2005; Palenque et al., 1998; Rivero
et al., 2001; Romero et al., 2006).

Ademés, si dramaticas son las consecuencias negativas que se producen
directamente por la infeccidn del agente patégeno, no lo son menos las que se
derivan por la muerte de los animales, pérdidas de produccién de alimentos,
decomisos, etc., en paises donde no sobran los recursos. No olvidemos que la
definicién de zoonosis de la OIE incluye como un grave quebranto para la sa-
lud publica aquellas enfermedades que impactan seriamente en la produccién,
en particular en los paises en desarrollo, ya que los problemas de produccion
y de disponibilidad alimentaria cuantitativa y cualitativa conducen también a
graves problemas de salud publica, y la TB claramente las produce (Ejeh et al.,
2014).
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En definitiva, es de esperar que estas razones sean suficientes para la conver-
sion a la causa tuberculosa, tal y como afirman cuatro de los mayores expertos en
TB del planeta en el prefacio de la Hoja de ruta contra la tuberculosis zoonética,
«es hora de realizar un esfuerzo contundente y concertado para abordar defini-
tivamente el efecto de la infeccién por M. bovis sobre la salud y el bienestar de
personas y animales».

Plan de actuacion contra la tuberculosis zoondsica

La repercusién de la TB zoondsica se extiende mas alld del dmbito de la sa-
lud publica, y la carga de la enfermedad humana no se podra reducir si no se
mejoran los niveles de seguridad alimentaria y se controla la TB bovina en su
reservorio animal (Dean et al., 2018). Por ello, la OMS, la OIE, la FAO y la Unién
Internacional contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias, lanzaron de
manera conjunta la primera hoja de ruta para combatir la TB zoondsica en octu-
bre del afio 2017. Este plan de actuacién se basa en el enfoque One Health (Una
sola salud), que reconoce la interdependencia de la salud humana, la sanidad
animal y el medio ambiente (Figura 10), y aboga por la participacién de todos los
sectores y disciplinas pertinentes para afrontar los principales desafios sanitarios
y econémicos de esta enfermedad (OMS et al., 2017).
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Figura 10. Infografia basada en el enfoque One Health para acabar con la tuberculosis.
https://www.oie.int/fileadmin/Home/esp/Animal_Health_in_the_World/docs/pdf/Bovine_
tuberculosis/E_FINAL%20INFOGRAPHIC_2.pdf
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Esta hoja de ruta identifica las lineas prioritarias para hacer frente a la TB
zoonodsica en el ser humano y a la TB bovina en animales. Se agrupan en tres
temas centrales: i) mejorar las bases de la evidencia cientifica al recopilar datos
mas completos y precisos, mejorar el diagndstico en las personas y abordar las
brechas de investigacion; ii) reducir la transmision en la interfaz hombre-animal
garantizando alimentos més seguros, mejorando la salud animal y reduciendo el
riesgo para las personas; iii) fortalecer los enfoques intersectoriales y colaborati-
vos aumentando la conciencia, el compromiso y la colaboracién, desarrollando
politicas y directrices, implementando intervenciones conjuntas y abogando por
la inversion (Dean et al., 2018).

A pesar de la publicacion de la Hoja de ruta contra la tuberculosis zoonética,
muchas personas siguen cuestionédndose si la TB bovina representa realmente un
problema o si existe una manera mejor de controlar la enfermedad. Estas pre-
guntas han motivado la redaccién de un articulo de revisién en el que se explica
por qué la estrategia basada en las pruebas diagnosticas utilizadas hasta ahora ha
tenido éxito; por qué la TB bovina era y sigue siendo un grave problema de salud
publica; y por qué reducir la carga de TB bovina, ademéas de ser necesario para
salvar vidas y asegurar medios de vida, es demasiado importante y urgente como
para esperar el posible desarrollo de “mejores” pruebas diagnodsticas antes de
afrontar de forma decidida este problema (Good et al., 2018), o lo que es peor,
dejar de abordarlo y retroceder al pasado.

Consideraciones clinicas sobre la tuberculosis zoondsica

En la mayoria de las personas la infeccion por M. bovis se caracteriza por el
aislamiento y la contencién, ya que el sistema inmunitario es capaz de controlar
la multiplicacion bacteriana y, en los estadios iniciales, no suele haber signos ni
sintomas clinicos de la enfermedad. En una pequefa proporciéon de las personas
infectadas, esa contencién falla y se produce la enfermedad activa; ya sea en los
dos primeros afos desde que tuvo lugar la primoinfeccién (TB primaria) o mas
tarde (TB posprimaria) por la reactivaciéon de la infeccién latente (Lawn et al.,
2011). La reactivacién enddégena de una infeccion adquirida en el pasado suele
ser la causa méas probable de la enfermedad en la mayoria de los casos de TB
zoonodsica en paises desarrollados como Espafa, ya que lo normal es que sean
pacientes de edad avanzada, en muchos casos con un estatus inmune alterado,
en los que la infeccién pudo ocurrir incluso antes de la implantacion de los trata-
mientos térmicos de la leche y de las campanas oficiales de saneamiento gana-
dero (Benitez-Medina, 2015).

Cuando se desarrolla TB activa, la localizacién de la enfermedad, la gravedad y
la resolucion del proceso son muy variables. La TB, con independencia del agente
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etiolégico, puede desarrollarse en practicamente cualquier érgano. No obstante,
debido a que M. bovis a menudo se ingiere a través de alimentos contaminados,
muchos de los casos tienden a involucrar localizaciones extra-pulmonares. En
un estudio longitudinal realizado en la Toscana italiana durante cuatro afos se
identificé M. bovis como el agente causal del 3,7% de las TB extra-pulmonares y
del 1% de los casos pulmonares (Lari et al., 2009). Las manifestaciones de la TB
extra-pulmonar dependen del érgano afectado. Las adenopatias cervicales re-
presentan la forma mas frecuente de presentacion entre las TB extra-pulmonares
(Ayele et al., 2004), y fueron muy comunes en Europa en nifios hasta que se logré
el control de la TB bovina en la cabafia ganadera y se generalizé la pasteurizacion
de laleche y la vacunacién con BCG. Actualmente, es un proceso extremadamen-
te raro en la poblacién infantil autéctona, pero puede presentarse en inmigrantes
originarios de paises donde la TB bovina no estd controlada y la ingestion de
leche sin pasteurizar es habitual (Alfayate et al., 2009). Como ejemplo, M. bovis
causa fundamentalmente lesiones extra-pulmonares en el hombre en paises en
vias de desarrollo (Cosivi et al., 1998), y un estudio realizado en Tanzania detectd
que un 10% de las TB extra-pulmonares estaban causadas por esta micobacteria.

En definitiva, segun las evidencias cientificas, y més alla de la disputa que pue-
da existir en el dmbito de la ciencia en torno al tema tratado en este capitulo, es
incuestionable que, debido a su caracter zoondsico, la TB bovina es un problema
de salud publica. De hecho, no serd posible conseguir el objetivo mundial para
2050 de reducir la enfermedad humana a menos de un caso por millén de habi-
tantes, si de forma simultdnea no se logra reducir la TB animal a escala global.
Por ello, es necesario continuar trabajando en linea con el concepto One Health,
promoviendo la cooperacion entre todas las partes interesadas, con el tnico ob-
jetivo de seguir avanzando en la complicada tarea de erradicar una enfermedad
que llevamos padeciendo durante milenios.

En lo referente a nuestro pais, durante bastante tiempo el flujo de informacién
entre las autoridades de salud publica y sanidad animal ha sido ineficiente debido
a la ausencia de una estrategia comun entre ambos sectores. Afortunadamente,
esta situacion se estd revirtiendo en los Ultimos afios ya que el control de las
zoonosis resulta altamente beneficioso tanto para el hombre como para los ani-
males (Dominguez y Bezos, 2014).
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4.1. Epidemiologia
4.1.1. Caracterizacion molecular y secuenciacion masiva

Victor Lorente, Pilar Pozo, Julio Alvarez, Beatriz Romero, Lucia de Juan

La caracterizacion molecular de los agentes causales de la TB en animales se
basa en el uso de técnicas capaces de identificar variaciones genéticas que per-
mitan la diferenciacién entre aislados identificados como miembros del MTBC.

El genoma de las especies del MTBC estd compuesto por aproximadamente 4,4
millones de pares de bases (pb). Sin embargo, las especies y cepas del MTBC son
relativamente similares entre si en términos genéticos, agrupandose en poblaciones
altamente clonales. A pesar de ello, existen distintos elementos genéticos [varia-
cién en el nimero de secuencias repetitivas, pérdida de regiones de diferenciacion,
presencia de secuencias especificas, polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs),
etc.] que han surgido durante la evolucién y adaptacion de estos patdgenos a sus
distintos hospedadores y ambientes, diferencidndolos en especies o genotipos. El
estudio combinado de estas variaciones genéticas ha permitido establecer la es-
tructura poblacional de M. bovis a nivel mundial, a través de los denominados com-
plejos clonales, es decir, genotipos con unas caracteristicas comunes y especificas.
Ademas, las poblaciones bacterianas incluidas en estos complejos se pueden sub-
dividir, encontrandose estos genotipos mas o menos distribuidos geograficamente.

En las uUltimas décadas se ha producido un auge en la aplicacién de distintas
técnicas moleculares para caracterizar los aislados microbiolégicos procedentes
de poblaciones infectadas o del medio ambiente, dando lugar a la disciplina de
la epidemiologia molecular. Por lo tanto, la informacién genética de cada uno de
los aislamientos se incorpora como factor fundamental para estudiar los determi-
nantes y distribucién de la TB animal.
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Actualmente, la epidemiologia molecular de la TB se fundamenta en tres me-
todologias diferenciadas: el espoligotipado, el analisis del nimero variable de
repeticiones en tdndem o VNTR, y la secuenciacién masiva de genomas. Estas
técnicas ofrecen una capacidad creciente de discriminacion genética, permitien-
do mediante su uso obtener una caracterizaciéon molecular de los aislados mas
afinada y, en definitiva, una mayor comprensién de la epidemiologia de esta en-
fermedad animal.

Espoligotipado

Todas las especies del MTBC presentan el locus DR (en inglés Direct Repeat).
Este se caracteriza por incluir una serie de secuencias repetidas de 36 nucleétidos
de longitud, conocidas como repeticiones directas, que estan intercaladas entre
unas secuencias o espaciadores de una longitud variable de entre 34y 41 nucleé-
tidos, y cuya deteccion puede permitir la diferenciacion de los aislados. A esta
estructura de DRy espaciador se le conoce como secuencia DVR. La técnica que
se emplea para la caracterizacién de este locus se conoce como espoligotipado
[del inglés direct variable repeat (DVR)-spacer oligonucleotide typing] (Figura 11).

Espacia|dores

Espaciador
Aislados _|
PR ADN

DVR
M. tuberculosis SIT42 mn a0 oo
M. africanum SIT331 LLUL LT fstaiaiaial 11111 [ [sfalalal 11T 11T 1T 11T siafal 111]
M. microti SB0423 OoOssEE0000000000000COee000000000000NN00000
M. pinnipedii SB1478 oo 000000000000 D ONEECE [ {m [ n]
M. caprae SB0157 OeC0000000000000 I | elelel: oooo
M. bovi SB0121 ENOEEEEE O aja s s] C (Granja 2)

- bovis SB0339 EN EEEEECEsEEEsCEEEsCsssscOCCesssnnmenccoon |A (Granja 1), B (Granja 2) y D

m Presencia de espaciador; 11 Ausencia de espaciador
* Nomenclatura internacional del espoligotipo segun las bases de datos mbovis.org (cédigo SB) y SITVIT2 (cddigo SIT).

Figura 11. Caracterizacién molecular mediante espoligotipado.

A) Representacion del locus DR con las repeticiones directas (DR), los espaciadores

y la combinacién de ambos (DVR). B) Radiografia de una membrana de espoligotipado
donde se observa la presencia (cuadrado oscuro) y ausencia de espaciadores.

C) Ejemplos de espoligotipos y sus cédigos binarios asociados a las distintas especies
del complejo Mycobacterium tuberculosis. ID: Identificacién y procedencia del aislado.
El aislado D procede de un animal silvestre.
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Esta metodologia se basa inicialmente en la PCR, que se emplea para amplifi-
car de manera especifica la secuencia de los distintos espaciadores presentes en
un aislado. Una vez amplificados, se realiza una hibridacion en una membrana de
nailon que contiene unos oligonucledtidos complementarios a los espaciadores
de interés, colocados en filas paralelas. De los més de 100 espaciadores distintos
conocidos, tan solo 43 se emplean extensamente en la caracterizacién de es-
pecies del MTBC (Kamerbeek et al., 1997). Cuando las secuencias amplificadas
entran en contacto con sus oligonucledtidos complementarios, son capturadas
y su presencia o ausencia es detectada mediante un proceso de revelado en
una pelicula radiografica. La presencia o ausencia de los espaciadores se registra
empleando un sistema binario (0 como ausente y 1 como presente) generando
de esta manera el perfil de 43 espaciadores. Con el fin de simplificar este cédigo
binario Unico y comparar los resultados, se asigna un cédigo de seis digitos (SB
seguido de cuatro nimeros) generado en la base de datos internacional mbovis.
org (www.mbovis.org), que se correspondera con el espoligotipo del aislado en
estudio (por ejemplo, SB0121: 1101111101111110111101111111111111111100
000). Se trata de una técnica sencilla, rdpida y robusta, motivos por los cuales es
ampliamente utilizada en muchos laboratorios del mundo. Aunque inicialmente
se desarrollé para caracterizar cepas de M. tuberculosisy M. bovis en seres huma-
nos, su uso se extendid a los aislados de origen animal, permitiendo demostrar
la transmisién de la TB animal entre ganado doméstico y especies silvestres, y
describir la variabilidad poblacional a nivel geogréfico. Durante la evolucién de
las especies del MTBC, la recombinacién genética en el locus DR ha resultado
en la duplicacién o eliminacién (nunca ganancia) de algunos de los DVRs. Por lo
tanto, la ausencia de determinados espaciadores permite:

1) Identificar las principales especies incluidas en el MTBC. Por ejemplo, to-
dos los aislados de M. caprae siempre tienen ausentes al menos, los espa-
ciadores 1, del 3 al 16, y del 39 al 43,

2) Distinguir los distintos genotipos (espoligotipos) dentro de una especie
concreta.

Sin embargo, la discriminacion de esta técnica varia en funcién de la diver-
sidad genética que presenten los aislados de una especie concreta como por
ejemplo M. bovis. En los casos en los que esta diversidad es escasa, debido a
la sobre-representacién de unos pocos perfiles mayoritarios, la resolucién que
ofrece esta técnica puede verse comprometida. Esta situacién puede mejorarse
empleando un panel extendido de espaciadores, ademas de los 43 mas comunes
(van Embden et al., 2000; van der Zanden et al., 2002) o mediante otra técnica
molecular alternativa como el analisis de multiples loci con un nimero variable de
copias repetidas en tandem (MLVA).
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Anilisis del nimero variable de repeticiones en tandem (MIRU-VNTR)

En los genomas de las especies del MTBC existen multitud de secuencias re-
petidas en tdndem, denominadas secuencias satélite. Muchas de estas secuen-
cias presentan variabilidad relacionada con el nimero de repeticiones (Variable
Number Tandem Repeat, VNTR). La mayoria de los VNTRs encontrados en el
MTBC se corresponden con las llamadas unidades de repeticién intercaladas
en el genoma de las micobacterias (MIRUs). Se trata de secuencias repetidas
en tdndem de unas 40-100 pb que se encuentran dispersas en el genoma de
las micobacterias, generalmente en zonas intergénicas (Supply et al., 1997;
Frothingham y Meeker-O’connell, 1998; Skuce et al., 2002). Aunque se con-
sidera que estas secuencias son bastante estables dentro del genoma de una
misma cepa, con el tiempo pueden ocurrir pequefas variaciones, ya sea una
ganancia o pérdida de la secuencia repetida, a través de un fenémeno conoci-
do como microevolucién. La técnica que se emplea para analizar las distintas
localizaciones cromosdémicas (loci) de los VNTRs se conoce como anélisis de
VNTRs en multiples loci o MLVA. Al igual que el espoligotipado, esta técnica se
basa en la PCR, por lo que se emplean una serie de cebadores especificos de
los distintos loci a estudiar. Tras la amplificacién del fragmento se emplean dos
metodologias para conocer el nimero de copias de cada locus: |a electroforesis
en geles de agarosa, donde el tamafio (pb) de la banda indica el nimero de
repeticiones, o la electroforesis capilar (Figura 12). El perfil genético de MIRU-
VNTR vendréd dado por el nimero de repeticiones identificado para cada uno
de los loci en estudio.
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Figura 12. Caracterizaciéon molecular mediante MIRU-VNTR.

A) Grafico de seis MIRU-VNTRs (recuadros en color) distribuidos a lo largo del genoma
micobacteriano. B) Visualizacién de resultados del locus QUB11a en un gel de agarosa tras
la amplificacién mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Cada banda representa un aislado y la distancia migrada se correlaciona con el nimero

de repeticiones. PM: marcador de peso molecular. C) Relaciones filogenéticas entre distintos
aislados de Mycobacterium bovis segun el nimero de repeticiones de cada uno

de los MIRU-VNTRs analizados. Las figuras animales han sido tomadas de Macrovector.

Durante afios la comunidad cientifica se ha centrado en buscar distintos loci
variables en los genomas de las especies del MTBC con el fin de definir un pa-
nel comin de VNTRs que pueda emplearse para diferenciar aislados del MTBC.
Inicialmente, los estudios de MIRU-VNTRs se centraron en M. tuberculosis. Esto
dio lugar a la definicién de un panel de 9, 12 o 24 loci para la mayoria de es-
tudios epidemioldgicos en TB humana, permitiendo su estandarizacion a nivel
internacional (Supply et al., 2006). Sin embargo, este panel incluye algunos loci
que no discriminan los aislados de M. bovis y excluyen otros que aportan mucha
variabilidad. Por ese motivo, la mayoria de los estudios a nivel europeo se han
centrado en al menos 6 loci de los 24 mencionados anteriormente: VNTR 3232,
ETR-A, ETR-B, QUB 11a, QUB 26 y MIRU 4 (Supply, 2005). Al igual que sucede en
TB humana, no todos los VNTRs son necesarios en primera instancia, pudiendo
elegirse unos u otros en funcién del objetivo del estudio, la variabilidad esperada
entre aislados, la localizacion geografica, etc. Por otra parte, existen muy pocos
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estudios centrados en M. caprae (Prodinger et al., 2005) y otras especies del
MTBC, pero suelen emplearse los mismos loci que para M. bovis. La seleccion de
uno o varios paneles estandarizados para las distintas especies del MTBC aisladas
en animales, asi como la estandarizacién de la forma de representar los resulta-
dos obtenidos es una tarea pendiente en la comunidad cientifica que requiere
estudios adicionales.

Secuenciaciéon masiva de genomas

De todas las metodologias disponibles para caracterizar a los microorganis-
mos y, concretamente, a las especies del MTBC, la secuenciacién masiva de
genomas (del inglés, Whole Genome Sequencing, WGS) es indudablemente la
que mas posibilidades ofrece. La WGS se refiere a un conjunto de técnicas labo-
ratoriales que permiten conocer la composiciéon genética completa (por ejem-
plo, gendémica) de un individuo. Mediante equipos altamente especializados
y automatizados se llevan a cabo millones de reacciones de secuenciacién en
paralelo, generandose asi grandes cantidades de datos en muy poco tiempo.
Al contrario de lo que sucede con las técnicas moleculares convencionales, en
las que se analizan pequefias porciones del genoma de manera visual a través
de membranas, columnas cromatograficas o geles de agarosa, la secuenciacion
masiva de genomas se fundamenta en el analisis (bio)informatico, a partir de los
datos de secuencia generados por distintas reacciones quimicas o fisicoquimi-
cas durante la secuenciacién. Tras el proceso de secuenciacién se procede a la
unién de las secuencias o lecturas entre si para reconstruir el genoma completo
del organismo en cuestién. Para ello se pueden emplear dos aproximaciones;
el ensamblado basado en el uso de genomas de referencia y el ensamblado
de novo. En el primer caso, las distintas lecturas se alinean con aquellas partes
de un genoma de referencia que presentan mayor similitud. La repeticién de
este paso con cada una de las secuencias genera poco a poco una réplica del
genoma de referencia que incluye aquellas variaciones caracteristicas del aisla-
do que se esté analizando. El ensamblado de novo, por otra parte, realiza este
proceso de unién tan solo analizando la similitud de secuencia entre las propias
lecturas, sin necesidad de emplear un genoma de referencia. Las uniones de
las lecturas en fragmentos de gran tamafo se conocen como céntigos (contigs).
La unién de estos céntigos en fragmentos de mayor tamafo puede dar lugar
al cromosoma completo del microorganismo o, de existir partes desconocidas
entre estos, a supercontigos (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de variaciones genéticas mediante secuenciacién masiva de genomas.
A) Mapeado: las lecturas se alinean frente a un genoma de referencia (verde)

y las diferencias (en rojo) son incluidas en la reconstruccién. B) Ensamblado de novo:

las lecturas se alinean unas con otras para dar lugar a céntigos, que de ser contiguos podrén
dar lugar al cromosoma bacteriano. C) Relacion filogenética entre los aislados al comparar
los genomas obtenidos mediante secuenciacién masiva.

Una vez se conoce la secuencia completa, o en su defecto una parte mayoritaria
de ésta, pueden detectarse las diferencias genéticas existentes entre distintos ais-
lados mediante una serie de algoritmos bioinformaticos. Debido a la sencillez de su
analisis, las mas empleadas son los SNPs. Sin embargo, en funcién del objetivo del
estudio pueden emplearse otras mutaciones como por ejemplo deleciones o inser-
ciones. Dado que es posible analizar cientos o miles de posiciones a la vez, se con-
sigue una mayor resolucién que con las técnicas moleculares descritas previamen-
te, permitiendo establecer relaciones filogenéticas mucho mas precisas. Ademas
de detectar diferencias de secuencia entre aislados, existen cientos de aplicaciones
distintas para los datos genémicos, pudiendo emplearse algoritmos bioinforma-
ticos para determinar la composicién génica de un genoma, detectar factores de
virulencia, genes de resistencia a antibidticos, marcadores genéticos, etc. Estos
algoritmos pueden emplearse para mejorar e incluso imitar a las técnicas molecu-
lares, permitiendo, por ejemplo, reproducir los resultados obtenidos por la técnica
del espoligotipado. La combinacién de datos gendémicos y epidemiolégicos, asi
como el uso de modelos estadisticos, permiten una comprensién mas profunda
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de las estructuras poblacionales de TB, establecer relaciones filogenéticas entre
aislados y conocer los distintos factores genéticos y ambientales involucrados en su
diseminacién y adaptacion. Por ello, la WGS es una técnica con grandes perspecti-
vas de futuro que sera clave en el proceso de erradicacion de la TB.

Bases de datos

Para poder vigilar y controlar la distribucion de las especies del MTBC en ani-
males es necesario recopilar toda la informacién de interés epidemiolégico, como
puede ser la localizaciéon geogréfica, la especie animal de la cual se aislé el mi-
croorganismo o el genotipo (espoligotipo, perfil VNTR, etc.). Pero de nada sirve
esta informacién si no estd disponible o no se puede acceder a ella de manera
rapida y sencilla, por lo que es fundamental desarrollar bases de datos desde don-
de los usuarios puedan consultarla y emplearla en sus estudios epidemiolégicos.
Existen varias bases de datos donde se recopilan datos epidemiolégicos y mole-
culares de las especies del MTBC. Desde el punto de vista de la Sanidad Animal,
Mbovis.org (Smith y Upton, 2012) es la base de datos més importante a nivel inter-
nacional. Su principal funcién es la asignacién de una nomenclatura estandarizada
a nivel internacional para todos los aislados de MTBC de origen animal. Es de libre
acceso e incluye mapas sobre el pais que reporta un nuevo espoligotipo. Otras
bases de datos ampliamente empleadas como SITVIT2 (Couvin et al., 2019) o
MIRU-VNTRplus (Allix-Beguec et al., 2008; Weniger et al., 2010), contienen datos
sobre aislados procedentes en su mayoria de casos clinicos en seres humanos. A
nivel nacional cabe destacar la importancia de mycoDB.es, una base de datos que
nacio a partir de la colaboracion entre el antiguo Ministerio de Medio Ambiente y
Medio Rural y Marino, y el Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET) de
la Universidad Complutense de Madrid en el afio 2008. En esta base de datos se
recopilan una serie de datos epidemiolégicos y moleculares de cada aislado del
MTBC (M. bovisy M. caprae, principalmente) obtenido en Espafia. Estos datos in-
cluyen la especie animal de origen, la localizacién geogréfica, el afio de aislamien-
to, el perfil de espoligotipado y el perfil de MIRU-VNTR si esta disponible. Esta
base de datos contiene registros desde 1996 y, hasta el momento, incluye mas de
47.000 aislados, 564 espoligotipos y 182 perfiles de MIRU-VNTR. Existen distintas
herramientas de blsqueda para personalizar la consulta de los datos, permitien-
do asi combinar varios parametros como la especie animal de donde se aisl9, la
Comunidad Auténoma, provincia o municipio, el afio de aislamiento, la especie
del MTBC y/o el espoligotipo (Figura 14). Ademas, estas blsquedas se presentan
con un visor geografico en un mapa de Espafia que facilita la visualizacién de los
mismos. Mientras que Mbovis.org y las otras bases de datos son de uso publico,
mycoDB.es esta restringida a los servicios veterinarios y laboratorios oficiales que
participan en los programas nacionales de erradicacién de la TB bovina.
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Figura 14. Ejemplo de consulta de aislados de bovino y caprino, entre 2010y 2017,
en la base de datos mycoDB.es.

A) Visualizacién general de resultados por municipio.

B) Visualizacién en funcién del nimero aislamientos por municipio.

C) Visualizacién en funcién de la variabilidad de espoligotipos por municipio.

Estudios de epidemiologia molecular en tuberculosis

El desarrollo y la aplicacion de las técnicas moleculares mencionadas ante-
riormente han supuesto un gran avance en el conocimiento de la distribucion y
prevalencia de M. bovis y otras especies del MTBC en todo el mundo. A nivel
nacional, los primeros estudios de epidemiologia molecular sobre TB animal se
realizaron empleando la técnica del espoligotipado. La deteccién de los mismos
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espoligotipos en animales domésticos y silvestres (jabali, ciervo y gamo) proce-
dentes de una misma area geografica permitié establecer la importancia de estos
Gltimos en el mantenimiento de la TB bovina (Aranaz et al., 2004; Gortézar et al.,
2005; Romero et al., 2008). La ausencia de contacto con ganado bovino en 10 o
20 afnos en determinadas explotaciones cinegéticas infectadas sugirié la existencia
de un ciclo de mantenimiento de la enfermedad en la poblacién silvestre (Gortazar
et al., 2005). El andlisis de los perfiles de espoligotipo a gran escala en Europa
indicé que, a excepcién de Reino Unido, existe una gran variedad de espoligoti-
pos (Haddad et al., 2001; Duarte et al., 2008; Boniotti et al., 2009; Rodriguez et
al., 2010). En Espania, el analisis mediante espoligotipado de mas de 6.000 ais-
lados de M. bovis obtenidos entre 1992-2007 identificé 15 perfiles mayoritarios,
con una frecuencia de aparicion superior al 1% respecto al total de espoligotipos,
y una amplia distribucién geogréfica, que representaron el 77% de los aislados
(Rodriguez et al., 2010). Cuatro de éstos representaron mas de la mitad (55%) de
los aislados; SBO121 (27,9%), SB0134 (11,2%), SB0339 (8,1%) y SB0265 (6,3%).
Ademas de aislarse en bovino, éstos también se aislaron en al menos una especie
silvestre, resaltando la importancia de la fauna silvestre en la epidemiologia de
esta enfermedad. La prevalencia de estos espoligotipos entre 2008 y 2017 en
Espana fue similar a la anteriormente mencionada (datos no publicados).

En 2011 se demostré que la alta diversidad en la distribucion de TB animal
en Espafa no se limita solo a las producidas por M. bovis, sino que M. caprae
también se asocia a un elevado riesgo para el ganado bovino y las especies sil-
vestres, representando un 7,4% del total de aislados del MTBC recuperados entre
1992 y 2009 en diferentes areas geogréficas de Espafia (Rodriguez et al., 2011).
Esta especie, altamente patdégena para el ganado caprino, tuvo como maximo
representante en este estudio al SBO157 (60%), seguido de SB0416 (22%) sobre
el total de aislados en ganado doméstico y especies silvestres. La presencia de
los mismos espoligotipos en varios paises sugiere una relacién directa entre ellos,
pudiendo tratarse de brotes con un vinculo epidemiolégico reciente o la existen-
cia de un ancestro fundador de todas ellas que, posteriormente, se expandié por
la geografia, manteniendo su genoma casi idéntico. Asi, el SBO121, caracteristico
del complejo clonal Eu2 y el perfil més frecuente en Espafa y Portugal (Duarte
et al., 2008; Rodriguez et al., 2010), fue el segundo espoligotipo mas frecuente
en Francia (Haddad et al., 2001) y se situd entre los 5 mas frecuentes en ltalia
(Boniotti et al., 2009). La limitada capacidad discriminatoria del espoligotipado
y la existencia de perfiles de espoligotipo mayoritarios complica en algunas si-
tuaciones la trazabilidad de los brotes mediante esta técnica a nivel nacional e
internacional.

Debido a las limitaciones discriminatorias del espoligotipado, se realizaron di-
versos estudios en Europa que combinaban esta técnica con el multi-locus VNTR
analysis (MLVA) (Allix et al., 2006; Duarte et al., 2010; Rodriguez-Campos et al.,
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2013; Hauer et al., 2016), donde quedd patente su mayor capacidad discrimina-
toria. Un estudio de 2013 realizado en Espafia con 115 aislados del espoligotipo
SB0121 identificé 65 genotipos distintos empleando un panel de ? MIRU-VNTRs
(Rodriguez-Campos et al., 2013). La aplicaciéon de estos mismos VNTRs en 15
granjas con el mismo espoligotipo, detectaron genotipos distintos en 14 de ellas.
En funcién de la mayor o menor variabilidad entre el nimero de repeticiones de
los VNTRs, se han podido sefialar, respectivamente, posibles nuevas infecciones
a través de fuentes externas (Rodriguez-Campos et al., 2013) o reinfecciones por
cepas persistentes (Navarro et al., 2016).

El uso del espoligotipado y el MLVA para estudiar casos clinicos de TB zooné-
sica en humanos ha demostrado las ventajas del empleo conjunto de estas téc-
nicas, asi como de la colaboracién entre las distintas administraciones (Salud
Publica y Sanidad Animal) en investigaciones epidemioldgicas. Asi, se ha visto
que los espoligotipos mas frecuentes en bovino también se aislan en humanos
(Rodriguez et al., 2009; Navarro et al., 2016; Palacios et al., 2016). Por otra parte,
la combinacion del MLVA y datos epidemiolégicos permitié identificar posibles
transmisiones recientes de animales a humanos, e incluso transmisiones humano-
humano (Navarro et al., 2016). Aun asi, de la misma forma que sucede con el es-
poligotipado, en determinadas situaciones de baja variabilidad genética, el uso
del MLVA puede ser insuficiente debido a una elevada similitud entre los genoti-
pos. En estos casos puede ser dificil discriminar entre posibles infecciones nuevas
y fenébmenos de microevolucién en aquellos casos donde Unicamente existen
pequefias diferencias en uno o dos de los loci estudiados (Rodriguez et al., 2010;
Navarro et al., 2016). Estudios recientes en Francia indican que los MIRU-VNTRs
podrian tener una capacidad discriminatoria distinta en funcién del complejo clo-
nal, lo cual podria requerir el uso de paneles de MIRU-VNTRs adaptados a la
situacion de cada pais (Hauer et al., 2016). Por ello, la eleccién adecuada del
panel MIRU-VNTR sigue siendo clave a la hora de garantizar una adecuada re-
solucion epidemioldgica, por lo que es recomendable emplear aquellos loci que
presentan mayor variabilidad. Por otra parte, el anélisis de un mayor nimero de
posiciones en el genoma mediante WGS se ha convertido en una alternativa muy
interesante en el estudio de la TB. El uso de la secuenciacién masiva en estudios
epidemiolégicos es cada vez mas frecuente, gracias en gran medida al desarrollo
de herramientas de procesado de Big Data a través de la computacién en la nube.
Sin embargo, aunque los costes se han visto reducidos en los Ultimos afios, éstos
siguen siendo elevados por lo que su uso esta limitado a unos pocos laboratorios
a nivel internacional. Los principales avances en el uso de la secuenciaciéon masiva
en TB proceden de Estados Unidos (Bruning-Fann et al., 2017; Salvador et al.,
2019), Reino Unido (Biek et al., 2012) y Nueva Zelanda (Price-Carter et al., 2018),
aunque recientemente otros paises europeos como Francia (Hauer et al., 2019) y
Alemania (Broeckl et al., 2017) se han sumado al uso de esta metodologia.
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La secuenciacién masiva es, sin duda, la metodologia que mayor discrimi-
nacion de aislados ofrece en investigaciones epidemiolégicas de TB y se ha
implantado como una herramienta adicional en el control de esta enfermedad
en Reino Unido y Estados Unidos. En Irlanda del Norte, el anélisis de aislados
de M. bovis con el mismo perfil de VNTR procedentes de ganado bovino y tejo-
nes de cinco granjas cercanas permitié distinguir aislados aparentemente idén-
ticos y definir agrupaciones de los mismos. Estudiando el perfil de SNPs fueron
capaces de encontrar indicios claros de reinfeccién de una misma explotacion
por un mismo linaje que habia sido capaz de persistir en el entorno, asi como
identificar posibles introducciones de nuevos linajes (Biek et al., 2012). Por otra
parte, el empleo de la WGS en la investigacion epidemiolégica de un brote de
TB en Minesota demostrd la similitud genética de aislados procedentes de po-
blaciones de ganado bovino y ciervo, asi como con unos aislados procedentes
de un brote en Tejas en 2012. Mediante un modelo bayesiano sefalaron un
posible ancestro comin para ambos brotes en 1990, aunque fueron incapaces
de determinar el grado con el que esta cepa habia circulado en Estados Unidos
o Méjico (Glaser et al., 2016). La aplicacién de WGS a gran escala puede ser
extremadamente Util para comprender la estructura poblacional de M. bovis
en los distintos paises afectados, permitiendo conocer la variabilidad existente
dentro de los genotipos mayoritarios presentes en un pais. La secuenciacion
masiva ha permitido dividir los genotipos predominantes en Francia en distintas
agrupaciones en funcién de diferencias en el perfil de SNPs (Hauer et al., 2019).
Aunque en general los agrupamientos coincidian con los genotipos descritos
anteriormente mediante espoligotipado y MLVA, se detectaron algunas incon-
gruencias, como la agrupacién de algunos aislados del SB0134 con los aislados
del SB0120. La similitud en el perfil de SNPs entre estos aislados indica que se
produjo la delecién de los espaciadores 4 y 5 en algunos aislados de este gru-
po, dando lugar al perfil SBO134. El resto de aislados del SB0134 analizados en
el estudio se encontraban en una agrupacién bastante separada del grupo del
SB0120, indicando que, de haberse realizado este anélisis Unicamente con el
espoligotipado, la relacién epidemiolégica habria pasado desapercibida.

En escenarios epidemiolégicos complejos en los que multiples especies hos-
pedadoras podrian intervenir en el mantenimiento y transmision de la TB animal,
la WGS puede emplearse para determinar el grado de importancia que tienen
unas especies frente a otras en el ciclo de la enfermedad y el riesgo que suponen
para el ganado bovino. Esto fue ejemplificado en Michigan (Estados Unidos),
donde el principal hospedador silvestre de M. bovis es el ciervo de cola blanca,
aungue también se ha aislado del uapiti (ciervo canadiense). El anélisis retrospec-
tivo de aislados procedentes de bovino, ciervo y uapiti durante mas de 15 afios
sugirié que, entre las distintas especies recogidas en ese periodo, la probabili-
dad de transmisién de M. bovis era mayor entre los ciervos y el ganado bovino
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y, considerablemente inferior, entre los uapiti y el ganado bovino (Salvador et al.,
2019). De esta manera, se ofrece informacién valiosa a las autoridades veterina-
rias sobre dénde concentrar sus esfuerzos y mantener el control de las poblacio-
nes con mayor importancia epidemiolégica.

Aunque las técnicas moleculares convencionales han supuesto grandes avan-
ces en nuestro conocimiento acerca de la epidemiologia de la TB en nuestro
pais, el uso de la WGS es escaso, aunque ya se estd implantando en varios labo-
ratorios. Los ejemplos anteriores indican que puede ser una herramienta crucial
para entender la distribucién y transmision de este patégeno dentro de nuestras
fronteras. Sin duda, es fundamental analizar los perfiles de SNPs de los genotipos
mayoritarios en Espafia, determinados mediante las técnicas de espoligotipado
y/o VNTRs, para hacerse una idea definitiva acerca de la estructura poblacional
de M. bovis en nuestro pais, permitiendo asi identificar nuevas relaciones epide-
mioldgicas antes desconocidas. Por otra parte, conocer la variabilidad gendémica
de los aislados dentro de los rebafios y estudiar las relaciones filogenéticas entre
aislados procedentes de ganado doméstico y fauna silvestre sera de gran utilidad
para identificar reinfecciones o nuevas introducciones y permitird a las adminis-
traciones afinar sus medidas de control en las explotaciones. El ensamblado de
novo de los genomas puede emplearse para identificar genes diferenciales entre
aislados procedentes de animales domésticos o silvestres, y describir los posi-
bles factores que determinan el éxito adaptativo y geografico de determinados
aislados frente al resto. A su vez, la obtencidn de los genomas de estos aislados
puede permitir identificar nuevos marcadores moleculares, como deleciones e
inserciones, que puedan servir para desarrollar nuevos métodos diagnésticos y
mejorar nuestro conocimiento acerca de la evolucién y epidemiologia de esta
enfermedad infecciosa.

4.1.2. Modelos de transmision

Pilar Pozo, Julio Alvarez, Alberto Allepuz, Giovanna Ciaravino

A pesar de que la aplicacién de los modelos matematicos para estudiar las di-
nédmicas de las enfermedades en medicina humana se remonta a los siglos XVIil y
XIX, su utilidad en el marco de las ciencias veterinarias tuvo su apogeo durante el
brote de fiebre aftosa de Gran Bretafia en el afio 2001. Durante esta epidemia se
recogieron una gran cantidad de datos (por ejemplo, localizacién geogréfica de
las granjas, tipo productivo, tamafio y movimientos de ganado entre las mismas)
que permitié reconstruir la cadena de transmisién de la enfermedad. Esto permi-
ti6 a su vez explorar el impacto de la diversidad de las poblaciones involucradas
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en el curso de una epidemia, y su importancia en el disefio de programas de
control. La epidemia de fiebre aftosa de 2001 demostré asi la utilidad de los mo-
delos matematicos de simulacién para estudiar las dindmicas de infeccién de las
enfermedades animales y la evaluacién de posibles medidas de control. A partir
de este momento, su aplicacién ha sido cada vez mas frecuente.

Sin embargo, y a pesar de que estos modelos han demostrado ser muy Utiles
para predecir el patrén de diseminacion y desarrollar planes de contingencia fren-
te a enfermedades como la influenza aviar altamente patégena o la peste porcina
africana (Liu et al., 2008; Barongo et al., 2016), existe una gran controversia en
relacion a su capacidad para predecir de manera certera los eventos de una epi-
demia, debido en gran medida a la elevada cantidad de supuestos en los que se
basan. Un ejemplo de ello es el caso de algunos modelos predictivos desarrolla-
dos para estudiar la epidemia del virus del Ebola en el oeste de Africa en 2014,
cuyas predicciones sobrestimaron enormemente el nimero de pérdidas humanas
que finalmente fueron registradas (WHO Ebola Response Team, 2014). Aunque la
prediccidn a través de modelos nunca seré perfecta, los modelos de transmisién
representan una herramienta Gtil para poder cuantificar el grado en el que las me-
didas de control pueden cambiar la trayectoria de una enfermedad, o identificar
supuestos incorrectos sobre la epidemiologia de la misma (Christley et al., 2013).

Tipos de modelos de transmisiéon

De entre las numerosas definiciones de “modelizacion” (refiriéndose al uso y
aplicacién de modelos) podemos destacar la ofrecida por Thrusfield en su manual
de epidemiologia veterinaria, “una representacion de procesos fisicos —reales—
con el fin de incrementar nuestra comprensién de los mismos” (Thrusfield, 2007).
Asi, un modelo de transmision imita o simula el comportamiento de un proceso
—biolégico en nuestro caso— de modo que facilita su estudio, haciendo dicho
estudio mas accesible y econémico.

Los modelos de transmisién pueden ser clasificados atendiendo a mdltiples
criterios, si bien una de las clasificaciones méas basicas es la que los divide en
modelos deterministicos, aquellos en los que la enfermedad siempre se transmite
de la misma manera porque se asume que todos los pardmetros que determinan
la evolucién de la enfermedad en la poblacién son fijos; y estocésticos (o proba-
bilisticos), que complican los anteriores al incluir eventos aleatorios; por lo tanto,
los resultados no estan dados por valores fijos predeterminados sino que pueden
variar en funcién de la probabilidad de ocurrencia de los eventos. Por ejemplo, en
un modelo probabilistico, la incubacién de una enfermedad puede oscilar entre
6y 9 meses, mientras que en un modelo deterministico el periodo de incubacion
serd siempre 7,5 meses. Los modelos deterministicos son por tanto més sencillos,
y suelen ser los primeros en usarse al estudiar una enfermedad. La naturaleza
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estocastica (es decir, la variabilidad) intrinseca a la mayor parte de fenémenos
bioldgicos (incluyendo la transmisién de enfermedades) hace, no obstante, que
los modelos estocasticos, en los que los pardmetros usados son variables, permi-
tan capturar con mayor fiabilidad el proceso de diseminacién de las enfermeda-
des (Vynnycky y White, 2010).

Los modelos de transmisién de enfermedades animales se basan en otro su-
puesto, el de “mezcla homogénea de los individuos de la poblacién”, de modo
que cada animal tiene la misma probabilidad de contacto con todos los animales
del rebafo. Este supuesto de mezcla homogénea puede, no obstante, incumplir-
se (debido a existencia de subgrupos dentro de un rebafio, por ejemplo, terneros
y animales adultos), de modo que el uso de dichos modelos puede conducir a
sobreestimaciones de la velocidad de diseminacion de una enfermedad. Por ello,
se han desarrollado también modelos mas complejos que tienen en cuenta la
heterogeneidad en los contactos entre individuos (o explotaciones, si se simula
la diseminacién de una enfermedad entre distintas granjas en una regién, por
ejemplo), lo que puede dar lugar a estimaciones mas precisas y mas acordes a la
realidad. Esta heterogeneidad puede tener su origen en diferentes fuentes, como
puede ser la edad del animal, el sexo, la localizacién en el espacio o el compor-
tamiento de los animales, entre otras.

Los dos tipos de modelos de transmisién principalmente empleados para el
estudio de la epidemiologia de las enfermedades son: (i) modelos basados en in-
dividuos, los cuales estudian el comportamiento de cada individuo en particular;
y (i) modelos compartimentados, los cuales dividen la poblacién en diferentes
grupos o “categorias” segun ciertas caracteristicas (por ejemplo, edad) o posi-
bles estados de salud/infeccidn, sin distincion entre individuos dentro del mismo
grupo. Dichos estados son excluyentes entre si, es decir, cada individuo solo
puede pertenecer a uno de ellos en cada periodo de tiempo (Vynnycky y White,
2010). De entre éstos el modelo de Reed-Frost, en el que la evolucién de los in-
dividuos se sigue en “generaciones” (los individuos infectados en la generacion
t luego constituyen la fuente de la infeccién de otros individuos en la generacion
t+1) fue uno de los primeros modelos compartimentados en ser desarrollados.

En los modelos compartimentados, el acréonimo del modelo suele indicarnos
el nimero de estados por los que pasan los individuos; por ejemplo, en un mode-
lo compartimentado SIR, los individuos transitan entre tres estados: susceptibles
(S), infectados (1) y retirados (R) (por inmunidad o muerte). La eleccién de los es-
tados en un modelo depende de las caracteristicas de la enfermedad estudiada
(Vynnycky y White, 2010). Ademés, estos modelos pueden complicarse incorpo-
rando otros pardmetros, como por ejemplo una modificacién de las fuentes de
transmisién en funcién de la localizacion (para incluir por ejemplo transmision a
partir de reservorios silvestres), las entradas y salidas de animales de la poblacién
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(por nacimientos, muertes o movimientos de animales), o la aplicacién de prue-

as diagnodsticas que conduzcan a la eliminacion de animales (infectados o no
bas d t d la el d les (infectad
infectados).

En el estudio de las distintas estrategias de control de las enfermedades in-
fecciosas, una de las aplicaciones mas interesantes de los modelos ha sido la es-
timacion de un pardmetro teérico llamado nimero reproductivo basico (Ry). Este
parametro proporciona cierta informacién acerca de la velocidad conque una
enfermedad puede propagarse en una determinada poblacién y, por lo tanto,
representa una herramienta muy Util para estudiar brotes o para evaluar el efec-
to de las medidas de control. El nimero reproductivo basico se define como el
numero de infecciones secundarias causadas por un Unico individuo infectado en
una poblacién enteramente susceptible (Anderson y May, 1991). De esta manera,
si Rp=1 (valor umbral), la infeccién estara en equilibrio, manteniéndose constante
(endémica); si el Ry< 1, la infeccidn se autolimitarad hasta erradicarse (reduccion
del nimero de individuos infectados); por el contrario, si el Ry> 1, entonces la
infeccion se propagara.

Aplicaciones de los modelos de transmisidn en el estudio de la tuberculosis

La epidemiologia de la TB bovina, como la de otras enfermedades infecciosas
crénicas de dificil diagndstico y con un prolongado periodo de incubacién, es
dificil de estudiar. Asi, resulta muy complejo disefiar estudios, ya sean observa-
cionales o experimentales, que permitan responder de manera fiable a preguntas
tales como cudl es el periodo habitual desde el momento en el que un animal se
infecta hasta que pueda ser detectado o pueda actuar como fuente de infeccién
para otros animales, cudl es el nimero de casos secundarios derivados de la
introduccién de un Unico animal infectado al rebafio o cual tendria que ser la Se
minima de una técnica diagndstica para poder erradicar la enfermedad de una
explotacién en un periodo de tiempo determinado. En este contexto, los mode-
los matematicos de simulacién ofrecen una alternativa muy valiosa para resolver
algunas de estas incégnitas, a pesar de los desafios y las incertidumbres asocia-
dos a la propia enfermedad que dificultan el disefio de estos modelos.

Multitud de estudios han aplicado modelos de transmisién para estudiar dife-
rentes aspectos de la epidemiologia y el control de la TB bovina. Entre los obje-
tivos de los estudios publicados en los ultimos 20 afos, destacan las siguientes
aplicaciones:

* Estimacion de los pardmetros de transmision de la TB entre animales den-
tro de un rebafio infectado (transmisién intra-rebafio): la tasa de transmision
entre animales y la duracién del periodo desde que se produce la infeccién
hasta que es detectada mediante las técnicas diagnosticas.
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¢ Estimacion de la tasa de transmision entre diferentes rebafios (transmision
inter-rebafo) a través de distintas vias (por ejemplo, movimientos de ani-
males, contactos entre animales de granjas vecinas o contacto con fauna
silvestre).

e Estudio del impacto de distintos factores (infecciones residuales en el reba-
fio, fauna silvestre, uso de pastos comunales y proximidad a granjas veci-
nas) en la incidencia y persistencia de la enfermedad.

* Valoracién de la fiabilidad (Se y especificidad [Sp]) de las técnicas diagnés-
ticas utilizadas en el marco del programa de erradicacion.

¢ Evaluacién del impacto de la incorporaciéon de medidas alternativas de
control y vigilancia a los programas de erradicacion.

A continuacién, se resumen algunos de los resultados mas interesantes deriva-
dos del uso de modelos de transmisién en los Ultimos afos.

La transmisién de la TB entre animales dentro de un rebafo es un fenémeno
clave y de extrema complejidad en la epidemiologia de la enfermedad. Los pa-
rametros que definen la dindmica de dicha transmisién han sido extensamente
estudiados a lo largo de las Ultimas décadas. Algunos autores han empleado
estudios experimentales; si bien estos estudios permiten un mayor control de los
animales (momento de infeccidén, momento de excrecién, etc.) su elevado coste
y dificultad obliga a realizarlos con un pequefio nimero de animales. Ademés de
ello, resulta muy dificil realizar una infeccién experimental que sea equivalente a
la infeccién natural, por lo que la validez de los resultados presenta numerosas
limitaciones (de la Rua-Domenech et al., 2006; Alvarez et al., 2012a; Conlan et
al., 2012). Otros autores han empleado estudios observacionales, basandose en
el anélisis de datos de campo y en la estimacién de la fecha mas probable de
infeccion a partir de la informacién disponible. Sin embargo, la dificultad de esti-
mar esta fecha con precisién junto a diferentes factores que pueden condicionar
la transmision (estado inmune de los animales, presencia de reservorios silvestres
infectados, rebafios colindantes infectados, adquisiciéon de animales infectados,
dosis infectiva, susceptibilidad del hospedador, etc.) da lugar a una elevada va-
riabilidad en las estimaciones obtenidas.

Con frecuencia, en el estudio de la TB en bovino, la dindmica de la transmi-
sidn intra-rebafio se aborda a través de modelos de simulacién. Los modelos de
simulaciéon capturan la dindmica temporal de transmisién de la TB a través de
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la representacion de los diferentes estados bioldgicos que atraviesa un animal
infectado por TB (Alvarez et al., 2014a). En la literatura se han propuesto varios
tipos de modelos, como por ejemplo aquellos basados en la férmula de Reed-
Frost (Pérez et al., 2002; Alvarez et al., 2012b), modelos basados en individuos
(Fischer et al., 2005) y modelos compartimentados (Barlow et al., 1997; Conlan et
al., 2012; Smith et al., 2013; Brooks-Pollock et al., 2014; Ciaravino et al., 2018).
Todos los modelos propuestos consideran la existencia de un estado susceptible
(S), en el que estan todos los animales sanos que pueden infectarse, y un estado
infeccioso (1), en el cual los animales infectados pueden infectar a otros animales
susceptibles. Entre éstos, algunos modelos consideran otros dos estados, defini-
dos por la capacidad de los animales de transmitir la enfermedad y/o de reaccio-
nar a las pruebas diagndsticas (Figura 15). Durante la primera fase del periodo de
latencia, antes de que el animal sea infeccioso y también antes de que la infec-
cion de lugar a una respuesta inmune detectable en las pruebas diagndsticas, se
encuentra el estado oculto (O). A continuacidn, existe un estado reactor (R) en el
que los animales infectados ya pueden ser detectados, aunque todavia no serian
infecciosos.

Brsi

Bsn

B*S| - 1/)‘1 i .i'

— —— | — L
S Bsun O R I

SUSCEPTIBLE OCULTO REACTOR | INFECCIOSO
¢Infectado? NO S| S| S|
¢Infeccioso? NO NO NO S|
¢Detectable? NA NO* S| N

Figura 15. Estructura de los modelos para la simulacién de la transmisidn intra-rebafio
de la tuberculosis animal. Las lineas negra, gris oscuro y gris claro indican los estados
de transicion en los modelos “SORI”, “SRI” y “SI”, respectivamente. A1 y 22 representan
la duracién estimada de los periodos oculto y reactor, mientras que p* y §’ se refieren

a los coeficientes de transmision en los modelos densidad- y frecuencia-dependientes,
respectivamente. Adaptado de Alvarez et al. (2014a).
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Los individuos transitaran por los diferentes estados en funcién de una serie
de parametros. El primero de dichos parametros es el coeficiente de transmision
(8), que cuantifica el nimero de nuevos animales infectados (O) a los que dara
lugar un animal infeccioso (I) por unidad de tiempo, y que es, por tanto, un reflejo
de la tasa de contacto entre los individuos (a mayor contacto, mayor transmisién),
la probabilidad de que dicho contacto derive en una nueva infeccién (a mayor
probabilidad, mayor transmisién) y la duracién del periodo infeccioso. El nimero
de nuevos casos que se esperaran serd, por tanto, una funcién del coeficiente de
transmisién y del nimero (o densidad) de animales susceptibles e infecciosos, de
modo que cuanto mayor sea S e | (y ), mayor serd el nimero de animales que
pasaran del estado S al O (Figura 15). Los animales permaneceran en el estado
O durante el periodo %1 hasta que aparecen los primeros signos detectables de
la enfermedad (en este caso la reacciéon a las pruebas diagnoésticas). Siendo ya
detectable en las pruebas, el animal pasa al estado de reactor, en el que perma-
necerad un periodo X2 hasta que empiece a excretar la bacteria y pase por fin al
estado infeccioso.

Los pardmetros de la transmisién intra-rebafno de la TB reportados son bas-
tante variables; por ejemplo, VanderWaal y colaboradores (VanderWaal et al.,
2017), baséndose en datos publicados en la literatura cientifica en los Gltimos
veinte afios, estimaron un valor mas probable de la duracién del periodo oculto
de 3,3 meses (min. 0,5 meses, méx. 17,2 meses) y un valor mas probable de
la duracién del periodo reactor de 6 meses (min. 3 meses, max. 36 meses),
donde los amplios rangos obtenidos reflejan la diversidad de los resultados en
las diferentes publicaciones. Esta variabilidad puede explicarse en parte por la
variabilidad intrinseca de los procesos de transmision (por ejemplo, susceptibi-
lidad del hospedador o la dosis infectiva), por el tipo de modelo utilizado y por
las asunciones que se hagan sobre otros factores que pueden condicionar la
transmisién (por ejemplo, estado inmune considerado, presencia de reservorios
silvestres infectados, rebanos colindantes infectados, adquisicién de animales
infectados, etc.). Ademas, también el tipo y la calidad de los datos disponibles
pueden afectar las estimaciones; los datos analizados pueden no reflejar ade-
cuadamente la complejidad de la TB en el conjunto de la poblacién, o incluso,
puede suceder que los datos no contengan la precisién necesaria para realizar
una estimacion precisa. En la Tabla 2 se muestra un ejemplo de la diversidad de
estas estimaciones, indicando el tipo de estudio con el que han sido obtenidas
y el tipo de modelo utilizado.
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Tabla 2. Pardmetros de transmisidn intra-rebafo de la tuberculosis en bovinos estimados
en distintos estudios basados en el uso de modelos.

Pardmetro Valor (rango) Tipo de modelo Referencia

22 (14-22) SORI Barlow et al., 1997

43,9 SORI Kao et al., 1997

41 (30-54) SE1E2Rla Fischer et al., 2005
Tiempo desde la infeccion 1,8 (0,0-7,7) SOR Conlan et al., 2012
hasta deteccion A1 (dias) 275 (24-517) SORI Conlan et al., 2012

44 (14-44) SERla Smith et al., 2013

101 (15,3-525)b SORI VanderWaal et al., 2017

12 (9-21) SOmEnla Ciaravino et al., 2018
Tiempo desde la 6 (3-9) SORI Barlow et al., 1997
deteccién hasta excrecién 34,6 SOR Kgo etal., 1997
22 (meses) 8,3 (6,3-25) SORI Fischer et al., 2005

6 (3-36)b SORI VanderWaal et al., 2017
Periodo de latencia 24 (15-34) SRI Pérez et al., 2002
(tiempo desde la infeccion 13,3 (4-27) SORI Conlan et al., 2012
hasta excrecion) A1 + 22 27 SEla Rossi et al., 2015
(meses) 3,2 SOmRnl Ciaravino et al., 2018

2,23 SRI Pérez et al., 2002
Cocficiente de 5,2 SORI Eischer et al., 2005
transmision B (por vaca y 2,3 SRI A!vare.z et al., 2012a
afo) 5,2 SOmRnl Ciaravino et al., 2018

4,7¢c SORI VanderWaal et al., 2017

2,7d

a E = estado expuesto (oculto); b valor mas probable (minimo-maximo); c rebafios de leche;
d otros tipos productivos.

En Espafia, también se han utilizado modelos de transmisién con el fin de
estudiar la transmisién de TB en condiciones mas especificas de nuestro pais.
Alvarez y colaboradores estimaron el coeficiente de transmisién intra-rebafio
empleando datos de rebanos de la Comunidad de Madrid que incluian las
principales aptitudes productivas en Espafia (carne, leche y lidia) (Alvarez et
al., 2012a). En este estudio demostraron la influencia del tipo productivo en
la transmisién de la enfermedad, ya que el coeficiente de transmisién estima-
do en rebafios de leche ($=4,3) fue significativamente mayor que en rebafos
de carne (8=2,3) y lidia (8=2), posiblemente debido al mayor contacto entre
animales en condiciones mas intensivas de produccién, sugiriendo la impor-
tancia del tipo productivo en la recuperaciéon de la calificacién y, por tanto, la
necesidad de incorporar dicha informaciéon en la construccién de los modelos
de transmision.
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Ciaravino y colaboradores construyeron un modelo estocéstico comparti-
mentado para estimar los pardmetros de transmisién de la TB dentro de los
rebafos bovinos (Ciaravino et al., 2018). Posteriormente, dichos pardmetros se
emplearon para simular el nimero medio de casos secundarios causados por
un solo animal infectado introducido en un rebafio, Rh (aproximacién y misma
interpretacion del RO), en funcién de diferentes frecuencias de los controles
de rutina. Las explotaciones utilizadas para las simulaciones se seleccionaron
a partir de datos de la campafia de erradicaciéon en Espafia (frecuencia y resul-
tados de los saneamientos) y otras informaciones disponibles a nivel nacional
(por ejemplo, censo y movimientos). Finalmente se emplearon 22 explotaciones
bovinas con TB en las que la via de infecciéon mas probable era la introduccién
de animales infectados. Dichas granjas fueron rebafios de carne en extensivo
localizadas en zonas de alta prevalencia, principalmente centro y sur de Espafia.
Con este modelo se obtuvo una tasa media de transmisidon de 5,2 nuevos ani-
males infectados por individuo infeccioso al afio y la duracién media del perio-
do de latencia (A1 +22) fue de 3,2 meses. Considerando una frecuencia para los
controles de rutina de 6 meses, el valor medio de Rh fue 0,23, aumentando a
0,82 cuando se consideraron frecuencias anuales. Disminuyendo la frecuencia
de los controles, los valores medios de Rh indicaron la posibilidad de un aumen-
to de la transmision, llegando a un valor medio de 3,5 para intervalos de 4 afios
entre dos pruebas.

En un estudio con datos recogidos entre 1994 y 2000, Pérez y colaboradores
estimaron la transmisién intra-rebafno para evaluar el niUmero de casos derivados
de la introduccién de un animal infectado y la prediccion de la diseminacién/per-
sistencia de la enfermedad en rebafos de leche en Argentina (Pérez et al., 2002).
El modelo sugirié que la mejora de la Se de los tests diagnésticos podria facilitar
el control de la enfermedad en ausencia de reservorios silvestres, pero tendria
poco efecto en dreas donde estuvieran presentes. En Reino Unido, a través de un
modelo estocastico que abordd la transmisiéon tanto dentro del rebafio como en-
tre rebafos, Brooks y colaboradores demostraron que, ademas de la limitada Se
de los tests diagndsticos, ciertos factores ambientales (tales como la presencia de
reservorios silvestres o pastos contaminados) pueden ser esenciales en la persis-
tencia de la infeccién local, pudiendo estar implicados en un 80% de los brotes,
mientras que los movimientos de animales eran responsables de un 84% de los
nuevos rebafos infectados (Brooks-Pollock et al., 2014). También en Reino Unido,
los modelos desarrollados por Birch y colaboradores, apuntaron al importante
papel de los movimientos de animales en la dispersién de la TB entre granjas y
la importancia de reservorios silvestres en determinadas zonas para mantener la
enfermedad en las mismas (Birch et al., 2018).
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Otra de las aplicaciones de los modelos de simulacién en los Gltimos afos
ha sido la evaluacién del impacto que determinadas estrategias de control pue-
den tener en la reduccién del nimero de animales infecciosos y en el disefio
de programas de vigilancia. De esta manera, diversos estudios han evaluado
las consecuencias de la aplicacién de diferentes escenarios alternativos como
la mejora de la vigilancia en matadero, la disminucién/aumento en la frecuen-
cia de aplicacion de pruebas diagnésticas en funcién de la prevalencia de la
enfermedad, el tamafio del rebafio o el tipo productivo (Conlan et al., 2012;
Vanderwaal et al., 2017) y el efecto del incremento de la Se de la prueba de
la tuberculina (Barlow et al., 1997). Gracias a la disponibilidad de los datos de
movimientos de animales, Vanderwaal y colaboradores construyeron un mode-
lo basado en redes de contacto integrando tanto la transmision intra-rebafno
como inter-rebafio para simular la dindmica de la TB animal en un pais de baja
prevalencia (Uruguay), y explorar asi el impacto de la aplicacién de medidas
de vigilancia alternativas. Los resultados sugirieron que la eliminacién de las
pruebas en rebafios de bajo riesgo (<115 cabezas de ganado y <1 animal intro-
ducido en el rebafo en los tres afios anteriores) produciria un descenso del 40%
de los esfuerzos dedicados al control de la enfermedad sin derivar en un incre-
mento de la incidencia de la TB animal en Uruguay. Sin embargo, las conclusio-
nes pueden ser muy diferentes en funcién del drea de estudio. Por ejemplo, las
conclusiones obtenidas en el estudio de Uruguay fueron muy diferentes a las
sugeridas por Brooks-Pollock y colaboradores en Reino Unido, un pais con una
alta prevalencia de TB bovina. En este estudio, pudieron comprobar que solo
aquellas medidas de control orientadas al vacio sanitario de los rebafos, al in-
cremento del nimero de saneamientos o a la aplicacion de medidas profilacti-
cas eran eficaces para controlar la diseminacién de la TB animal (Brooks-Pollock
et al., 2014). Es importante resaltar las diferencias epidemioldgicas existentes
entre ambos paises, tales como la diferente prevalencia y la existencia de un
reservorio silvestre de probada importancia en la epidemiologia de la enferme-
dad en el caso de Gran Bretana (el tején) (Department for Environment, Food
& Rural Affairs-DEFRA, 2019).

Diversos estudios han abordado también la problematica asociada a la fia-
bilidad de las pruebas diagnésticas (limitaciones en su Se y Sp), modelando
su rendimiento y concluyendo que, cuando existe una presién infectiva exter-
na (como puede ser el caso de Espafa), las estrategias centradas en mejorar
dicho rendimiento no son efectivas por si solas (Kean et al., 1999; Conlan et
al., 2012). En un estudio realizado en Nueva Zelanda, el incremento en la Se
del test diagndstico de un 80% a un 90% en areas no endémicas y donde la
infeccién era esporadica e infrecuente se tradujo en una reduccién del tiempo
medio que necesitaba un rebafo para recuperar la calificacién, mientras que, si
existia presion infecciosa local, los rebafios se re-infectaban una vez recuperada
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la calificacién (Barlow et al., 1997). Otra posible fuente de infecciones en reba-
fios de ganado es la presencia de animales no detectados (infeccién residual).
En un estudio en Gran Bretafa, Conlan y colaboradores demostraron que la
eliminaciéon de la infeccién residual en rebafios infectados es insuficiente para
prevenir por completo la recurrencia de la infeccién, por lo que la elevada tasa
de infeccion externa (bien por movimientos de animales o fuentes medioam-
bientales) debe tenerse en cuenta para reducir la persistencia de la enferme-
dad (Conlan et al., 2012).

El futuro de los modelos de transmisién en la investigacién
de la tuberculosis en Espaia

Los avances tecnolégicos, la disponibilidad de herramientas analiticas cada
vez mas potentes y el poder computacional de los ordenadores de hoy en dia,
permitird desarrollar modelos que repliquen, de manera cada vez més precisa, el
comportamiento real de la enfermedad en la poblacién. Ademas de ello, la posi-
bilidad de gestionar y procesar grandes cantidades de datos de manera répida y
simultanea, abre nuevas puertas al uso de estos instrumentos de anélisis y podra
resultar de gran ayuda para abordar cada uno de los aspectos clave de la enfer-
medad: el control, la erradicacién y la prevencion.

Sin embargo, a dia de hoy y a pesar de existir buenas estimaciones, en
Espafa la falta de datos precisos a nivel de censo y localizacién espacial de
reservorios silvestres dificultan la cuantificacion de su contribucién en la trans-
misién de la enfermedad. Estudios adicionales que capturen la variabilidad de
los pardmetros de transmisién en Espafia a través de modelos cada vez més
complejos y realistas son necesarios para mejorar las estrategias de detecciéon
de los rebanos infectados y la eliminacion de la enfermedad de los rebafios
afectados. Un modelo ideal de transmisién intra-rebafio deberia considerar el
efecto que ciertos factores individuales como la edad, la raza, el tipo producti-
vo y el manejo podrian jugar en la transmisién de la TB. Igualmente, el posible
papel del medio ambiente como fuente de infeccién en la fauna silvestre e
incluso en el ganado deberia ser tenido en cuenta. A nivel de rebafo, la in-
corporacién de la informacién que aportan los movimientos de ganado puede
ayudar a reflejar de manera mas realista la dindmica de la transmisién de la TB
animal. La transmision entre rebafios ha demostrado también estar asociada a
la diseminacion local, de tal manera que la probabilidad de transmisién des-
ciende a medida que los rebafios se alejan en el espacio, lo que debe ser, por
tanto, incorporado en el modelo.

La contribucién de fuentes externas de infeccién a la transmision intra- e in-
ter-rebafo es compleja de parametrizar, pero en el contexto epidemiolégico de
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nuestro pais resulta clave para cuantificar los fenémenos de transmision en térmi-
nos de persistencia y re-infeccion. La incorporacién de la informacién que aporta
la epidemiologia molecular y la secuenciacién masiva de cepas del MTBC a los
modelos de transmisién puede también resultar clave para entender la evolucion,
la diversidad genética entre aislados de especies domésticas y silvestres y la dis-
tribucion geografica de la enfermedad.

4.1.3. Encuestas epidemioldgicas

Giovanna Ciaravino, Marta Mufioz, Alberto Allepuz

Tipos de encuestas epidemiolégicas y principales diferencias

Las encuestas consisten en una serie de preguntas disefiadas para recoger
informacién estandarizada y son una herramienta muy usada en trabajos de in-
vestigacion epidemiolégica. A modo general, existen dos tipos de cuestionarios
epidemioldgicos en funcién del tipo de preguntas que se realicen:

Consisten en un listado de preguntas cerradas, es decir, preguntas que ya
tienen todas las respuestas posibles, y en las que el entrevistado tiene que elegir
una Unica de las opciones. Las encuestas no deberian de ser muy largas (apro-
ximadamente 15-20 minutos) y podrian realizarse de diferentes maneras, ya sea
mediante entrevista personal, por teléfono o a través del correo electrénico. Una
vez elaborado el cuestionario, las respuestas se analizan y se cuantifican para
conocer la distribucién e interrelaciones entre ellas. Por lo tanto, el nimero de
encuestas a llevar a cabo debe ser suficiente como para obtener una muestra que
sea estadisticamente significativa y que permita extraer resultados respecto a la
poblacion estudiada. En este tipo de encuestas es muy importante que todas las
personas que la realizan hagan las preguntas de la misma manera. En caso con-
trario, una misma pregunta puede ser interpretada de manera diferente por las
personas encuestadas y obtener asi datos muy sesgados; es decir, datos que no
se corresponden con la informacién que queriamos obtener. Por ello, es vital que
los encuestadores se relinan previamente y armonicen criterios sobre lo que sig-
nifican las diferentes preguntas. Ademas de ello, es importante tener en cuenta
que es posible que mucha de la informacién que necesitemos ya esté disponible,
por lo que no se deben hacer aquellas preguntas que se puedan responder en
la oficina; ahorraremos tiempo y aumentaremos la probabilidad de obtener una
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buena respuesta en aquellas que se han de conseguir en la entrevista. Una vez
finalizada la encuesta, es necesario revisar las respuestas y comprobar que esté
todo correcto. Es mas sencillo completarlo al terminar, cuando todavia tenemos
fresca la conversacién, que més adelante. Es muy importante tener en cuenta
que las conclusiones de la investigacion epidemioldgica son totalmente depen-
dientes de la calidad de los datos recogidos. Los errores en la realizacion de la
encuesta epidemiolégica pueden inducir a conclusiones erréneas en el estudio
epidemioldgico.

Consisten en una serie de preguntas en las que el entrevistado puede res-
ponder con sus propias palabras a las preguntas planteadas por el encuesta-
dor. Habitualmente, el encuestador tiene anotados los temas a tratar en lo que
se conoce como “guion teméatico”, y los plantea durante la conversacién que
mantiene con el entrevistado. Son entrevistas largas (aproximadamente 1 h)
ya que lo que se pretende es profundizar en los diferentes temas planteados
y lograr que surja informacioén relevante para los objetivos de la investigacion.
Dado su caracter mas profundo y personal, estas entrevistas suelen realizarse
siempre cara a cara, con calma, en un contexto en el que tanto encuestador
como encuestado se sientan comodos y puedan entablar cierta confianza. De
hecho, en ellas no se busca cuantificar las respuestas, sino tratar de compren-
der la realidad social a través de los argumentos expresados en las mismas.
No es necesario realizar un nimero elevado de encuestas, pero si que es im-
portante que las personas a entrevistar representen a nuestra poblacién de
estudio. De esta manera, podremos recoger todos los argumentos que en ella
circulan. También hay que tener en cuenta que son entrevistas que se deben
grabar para su posterior analisis; en consecuencia, es necesaria la autorizacion
para realizar dicha grabacién y la firma de un compromiso de confidencialidad.
Durante la entrevista se debe comenzar con unas preguntas que faciliten un cli-
ma comunicativo y tratar de seguir el guion temético establecido. En la medida
de lo posible es preferible no tener este guion tematico impreso y tratar de
sacar los temas que se quieren abordar a medida que avanza la conversacién.
La presencia de otras personas en la entrevista, puede influir en las respuestas
de la persona entrevistada por lo que es preferible que sea realizada por una
sola persona, y a ser posible que siempre sea la misma, para limitar los sesgos
asociados al encuestador. En la Tabla 3 y Figura 16 se muestran las principales
diferencias entre los dos tipos de encuestas descritos anteriormente.
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Tabla 3. Principales diferencias entre las encuestas cerradas y las abiertas.

Encuestas cerradas o estructuradas

Encuestas abiertas o semi-estructuradas

El entrevistado debe elegir una
de las respuestas posibles

El entrevistado responde y argumenta con

sus propias palabras a los temas planteados

Se puede realizar de manera presencial,
por teléfono o correo electrénico

Debe ser siempre presencial

Duracién 15-20 minutos

Duracion de 50 minutos a una hora

Son Utiles para cuantificar las respuestas
e identificar relaciones

Son Utiles para comprender la realidad social

Muestra estadisticamente significativa

Muestra estructuralmente representativa

Los datos se deben de incluir en una
base de datos para su posterior analisis

Se deben de grabar para su posterior
anélisis

Tener en cuenta el sesgo derivado
del encuestador

Tener en cuenta el sesgo derivado
del encuestador

+ LIBERTAD

ENCUESTAS ABIERTAS O
SEMI-ESTRUCTURADAS

ENCUESTAS CERRADAS O
ESTRUCTURADAS

— LIBERTAD

Figura 16. Grado de profundidad de la entrevista
en base a la libertad con la que se realiza.
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Pasos para la realizacion de una encuesta epidemioldgica

La elecciéon de un cuestionario cerrado o abierto dependera principalmente del
objetivo de nuestro estudio. Por ejemplo, si nuestro objetivo es valorar qué carac-
teristicas son més frecuentes en las explotaciones con TB en relacién a aquellas
que son libres, lo mas adecuado seria emplear una encuesta cerrada. Gracias a
ella, podriamos obtener datos de muchas granjas que nos permitan investigar qué
caracteristicas son mas frecuentes en cada grupo y tratar asi de identificar factores
de riesgo, es decir, aquellos que se observan con mayor frecuencia en las granjas
con TB que en las sanas. Del mismo modo, si nuestro interés es determinar el
origen mas probable de un brote, el tipo de cuestionario méas adecuado también
seria un cuestionario cerrado donde podamos recoger informacién de interés para
el estudio, por ejemplo, presencia de otros animales de produccién en la granja,
posibilidad de contacto directo o indirecto con animales de granjas vecinas, etc.
En este caso particular, gran parte de la informacién necesaria para investigar el
brote no serfa necesario preguntarla en la granja, ya que se encuentra disponible
en diferentes bases de datos (por ejemplo, datos de movimientos de animales,
clasificacién zootécnica, convivencia en la explotacién con otras especies, censo
animal, antecedentes a las pruebas de diagnéstico, etc.). Por el contrario, si nuestro
objetivo es tratar de comprender por qué unas medidas de bioseguridad se aplican
mas que otras, o bien por qué algunas no se aplican en absoluto, el tipo de cuestio-
nario mas adecuado seria un cuestionario abierto. Este tipo de cuestionario podria
ser Util para, a partir de los argumentos expresados por las personas entrevistadas
y el andlisis de los textos generados, comprender las principales motivaciones y
barreras en relacién a la aplicaciéon de medidas de bioseguridad. También se ha de
tener en cuenta que, para poder realizar un cuestionario con preguntas cerradas
donde incluimos todas las posibles respuestas para cada una de ellas, debemos
primero tener un buen conocimiento sobre cuéles son estas posibles respuestas.
Dicha informacién puede obtenerse a partir de estudios anteriores descritos en
la bibliografia, opinién de expertos en el sector, etc. Si no se dispone de dicha
informacion seria preferible realizar primero un cuestionario con preguntas abiertas
antes de emplear el cuestionario cerrado (por ejemplo, encuesta exploratoria).

Sea cual sea el tipo de cuestionario que se va a emplear, se ha de definir la in-
formacién que queremos recoger (es decir, formular las preguntas de la encuesta)
y a quién se le va a hacer la encuesta; es decir, debemos definir cuél serd nuestra
poblacion objetivo. Una vez tengamos listo un primer borrador de cuestionario se
deben realizar varias pruebas piloto a las personas a las que va dirigida la encuesta,
para poder asi detectar errores de formulacién en las preguntas y poder realizar las
modificaciones oportunas. El nimero de personas a incluir en el estudio (la muestra)
dependera del tipo de estudio que estemos realizando y del tipo de encuesta que
empleemos (tal y como se ha mencionado en la anterior seccién). En la Figura 17 se
muestran los pasos a seguir en la elaboracién de un cuestionario epidemiolégico.
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Decidir el tipo de

cuestionario més Disefo de la muestra
adecuado
Definir nuestro Definir nuestra poblacién Disefio del Realizacion de los
objetivo objetivo y que cuestionario y prueba cuestionarios
informacion necesitamos piloto
Revisién bibliografica, Andlisis e
consulta con expertos, etc. interpretacion de
resultados

Figura 17. Pasos para la realizacién de un cuestionario epidemiolégico.

Aplicaciones de encuestas epidemiolégicas para la investigacion de tuberculosis
en bovinos en Espaiia

Segun los objetivos de la investigacion, las encuestas pueden ser utilizadas para:

* Explorar determinados argumentos o fendmenos cuando no hay suficiente
informacion previa respecto al problema de la investigacion, representan-
do una primera “toma de contacto” con el objeto de estudio de la investi-
gacioén; las encuestas suelen ser abiertas o semi-estructuradas;

e Describir la realidad; es decir, caracterizar los fenédmenos estudiados y dis-
tinguirlos de otros; por lo tanto, documentan las actitudes o condiciones
existentes en una determinada poblacién en el momento en que se realiza
el estudio; las encuestas empleadas pueden ser tanto cerradas como abier-
tas o semi-estructuradas;

® Explicar las posibles causas o factores de riesgo del problema investigado,
tratando de determinar las relaciones de causa y efecto entre los feno-
menos. Habitualmente se comparan dos o mas grupos con caracteristicas
distintas (por ejemplo, enfermos y no-enfermos; expuestos y no-expuestos)
y se utilizan encuestas cerradas.

Los principales estudios realizados en Espafia en los dltimos 5 afios en los que
se han utilizado encuestas para investigar la TB en bovino se han centrado en los
siguientes aspectos:

Con el objetivo de determinar las causas mas probables de infeccién/re-
infeccién, Guta y colaboradores (2014a) analizaron los datos de las encuestas
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epidemiolégicas llevadas a cabo en explotaciones de bovino positivas detecta-
das entre el 2009 y el 2011. Los datos recogidos a través de estas encuestas fue-
ron almacenados en el sistema informético BRUTUB y el cuestionario epidemio-
l6gico empleado (encuesta cerrada) se puede encontrar en https://www.mapa.
gob.es/es/ganaderia. También se obtuvieron datos epidemiolégicos adicionales
de la base de datos nacional de micobacteriosis animales (Rodriguez-Campos
et al.,, 2012) que gestiona VISAVET (Centro de vigilancia sanitaria veterinaria,
Universidad Complutense de Madrid), y de otras bases de datos del Ministerio,
principalmente del sistema integral de trazabilidad animal (SITRAN, 2019).

Para establecer la causa mas probable de infeccién/reinfeccién en cada una
de las granjas se consideraron 7 posibles vias de entrada:

* Resurgimiento: no se trata propiamente de una via de entrada, sino de la
reaparicion de una infeccién residual presente en la granja, atribuible a
diferentes factores como la presencia de animales anérgicos, persistencia
del patégeno en el ambiente, falta de Se y/o incorrecta realizacion de las
pruebas diagndsticas.

* Entrada de animales infectados: puede ser debido a la falta de Se de las
pruebas pre-movimiento (o no haberlas realizado) o bien a movimientos no
controlados.

* Pastos: contacto con otros animales infectados (ya sean bovino o caprino)
en pastos de aprovechamiento en comun.

e Caprino: interaccién con cabras infectadas presentes en la zona que actdan
COMO reservorio.

* Vecindad: granjas vecinas positivas.

e Fauna: interaccién con ciervos, jabalies o tejones infectados en los pastos o
en las propias granjas.

* Personas: contacto con personas infectadas que pueden transmitir la bac-
teria a los animales.

La probabilidad asociada a cada una de las vias consideradas, se calculé me-
diante el método de arbol de decision. Un arbol de decisiéon, por lo general,
comienza con un Unico nodo y luego se ramifica en alternativas posibles. Cada
una de esas alternativas crea nodos adicionales, que se ramifican en otras po-
sibilidades; esto le da una forma similar a la de un arbol. Cada arbol contiene
tres tipos diferentes de nodos: nodos de probabilidad, nodos de decisiéon (auto
excluyentes) y nodos terminales (o resultados) (Figura 18).

En las granjas en las que se consiguié identificar una (o dos) causas pro-
bables, las vias de entrada mas frecuentes fueron la infeccién residual (22,3%;
95% Cl: 19,4-25,6) y las interacciones con reservorios silvestres (13,1%; 95% Cl:

83



Tuberculosis animal: una aproximacion de a perspectiva de la Gencia y la Administracion
f f :

10,8-15,8), sequidas de la vecindad (8%; 95% ClI: 6,2-10,3) y el movimiento a
pastos (7,1%; 95% Cl: 5,4-9,2). Sin embargo, cabe destacar que, en un elevado
numero de granjas investigadas (aproximativamente 40%), la infeccion resulté
asociada a una causa desconocida, principalmente debido a la falta de datos.
La via de infeccién se dio por desconocida también cuando la infecciéon resultéd
asociada a mas de dos causas posibles.

Utilizando la misma metodologia desarrollada por Guta y colaboradores
(2014a) y las mismas fuentes de datos (BRUTUB), se volvié a analizar la causa mas
probable de infeccién para las nuevas granjas positivas reportadas entre 2014 y
2016 (Ciaravino et al., 2020). En este periodo, se grabaron en el sistema informa-
tico BRUTUB un total de 3.821 encuestas. El grado de cobertura en el territorio
fue variable; a pesar de ello, se obtuvieron datos de granjas localizadas en dife-
rentes puntos de Espafia.

—p Ramas
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probabilidades —

‘ Nodos terminales > ‘
Nodo de ‘
/v Decision
: G e
‘ Resultados

Accidn 1 final
Nodo de il l inales
Decisién - —p
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® -

Figura 18. Estructura general y esquematizada de un modelo de arbol de decision.

Para cada posible via, se desarrollé un arbol de decisién especifico, incluyendo preguntas
clave en funcién de la via considerada. Las respuestas a estas preguntas clave conducen

a diferentes eventos dentro de cada arbol de decision. Un sistema de valoracién cualitativa
de los distintos eventos (por ejemplo, probabilidades asignadas en una reunién de expertos)
permitié determinar la via de infeccién mas probable. Las encuestas analizadas en este
estudio fueron 687 (el 22% de todas las granjas detectadas positivas entre 2009 y 2011)

con una cobertura variable en funcién de la Comunidad Auténoma.

A la mitad de las granjas analizadas (53%) se les asigné una Unica causa de
entrada, al 34% se les asignaron dos posibles causas y para el 6% de las granjas,
se consideré que habia tres posibles causas.
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El resurgimiento de una infeccién previa residual y la interaccién con fauna
silvestre infectada fueron las causas maés frecuentes (36% en ambos casos), se-
guidas de la entrada de animales (14%) (Tabla 4). Los pastos compartidos y la
interaccién con granjas vecinas infectadas presentaron valores mas bajos (6%
y 3%, respectivamente). La interaccién con caprino infectado no se identificd
como la causa méas probable en ninguna de las explotaciones analizadas, quiza
por falta de informacién, ya que no se cité la presencia de cabras en ninguna
granja. Respecto a los posibles casos de TB por transmisiéon desde humanos,
los siete casos que reportaron historial en personas, tuvieron causas mas evi-
dentes de transmision, excepto una en la que la causa pudo ser tanto una infec-
cién residual como la transmisién a partir de una persona afectada.

Las explotaciones donde se considerd la via de entrada como “desconocida”
se redujo en relacién al trabajo anterior; 6% frente al 42% de Guta et al. (2014a)
(Tabla 4). Este resultado es debido, por un lado, a que se modificé ligeramente el
sistema de atribucién de causas respecto al estudio anterior (la via de infeccion
se dio por desconocida en los casos en los que habia més de tres causas posi-
bles en lugar que dos); por otro lado, indica una mejora en la realizacion de las
investigaciones epidemiolégicas y de la informacién disponible, evidenciando la
importancia de la calidad de los datos recogidos.

Tabla 4. Via mas probable de entrada de la tuberculosis en las granjas, 2014-2016.

Datos de Guta et al

Via Frecuencia Porcentaje (2014a) (n=687)
Entradas 526,3 14% 5%
Fauna 1359,3 36% 13%
Pastos 222,6 6% 7%
Residual 1373,5 36% 22%
Vecinos 115,8 3% 8%
Otras 0,5 (humanos) 0,01% 0,3%
Cabras 0 0% 2,5%
Desconocido 221 6% 42%
Total 3.818

Los decimales son debidos a que cuando hay dos o tres causas posibles, se han
contabilizado 0,5 y 0,3, respectivamente.
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En los ultimos cinco afos, diferentes grupos han realizado estudios de factores
de riesgo empleando encuestas cerradas. A continuacién, se describen los hallaz-
gos y principales resultados de los mismos.

Entre las actuaciones que forman parte del Programa nacional de erradicacién
de la TB bovina, se prevé la realizacién de encuestas epidemioldgicas en todos
los nuevos rebanos positivos, con el fin de identificar factores de riesgo para
la infeccién de TB. Para esto, las mismas encuestas se realizan también en ex-
plotaciones libres de TB (controles) relacionadas con las explotaciones positivas
(casos). En particular, las explotaciones “control” tienen que estar ubicadas en
la misma zona de las explotaciones “caso” y tener censo, aptitud productiva y
manejo similares.

A partir del 2012, dichas encuestas han sido grabadas en el sistema infor-
méatico BRUTUB. El cuestionario epidemioldgico utilizado, disponible online
(https://www.mapa.gob.es/es/ganaderia), incluye preguntas sobre el sistema de
produccién (es decir, intensivo versus extensivo); manejo (movimientos de entra-
da de ganado a la granja, practicas de reemplazo, etc.); presencia en la granja de
otras especies domésticas (ovejas, cabras o carnivoros domésticos); practicas (por
ejemplo, presencia de drenaje desde o hacia otras propiedades, uso de éreas
de pastoreo comunes, etc.); caracteristicas de las granjas vecinas (por ejemplo,
presencia de dreas adyacentes de caza u otras granjas, rebafos de vacas vecinos,
etc.); datos de salud de los animales (por ejemplo, evidencias de paratuberculosis
(PTB), antecedentes de TB, etc.) e historial de casos en personas.

Utilizando las encuestas disponibles en el sistema BRUTUB, Ciaravino et al.,
(2020) analizaron los datos de 196 granjas con TB (casos) detectadas entre los
anos 2014 y 2018 y 160 granjas que, en la misma ventana temporal, estuvieron
libres de TB por 2 afios consecutivos (controles). Las explotaciones investiga-
das resultaron ser mayoritariamente rebafios de carne (90%) con un manejo
extensivo.

Los resultados principales identificaron los siguientes factores de riesgo:

* Las granjas que fueron a pasto, tuvieron un riesgo entre 1,5y 4,2 veces
superior de infectarse que las que no fueron.

e Unmayor nimero de movimientos se asocid a un mayor riesgo de infectarse.

* La presencia de granjas vecinas en un radio de 1 km aumenté el riesgo
entre 1,02y 3,3 veces, pero solo si habia cérvidos o jabalies en la zona.

* La presencia de cérvidos y jabalies fue un factor de riesgo solo en granjas
en extensivo y si habia otras granjas de bovino en la vecindad (incremento
del riesgo entre 1,03 y 4,9 veces).

86



Tuberculosis animal: una aproximacion desde la perspectiva de la Ciencia y la Administracion

Unos afios antes, Guta et al. (2014b) compararon los datos recogidos, entre
el 2002 y el 2011, a través de una encuesta cerrada, en 70 granjas que habian
tardado mas de 5 afios consecutivos en eliminar la TB (casos) con los datos de 80
granjas en las que se habia conseguido eliminar la TB del rebafio en 1 o 2 afios
(controles). El estudio se centrd en granjas de Andalucia y Castilla-La Mancha, y
como principales factores de riesgo para la persistencia de la TB en estas granjas
encontré que las que contaban con grandes areas de pasto y presencia de granjas
vecinas infectadas con TB tuvieron mas dificultades para erradicar la enfermedad
y, por lo tanto, tenian una mayor probabilidad de sufrir una infeccién persistente.
En particular, las granjas con grandes éareas de pasto tenian una probabilidad en-
tre 1,2y 12,7 veces mayor de tener infecciones persistentes que las granjas con
pequefas areas de pasto. En los rebafios que tenian un vecino infectado el riesgo
de persistencia aumenté entre 1,2y 5,1 veces.

En los mismos afios, Cowie y colaboradores (2014a) llevaron a cabo un estudio
para identificar los posibles factores de riesgo de presencia de TB en el ganado
bovino en el municipio de Almoddvar del Campo (provincia de Ciudad Real).
Para esto, se compararon los datos recogidos en 27 granjas detectadas positivas
a TB al menos una vez entre 2006 y 2009 (casos), y 46 granjas que habian estado
libres de TB durante el mismo periodo (controles). Las preguntas utilizadas se de-
sarrollaron a partir de una revision de la literatura y el cuestionario (encuesta ce-
rrada) estd disponible online (https://static-content.springer.com/esm/art%3A10
.1007%2Fs10344-013-0757-0/MediaObjects/10344_2013_757_MOESM2_ESM.
pdf). Los factores de riesgo que resultaron méas robustamente asociados con la
presencia de TB en una granja fueron la presencia de reservorios silvestres (por
ejemplo, cérvidos, jabali, y tejones), el nimero de arroyos por hectérea y el volu-
men de alimentos (por ejemplo, heno) presente en el suelo. En su conjunto, estos
resultados indican que mantener hospedadores de TB, como ciervos y jabalies,
en altas densidades para fines de caza (por ejemplo, granjas cinegéticas), puede
representar un obstéculo para alcanzar un control efectivo de la TB. Por otra par-
te, también se indica que limitar la agregacion de reservorios silvestres y ganado
bovino alrededor de las fuentes agua y alimentos podria reducir el riesgo de
transmision entre estos grupos.

Otro estudio, que también utilizé un enfoque de caso-control y una en-
cuesta cerrada para investigar los factores de riesgo para TB en las explota-
ciones de bovino, se llevé a cabo entre el 2010 y el 2012 en las Comunidades
Auténomas de Cantabria y Asturias (Cowie et al., 2014b). El cuestionario em-
pleado incluyé preguntas sobre las caracteristicas de las granjas, las practicas
de manejo y otros factores externos que podrian afectar al ganado, incluida
la presencia de reservorios silvestres. El estudio también tuvo en cuenta el
manejo estacional de los rebafios que caracteriza ambas areas. En este caso,
se entrevistaron un total de 100 ganaderos, de los que 35 habian tenido algun
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animal positivo a TB en los 5 afios anteriores a la fecha de la entrevista (es de-
cir, granjas casos). En particular, en Asturias se compararon 24 granjas caso y
13 granjas control y en Cantabria, 11 granjas caso y 52 granjas control. Los re-
sultados principales evidenciaron que en presencia de jabalies y/o tejones (en
temporada de invierno) la probabilidad de contraer TB para las explotaciones
bovinas aumentaba entre 6,2% y 9,4%; el uso de establos donde el movimien-
to del ganado no estaba restringido también incrementé la probabilidad de
contraer TB entre el 3,8% y 6,7%, asi como el contacto con otros rebafios de
bovino en el pasto (en temporada de verano) que aumenté la probabilidad de
infeccion entre 1,2% y 2,5%.

En la Tabla 5 se presentan los factores de riesgo para la TB en bovinos mas
consistentemente identificados en distintos estudios publicados. En dicha Tabla
se han incluido tanto estudios realizados en Espafia como en otros paises.

Tabla 5. Principales factores de riesgo para la tuberculosis bovina.

* Movimientos de ganado

* Compras de animales de granjas con antecedentes de tuberculosis

e Vecindad (ocurrencia de tuberculosis en granjas contiguas o circundantes)

e Edad de los animales

e Contacto con reservorios silvestres

* Tener antecedentes de tuberculosis

e Tamano del rebafio

e Tipo de rebafio

* Practicas de manejo (incluye medidas de bioseguridad y practicas higiénicas)

Fuente: adaptado de Skuce et al. (2012) y Broughan et al. (2016).

En determinados contextos, las estrategias de prevenciéon y control pueden
no alcanzar los resultados esperados. Los principales factores que dificultan la
erradicacién de la TB pueden clasificarse en dos tipos:

¢ Componentes bioldgicos: vinculados al patégeno, al huésped y al medio-
ambiente (por ejemplo, dindmicas de infeccién, factores de riesgo, causas
de infeccién y persistencia, herramientas de control, etc.).

e Componentes sociales (no-bioldgicos): son factores sociolégicos, econé-
micos, culturales, étnicos/raciales, psicolégicos y de comportamiento, que
afectan a los componentes bioldgicos.
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Por lo tanto, la comprensién de los aspectos que dificultan la erradicacion
requiere tener en cuenta también los componentes no-bioldgicos, ya que éstos
influyen tanto en la infeccién, como en la deteccién y control de la TB (Pfeiffer,
2013). Las entrevistas (encuestas abiertas, semiestructuradas o cerradas) son las
técnicas de investigacion mas frecuentemente utilizadas para recoger informa-
cién sobre opiniones y percepciones de las personas.

En el periodo 2015-2017, se realizd una investigacién multidisciplinar (ciencias
sociales y ciencias de la salud) en tres fases, para profundizar en el conocimiento
sobre los aspectos sociolégicos relacionados con la erradicacion de la TB en bo-
vinos en Espafa (Figura 19). La investigacion se llevé a cabo en las Comunidades
Auténomas de Andalucia (zona de alta prevalencia) y Catalufia (zona de baja pre-
valencia), incluyendo ganaderos de carne, leche y lidia, asi como veterinarios de
saneamiento y veterinarios oficiales.

Las primeras dos fases permitieron conocer cuéles son las percepciones, opi-
niones y creencias de ganaderos y veterinarios sobre el Programa de erradicacién
de la TB en bovinos (Ciaravino et al., 2017).

Etapas del estudio Objetivos esperados

Entrevistas Identificaciéon de “temas”: explorar cuales son

Fase 1 exploratorias === | los aspectos principales a tener en cuenta en las
(encuesta abierta) / entrevistas cualitativas. J

Entrevistas en 'Recolecc.if'm de datos: conocer vy 'o.btener

E profundidad |nforma<:'|on detalla!d'a sobre c?noumlentos,

ase 2 (encuesta semi- ) percepciones y opiniones que circulan entre
estructurada) / ganaderos y veterinarios. )

Encuesta Definil" _patrones: Cu?ntifi.car .|.OS aspectos

Fase 3 cuantitativa socioldgicos que .han sido identificados ‘como

(cuestionario === | relevantes, identificar grupos con actitudes

cerrado) similares e inferir resultados a la poblacién.

Figura 19. Esquema de la estructura de la investigaciéon multidisciplinar sobre los
aspectos sociolégicos relacionados con la erradicacién de la tuberculosis en bovinos.

Inicialmente (primera etapa) se realizaron entrevistas exploratorias (encuesta
abierta) cara a cara a 13 personas clave del programa, con el fin de identificar los
principales argumentos circulantes. Cada entrevista exploratoria fue guiada por
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6 temas abiertos de conversacion (puntos fuertes y débiles del Programa, causas
por las que no se ha erradicado la TB, perspectivas futuras, cambios necesarios y
beneficios de estar libre). Posteriormente (segunda fase), en base a los resultados
de las encuestas exploratorias, se desarrollé un guion temético (encuesta semi-
estructurada, Figuras 19 y 20) para entrevistar a una muestra de 25 ganaderos
y 14 veterinarios, con el fin de conocer sus percepciones, opiniones y creencias
sobre el Programa de erradicacién de la TB bovina.

Confianza en los resultados y en la ejecucién de los Relaciones personales entre servicios veterinarios
test diagndsticos en vivo oficiales, veterinarios de saneamiento y ganaderos
Informacién y comunicacién Real Decreto en Lidia

Costes debidos al saneamiento y a la aplicacion de

Formacién de veterinarios y ganaderos .
Y9 las medidas de control

Fauna silvestre y otros reservorios domésticos Importancia percibida de la tuberculosis en bovinos

Sugerencias y mejorias para el Programa de

Tipologia, caracteristicas y manejo de la granja . X .
polegia, y ! granj erradicacién de la tuberculosis en bovinos

Figura 20. Guion tematico de las entrevistas en profundidad
(encuestas semi-estructuradas, individuales, cara a cara).

Los argumentos principales que surgieron en estas entrevistas evidenciaron
que el Programa de erradicacion se percibe como una imposicién normativa sin
una adecuada motivacién para su aplicacion, especialmente entre los ganaderos,
ya que estos perciben pocos o nulos beneficios en la erradicacién de la enfer-
medad. En relacién a la deteccién de la TB, los temas principales estaban rela-
cionados con la falta de confianza en las pruebas diagnésticas in vivo y con la
validez de sus resultados. Los ganaderos de carne y de leche también reportaron
sentirse discriminados en comparacién a granjas de lidia y granjas cinegéticas,
por las diferencias en la aplicacién del Programa de erradicacion. Los resultados
de este estudio también mostraron la existencia de un sentimiento general de
desconfianza hacia los servicios veterinarios oficiales y la importancia de mejorar
las estrategias de comunicacién para mejorar la confianza entre las diferentes par-
tes que participan en el plan de erradicacién. Dicha confianza se ve perjudicada,
principalmente, por la falta de comprensién de los resultados de las pruebas y
medidas de control, y la falta de percepcién de los riesgos sanitarios asociados a
la TB, asi como por lagunas en el conocimiento de la enfermedad. Ademas, las
entrevistas resaltaron que los veterinarios privados tienen un papel importante en
la influencia de la opinién de los ganaderos, por lo que su sentimiento de apoyo
inadecuado por parte de los servicios veterinarios debe tomarse en cuenta.
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En la tercera etapa de la investigacion se realiz6 una encuesta telefénica a una
muestra aleatoria de 180 veterinarios y 706 ganaderos. A partir de los resultados
de las entrevistas abiertas en profundidad, Ciaravino y colaboradores (2020) dise-
fiaron un cuestionario cerrado para cuantificar cuéntas personas, entre ganaderos
y veterinarios, compartian los mismos argumentos vy, asi, caracterizar los perfiles de
opiniones existentes con respecto al Programa de erradicaciéon de TB en bovinos.

Los resultados principales de este estudio evidenciaron que la actitud de las
personas entrevistadas hacia el Programa y su aplicacién esté influenciada princi-
palmente por la percepcién sobre el impacto de la TB, la confianza en los resulta-
dos de las pruebas de diagndstico y las opiniones sobre la importancia de otros
reservorios. Los veterinarios expresaron en su mayoria una actitud positiva hacia
el programa, mientras que los ganaderos mostraron una elevada heterogeneidad
en sus opiniones y presencia de actitudes opuestas. En particular, se identificaron
tres perfiles distintos de opinién o actitudes hacia el Programa de erradicacion
(Figura 21):

e Personas con una actitud positiva (circulo en verde): este grupo se definié
principalmente por considerar fiables los resultados de las pruebas diag-
nosticas en vivo (prueba en piel y en sangre), por ser conscientes del riesgo
zoondsico de la TB y por no estar de acuerdo con que la TB es una excusa
para reducir la cabafa ganadera del sur de Europa. También estas personas
suelen atribuir un papel secundario a los reservorios silvestres. Las personas
con esta actitud fueron sobre todo los veterinarios (oficiales y de sanea-
miento) y alrededor de un tercio de los ganaderos entrevistados, tanto de
leche como de carne (especialmente de zonas de baja prevalencia).

* Personas con una actitud negativa (circulo en rojo): este grupo se caracterizé
por pensar que la TB es una excusa para reducir la cabafia ganadera del sur
de Europa y por desconfiar de los resultados de los test diagndsticos, sobre
todo de la prueba en piel. Estas personas también perciben que son los ga-
naderos los que asumen la mayoria de los costes debidos a la deteccién y
control de la enfermedad. Ademas, la gran mayoria de ellos no cree en la
existencia de medidas de bioseguridad efectivas para prevenir la transmisién
de TB entre bovinos y reservorios silvestres, a los que atribuyen un papel prin-
cipal en el mantenimiento de la misma. Las personas con esta actitud fueron
principalmente ganaderos de zonas con alta prevalencia. Sin embargo, vale
la pena sefalar que, entre los entrevistados, también algunos veterinarios
oficiales y varios veterinarios de saneamiento mostraron esta misma actitud.

* Personas con tendencia a no contestar (circulo en azul): este grupo se
compone de las personas que no respondieron a muchas de las preguntas
planteadas. Estas personas eran casi exclusivamente ganaderos (carne y
leche) de zonas de alta y baja prevalencia.
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Figura 21. Mapa de distribucién de las categorias de respuestas y de las personas
entrevistadas. En este gréfico (biplot), los tridngulos en negro representan las respuestas

a las distintas preguntas (categorias de las variables). Los puntos representan las personas
entrevistadas y cada tipologia se representa con un color distinto. Cuanto méas cerca

se disponen los individuos (es decir, los puntos), méas parecido seré el perfil de las respuestas
que han dado. Por lo tanto, podemos ver que los veterinarios son mas compactos

que los ganaderos, especialmente los veterinarios comarcales, y que la forma

en la que se distribuyen los ganaderos indica la presencia de opiniones opuestas.

En otro estudio realizado en Ciudad Real en 2013, Cowie et al. (2016) investi-
garon las opiniones de ganaderos (produccién de ganado bovino), cazadores de
caza mayor y veterinarios directamente implicados en la aplicacién del Programa
de erradicacién de la TB, respecto a las posibles intervenciones en el manejo
para reducir los niveles de TB en el ganado bovino. El estudio se llevé a cabo
en dos fases: primero un panel de expertos clasificé dichas intervenciones en
base a la efectividad de las mismas y en segundo lugar, se realizé una encuesta
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(cuestionario cerrado) a una muestra de 36 ganaderos, 32 cazadores y 34 vete-
rinarios, con el fin de clasificar las primeras 20 intervenciones mas efectivas en
funcién de su practicidad y viabilidad. Las cuatro principales intervenciones eva-
luadas como mas efectivas fueron: (i) detener la alimentacién suplementaria de
animales silvestres en las granjas de ganado; (i) separar el acceso a los pozos de
agua de animales silvestres y ganado bovino; (iii) aumentar la frecuencia de los
controles de rutina para la TB en los bovinos; y (iv) eliminar las visceras después
de la caza mayor. Teniendo en cuenta ambas clasificaciones (efectividad y prac-
ticidad), las tres “mejores” intervenciones resultaron ser: (i) separar el acceso a
los pozos de agua de animales silvestres y ganado bovino; (ii) efectuar controles
trimestrales (prueba en piel) en granjas con un caso reciente de TB y (iii) eliminar
las visceras después de la caza mayor.

4.2. Diagnostico
4.2.1. Pruebas de intradermorreaccion (IDTB)

Lucia de Juan, Alvaro Roy, Alberto Diez, Lucas Dominguez, Javier Bezos

Revisidn histérica de la prueba

La prueba de IDTB es la técnica oficial por antonomasia empleada para el
diagnéstico de la TB bovina (de la Rua-Domenech et al., 2006; Bezos et al., 2014),
empledndose también en otras especies de rumiantes domésticos como el gana-
do ovino y caprino, e incluso en fauna silvestre (Ferndndez-de-Mera et al., 2011;
Busch et al., 2017). El empleo sistematico de la IDTB en el contexto de los pro-
gramas de erradicacion de TB bovina, los cuales incluyen el uso estratégico de
pruebas de diagndstico complementarias, asi como otras medidas adicionales
en el &mbito del manejo y la bioseguridad, ha permitido alcanzar el estatus de
oficialmente indemne de TB bovina en diversos paises (EFSA y ECDC, 2018).

Para situar el origen de la prueba de IDTB hay que remontarse a la Alemania
de 1890, cuando el microbiélogo Robert Koch, descubridor del bacilo cau-
sante de la TB, estaba investigando en la busqueda de un reactivo que sir-
viese para tratar o prevenir la enfermedad. Para ello, cultivd la bacteria en
un medio con glicerol para, posteriormente, secarlo por evaporacioén vy filtrar-
lo. Este filtrado recibié el nombre de Tuberculina Vieja de Koch (Koch’s old
tuberculin-KOT) y contenia la fraccion soluble del bacilo tuberculoso en una
solucién con un 50% de glicerol. Koch, enfermo de TB, se inyecté KOT para
demostrar sus propiedades terapéuticas. La inoculacién le causé una fiebre
intensa que también fue observada en otros pacientes a los que se les habia
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administrado KOT de forma subcutanea. Koch no dio importancia inicialmente
a este hallazgo, pero algunos veterinarios de la época de paises como Rusia,
Estados Unidos, Gran Bretafia o Dinamarca sugirieron el potencial diagnéstico
que podria tener en ganado bovino la deteccién de esta hipertermia asociada
a la inoculacion subcutéanea de KOT. Una vez descartado el efecto terapéutico,
los estudios se fueron centrando en el desarrollo de la prueba diagnéstica. En
1891, McFadyean realizdé estudios en ganado bovino, inyectando diferentes
cantidades de tuberculina en el pecho de animales con TB clinica y midiendo
su pulso y temperatura cada 2 h McFadyean observé un incremento gradual
de la temperatura durante las primeras 14 h tras la inyeccion, alcanzandose un
pico que se mantenia durante 4 h para ir luego disminuyendo hasta norma-
lizarse a las 48 h. Conjuntamente a la hipertermia, describié una inflamacién
en el lugar de inoculacién, un aumento del tamafio de los nédulos linfaticos
regionales y un incremento del pulso, hallazgos que con el paso del tiempo
podemos comprobar que fueron de gran relevancia y dieron origen a la actual
interpretacion de la prueba de IDTB. McFadyean, de hecho, ya sugirié en sus
estudios la existencia de animales anérgicos, pues informé de la presencia de
vacas con lesiones tuberculosas diseminadas que no habian sido positivas a la
prueba, pese a haberse aplicado un protocolo similar al resto de animales que
si habian reaccionado (Good et al., 2018).

Otro veterinario ilustre asociado al desarrollo de la prueba de IDTB fue el
danés Bernard Bang, el cual introdujo la prueba de la tuberculina empleando
KOT como la herramienta diagndstica de eleccion en el primer programa de
erradicacién de TB bovina que se instauré en Dinamarca a comienzos de 1890.
El denominado “método de Bang” consistié en la repeticién de la prueba de
la tuberculina cada 6 meses, lo que permitié la separacién de los reactores
positivos para su posterior sacrificio, especialmente de aquellos con lesiones
tuberculosas en la ubre, limitando asi la via principal de transmision a los hu-
manos, pues ya se habia descrito por entonces la presencia de la bacteria en
la leche de los animales enfermos. A comienzos de 1900 ya se pudieron cer-
tificar, empleando este sistema, varias explotaciones de leche como negativas
durante varios afios; su leche era vendida con garantia de mayor seguridad.
El “método de Bang” fue internacionalmente aceptado como la principal he-
rramienta diagndstica para el control de la TB y, de hecho, en la actualidad, el
empleo sistematico de la prueba IDTB contintia siendo la base de los progra-
mas de erradicacién de la TB bovina. En Estados Unidos también se realizaron
estudios de gran interés que contribuyeron al desarrollo de la prueba de IDTB
tal y como se aplica actualmente. Las primeras pruebas en ganado bovino con-
sistieron en la aplicacién subcutdnea de la tuberculina en la regién escapular
y la monitorizacién de la temperatura durante varios dias antes y después. A
pesar de las variaciones observadas en la temperatura de forma natural, que
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dificultaban mucho la interpretacién de la prueba, esta metodologia consiguid
disminuir la prevalencia de TB bovina en el distrito de Columbia del 18,9% al
0,8% en apenas una década (1909-1918). A pesar de este éxito, hubo detrac-
tores del proceso de erradicaciéon pues algunos sectores argumentaron que
era innecesario una deteccion precoz de la infeccién y, que lo mas importante,
era detectar animales en fases avanzadas de la enfermedad que, sospechaban,
eran los mas excretores. Incluso ya habia entonces opiniones que sugerian que
el programa era demasiado estricto para tratarse de una enfermedad crénica e
incluso que debia ser sufragado por los ganaderos y no por el gobierno. Todas
estas criticas, las cuédles circulan también en nuestros dias, pretendian poner en
entredicho la fiabilidad de la prueba de IDTB. A pesar de que es conocido que
la prueba no es perfecta en términos de Se y Sp, estudios previos ya pusieron
en evidencia la profesionalidad de ciertos veterinarios y ganaderos, los cuéles
mediante practicas no permitidas contribuyeron a alterar la percepcién que se
tenia sobre la utilidad de la prueba de IDTB (Good et al., 2018).

En 1908, el médico francés Charles Mantoux describié que la inoculacién in-
tradérmica de tuberculina era una metodologia efectiva para el diagnéstico de
la TB en humanos. Paralelamente, Foth describia que la aplicacion del test oftal-
mico permitia detectar animales que no reaccionaban a la aplicacién subcutanea
en cuello. A partir de estos hallazgos, se iniciaron diversos estudios que acabaron
concluyendo que el mejor rendimiento de la prueba era cuando la tuberculina
era inyectada de forma intradérmica, pues sugerian una mejor asimilaciéon del
reactivo. Joséph hizo grandes aportaciones al desarrollo y conocimiento de la
prueba de IDTB: (1) indicd que no habia relacién entre la respuesta cuantitativa
y el grado de lesion observado en los animales, (2) que la respuesta podia variar
dependiendo de la concentraciéon de antigeno presente en la tuberculina, (3)
que la tuberculina debifa inocularse de forma intradérmica en las tablas del cuello
para mejorar el rendimiento y evitar la necesidad de registrar periédicamente la
temperatura, y (4) que no habia correlacién entre reaccién positiva y excrecion en
leche (Good et al., 2018).

En 1909, Romer describié una metodologia de interpretacién que incluia los
criterios para considerar la reaccién como positiva, dudosa o negativa. Por aquel
entonces también se sugeria el pliegue de la cola como una regién apta para la
inoculacién de la tuberculina, aunque los estudios de Christiansen (1910) indica-
ron que el cuello era mejor opcién con base en estudios sobre las caracteristicas
fisicas del tejido y la naturaleza y tipo de reaccién desencadenada. A pesar de
ello, la prueba caudal fue ampliamente empleada en Estados Unidos, donde se
convirtié en la prueba oficial de diagnéstico (1921) debido, entre otras causas, a
su mayor practicidad en animales de manejo dificil, en los que la necesidad de
acceder al cuello suponia un mayor riesgo para el veterinario. A partir de 1930
se emprendieron estudios mé&s completos con objeto de dilucidar si el resultado

Q5



Tuberculosis animal: una aproximacion desde la perspectiva de la CGiencia y la Administracion

de la prueba variaba significativamente dependiendo de la regiéon donde se ino-
culase la tuberculina. Estos estudios estaban asociados a otros que describian la
presencia de reacciones positivas en personas y animales sanos, lo que sugeria
la existencia de interferencias diagndsticas relacionadas con la composiciéon de la
tuberculina y la infeccién por otras bacterias no tuberculosas relacionadas (Good
et al., 2018).

Fue a partir de 1940, con los estudios principalmente de Buxton y Glover
(1942), Francis (1947), Larsen (1950, 1960) y Paterson (1959), cuando se definio la
regién actualmente recomendada para la inoculacién de la tuberculina bovina (y
aviar en el caso de aplicar IDTB comparada) y el tiempo de lectura éptimo para la
interpretacion de la prueba, argumentandose que asi se alcanzaba una mejor dis-
criminacién entre animales infectados y sanos. Francis defini6 el tiempo 6ptimo
de lectura de la prueba tras numerosos estudios, estableciéndolo en 72 h (con un
margen de 4 h). Los estudios de Larsen confirmaron que las tablas del cuello era
la regién 6ptima para maximizar la Se de la prueba, lo que ya habian sugerido los
estudios previos de Joséph, Christiansen, Stub y Foth, entre otros (Good et al.,
2018), y que décadas después se ha vuelto a demostrar, esta vez empleando un
numero mayor de animales y bajo diferentes condiciones epidemiolégicas (Casal
et al., 2015).

Metodologias actuales, protocolo de realizacién y factores criticos que pueden
afectar a su rendimiento

La prueba de IDTB también es conocida en Espafa como “prueba de la tu-
berculina” desde el inicio de las campafas de erradicacion a principios de los
afios 50. La metodologia de realizacién y lectura, aparentemente sencilla, re-
quiere de personal entrenado y con experiencia, razén por la cual actualmente
se contemplan cursos de formacién de asistencia obligatoria para los profesio-
nales involucrados en las campafias de saneamiento. El origen de estos cursos
de formacion se remonta al afio 2012 cuando, por aquel entonces, el Ministerio
de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente (MAPAMA) los imple-
mentd a sugerencia del Subgrupo de TB bovina de la Task Force dependiente
de la Comision Europea. Ademas, incluyé nuevas medidas dentro del Programa
nacional de erradicacién, recogiendo que todos los profesionales veterinarios
que intervienen en la ejecucién de las pruebas de campo deben haber supera-
do cursos de formacién reglada en los aspectos tedricos, practicos y de base
legal en cuanto al diagndstico de la TB bovina. De hecho, el incremento en
la prevalencia de la TB bovina que se produjo en Espafa a partir del periodo
2014-2016 se achaco, por parte de los gestores del programa de erradicacion,
a una mejora en el diagnéstico en campo y no a una mayor transmisién de la
enfermedad.
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Actualmente se aplican dos variantes de la técnica, la IDTB simple (IDTBs)
y la comparada o de comparacién (IDTBc). Ambas se basan en la produccion
local de una reaccién de hipersensibilidad retardada o de tipo IV (delayed type
hipersensitivity, DTH) en los animales infectados frente a un antigeno espe-
cifico (Kasempimolporn et al., 2019). La DTH es una reaccién inflamatoria de
base celular inducida por citoquinas secretadas por ciertas subpoblaciones de
linfocitos Th1 previamente activados por el contacto anterior con un antigeno,
caracterizada por el reclutamiento al foco infeccioso de multitud de células
inflamatorias, células de Langerhans, linfocitos T y basoéfilos, produciendo asi
una reaccidn inflamatoria local (Palmer, 2007). En el caso de la IDTB, si el ani-
mal que recibe la estimulacion antigénica estaba infectado previamente, se
produce una reaccién inflamatoria local. En funcién de la rapidez en la respues-
ta y el nimero de células extravasadas se puede observar edema, exudado,
necrosis (escara), dolor, enfisema subcutaneo, y hasta linfadenopatia regional.
El antigeno que se emplea para la realizacion de la IDTB es un derivado pro-
teico purificado (Protein Purified Derivative, PPD) obtenido a partir del cultivo
de M. bovis (PPD bovina). El origen de la PPD se remonta al afio 1932 cuando
la bioquimica Florence Seibert (1897-1991) obtuvo un derivado proteico pu-
rificado a partir de M. tuberculosis crecido en medios de cultivo sintéticos y
precipitado con &cido tricloroacético. Posteriormente, en 1934 consiguié un
producto mas purificado a partir de cepas de M. bovis cultivadas en el medio
de Dorset que denominé PPD. La principal ventaja de este producto era que
podia caracterizarse con cierto rigor y que su contenido proteico podia estan-
darizarse (Seibert, 1941).

La PPD bovina es un extracto de proteinas obtenido de filtrados de cultivos
de M. bovis (cepa AN5) en medios sintéticos al que se le afnade fenol como
agente antimicrobiano en una proporcién inferior a 0,5%. Se estima que su
composicion aproximada es 93% proteina, 6% polisacéridos y 1% &cidos nu-
cleicos. Su pH puede oscilar entre 6,5y 7,5 y se recomienda su conservacion
en refrigeracién y protegido de la luz, aunque hay estudios que indican que es
un producto muy estable a temperaturas superiores durante periodos prolon-
gados (Maes et al., 2011). La naturaleza del producto y los procesos de produc-
cién dificultan controlar de forma precisa su composicién final (Casal, 2015). Un
estudio reciente caracterizé la composicion proteica de la PPD bovina y aviar,
las cudles contenian 456 y 1019 proteinas respectivamente, compartiendo 103
proteinas que podrian ser responsables de las reacciones cruzadas entre ellas.
Los autores obtuvieron, ademés, un complejo proteico por inmunopurificacion
que denominaron P22, el cual contenia las proteinas méas inmundgenas y que
se ha utilizado en el diagndstico de TB en diversos estudios (Infantes-Lorenzo
et al., 2017, 2018, 201%a, 2019b) (Figura 22).
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Figura 22. Numero de proteinas caracterizadas en la PPD aviar (aPPD),
PPD bovina (bPPD), P22 y compartidas entre si.
Figura extraida del articulo de Infantes-Lorenzo et al. (2017).

La IDTBs consiste en la inoculacion intradérmica en el tercio anterior del cuello
del animal de PPD bovina (0,1 ml) de acuerdo con el Real Decreto 2611/1996 y
la Directiva Europea 64/432/ECC. Previamente a la inoculacién se ha de realizar
un rasurado de unos 5 cm?, evitando realizar rasurados demasiado extensos para
que el punto de inoculacién sea localizado correctamente, evitando errores de
medicién el dia de la lectura. Es preciso comprobar que la piel esté limpia e inte-
gra en el lugar donde se va a realizar la inoculacién. Antes de inocular la PPD, se
debe realizar una medicion (en mm) del pliegue cutdneo empleando un cutimetro
homologado. De igual modo, el pliegue se mide 72 h (+ 4 h) después por el mis-
mo veterinario y con el mismo cutimetro, para minimizar una posible variabilidad
debida al criterio del veterinario o al aparato de mediciéon (MAPA, 2019b). La
IDTBs se utiliza mayoritariamente en Espafa para el diagnéstico de la TB bovina.
A pesar de ciertas limitaciones, es una prueba que posee, en general, una Se ele-
vada a nivel de rebafio, aunque algo més limitada a nivel individual (Alvarez et al.,
2012a; Bezos et al., 2014). En cuanto a su Sp, también es elevada, aunque puede
verse mermada en determinadas situaciones epidemioldgicas, principalmente en
infecciones con otras micobacterias (Biet y Boschiroli, 2014; Mon et al., 2014;
Infantes-Lorenzo et al., 2017, 2019b).

La otra variante de la prueba es la IDTBc, en la que se inocula PPD aviar
ademas de la PPD bovina. La PPD aviar es obtenida a partir de la cepa D4ER
de M. avium subsp. avium y se inocula en el mismo lado del cuello que la PPD
bovina (con una separacién minima de 15 cm para evitar posibles interferencias
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en la interpretaciéon de la prueba) o en el opuesto. Esta prueba posee una ma-
yor Sp en detrimento de la Se y, por ello, se recomienda su uso en situaciones
de ausencia de TB, para reducir los falsos reactores positivos resultantes de una
exposicion a otras micobacterias (OIE, 2018). La IDTBc es también una prueba
oficial recogida en la legislacién (Real Decreto 2611/1996 y Directiva Europea
64/432/ECC), pero por su menor Se respecto a la IDTBs se recomienda su
empleo en circunstancias epidemioldgicas concretas, como regiones de baja
prevalencia o explotaciones con medidas de bioseguridad adecuadas y sin an-
tecedentes de TB.

Un aspecto fundamental para mejorar el rendimiento de la IDTB es que el
veterinario que la realiza conozca determinados aspectos que pueden afectar a
su rendimiento. Son numerosos los factores que se han demostrado que pueden
tener un efecto sobre el resultado de la prueba de IDTB (ver capitulo 4.2.3.), aun-
que en términos generales se pueden destacar:

— Inmunocompetencia: el desarrollo adecuado del sistema inmune es fun-
damental para que el animal no solo pueda hacer frente al patégeno e
impedir su diseminacién cuando la infeccién tiene lugar, sino para poder
reaccionar correctamente en las pruebas diagnésticas. Cualquier factor que
afecte al estado inmunitario puede afectar, por tanto, al resultado de las
pruebas diagnodsticas (de la Rua-Domenech et al., 2006). Incluso en situa-
ciones en las que la respuesta inmune es adecuada, como en animales con
infeccion latente y lesiones tuberculosas encapsuladas, se ha descrito que
la respuesta inmune disminuye, debido posiblemente al menor estimulo
antigénico que tiene lugar en esa situacion, lo que puede conducir a una
respuesta negativa en estos animales a pesar de estar infectados (Olea-
Popelka et al., 2008). Tras el contacto inicial con el antigeno es necesario
un periodo de tiempo minimo para que se produzca la activacion y diferen-
ciacion de los linfocitos (periodo pre-alérgico), mientras que después de un
periodo de tiempo muy prolongado tras la infeccién puede tener lugar un
fenémeno de anergia, periodos en los que el animal puede no reaccionar a
la IDTB, a pesar de estar infectado (Buddle et al., 1995a; Lilenbaum et al.,
1999; Pollock y Neill, 2002).

— Edad: el desarrollo insuficiente del sistema inmune del animal puede afec-
tar al rendimiento de las pruebas diagndsticas (Mackay et al., 1989). La
edad avanzada es un factor de inmunosupresién que compromete la efica-
cia del sistema inmune, hecho que favorece la infeccién (Ameni et al., 2007;
Brooks-Pollock et al., 2013) y que se asocia, en general, con un aumento de
los fallos diagndsticos (Munroe et al., 2000).
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— Estrés: ante situaciones de estrés (manejo, transporte, etc.) se liberan glu-
cocorticoides que suprimen varios mecanismos de interacciéon del sistema
inmune (Brown et al., 1998), pudiendo alterar el rendimiento de las pruebas
diagnésticas. En un estudio realizado para valorar el efecto del estrés sobre
la IDTB y el test de deteccién de IFN-y en ganado bovino, se administré un
glucocorticoide sintético en animales sensibilizados e infectados de forma
natural con M. bovis. Los animales que recibieron el farmaco presentaron
respuestas intradérmicas significativamente inferiores en la IDTB asi como
una disminucién de los valores de densidad éptica en el test de deteccién
de IFN-y, obteniéndose resultados falsos negativos en los animales infec-
tados (Doherty et al., 1995). En general, el efecto del estrés en la IDTB ha
sido escasamente documentado, aunque se ha descrito que ciertos ani-
males (principalmente aquellos de razas criadas en régimen extensivo) son
muy sensibles al estrés inherente al manejo al que se ven sometidos para
realizar la prueba (Keck et al., 2018). También se ha descrito un mayor ries-
go de transmision de la enfermedad en las razas de aptitud lactea, asocia-
do al mayor estrés que se produce durante el ordefio (Barlow et al., 1997).

- Raza/aptitud: cada raza, destinada para una aptitud determinada en fun-
cién de sus capacidades productivas, se explota mediante un sistema de
manejo concreto, por lo que en ocasiones es dificil discernir si el efecto se
debe a la raza, la aptitud o al diferente manejo de los animales (Humblet et
al., 2009). De hecho, se sospecha que los fallos diagnédsticos relacionados
con la raza pueden deberse a problemas en el propio manejo de la misma,
principalmente en el caso de la IDTB, ya que requiere que el animal esté
relativamente inmovilizado para realizar correctamente la prueba. El mane-
jo se puede considerar, por tanto, un punto critico para la realizacion de la
prueba en aptitudes como el ganado de lidia. En un estudio realizado en
nuestro pais comparando la proporcién de animales infectados negativos a
la IDTB y/o al test de deteccidn de IFN-y en bovino de carne, leche y lidia,
los animales de lidia presentaron una mayor proporciéon de falsos negati-
vos en las dos pruebas diagnésticas, seguido del ganado de carne y, por
dltimo, del ganado de leche (Alvarez et al., 2014b). En el caso de la IDTB
el resultado se podria justificar por una inadecuada realizacién de la misma
(particularmente dificil de realizar en el ganado de lidia), pero también por
una mayor carga de estrés en los animales de esta aptitud durante la reali-
zacién de la prueba (Keck et al., 2018).

— Tuberculina/técnica: la tuberculina debe superar unos controles de cali-
dad antes de poder utilizarse para el diagnéstico de la TB (ver siguiente
apartado). Entre los requerimientos que se exigen para que el reactivo sea
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valido estd el de tener suficiente potencia bioldgica (medida en Unidades
Internacionales, Ul), concretamente en cada dosis de 0,1 ml se deben ino-
cular un minimo de 2.000 Ul, asegurando asi una suficiente Se (Good et
al., 2011a, 2011b). Existen varios fabricantes de tuberculina en Europa y
todos los lotes que producen deben superar estos controles, pues el em-
plear tuberculinas de mala calidad esta directamente relacionado con un
menor rendimiento diagndstico. Otros factores relacionados con la tuber-
culina o con la propia técnica son la correcta conservacion y empleo (evitar
contaminaciones durante su manipulacién) de las PPDs bovina y aviar, asi
como el empleo de mangas adecuadas, especialmente con razas de ma-
nejo complicado (ejemplo, lidia), o el correcto mantenimiento y uso del
material necesario para la prueba, incluyendo el cutimetro y las jeringas de
inoculacién, debiendo asegurar estas Ultimas la inoculacién intradérmica
de la PPD (Diez-Guerrier et al., 2018; Roy et al., 2019a). Las tuberculiniza-
ciones sucesivas, especialmente si no se respetan los periodos minimos en-
tre pruebas, también se han sugerido como una causa de desensibilizacién,
disminuyendo la capacidad de respuesta de los animales en la prueba IDTB
(Coad et al., 2010).

Especie/cepa causante de la infeccién/co-infecciones: la evolucion de la
infeccion y la severidad de la enfermedad dependen de varios factores,
entre ellos, la virulencia de la cepa causante de la misma o la presencia
de co-infecciones por otras micobacterias no tuberculosas (Alvarez et al.,
2009; Bezos et al., 2010, 2014, 2015a) u otras enfermedades bacterianas o
parasitarias que pueden alterar la respuesta inmune del animal, afectando
también al diagndstico (Bezos et al., 2015c¢; Naranjo Lucena et al., 2017).
Evitar estas otras infecciones mediante vacunaciéon o un correcto manejo
y bioseguridad es, por tanto, fundamental. Si las medidas tomadas en las
explotaciones no son suficientes para evitar otras posibles co-infecciones,
es importante registrarlo de cara a identificar la causa de posibles fallos
diagnésticos.

Estacionalidad/ambiente: es un factor poco caracterizado y los estudios
disponibles podrian tener cierto sesgo debido a que los saneamientos
suelen concentrarse en periodos concretos, especialmente en el ganado
en extensivo. La mayor supervivencia en el ambiente de las micobacterias
0 una exposicién a las mismas en determinadas épocas del afio puede
condicionar los resultados de las pruebas diagnésticas. Tampoco hay que
despreciar el efecto que las condiciones ambientales adversas (lluvia, tem-
peraturas muy bajas, etc.) puedan tener sobre los resultados de la IDTB,
e incluso reacciones de fotosensibilizacion, especialmente en los meses
de mayor exposicién al sol, pues podrian interferir en la correcta lectura e
interpretacion de la misma por parte del veterinario.
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Alimentacion: una correcta alimentacién de los animales se relaciona con
un mejor estado inmunitario y, por tanto, con la posibilidad de reaccionar
mejor en las pruebas diagndsticas. De hecho, la deficiente nutricién, como
la carencia de vitaminas y minerales (como cobre y selenio) ya se ha corre-
lacionado con una mayor susceptibilidad a la TB (Downs et al., 2008). No
obstante, existen estudios en ganado bovino donde dicha correlacién no
se demostrd (Costello et al., 1998). La actividad antibacteriana de la vitami-
na D ha sido descrita como un mecanismo protector frente a la TB, ya que
su actividad principal es aumentar |la produccién de éxido nitrico, un poten-
te agente antimicrobiano. Recientemente se ha observado una correlacion
entre los niveles de IL-32 y vitamina D (conversién de 25D a 1,25D) que
facilita la actividad antimicrobiana de varios péptidos determinantes en el
control de la infeccién (Corripio-Miyar et al., 2017; Garcia-Barragan et al.,
2018). El efecto protector de la vitamina D se ha sugerido tanto en ganado
bovino (Rhodes et al., 2003) como en fauna silvestre (Risco et al., 2016).

Fraudes: demostrar este tipo de actividades es dificil, por tanto, es com-
plicado estimar la frecuencia real con que se producen. Sin duda, las
consecuencias de las actividades fraudulentas encaminadas a producir
falsos reactores positivos y negativos en la prueba IDTB son de gran
transcendencia, con importantes repercusiones econémicas y sanitarias,
y pueden modificar la percepcién que se tiene sobre la fiabilidad de la
prueba oficial. Las modificaciones de los resultados de las pruebas (inclu-
yendo aquellas debidas a cambios de los niumeros de identificacién de
los animales) o la inoculacién de sustancias irritativas, proinflamatorias o
inmunosupresoras (principalmente corticosteroides) son las actividades
que se sospecha tienen lugar con mayor frecuencia (ver capitulo 4.2.3.),
si bien los efectos reales no han sido caracterizados con gran precision
(Doherty et al., 1995).

Importancia de la potencia biolégica de la tuberculina y evaluacién de
rendimiento de la intradermoreaccion (IDTB) en estudios de campo

La metodologia empleada para la valoracién de la potencia biolégica viene

descrita por la OIE (2018), la Farmacopea Europea (01/2008:0536) y la Directiva
Europea 64/432/CEE. Generalmente, se acepta que la potencia bioldgica de una
PPD, definida como la capacidad para generar una DTH en sujetos sensibilizados,
es similar entre preparaciones producidas por distintos fabricantes, aunque hay
evidencias que ponen de manifiesto las diferencias existentes en funcién de la PPD
utilizada tanto en la IDTB (Good et al., 2011a, 2011b), como en el test de deteccién
de IFN-y (Schiller et al., 2010). Como el contenido proteico presente en la PPD no
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siempre es constante y no se correlaciona con la actividad biolégica de la misma,
es necesario que exista una estrategia para evaluar la potencia biolégica de las
tuberculinas in vivo. Para ello, la OIE dictaminé que los ensayos biolégicos debian
realizarse en cobayas infectadas o sensibilizadas de forma experimental, y prefe-
rentemente de forma adicional en las mismas especies de destino y en las mismas
condiciones en las que las tuberculinas fuesen usadas (ganado bovino infectado
de manera natural). Debido a las dificultades para disponer de ganado bovino in-
fectado de manera natural y a los requerimientos técnicos e instalaciones de las
que se ha de disponer, la mayor parte de los estudios se han realizado en cobayas
sensibilizadas con M. bovis inactivado, que no requiere ademas de laboratorios
BSL3 (Dobbelaer et al., 1983; Haagsma, 1986). Sin embargo, la antigua CEE y la
Farmacopea Europea concluyeron que los resultados més fiables de potencia bio-
l6gica de las PPDs son los obtenidos con cobayas infectadas con cepa viva, incluso
comparado con ganado bovino infectado de forma natural (Casal, 2015). En 2002
se eliminé de la Directiva Europea 64/432/CEE la obligatoriedad de testar la po-
tencia de las PPDs en ganado bovino infectado de forma natural. En las pruebas de
potencia in vivo se compara la respuesta DTH producida por tuberculinas de distin-
tos fabricantes entre si'y respecto al Estandar Internacional (International Standard,
ISt), siendo necesario, entre otros criterios, que todas las tuberculinas tengan una
potencia biolégica entre el 66% y el 150% de la que viene declarada en su etiqueta
(marcada por el fabricante), para que sean aptas para su empleo en el diagndstico
oficial. Cuando en 1986 se establecié el 1St (32.500 Ul/ml) como tuberculina de
referencia, se elabord un Unico lote para evitar diferencias posteriores debidas a la
variabilidad entre distintos lotes. Este lote de ISt estd proximo a agotarse y se tra-
baja en la elaboracién de un nuevo ISt para sustituirlo. El Laboratorio de Referencia
Europeo (EU-RL) de Tuberculosis Bovina (Centro VISAVET, Madrid) participa en la
validacién de este nuevo ISt y tiene entre sus actividades mas importantes, la eva-
luacion y estandarizacion del protocolo de la prueba de evaluacion de la potencia
bioldgica de la tuberculina bovina en cobayas y ganado bovino.

Las PPDs que se emplean en las campafias de erradicacién de la TB bovina
estan contrastadas por los laboratorios nacionales de referencia (en Espafia el
Laboratorio Nacional de Referencia de Santa Fe, Granada) y deben cumplir las
especificaciones que figuran en la Directiva Europea 64/432/CEE. La dosis mi-
nima de antigeno empleado actualmente se decidié tras haber realizado varios
ensayos con PPDs de distintas potencias, de modo que en la actualidad es nece-
sario que las tuberculinas posean al menos una potencia de 20.000 Ul/ml [2.000
Ul (£25%) por inoculacién], y en condiciones en las que se considere que la reac-
tividad de los animales puede estar comprometida, se recomienda emplear dosis
de hasta 5.000 Ul por inoculacién (OIE, 2018). El empleo de una tuberculina con
menor potencia bioldgica puede tener repercusiones negativas en el diagnds-
tico, produciendo falsos negativos. Sin embargo, el uso de una tuberculina con
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una potencia biolégica demasiado elevada puede incrementar el riesgo de falsas
reacciones positivas producidas por infecciones por micobacterias no tubercu-
losas. Actualmente, la estandarizacién del proceso de produccién y evaluacion
de las tuberculinas es de gran interés, ya que puede variar significativamente
entre laboratorios. Ciertos estudios sugieren que diferentes lotes de PPDs pue-
den inducir reacciones DTH similares en los animales, pero las reacciones locales
inducidas podrian presentar caracteristicas diferentes a nivel histolégico, lo que
sugiere una correlacién entre la histopatologia y la presencia de ciertos tipos de
proteinas en las diferentes PPD, derivadas del proceso de obtencién (Cho et al.,
2012). Asimismo, los avances en el campo de la proteémica en los Ultimos afios
han permitido identificar muchos de los componentes de las PPDs que se em-
plean actualmente en el diagndstico de la TB (Infantes-Lorenzo et al., 2017).

En las Gltimas décadas se han realizado multitud de estudios evaluando la Se
y Sp de la IDTB, obteniéndose valores dispares en funcién de diferentes variables
(condiciones epidemioldgicas, criterios de interpretacion, zonas de inoculacion
de la tuberculina, raza, aptitud, etc.). Existen diversas revisiones publicadas en
este tiempo que concentran la mayor parte de los estudios publicados, estable-
ciendo un amplio rango de valores de Se y Sp para la IDTBs e IDTBc tomando
como referencia el cultivo bacteriolégico (gold standard) (de la Rua-Domenech et
al., 2006; Bezos et al., 2014).

La Se de la IDTBs en diversos estudios incluidos en la revision realizada por
Domenech y colaboradores en 2006 oscilaba entre el 80,2% y el 100% y la Sp
entre el 75,5% y el 96,8%. Para la IDTBc los valores de Se estuvieron entre el
68,6% y el 100% y la Sp entre el 88,8% y el 100%, siendo en general una técnica
mas especifica que la IDTBs aunque menos sensible (de la Rua-Domenech et
al., 2006).

Puesto que el cultivo bacteriolégico no estad exento de limitaciones (puede ha-
ber animales infectados en los que el aislamiento no sea posible debido a un mues-
treo inadecuado, infeccién reciente, baja carga bacteriana en la muestra, etc.) se
han desarrollado modelos que permiten calcular la Se y Sp de las pruebas diagnés-
ticas con mayor precision sin necesidad del gold standard. Un estudio realizado en
Espafna mediante una aproximacion Bayesiana, basada en la utilizacién de valores
previos de Se y Sp recogidos en la bibliografia, estimé una Se comprendida entre
53%y 69,4% para la IDTBs, y una Sp de casi el 99% (Alvarez et al., 2012a). En otro
estudio similar realizado en Irlanda se evalué la Se y Sp de la IDTBc, mostrando
valores del 40,5-57,7% y del 96,3-99,7%, respectivamente, mejorando ligeramente
al emplear un criterio severo de interpretacion, es decir, considerando los animales
dudosos como positivos (Lahuerta-Marin et al., 2018) (Tabla 6).
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Tabla 6. Resultados de sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) de la intradermorreaccién (IDTB)
simple (IDTBs) y comparada (IDTBc).
Incluido en la revisién bibliogréfica de la Rua-Domenech et al. (2006) y en estudios mediante andlisis
Bayesiano realizados en Espana e Irlanda (Alvarez et al., 2012a; Lahuerta-Marin et al., 2018).

Test Se Sp Referencia

IDTBs 100 88,6 Leslie et al., 1975
91,2 75,5 Francis et al., 1978
91 - Domingo et al., 1995
80,2 - Gonzélez-Llamazares et al., 1999
86,4 90 Pollock et al., 2003
- 96,8 Cagiola et al., 2004
69,4 99,4 Alvarez et al., 2012a

IDTBc - 100 Leslie et al., 1975
91,4 99,9 Leslie et al., 1975
95,5 97,8 O'Reilly y MacClancy et al., 1975
68,6 88,8 Francis et al., 1978
55,1 100 Neill et al., 1994
93,3 - Doherty et al., 1995
90,9 - Costello et al., 1997
90,9 100 Ameni et al., 2000
- 94 Buddle et al., 2001
52-80 99-100 Quirin et al., 2001
75-93,5 - Norby et al., 2004
59 93 Lahuerta-Marin et al., 2018

Es necesario indicar que en muchos estudios retrospectivos dirigidos a evaluar
la Se/Sp, los datos de IDTB empleados para las estimaciones no proceden del
saneamiento en que se detecta el brote, sino de posteriores, en los que la IDTB
suele mostrar peores resultados en cuanto a Se, al existir teéricamente una menor
prevalencia de infeccién y una mayor proporcién de animales en fases recientes
de la misma, que son més dificiles de detectar. Otro aspecto a tener en cuenta es
el rendimiento variable que pueden tener las pruebas dependiendo de los fac-
tores comentados en secciones anteriores y que frecuentemente estan presentes
en los estudios en los que se evalla la prueba de la IDTB.

La IDTBc es la prueba oficial de mayor Sp entre las disponibles. La Sp de la
IDTBs es, en términos generales, elevada también, aunque en determinadas
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situaciones epidemioldgicas puede verse mermada, originando falsos reacto-
res positivos. Estas reacciones cruzadas pueden originarse por la presencia de
otras micobacterias no tuberculosas, siendo las mas comunes las incluidas en
el complejo M. avium (MAC), como M. avium subsp. paratuberculosis (MAP),
causante de la enfermedad de Johne o PTB (Alvarez et al., 2008, 2009) (ver
capitulo 4.2.3.).

En los ultimos afios, con el fin de incrementar la Sp de las pruebas diagnésti-
cas para la deteccion de TB, se vienen realizando estudios para el desarrollo de
antigenos alternativos a la PPD bovina para su empleo en la IDTB, en el test de
deteccion de IFN-y y en las pruebas basadas en la respuesta inmune de base hu-
moral. El fundamento para desarrollar estos antigenos (mezclas de péptidos sin-
téticos y proteinas recombinantes como ESAT-6, CFP-10 o Rv3615c, entre otros)
fue inicialmente la diferenciacién de animales vacunados con BCG e infectados
(estrategia DIVA), pues estaban ausentes en la cepa vacunal pero presentes en el
resto de micobacterias del MTBC, aunque posteriormente se amplié al desarrollo
de antigenos que mejorasen la Sp de las pruebas diagnoésticas, especialmente de
aquellas menos especificas, como la técnica de deteccién de IFN-y. Para evaluar
el rendimiento de los mismos se han realizado diversos estudios en animales,
obteniendo el mejor rendimiento de Se y Sp al emplear una combinacién de di-
versos antigenos (Bezos et al., 2014). La mayor limitacion frente al uso de las PPD
tradicionales es que ese incremento de Sp conlleva un cierto detrimento de Se,
razén por la que su uso de rutina en situaciones de presencia de infeccion no se
ha contemplado hasta la fecha.

A pesar del rendimiento variable que muestra la IDTB en los distintos estudios,
es necesario remarcar que cuando se realiza correctamente y en condiciones fa-
vorables, su rendimiento es elevado, de hecho, es la herramienta diagnéstica
con la que diversos paises han conseguido alcanzar el estatus de oficialmente
indemnes de TB bovina.

4.2.2. Ensayos de liberacion de interferén gamma para el diagnéstico
de tuberculosis (IGRAs)

Bernat Pérez de Val, Julio Alvarez, José Dominguez, Mariano Domingo,
Javier Bezos

Historia y concepto

El uso de los ensayos de liberacion de IFN-y, conocidos como IGRAs (de su
acepcién en inglés: Interferon-gamma release assay), se remonta a finales de
los afios 80 del siglo XX cuando un equipo de cientificos del CSIRO (Parkville,
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Australia), liderados por Paul Wood, Jim Rothel y Tony Radford, desarrollé un
método in vitro de inmunodiagnéstico de la TB bovina (Rothel et al., 1990) que
cambid el paradigma del diagndéstico Unicamente basado en la IDTB. Su idea
fundamental era utilizar el IFN-y, una citoquina que el hospedador utiliza en su
respuesta inmunitaria frente a la infeccion para intentar eliminar los bacilos que
causan la TB, como un marcador de la infeccién activa que pudiese ser detectado
con fines diagndsticos.

El objetivo del método, ya desde su inicio, era complementar la IDTB para
incrementar la Se global del diagnéstico de la TB bovina y asi poder detectar las
infecciones residuales que no se detectaban con esta prueba, lo que conducia a
una prolongacién de los brotes de TB (Gormley et al., 2006; EFSA, 2012).

A diferencia de la IDTB, el IGRA es un ensayo ex vivo e in vitro que consta de
dos fases: (1) toma de muestra de sangre completa heparinizada que se envia
de forma inmediata al laboratorio para su estimulacién con antigenos de las
micobacterias (en la prueba oficial del programa de erradicacién de TB bovina
seran PPD bovina y aviar) y posterior incubacién a 37 °C durante 18-24 h y, (2)
deteccién y cuantificacién de IFN-y liberado en el plasma sobrenadante a tra-
vés de una técnica inmunoenziméatica ELISA. De este modo, si un animal esté
infectado por TB y ha activado la respuesta inmunitaria frente a la infeccion,
habra células del sistema inmune (células T) circulando en sangre periférica
capaces de reconocer de forma especifica a los antigenos de las micobacterias
causantes de TB. Asi, cuando en el laboratorio se afaden antigenos de la mi-
cobacterias (por ejemplo PPD bovina), las células presentadoras de antigeno
que también estan presentes en la sangre (por ejemplo, macréfagos o células
dendriticas) presentaradn estos antigenos a las células T y éstas, como ya es-
tan activadas frente al patégeno, reconoceran los antigenos y como respuesta
produciran una cantidad significativa de IFN-y en un breve periodo de tiempo
(16-24h), que podré ser detectada y cuantificada por ELISA y comparada con
los niveles de IFN-y basales (sangre sin estimular) o de sangre estimulada con
PPD aviar (Figura 23).
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Figura 23. Fundamento de las pruebas diagnésticas basadas en la inmunidad mediada
por células. A) Intradermorreaccién (IDTB) simple: prueba in vivo en la que tras la
inoculacién intradérmica de la tuberculina (por ejemplo, tuberculina bovina, PPD-B)

se produce la presentacién antigénica a las células T activadas por la infeccién y éstas
producen citoquinas, que a su vez generaran una respuesta inflamatoria local que se mide
alas 72 h B) IGRA en sangre total: prueba ex vivo en la que sangre obtenida de forma
reciente (< 8 h) se estimula in vitro con reactivos antigénicos (por ejemplo, tuberculinas aviar
y bovina, PPD-A y PPD-B) manteniendo un control sin estimular en el que se afiade solo
diluente (por ejemplo PBS). De forma equivalente a la IDTB, los antigenos se presentan a las
células T previamente sensibilizadas y éstas producen y secretan interferén-gamma (IFN-y),
que seré posteriormente detectado en plasma por medio de un ELISA de captura.

En Espafa se empezé a utilizar la prueba a principios de los afios 90; en con-
creto, en 1995, un grupo de la Universidad Auténoma de Barcelona publicé el pri-
mer estudio de diagndstico comparado entre IGRA y IDTB, realizado en Catalufia
(Domingo et al., 1995). Posteriormente, el uso del IGRA se fue implantando en
los programas de erradicacién y actualmente el IGRA basado en tuberculinas es
considerado en la UE como prueba oficial complementaria para el diagndstico
de la TB bovina (Decision de la Comisiéon de 8 de julio de 2002 que modifica la
Directiva 64/432/CEE).

Tal fue el impacto de esta nueva tecnologia, que también se desarroll6 para
el diagndstico de la TB humana, un campo en el cual los IGRA también han ido
ganando peso y han experimentado un gran desarrollo como se explicard en este
capitulo.
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IGRASs para el diagnéstico de tuberculosis en especies animales

Tras el desarrollo inicial del concepto IGRA, Wood y Rothel del CSIRO,
conjuntamente con Stephen Jones y John Cox de la compafia CSL (Parkville,
Australia), prosiguieron sus investigaciones mediante estudios de campo a gran
escala (Wood et al., 1991), para desarrollar un producto util en las camparias
de erradicacién de la TB bovina. Finalmente, CSL registré la tecnologia y la
comercializé a nivel global para el diagnéstico de TB en bévidos con la marca
Bovigam® (Wood y Jones, 2001) y también para primates (Primagam®) y cérvi-
dos (Cervigam®). Aunque este Gltimo ya no estéd disponible a nivel comercial,
otros equipos cientificos internacionales han desarrollado un nuevo ensayo para
cérvidos (Risalde et al., 2017), asi como otras especies susceptibles a TB entre
las que se incluyen camélidos (Rhodes et al., 2012), suidos (Pesciaroli et al.,
2012), tejones (Dalley et al., 2008), elefantes (Angkawanish et al., 2013) o incluso
leones (Maas et al., 2012).

Tras la introduccion del kit Bovigam® (actualmente comercializado por
Thermofisher Scientific), otro IGRA para bévidos comercializado mas reciente-
mente, el kit ID Screen® Ruminant IFN-g (IDvet), también estad siendo utilizado
en los programas de erradicacién de TB bovina. En ambos casos, los kits de IGRA
se han desarrollado y evaluado principalmente teniendo en cuenta el uso de tu-
berculinas (PPD bovina y PPD aviar) como reactivos de estimulacién de la sangre
total de los animales. Las diferencias entre ambos kits en cuanto a la interpreta-
cién de resultados y su uso en diferentes situaciones epidemiolégicas han sido
estudiadas a fondo y sus implicaciones en la Se y la Sp del método diagndstico
se discuten con posterioridad en este capitulo.

Ambos kits, aunque desarrollados para su uso en programas de erradicacién
de TB bovina, permiten también el diagndstico de TB en otros bovinos (como
bufalos o bisontes), asi como en caprinos (Bezos et al., 2012c¢) y ovinos (Mufioz-
Mendoza et al., 2016), debido a que la alta homologia entre las secuencias
aminoacidicas del IFN-y entre estas especies posibilita que los anticuerpos de
los kits los reconozcan. No obstante, el refinamiento de la técnica y su interpre-
tacion para mejorar la eficiencia del diagnéstico en estas especies es objeto de
investigacion.

En relacién a la fauna silvestre, a pesar de que los IGRAs también han sido
desarrollados en las principales especies reservorio (como jabalies, ciervos
o tejones), los requisitos del método (toma de muestras de sangre y cultivo
ex vivo inmediato de la misma) no los hacen especialmente indicados para
fines diagndsticos, méas alld de estudios concretos de inmunidad en condi-
ciones controladas, o para animales de centros zoolégicos con mas posibi-
lidades de manejo. No obstante, en términos de investigacion, el IGRA es
una herramienta Gtil para estudiar la respuesta inmune de los animales a la
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infeccion tuberculosa, o para valorar la inmunogenicidad de vacunas u otros
inmunoestimuladores.

IGRASs para diagnéstico de tuberculosis en la especie humana

Hace ya més de una década que se introdujo en la préctica clinica la utiliza-
cién de técnicas de immunodiagndstico in vitro, las cuales permiten diagnos-
ticar la infeccion tuberculosa mediante pruebas de laboratorio. Basicamente,
estas técnicas consisten en la estimulacién in vitro de las células T circulantes
en sangre, mediante antigenos especificos de M. tuberculosis. En el caso de
que el individuo esté infectado, sus células T responderan liberando una amplia
variedad de citoquinas que pueden ser detectables mediante técnicas inmuno-
|6gicas. La citoquina detectada en las técnicas disponibles comercialmente es
el IFN-y. La principal virtud de los IGRAs comerciales radica en los antigenos
que utiliza para la estimulacion de las células T, la proteina 6-kD early-secreted
antigenic target (ESAT-6) y la 10-kD culture filtrate protein (CFP-10), ambos co-
dificados en la regién de diferencia 1 (RD1) (Andersen et al., 2000). Estos an-
tigenos especificos de las micobacterias causantes de TB no estan presentes
ni en el bacilo vacunal BCG (bacilo de Calmette-Guérin) ni en la mayoria de
micobacterias ambientales.

Las dos técnicas disponibles comercialmente son el QuantiFERON®-TB
Gold Plus (QFT-Plus) (Qiagen, Disseldorf, Alemania) y el T-SPOT®-TB (Oxford
Immunotec, Oxford, Reino Unido). El QFT-Plus permite identificar la respuesta
por células T-CD4 y células T-CD8. La principal diferencia entre las dos técnicas
IGRA reside en que mientras el QFT-Plus estimula sangre total y cuantifica la
cantidad de IFN-y liberado mediante ELISA, el T-SPOT-TB cuantifica el nime-
ro de células T que producen IFN-y en respuesta a la estimulacion mediante
ELISPOT. Los IGRAs también presentan otra potencial ventaja como es incluir
controles negativos y positivos para identificar posibles reacciones inespecifi-
cas y falsos resultados negativos (Dominguez et al., 2008). En este sentido, los
IGRAs también se pueden ver afectados por la inmunosupresién, y su dificultad
para responder a los antigenos de M. tuberculosis, si bien, los estudios reali-
zados parecen indicar que el impacto seria menor que sobre la IDTB (Sester et
al., 2014).

El principal objetivo del cribado de infeccion tuberculosa seria poder iden-
tificar y tratar a aquellos individuos que estan infectados y que van a pro-
gresar a enfermedad activa. Sin embargo, tanto la IDTB como los IGRAs,
en mayor o menor medida, Unicamente detectan sensibilizacion a los anti-
genos, pudiendo ser tanto individuos con infeccién reciente y mayor riesgo
de progresar, como individuos con infecciéon antigua con muy bajo riesgo,
o en los que el riesgo de progresar es nulo, pero que alin mantienen una
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respuesta inmune frente a la micobacteria. Es decir, que la capacidad de la
IDTB y de los IGRAs de predecir el desarrollo de TB es muy pobre, ya que
un gran numero de individuos con resultado positivo no progresaran hacia
enfermedad tuberculosa (Diel et al., 2011). Sin embargo, aun con esta limi-
tacion, los IGRAs han mejorado significativamente el diagndstico de la infec-
cién tuberculosa. A pesar de presentar valores predictivos similares, su mayor
Sp ha permitido reducir el nimero de tratamientos preventivos innecesarios
sin aumentar el riesgo de desarrollo de TB activa ulterior (Altet et al., 2015).
Ademas, los IGRAs han mejorado la deteccién de infeccidn tuberculosa en
pacientes inmunodeprimidos.

Reactivos

Mas alla de los kits de ELISA o ELISPOT para la deteccién de IFN-y mencio-
nados en apartados anteriores, los IGRAs requieren reactivos para estimular los
linfocitos de sangre periférica y que éstos produzcan la citoquina en cuestion.
Las tuberculinas consisten en una mezcla de proteinas, hidratos de carbono y
lipidos obtenidas de las micobacterias (Tameni et al., 1998), y esta composicién
tan variada ofrece la ventaja de una elevada Se de los métodos diagndsticos ba-
sados en tuberculinas debido a la gran cantidad de antigenos de micobacteria
que contienen. Por el contrario, este hecho puede suponer una pérdida de Sp,
debido a que algunos de estos antigenos son compartidos por micobacterias no
tuberculosas. La identificacion de antigenos presentes solamente en las mico-
bacterias tuberculosas, pero no en otras micobacterias, y por tanto, mas espe-
cificos, ha permitido desarrollar nuevos reactivos con mayor Sp que las tubercu-
linas. Las proteinas ESAT-6 y CFP-10, como antigenos especificos de la mayoria
de micobacterias tuberculosas, son las mas estudiadas para su uso en los IGRAs
y se incorporan como reactivos en casi todas las nuevas generaciones de IGRAs
para el diagndstico de la TB animal o humana (Vordermeier et al., 2001; Pai et
al., 2004), aunque en el primer caso todavia no existen para uso comercial ni con
protocolos armonizados.

La investigacién y el desarrollo de estos nuevos reactivos estd muy vinculado a
la necesidad de obtener formulaciones que igualen o mejoren la eficiencia de las
tuberculinas y que incrementen la Sp del diagndstico, evitando reacciones frente
a micobacterias no tuberculosas. Del mismo modo, se eliminaria la interferencia
diagnostica en un hipotético escenario en el que se utilizara la vacuna atenuada
BCG (Vordermeier et al., 2016b), ya que desafortunadamente, la vacunacién con
BCG sensibiliza a los individuos frente a las tuberculinas, comprometiendo seria-
mente la Sp del diagnéstico de TB. Por este motivo, los nuevos antigenos espe-
cificos concebidos para reemplazar a la tuberculina, tanto en los IGRA como en
la prueba de IDTB, se estan desarrollando para las denominadas pruebas DIVA
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(de su acepcidn en inglés: differentiation of infected from vaccinated animals),
que permiten diferenciar aquellos animales con una infeccién de los vacunados
no infectados.

Entre los reactivos DIVA, los antigenos ESAT-6 y CFP-10 han sido evaluados en
pruebas de campo en bovinos y caprinos, ya sea formulados como céctel pepti-
dico, coctel proteico o como proteina de fusion (Waters et al., 2004a; Cockle et
al., 2006; Pérez de Val et al., 2016). El antigeno TB7.7. también se ha incorporado
en IGRAs comerciales para el diagndstico de la TB humana (Diel et al., 2008),
pero una de sus limitaciones es que el gen que codifica este antigeno no esta
presente en el genoma de las principales variantes causantes de TB animal por lo
que su uso no es apto para veterinaria. Otros antigenos como Rv3615c (Sidders
et al., 2008; Millington et al., 2011) o Rv3020c (Jones et al., 2012) han sido eva-
luados mads recientemente para su potencial uso en el inmunodiagnéstico de la
TB humana y/o animal, con resultados prometedores en estudios de laboratorio
realizados en condiciones controladas, aunque serd necesario contrastarlos con
estudios de campo a gran escala.

Finalmente, el complejo multiproteico P22, obtenido a partir de la PPD bovi-
na y desarrollado principalmente para el diagnéstico serolégico de TB, también
puede ser un buen candidato para reemplazar a las tuberculinas en las pruebas
de IDTB e IGRAs, ya que contiene muchas proteinas inmunogénicas de la PPD
bovina en alta concentracién, mientras que, por otro lado, comparte muchos me-
nos antigenos con la PPD aviar que la propia PPD bovina (Infantes-Lorenzo et al.,
2017).

Condiciones del ensayo

Como se ha comentado anteriormente, los IGRAs constan de dos fases bien
diferenciadas: (1) una primera consistente en la extraccién de la muestra de
sangre de los animales y su remision al laboratorio, donde se estimula con los
antigenos (PPDs o antigenos especificos, Figura 24A) y posteriormente se in-
cuba durante 18-24 h a 37 °C (Figura 24B), y una segunda fase (2), consistente
en la deteccién del IFN-y liberado con un ELISA de captura comercial (Figura
24C). La primera fase puede considerarse la mas critica, pues existen diversos
factores que pueden afectar a los resultados obtenidos. La segunda fase de
realizacién del ELISA no es compleja si la realiza personal experimentado, aun-
que hay aspectos del protocolo (el criterio de interpretacion, entre ellos) que
pueden diferir entre kits y la aplicacién bajo la norma en los diferentes paises,
afectando a la Se y/o Sp de los resultados (Schiller et al., 2009; Bezos et al.,
2011a).
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Figura 24. Realizacién del IGRA en sangre completa.

A) Estimulacién de sangre heparinizada obtenida a partir de cada individuo con los
antigenos. B) Incubacién a 37 °C 'y 0,5% de CO2 durante18-24 h. C) Realizacién del ELISA
de deteccién de interferén-gamma (IFN-y) en el plasma sobrenadante

obtenido a partir de las sangres estimuladas.

Actualmente, se conocen diversos factores que afectan al rendimiento de la
prueba IGRA para el diagnéstico de la TB bovina y, por tanto, que condicionan su
uso. Se describen a continuacion algunos de los mas importantes.

Un factor a tener en cuenta al aplicar IGRA en una explotaciéon es el momento
en el que se realizé la dltima IDTB. Aunque existen resultados contradictorios al
respecto, numerosos autores describen que una IDTB reciente puede modificar
sustancialmente la Sp de la prueba (de la Rua-Domenech et al., 2006; Schiller et
al., 2010). De acuerdo con el protocolo vigente en Espafia, el test de deteccion
de IFN-y debe realizarse en muestras procedentes de animales en los que no se
haya aplicado la IDTB en un periodo minimo de 60 dias (MAPA, 201%b), asegu-
rando asi la ausencia de dicho efecto.

Con el fin de evitar respuestas inespecificas, la técnica IGRA tampoco se reco-
mienda para el diagnéstico oficial en animales menores de 6 meses (Mackay et
al., 1989). También se hace necesario el empleo de tubos con heparina de litio
al realizar la recogida de la sangre, ya que el uso de otro anticoagulante pue-
de interferir en la prueba (Rothel et al., 1992). Para que los linfocitos produzcan
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IFN-y en respuesta a la estimulacién es esencial que se extremen las medidas
para garantizar su viabilidad, tanto al realizar la recogida de la sangre como en
el transporte de la misma (evitando, por ejemplo, variaciones muy marcadas de
temperatura), ya que cualquier dafio y/o alteracién en el proceso puede disminuir
sustancialmente la poblacién de linfocitos y, por tanto, alterar la producciéon de
IFN-y (Okafor et al., 2014). Por esta razén, se recomienda el transporte de la san-
gre a temperatura ambiente (18-22 °C), nunca refrigerada o congelada.

Otro de los puntos criticos que presenta este test diagndstico es el tiempo que
transcurre desde que se recoge la sangre en la explotaciéon hasta que se realiza la
estimulacién de la misma en el laboratorio (Schiller et al., 2009). Este parédmetro
es un factor limitante en ciertas regiones, debido al nimero y accesibilidad de
los laboratorios capacitados para realizar la técnica, lo que puede hacer necesa-
rio considerar periodos prolongados en ciertas regiones o paises. Originalmente
se recomendaba que este intervalo no excediera las 16 h (Rothel et al., 1992),
aunque actualmente en Espafia se recomienda que la estimulacién de la sangre
se realice en las 8 primeras h tras su recogida (MAPA, 2019b). Esta practica se
basa en estudios que demostraron que, a medida que se incrementaba el tiempo
entre la recogida y la estimulacion de la sangre, los valores de densidad 6ptica
obtenidos en el ELISA disminuian (relacionado con la destruccion progresiva de
los linfocitos en la muestra una vez extraida), reduciendo de forma significativa la
Se de la técnica y traduciéndose en la clasificacién errébnea de animales infecta-
dos como negativos (falsos negativos), tanto en ganado caprino como en bovino
(Gormley et al., 2004; Bezos et al., 2011a). En un estudio realizado por Gormley
y colaboradores en ganado bovino, se observé una disminucién significativa de
la Se del IGRA al emplear muestras estimuladas 24 h tras su recogida en compa-
racion con aquellas estimuladas tras 8 h (Gormley et al., 2004). Afos més tarde,
en otros estudios realizados por Coad y colaboradores en Gran Bretafia y Waters
y colaboradores en Estados Unidos, no se observé un cambio en la cantidad de
IFN-y detectado en las muestras procedentes de siete animales infectados de
forma experimental al realizar el test de deteccién de IFN-y con muestras estimu-
ladas 8 y 24 h tras su extraccién (Coad et al., 2007; Waters et al., 2007), si bien, en
el segundo, los animales incluidos eran menores de 6 meses y quizé este hecho
pudo afectar a los resultados obtenidos. Sin embargo, en un estudio realizado
por Schiller y colaboradores, en ganado libre e infectado de forma experimental
y natural (aproximadamente 200 animales en cada grupo), se demostré de nuevo
que la estimulacion de las muestras transcurridas 24 h desde la recogida, en lugar
de las 8 recomendadas, ocasionaba una cierta disminucién de la Se de la prueba
(Schiller et al., 2009).

Respecto al ELISA empleado en la segunda fase de la prueba IGRA para la
deteccion de IFN-y liberado por los linfocitos, es necesario indicar que existen
diferentes pruebas comerciales para ganado bovino, siendo muy parecidas en
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cuanto al protocolo, pero dejando algunos aspectos del mismo a criterio del
laboratorio/pais donde se realiza el ensayo, lo que dificulta la estandarizacion y
puede provocar diferencias en los resultados. Entre las tareas del Laboratorio de
Referencia Europeo (EU-RL) de TB bovina figura la de la armonizacién de las téc-
nicas empleadas para el diagndstico de la TB bovina. Hace unos afios, con origen
en una opinién de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) sobre
la posibilidad de emplear IGRA con idéntico propdsito que la IDTB en el contexto
de los programas de erradicacién, se puso de manifiesto la importancia de una
armonizacién previa de la técnica (EFSA, 2012). Entre los factores estudiados, se
identificaron algunos que eran criticos, pues podian modificar sustancialmente
los resultados, y que se sumaban a los anteriormente comentados. Entre estos
factores destacaban: (1) la potencia biolégica de las tuberculinas empleadas para
la estimulacion de la sangre, (2) la cantidad de tuberculina empleada para dicha
estimulacion, (3) las condiciones de conservaciéon de los plasmas empleados en
el ELISA o (4) el criterio de interpretacién de resultados aplicado. Todos estos fac-
tores fueron analizados, recomendandose ciertas directrices como: (1) el empleo
de tuberculinas que cumpliesen los criterios de la OIE y la Farmacopea Europea
en lo relativo a potencia biolégica, (2) el uso de una concentracién de tuberculina
para la estimulacion de 20 pg/ml o (3) el empleo de plasma refrigerado duran-
te un maximo de 7 dias o congelado en caso de tiempos superiores. Respecto
al criterio de interpretaciéon aplicado, hay que remarcar que puede variar entre
los diferentes fabricantes, pero normalmente est4 condicionado por la situacién
epidemioldgica existente en cada pais. Por ejemplo, en Espafa el criterio de
interpretacion es previamente definido por el MAPA en consenso con diversos
expertos en la materia, teniendo en cuenta resultados de experimentos que co-
rroboren el criterio 6ptimo para alcanzar los objetivos buscados. En condiciones
6ptimas, el criterio empleado deberia de tener en cuenta las particularidades de
la respuesta inmunitaria frente a la infeccion, y ser robusto frente a las diversas si-
tuaciones epidemioldgicas que puedan presentarse en los rebafios (por ejemplo,
interferencia de otras micobacterias no tuberculosas).

Sensibilidad (Se) y especificidad (Sp)

Desde las primeras aplicaciones de las pruebas IGRA para la deteccion de ani-
males tuberculosos a finales de los afios 80/principios de los 90 se han realizado
numerosos trabajos para la evaluacion de la Se y Sp de éstas, ofreciendo una con-
siderable variabilidad en las estimaciones. De acuerdo a un meta-analisis publi-
cado recientemente y que consideré aquellos trabajos que aportaron resultados
evaluables de Se y Sp de IGRAs (27 articulos y 172 estimaciones en el caso de la
Se, y 19 articulos y 145 estimaciones en el caso de la Sp) (Downs et al., 2018), la
Se global del IGRA basado solamente en el uso de la PPD bovina seria del 84-87%
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(intervalo de credibilidad del 95% de 72-95%) y su Sp del 91-97% (IC 95% de 86-
98%) (Nunez-Garcia et al., 2018). En el caso del IGRA basado en el uso de PPD bo-
vinay PPD aviar, mas utilizado en la actualidad, dichos valores serian del 67-83%
(IC 95% de 49-92%) en el caso de la Se y del 94-98% (IC 95% de 88-99%) en el
caso de la Sp (Nufez-Garcia et al., 2018). Estos valores estan en los rangos de
los descritos una década antes en otra revisién sobre diagndstico de TB bovina
basada en los primeros trabajos realizados con IGRA, y que ofrecia unas esti-
maciones de Se del 88% (rango 73-100%) y de Sp del 97% (rango 85-99%) (de
la Rua-Domenech et al., 2006). La mayor parte de trabajos realizados coinciden
en describir la mayor Se de las técnicas de IGRA comparadas con las pruebas
cuténeas (y sumenor Sp). Estas dos revisiones ponen de manifiesto las grandes
diferencias que pueden esperarse entre estudios enfocados a determinar el
rendimiento de los IGRAs. El origen de estas diferencias en las estimaciones
de la Se y Sp de la técnica puede encontrarse en varios factores relacionados
con la propia prueba evaluada (uso de diferentes kits comerciales, puntos de
corte, y todas aquellas variaciones en las condiciones del ensayo revisadas en
el punto anterior y que afectaran al resultado de la técnica), pero también en
los referentes al disefo del estudio (fundamentalmente la poblacién analizada y
el tipo de analisis realizado para la determinacién de la fiabilidad de la prueba,
dos aspectos que estan intimamente relacionados).

Con respecto a la poblacién analizada cabe destacar la variedad de criterios
elegidos para la selecciéon de animales incluidos en estudios de evaluacion de
IGRAs. La aproximacion tradicional ha sido utilizar animales con un estado de
infeccién (infectado/libre de enfermedad) conocido, mediante el uso de infor-
macién complementaria, que permita construir un criterio de referencia o gold
standard. En el caso de trabajos destinados a la determinacién de la Sp de la
prueba, la estrategia mas sencilla es sin duda el uso de animales procedentes
de explotaciones/regiones certificadas como libres de TB o con un riesgo de
infeccién considerado muy bajo, ya que en este caso todos los reactores positi-
vos pueden ser considerados directamente como falsos positivos (Cagiola et al.,
2004; Vordermeier y Ewer, 2006; Antognoli et al., 2011; Gormley et al., 2013). Del
mismo modo, en el caso de los estudios encaminados a la evaluacién de la Se,
una estrategia utilizada cominmente es el uso de animales cuya estado de infec-
cion es conocido, lo cual puede obtenerse de dos maneras fundamentalmente:
animales infectados experimentalmente (Rothel et al., 1992; Waters et al., 2004b;
Denis et al., 2007; Schiller et al., 2009) o animales cuya infeccién se ha confirma-
do mediante otras pruebas diagndsticas, normalmente post mortem (deteccion
de lesiones compatibles con TB y/o cultivo bacteriolégico) (Schiller et al., 2009;
Aagaard et al., 2010; Marassi et al., 2010; Antognoli et al., 2011). En numerosos
estudios, no obstante, se combinan las diferentes poblaciones (animales de re-
bafios libres, animales infectados experimentalmente y animales con infeccion
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confirmada mediante otras pruebas) para obtener resultados globales de Se y
Sp. Todas estas estrategias basadas en la existencia de un criterio de referencia
tienen importantes limitaciones, que pueden llevar al analisis de poblaciones no
representativas de aquella en la que se utiliza la prueba posteriormente, lo que
puede producir resultados sesgados y engafiosos. En el caso del analisis de ani-
males de rebafos/regiones libres de TB, puede que éstos estén expuestos a dife-
rentes factores/estimulos antigénicos comparado con los animales no infectados
en zonas (o rebafios) donde la enfermedad si esta presente (por ejemplo, debido
a una mayor o menor prevalencia de micobacterias ambientales que den lugar
a reacciones cruzadas en las zonas libres de enfermedad, lo que provocaria una
subestimacion o sobreestimacién de la Sp, respectivamente). El uso de animales
infectados experimentalmente puede también generar resultados sesgados ya
que, debido a la alta carga usada en dicha infeccidn, estos animales experimenta-
ran con frecuencia una respuesta inmune mas intensa y, por tanto, mas facilmente
detectable (lo que puede llevar a sobreestimar la Se de la prueba). Por dltimo, en
el caso de los animales con un estado de infeccién conocida (normalmente con
lesiones visibles macroscopicamente y/o un cultivo positivo), debido al tiempo
requerido normalmente para el desarrollo de dichas lesiones y/o la multiplica-
cién de las micobacterias hasta niveles detectables mediante bacteriologia, su
uso implica normalmente la consideracién exclusivamente de animales en fases
relativamente avanzadas de la enfermedad que seran, por tanto, mas facilmente
detectables, lo que una vez més puede llevar a una sobreestimacion de la Se.

Es por esto que en los Ultimos afios se ha venido realizando un tipo de ana-
lisis alternativo al de poblaciones definidas por un gold standard, basado en el
analisis de clases latentes (Latent Class Modeling, LCM), normalmente realizado
utilizando técnicas de modelizacién Bayesianas (Clegg et al., 2011; Alvarez et al.,
2012a; EFSA, 2012; Pucken et al., 2017; Al-Mougatea et al., 2018; de la Cruz et
al., 2018; Lahuerta-Marin et al., 2018). Dichas técnicas se basan en el calculo de la
Sey la Sp de la prueba diagndstica a evaluar en poblaciones cuyo estado real de
infeccion se desconoce, pero que puede estimarse a partir de un cierto conoci-
miento previo sobre el grado de infeccién (y la Se y Sp esperada de las pruebas),
particularmente en el caso de que haya resultados disponibles de otras pruebas
diagnésticas (Enge et al., 2000; Branscum et al., 2005). Esta aproximacion tiene
el inconveniente de depender parcialmente de la disponibilidad (y fiabilidad) de
esa informacién a priori, si bien su impacto sobre las estimaciones de Se y Sp
puede evaluarse. A cambio, tiene la ventaja de no depender de la precision de
una técnica de referencia (el gold standard) que, en el caso del diagndstico de la
TB bovina, en la préctica no existe (dado que el cultivo, tradicionalmente usado
como prueba de referencia, tiene una Se limitada). Si bien existen diferencias en
los protocolos evaluados y las poblaciones animales estudiadas (en términos de
prevalencia de enfermedad, raza, etc.) en los distintos estudios basados en LCM,
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los valores descritos en los mismos oscilan alrededor del 70-95% en el caso de
la Se y del 75-99% en el caso de la Sp, con la notable excepcion de un estudio
realizado sobre 175 animales sometidos a la prueba de IDTB 2-28 dias antes en
Alemania que ofrecié valores de Sp por debajo del 30% en lo que fue el primer
uso de esta prueba en condiciones de campo en el pais, y en el que también
se describe un muy bajo nivel de acuerdo entre los resultados de la prueba de
IGRA en distintos laboratorios, lo que sugiere que dichos resultados pueden no
ser representativos del rendimiento de la prueba en otras situaciones (Pucken et
al., 2017).

Perspectivas de futuro

Los IGRAs, fundamentalmente los utilizados para el diagnéstico de la TB hu-
mana, han evolucionado tanto en su procedimiento técnico (diferentes genera-
ciones de ELISA y ELISPOT a partir de sangre total y células del sistema inmune
aisladas de sangre periférica, respectivamente), como en el uso reactivos mas
especificos que las tuberculinas. Por el contrario, en el diagnéstico de TB animal,
y concretamente de la TB bovina, los procedimientos de los IGRAs no son muy
diferentes a los que utilizaban Rothel y Wood 30 afios atrés.

A corto plazo y a escala europea es necesario que los fabricantes de los
kits, conjuntamente con el EU-RL de TB bovina y los laboratorios de referencia
nacionales y regionales, colaboren en la armonizacién y estandarizacién de los
protocolos, caracteristicas 6ptimas para el ensayo e interpretacion de resul-
tados de los kits IGRA disponibles para el diagndstico de la TB bovina, con
el objetivo de evitar la disparidad de datos de Se y Sp del método que esta
carencia ocasiona. También serd necesario que, paralelamente al desarrollo de
nuevos reactivos basados en antigenos definidos, se trabaje en las caracteris-
ticas que deberia tener una “tuberculina de referencia”, que pueda emplearse
como reactivo estimulante Unico en los kits IGRA, y que sea también utilizada
por los fabricantes de los kits para estandarizar la interpretacién de resultados
en sus laboratorios.

Las tuberculinas son preparados antigénicos obtenidos a partir de micobac-
terias inactivadas por calor que contienen diversos antigenos, que generan re-
acciones cruzadas debidas a la exposicion a otras micobacterias no patégenas.
Por ello, a medio plazo, las técnicas actuales deberan ser mejoradas substancial-
mente por la via del reemplazo o la depuracion de las tuberculinas, desarrollando
otros reactivos que contengan antigenos mas especificos (Schiller et al., 2011).
Las técnicas de diagndstico de TB bovina basadas en tuberculinas, fundamental-
mente la IDTB, fueron concebidas para diagnosticar la enfermedad a nivel de re-
bafio, pero el incremento del comercio internacional estd implicando cambios en
el diagnéstico de enfermedades como la TB animal, por ejemplo, en la necesidad
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de incrementar el peso de los controles pre-movimiento. Este hecho, conjunta-
mente con la necesidad de implementar estrategias de control y vigilancia sa-
nitaria alternativas, desde la perspectiva de paises y regiones con el estatus de
oficialmente libres de TB, requerirdn un mayor nivel de fiabilidad diagndstica para
identificar la infeccion a nivel individual.

El empleo de las tuberculinas también supone la principal limitaciéon para el uso
de vacunas frente a la TB animal, ya que la vacuna BCG u otras vacunas basadas
en micobacterias, generan interferencias en el diagndstico al contener la mayoria
de los antigenos de las tuberculinas. Para superar esta limitacién es necesario el
uso de reactivos DIVA que sean como minimo tan sensibles como las tuberculinas
(Vordermeier et al., 2016b). Un estudio realizado en Gran Bretafa, utilizando un
modelo de transmisién de la TB bovina intra-rebafio, concluyé que la vacunacién
con BCG en diferentes escenarios, requeriria un diagnéstico con una Sp supe-
rior al 99,85% para ser efectiva en términos de coste-beneficio (Conlan et al.,
2015), aunque este valor de Sp puede ser alcanzable con los reactivos de diag-
nostico DIVA evaluados hasta la fecha, modificando puntos de corte de la técnica
(Vordermeier et al., 2016b). El reto recae en mantener niveles de Se similares al
de las pruebas basadas en tuberculinas. Por ello, uno de los principales desafios
que se plantean es la identificacion de antigenos adicionales que complementen
los reactivos DIVA ya existentes para IGRAs (ESAT-6, CFP-10 y RV3615c), con el
objetivo de mejorar su Se sin afectar su Sp. Los nuevos reactivos suelen ser eva-
luados principalmente en estudios llevados a cabo en condiciones de laboratorio,
pero para su desarrollo, serd necesario evaluarlos también en estudios de campo
testando animales vacunados.

Finalmente, otro elemento a explorar es la posibilidad de iniciar la estimula-
cion de las sangres desde el momento de su extraccién en el rebafio. Esta posi-
bilidad requeriria el desarrollo de innovaciones tecnolégicas (como ya se hizo en
los IGRAs para diagnéstico de TB humana mediante el uso de tubos de extrac-
cién que ya contienen los antigenos), y también seria necesario el uso de equipos
que permitan iniciar la incubacién durante el transporte de las muestras, ya que
se ha descrito que la temperatura minima para la incubacién es de 33 °C (Schiller
etal., 2009), aunque no es necesario que ésta se realice con aporte de didxido de
carbono (como suele realizarse en el laboratorio). Estas innovaciones facilitarian
la implementacion de los IGRAs en los programas de erradicacién, sobre todo en
explotaciones grandes o situadas en regiones remotas o de dificil acceso, hecho
que limita la posibilidad de trasladar las muestras al laboratorio para la realizacién
de la estimulacién en el periodo 6ptimo de tiempo.
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4.2.3. Interferencias en el diagndstico ante mortem

Alvaro Roy, Julio Alvarez, Catalina Picasso-Risso, Antonio Rodriguez-Bertos, Javier
Bezos

Interferencia en el diagnéstico ante mortem causada
por Mycobacterium avium subespecies paratuberculosis (MAP)

La similitud antigénica entre los agentes etioldgicos de la TB y la PTB puede
originar respuestas inmunes en el animal que afecten al resultado de las pruebas
de IDTB y/o IGRA, limitando el diagndstico certero de una o ambas enfermeda-
des a nivel individual y de rebafio (Gilot y Cocito, 1993). La caracterizacién deta-
llada de este efecto es, sin embargo, dificil de estudiar debido a las limitaciones
de las pruebas usadas como referencia para determinar el verdadero estado de
infeccion de TB y/o PTB (normalmente el cultivo, con una Se limitada en el caso
de ambas enfermedades).

No obstante, en las Ultimas décadas se han realizado varios estudios inten-
tando cuantificar el grado de interaccidon diagndstica entre TB y PTB. En los
mismos, se ha evaluado el uso de IDTB y/o IGRA en poblaciones animales natu-
ralmente infectadas con TB (Lilenbaum et al., 2009), PTB (Dunn et al., 2005; Brito
et al., 2014; Kennedy et al., 2014), coinfectadas (Aranaz et al., 2006; Alvarez et
al., 2009) o libres de ambas enfermedades (Varges et al., 2009). Estos trabajos
han descrito una situacién diversa, incluyendo tanto resultados que sugieren la
ausencia de interferencia (Dunn et al., 2005), como un incremento de la probabi-
lidad de detectar reactores a TB en rebafos en los que se detectaban reactores
por serologia a PTB (Byrne et al., 2019, Picasso-Risso et al. 2019a). Esto podria
deberse a un mayor riesgo de infeccién por TB en rebafios con PTB debido a la
presencia de factores de riesgo comunes a ambas enfermedades, o bien a una
mayor reactividad en las pruebas de TB en animales infectados o expuestos al
agente causal de la PTB.

El anélisis del resultado a las pruebas diagndsticas a nivel individual revela en
efecto que en rebafios en los que se constata la presencia de PTB, la Sp de la
IDTBs (ya sea caudal o cervical) y la del IGRA pueden verse afectadas (Aranaz et
al., 2006; Brito et al., 2014; Seva et al., 2014). Asi, animales positivos a PTB por
serologia (Aranaz et al., 2006; Brito et al., 2014, Seva et al., 2014; Picasso-Risso et
al., 2019a) o cultivo (Brito et al., 2014; Seva et al., 2014) tuvieron una mayor pro-
babilidad de ser positivos a las pruebas de TB en comparacién con los negativos
a PTB, lo que podria derivarse de la existencia de reacciones cruzadas causadas
por la inmunidad inducida por MAP. En el caso de rebafios en los que se confirma
la ausencia de TB, la frecuencia de aparicién de estas reacciones inespecificas
debidas a la PTB puede limitarse en gran medida mediante el uso de la prueba
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de IDTBc, en la que se comparan las reacciones inmunes generadas localmente
tras la inoculacion de PPD bovina y PPD aviar en el animal y que puede, por tanto,
identificar animales con una gran respuesta a micobacterias del MAC (como el
agente causal de la PTB). Otra alternativa para aumentar la Sp en rebafos libres
de TB desarrollada mas recientemente es el uso de antigenos mas especificos
(ausentes en micobacterias no asociadas a TB), como el ESAT-6 y CFP-10, y cuyo
uso se ha explorado més en el caso de la prueba de IGRA, si bien, puede ir aso-
ciado a un cierto descenso en la Se.

En el caso de rebafios en los que ambas enfermedades co-existan se ha
comprobado que la infeccién con PTB puede dar lugar a un descenso de la
Se de las pruebas de IDTB e IGRA, disminuyendo la capacidad de detectar
animales con TB en un 5-15% (Seva et al., 2014; Nufez-Garcia et al., 2018) y
en un 5-10% (de la Rua-Domenech et al., 2006; Alvarez et al., 2009, 2012a),
respectivamente. Esta falta de Se es mas patente en animales con altos niveles
de anticuerpos especificos frente a MAP y con lesiones entéricas difusas, indi-
cativas de estados avanzados de PTB, que podrian conllevar un agotamiento
de la respuesta inmune celular del animal y, por tanto, la imposibilidad de ser
detectados mediante pruebas rutinarias de TB (Alvarez et al., 2008, 2009; Seva
et al., 2014). Igualmente, la coinfeccién por TB y PTB puede afectar al rendi-
miento de la IDTBc, ya que los animales que sufren ambas enfermedades pue-
den mostrar una fuerte respuesta a la PPD bovina pero también a la PPD aviar,
de modo que ésta Ultima enmascare la primera (Picasso-Risso et al., 2019a).
Esto podria conducir a la aparicién de falsos resultados negativos en la prueba
en animales infectados por TB, lo que resalta el posible riesgo asociado al uso
de este método diagndstico en rebafos con PTB y en los que esté presente o
exista un riesgo de infeccién por TB.

La interferencia diagnédstica entre TB y PTB no afecta Unicamente al diagnés-
tico de TB, sino que también puede afectar al resultado en las pruebas para la
deteccién de PTB. Asi, la reciente (menos de 90 dias) o frecuente (>3 veces)
inoculacién de PPD bovina puede incrementar la probabilidad de obtener res-
puestas positivas a serologia de PTB (Picasso-Risso et al., 2019b). Igualmente,
en animales con TB y PTB, también se ha descrito un descenso en la Se de las
pruebas de TB (IGRA) (Alvarez et al., 2009), lo que pone de manifiesto una vez
mas la compleja interacciéon entre la respuesta inmune originada en respuesta a
la infeccién por ambos patdgenos.

Interferencia en el diagndstico ante mortem causada por otras micobacteriosis

Del mismo modo que el agente causal de la PTB puede ocasionar interfe-
rencias diagndsticas en la deteccidén de animales con TB debido a su similitud
antigénica, la infeccién (o exposicion) a otras especies bacterianas del género
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Mycobacterium puede dar lugar a un fenémeno similar. Este género engloba
un gran nimero de especies, de entre las cuales solo algunas son consideradas
patdgenas (como los agentes causales de la TB y de la PTB), siendo muchas otras
bacterias saprofitas (que pueden sobrevivir en el medio ambiente nutriéndose de
materia organica muerta sin infectar otros organismos) o patégenos oportunistas
(que normalmente son considerados no patdégenos y solo dan lugar a infecciones
cuando un hospedador estd inmunodeprimido y/o concurren otras circunstancias
favorecedoras).

Las micobacterias que dan lugar a reacciones cruzadas en el diagnéstico de
la TB pueden clasificarse en dos grupos fundamentales: aquellas de crecimiento
rapido (que pueden cultivarse en el laboratorio dando lugar a colonias visibles en
menos de siete dias) y las de crecimiento lento (que tardan mas de siete dias en
producir colonias visibles en medio sélido). Las micobacterias de crecimiento ra-
pido son normalmente especies saprofitas de vida libre ampliamente distribuidas
en el medio ambiente, por lo que con frecuencia son denominadas micobacterias
ambientales (o atipicas), mientras que las de crecimiento lento son normalmente
especies patdgenas oportunistas (o patdgenos estrictos como los miembros del
MTBC).

Independientemente del grupo al que pertenezca la micobacteria que pue-
da estar dando lugar a un problema de interferencia diagnéstica en un rebafio,
ésta tiene lugar por el hecho de que algunas de las proteinas existentes en
la PPD bovina se encuentran también presentes en estas otras micobacterias
(Aagaard et al., 2010). La infeccién por estos microorganismos se traduciria, por
tanto, en un descenso de la Sp de las pruebas basadas en la PPD como la IDTB
y el IGRA, ya que aumenta la probabilidad de apariciéon de reacciones ines-
pecificas en animales sanos. A ello se afiade el hecho de que la infecciéon por
micobacterias no tuberculosas (y otros microorganismos, como Rhodococcus
equi) puede, en ocasiones, dar lugar a la aparicién de lesiones compatibles con
la TB que pueden ser detectadas en el matadero y, excepcionalmente, incluso
confundidas con casos de TB al aplicar técnicas de histopatologia (Varello et
al., 2008). Del mismo modo, pueden dar lugar a reacciones cruzadas en algunas
pruebas moleculares dirigidas a fragmentos de ADN propios del MTBC usadas
en el pasado (Ford et al., 1993), si bien dichas técnicas son ahora mucho mas
especificas.

Las especies de micobacterias no tuberculosas més frecuentemente men-
cionadas en el caso de problemas diagnésticos en paises con programas de
erradicacion o vigilancia de TB bovina basados en el uso de técnicas ante y
post mortem han sido sin duda las integrantes del complejo MAC, en el que,
ademas de MAP, se encuentran otras subespecies de M. avium, como M. avium
subsp. avium (MAA) y M. avium subsp. hominissuis (MAH), ademés de otras
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especies menos frecuentes en animales (como M. intracellulare o M. chimaera)
(Turenne et al., 2007). MAA es el agente causal de la tradicionalmente llamada
TB aviar (o micobacteriosis aviar), pero ha sido aislado de muchas especies de
mamiferos, incluyendo el ganado bovino, el ovino, el ciervo, el jabaliy el tején
(Mufoz-Mendoza et al., 2013). MAH, a su vez, es una subespecie de reciente
definicién con una distribucién ambiental mucho mas amplia, siendo con fre-
cuencia el propio ambiente la fuente de infeccién para los animales e incluso
los hombres. MAH es considerada, no obstante, saprofita, y tiene por tanto una
patogenicidad mucho menor que MAA (o MAP), teniendo un interés clinico
mas reducido en medicina veterinaria ya que no suele dar lugar a enferme-
dad clinica, excepto en el ganado porcino, donde puede dar lugar a lesiones
granulomatosas localizadas en nédulos linfaticos situados en la cabeza y en el
intestino (Thorel et al., 1997, 2001; Alvarez et al., 2011), que pueden confun-
dirse con lesiones tuberculosas (causadas por miembros del MTBC). El ganado
bovino parece naturalmente resistente a la infecciéon por MAH, si bien esta
bacteria se ha aislado de muestras de vacas, y muy ocasionalmente en casos
de animales con lesiones (Thorel et al., 1997). A pesar, por tanto, de la limitada
importancia clinica de MAA o MAH en el ganado bovino ambos microorganis-
mos pueden ser relevantes en el caso del diagnéstico de TB por su capacidad
para afectar tanto a la Se como a la Sp de las pruebas de diagnéstico de la TB
bovina, pudiendo comprometer asi el éxito de los planes de erradicacion (Lauzi
et al., 2000; Waters et al., 2004a; Dunn et al. ,2005). Por este motivo, los anti-
genos utilizados en las pruebas diagnésticas basadas en la comparacién de la
respuesta frente a la PPD bovina con la obtenida frente a otros antigenos (como
la IDTBc) utilizados en rebarios libres de TB se basan normalmente en el uso de
la PPD aviar, obtenida a partir de una cepa de MAA, perteneciente al MAC y
relacionada, por tanto, con MAH.

No obstante, otras micobacterias, como M. fortuitum (Michel, 2008), M. non-
chromogenicum (Hughes et al., 1993; McCorry et al., 2004) o M. kansasii han sido
también aisladas de muestras de bovino, en ocasiones con resultados positivos
en pruebas de diagndstico in vivo y post mortem (por ejemplo, técnicas mole-
culares), como en el caso de M. kansasii (Hughes et al., 2005; Vordermeier et al.,
2007). En este caso, el uso de técnicas basadas en la inoculacidn simultdnea de
PPD aviar puede tener un efecto positivo mas reducido en la optimizacién de la
Sp, dado que estas otras micobacterias no tuberculosas pueden no reaccionar
frente a los antigenos extraidos de una cepa de MAA (o reaccionar de manera
similar frente a la PPD aviar y la PPD bovina) (Jenkins et al., 2018). Por este mo-
tivo, en Sudafrica, donde se identificé M. fortuitum como una fuente relevante
de reacciones inespecificas en las pruebas diagndsticas de la TB en bufalos, se
han utilizado antigenos extraidos de cepas de esta especie al realizar la prueba
IGRA (ademas de la PPD bovina tradicional) (Michel, 2008; Michel et al., 2011).
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La mayor parte de las veces, no obstante, puede no llegarse a identificar la mico-
bacteria causante de las reacciones inespecificas, si bien puede sospecharse de
su existencia por presentarse patrones marcados en su aparicién (como una de-
terminada localizaciéon geografica o estacionalidad) (Gormley et al., 2013) o por
la deteccion de ciertos factores de riesgo que podrian favorecer la sensibilizacion
del ganado a micobacterias no tuberculosas, como la presencia muy abundante
de aves que puedan interaccionar con el ganado o contaminar su alimentacion,
particularmente cuando se utilizan mezcladoras que podrian incrementar el al-
cance de la contaminacién y afectar a un nimero superior de animales (Lauzi et
al., 2000).

Interferencia causada por la vacunacién frente a tuberculosis y paratuberculosis

La vacunacion frente a la TB en bovinos esta prohibida en paises de la UE
con programas de erradicacién (Directiva 78/52/CEE). Esta prohibiciéon se debe
a la interferencia que provocan las vacunas actuales con las pruebas oficiales de
diagndstico de TB. Actualmente, solo existe una vacuna comercializada en hu-
manos, el bacilo de Calmette-Guérin o BCG. Esta vacuna proviene de una cepa
de M. bovis aislada de una mastitis tuberculosa de un bovino, la cual se atenud
mediante multiples sub-cultivos entre los afios 1908 y 1921. Existen numerosas
publicaciones que han evaluado la respuesta inmune producida por la BCG y
su eficacia en estudios experimentales en ganado bovino, resultados que han
sido complementados en los Ultimos afios con estudios llevados a cabo en otras
especies domésticas como la cabra y la oveja (Balseiro et al., 2017; Buddle et
al., 2018). También se ha estudiado su eficacia en fauna silvestre, destacando
los estudios en tejones en Reino Unido, donde existe licencia para su adminis-
tracién intramuscular (Robinson et al., 2012), en jabalies en la Peninsula Ibérica
(Beltran-Beck et al., 2012) y en zariglieyas en Nueva Zelanda (Buddle et al.,
2018). Como se ha citado previamente, uno de los mayores inconvenientes que
presenta la BCG y otras vacunas enteras es que producen reactividad en la téc-
nica de IDTBy en la prueba de IGRA, en las cuales se emplean tradicionalmente
PPD bovina y aviar y, en consecuencia, los animales vacunados con BCG son
indistinguibles de los infectados. Por este motivo, se vienen desarrollando an-
tigenos especificos del MTBC y ausentes o no excretados por la BCG, también
conocidos como antigenos DIVA por sus siglas en inglés (differentiating infected
from vaccinated animals) (Vordermeier et al., 2016a). Estos antigenos han sido
evaluados por separado o en cécteles y como péptidos sintéticos o proteinas
recombinantes, tanto en la prueba IGRA como en la IDTB, y en lineas generales,
han presentado una elevada Sp en bovinos vacunados con BCG (Vordermeier
et al., 2016a). Sin embargo, los primeros cécteles desarrollados, que incluian
como antigenos predominantes los péptidos ESAT-6/CFP-10 presentaban una
menor Se que las PPD clasicas (Vordermeier et al., 2001). Para solventar este
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problema, y gracias al estudio comparativo de los genomas completos de M.
bovisy M. bovis BCG junto con estudios de transcriptémica, se han desarrollado
nuevos antigenos potenciales DIVA como el Rv3615c, que detecta animales no
detectados por ESAT-6/CFP-10, y, por tanto, puede aumentar la Se (Vordermeier
et al., 2016b). Posteriormente, otro estudio identificd, tras evaluar un gran nd-
mero de antigenos en plasmas de bovinos infectados y vacunados con BCG, las
proteinas Rv2346c y Rv3020c como potenciales DIVA para complementar a las
anteriormente citadas (Jones et al., 2010). En un trabajo posterior, la Rv3020v
no aumento la Se alcanzada por el coctel ESAT-6/CFP-10/Rv3615c¢ en la prueba
IGRA, aunque si lo hizo en la IDTB (Jones et al., 2012). Adicionalmente, estos
antigenos DIVA también han demostrado ser eficaces en los test serolégicos de
deteccién de anticuerpos, como el test Enferplex TB multiantigeno quimiolu-
minescente, obteniendo alta Sp en bovinos vacunados con BCG (Whelan et al.,
2010). Sin embargo, actualmente estos péptidos sintéticos o proteinas recombi-
nantes tienen un coste elevado, probablemente inasumible para su uso a gran
escala en las pruebas oficiales de diagndstico en el marco de los programas de
erradicacién en muchos paises.

Si bien la BCG es la vacuna mas caracterizada y estudiada en animales, existen
otras vacunas que han sido evaluadas como sustitutas de la BCG o como refuerzo
de ésta. En el primer caso, recientemente se ha desarrollado una vacuna de M. bo-
vis inactivada por calor, que ha demostrado desarrollar inmunidad y ser eficaz en la
reduccién de la severidad de las lesiones tuberculosas en cabras (Arrieta-Villegas et
al., 2018; Roy et al., 2018b) y jabalies (Diez-Delgado et al., 2016). En cuanto a la res-
puesta de IFN-y tras la estimulacién con ESAT-6, se ha descrito que puede producir
respuestas positivas en bovino cuando se aplica de forma subcutanea pero no por
via oral (Jones et al., 2016), via esta Gltima que ha demostrado cierta eficacia en la
reduccién de las lesiones y la carga bacteriana en jabalies y cerdos (Garrido et al.,
2011; Beltrdn-Beck et al., 2014a), no asi en ovejas (Balseiro et al., 2017).

Otras vacunas y prototipos vacunales destinados a humanos también se han
evaluado en grandes animales, principalmente en modelos bovinos y caprinos.
La vacuna MTBVAC, construida a partir de una cepa M. tuberculosis moderna del
linaje 4 que fue atenuada mediante la delecién de los genes phoP 'y fadD26 que
codifican importantes factores de virulencia, es la Unica vacuna espafiola que se
postula como sustituta de la BCG en humanos. Esta Gltima vacuna contiene dos de
los antigenos DIVA mas importantes (ESAT-6 y CFP-10), aunque su excrecion est4
regulada, por lo que se ha observado cierta interferencia en los niveles de IFN-y en
ratones, asi como usando el prototipo SO2 en cabras (Bezos et al., 2015b; Aguilo
etal., 2017). Esto dificultaria su uso en animales sometidos a campafias de erradi-
cacién, pues habria que desarrollar nuevos antigenos DIVA especificos para esta
vacuna. Otras estrategias han ido encaminadas al desarrollo de otras vacunas de
M. bovis o BCG modificadas genéticamente (Rizzi et al., 2012; Blanco et al., 2013),
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o con otro enfoque totalmente distinto, hacia vacunas de subunidades o vectores
viricos que expresan distintas proteinas recombinantes y que podrian utilizarse
como refuerzo de la BCG, las cuales dependiendo de su composicién proteica
serian compatibles o no con la estrategia DIVA (Maue et al., 2007; Vordermeier et
al., 2009; Pérez de Val et al., 2012b). Por dltimo, otra estrategia distinta enfocada a
la TB humana y evaluada experimentalmente en cabras, es la vacunacién terapéu-
tica como se propone con la vacuna RUTI, basada en fragmentos bacterianos de
M. tuberculosis y acompafiada de tratamiento antibidtico con isoniazida (Domingo
et al., 2009), pero este enfoque no es admisible como estrategia frente a la TB en
animales.

La PTB, como ya se ha comentado, es una micobacteriosis causante de una
enteritis granulomatosa crénica en rumiantes, con gran repercusién econémica y
sanitaria en todo el mundo. Sin embargo, gracias a la vacunacion se puede pre-
venir la clinica, y, por ende, reducir las pérdidas productivas que genera (Bastida
y Juste, 2011). No obstante, no estd permitido su uso en el ganado bovino en
paises con programas de erradicacién de TB debido a la interferencia que causa
en las técnicas de diagndstico. En este sentido, recientemente, un anélisis pro-
tedmico de una PPD bovina y una PPD aviar comerciales, ha puesto de manifiesto
las proteinas compartidas entre ambos derivados proteicos purificados, haciendo
evidente las interferencias cruzadas entre el MTBC y el MAC, revelando 146 pro-
teinas comunes (Infantes-Lorenzo et al., 2017). A diferencia del ganado bovino, la
vacunacion estd muy extendida en los pequefios rumiantes. El diagnéstico rutina-
rio de TB en pequenos rumiantes se contempla bésicamente para el ganado ca-
prino, cuando convive o tiene relacién epidemiolégica con el ganado bovino o en
todos los casos en aquellas regiones con programas especificos de erradicacion
de TB caprina, siendo, por tanto, de gran interés el estudio de esta interferencia
en esta especie. En lo que respecta a las vacunas frente a MAP comercializadas
actualmente, todas son vacunas enteras e inactivadas, como Gudair (CZ Vaccines),
Silirum (CZ Vaccines) o Mycopar (Fort Dodge Animal Health) (Park y Yoo, 2016).

La IDTBs es la técnica mas afectada por la vacunacion frente a MAP, como se
aprecié en un estudio realizado en terneros vacunados con Gudair, donde la Sp
estuvo muy comprometida, pues 6 de 7 animales vacunados presentaron reaccio-
nes positivas a las 18 semanas post-vacunaciéon (Coad et al., 2013). Sin embargo,
en este estudio, el nimero de reactores positivos disminuyé a 4 a las 24 semanas,
lo que sugiere que esta interferencia podria estar asociada al tiempo post-vacu-
nacion. En otro estudio que empled la vacuna viva Neoparasec, la interferencia
en la IDTBs se prolongé dos afios (Kohler et al., 2001). Por el contrario, en un es-
tudio realizado recientemente en cabras vacunadas con Gudair a los siete meses
de edad, la interferencia en la IDTBs desaparecié entre los nueve y los doce me-
ses post-vacunacion (Roy et al., 2018a). Con objeto de aumentar la Sp de la IDTBs
y mejorar la Se de la IDTBc, un articulo reciente propuso emplear nuevos criterios
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de interpretacion relativos a la primera medicién en lugar de valores absolutos en
milimetros, consiguiendo asi una Se y Sp del 100% en ambas pruebas bajo con-
diciones experimentales (Serrano et al., 2017). Dos estudios realizados en Nueva
Zelanda también describieron esta interferencia en la IDTBs y en los test sero-
l6gicos realizados en ciervos libres de TB y criados en granja (Mackintosh et al.,
2005; Stringer et al., 2011). La IDTBc, sin embargo, demostrd ser una prueba muy
especifica en animales vacunados, tanto en bovino como en caprino (Garrido et
al., 2013; Roy et al., 2018a). No obstante, en animales vacunados frente a PTB e
infectados de TB, la Se de la IDTBc puede verse afectada debido a una mayor
respuesta a la PPD aviar que enmascare la reaccién a la PPD bovina, como se ha
descrito en bovinos y caprinos (Pérez de Val et al., 2012a; Serrano et al., 2017).
Por otro lado, la prueba del IFN-y ha demostrado ser mas robusta en términos
de Sp en ganado bovino (Coad et al., 2013) y caprino (Chartier et al., 2012) va-
cunados frente a MAP, obteniendo en esta Ultima especie, una Sp mayor o igual
al 97% en un estudio que empled una cohorte de 99 animales, varios puntos de
corte y que evalud distintos tiempos post-vacunacién (Roy et al., 2018a).

En lo relativo a los test serolégicos disponibles utilizados en el diagndstico
de la TB, el test de Enferplex para caprinos que emplea distintas proteinas re-
combinantes (MPB70, MPB83, ESAT-6 y CFP-10), PPD bovina y el péptido sin-
tético MPB70, obtuvo una Sp éptima en un estudio llevado a cabo en animales
vacunados de PTB procedentes de un pais libre de TB como Noruega (O'Brien
et al., 2017). Sin embargo, en el test de IDEXX que emplea MPB70 y MPB73, se
observé una pérdida de Sp en animales vacunados y tuberculinizados después de
la vacunacién con PPD bovina y aviar en bovino y caprino, sugiriendo un posible
efecto de potenciacion de la respuesta inmune humoral (booster) producido por
las PPD tras la vacunacién de PTB (Coad et al., 2013; Roy et al., 2018a).

El empleo de antigenos DIVA especificos de M. bovis como los antigenos
ESAT-6, CFP-10 y Rv3615¢c, demostrd ser una buena estrategia también para di-
ferenciar animales vacunados frente a PTB de infectados con TB en bovino (Coad
etal., 2013; Serrano et al., 2017) y caprino (Pérez de Val et al., 2012a).

Otras causas de interferencias: fraudes

De acuerdo con el diccionario de la Real Academia Espafiola, “fraude” (del
latin fraus, fraudis) en su primera acepcion se define como “Una accién contraria
a la verdad y a la rectitud, que perjudica a la persona contra quien se comete”.
De hecho, desde el punto de vista de la administracion, ya que se trata de una
prueba oficial de TB en ganado bovino, se considera un delito tal y como se
recoge en derecho: “Delito que comete el encargado de vigilar la ejecucion de
contratos publicos, o de algunos privados, confabuldndose con la representacion
de los intereses opuestos”.
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Aplicandose al tema que nos ocupa se considera fraude cuando se pretende
falsear el resultado de las pruebas de diagnéstico oficial de la TB bovina en el
contexto del plan de erradicacion (Figura 25A). En el presente apartado nos
centraremos en los fraudes en la IDTB, los cuales estdn algo mas caracteriza-
dos, y cuyo resultado puede verse afectado por reacciones cruzadas o adversas
originadas por distintos motivos. Asi, puede existir una reaccién de hipersensi-
bilidad a los componentes inoculados (Gershwin, 2018), interferencias con mi-
cobacterias no tuberculosas (Altet Gomez, 2009) e incluso se pueden producir
reacciones inespecificas en la piel debido al uso de determinadas agujas, a la
incorrecta inoculacién, a una tuberculina en mal estado, a repeticiones de test,
etc. obteniéndose falsos positivos (Diez-Guerrier et al., 2018). En el caso de las
interferencias por micobacterias atipicas, el avance en nuevas técnicas molecu-
lares diagnoésticas ha permitido identificar micobacterias no tuberculosas res-
ponsables de reacciones inespecificas. No obstante, este tipo de reacciones no
se considerarian fraude, al igual que los falsos negativos en animales infectados
cuando éstos se encuentran en fase anérgica: animales que normalmente pre-
sentan un estado avanzado de la enfermedad (animal inmunocomprometido)
sin capacidad de reaccioén frente a la prueba IDTB debido a un agotamiento de
su sistema inmune.

Dentro de estas reacciones anémalas, se podrian incluir los fraudes en la IDTB
como falsos positivos o negativos debido a la aplicacién de sustancias exdgenas
que desvirtian la prueba vy, por tanto, dificultan el plan de erradicacién de la
TB bovina. Este es un problema que se plantea desde hace relativamente poco
tiempo en Espafa y donde apenas hay informacién al respecto, pero que ya es
viejo en otros paises como el Reino Unido, donde si se han denunciado algunos
casos desde el afno 2011. DEFRA (Gobierno del Reino Unido) anuncié que tenia
evidencias de que algunos ganaderos de bovino del sur y oeste de Inglaterra y
de las Midlands habian intercambiado de forma ilegal crotales de las orejas, re-
teniendo a animales tuberculosos positivos altamente productores en la granja,
mientras que enviaban animales menos productivos al matadero en su lugar. Por
esta razon, el Departamento de Medio Ambiente del Reino Unido con el fin de
combatir los fraudes por cambio de crotal, exigié a los veterinarios una toma de
muestra de ADN (fragmento de una oreja) de todos los animales que fueran po-
sitivos a TB (DEFRA, 2011). Asi, cuando los animales eran enviados al matadero,
previamente eran de nuevo crotalados y, a la vez, se retiraba una pequefia mues-
tra cuyo ADN era testado por un laboratorio de Sanidad Animal, cuyos resultados
podian ser cruzados de forma aleatoria o cuando hubiera una sospecha de fraude
al contrastar el ADN tomado en la granja y en el matadero.

Actualmente el fraude en la TB bovina en el Reino Unido estd aumentando
de forma exponencial, hasta tal punto que supone, de acuerdo con algunos ve-
terinarios de la administracién, no solo una pérdida de dinero publico, sino que
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existe el riesgo de manchar la reputaciéon de la comunidad ganadera (Logan,
2018). La prueba cuténea utilizada para identificar la TB bovina requiere a un
veterinario que inocula antigenos (PPD) en la piel del animal y realiza la lectura
72 h después para verificar la existencia de una reaccién intradérmica (Figura
25A). Durante el afio 2019 en el Reino Unido, han sido denunciadas actividades
fraudulentas por modificar los resultados de la IDTB, déndose a conocer algunas
sentencias en las que se les imponia una multa, e incluso penas de cércel, por
la aplicacién fraudulenta de arena, liquido de estiércol y otras sustancias poten-
cialmente perjudiciales en los animales, e incluso induciendo falsos positivos al
causar hematomas en la piel del animal en el drea inyectada (Black, 2018; Riegel,
2019; https//www.bovinetb.co.uk/article_print.php?article_id=110). Hay que re-
marcar que en el Reino Unido las compensaciones econdémicas por el sacrifico de
los animales reactores pueden ser muy elevadas, cubriendo en la mayor parte de
los casos el valor total del animal.

En Espanfa, aunque no hay bibliografia o sentencias disponibles que describan
estas situaciones, desgraciadamente, en nuestra experiencia, existen numerosas
ocasiones en los que se sospecha de la administracién de sustancias que modifi-
can el resultado de la prueba de IDTB para el diagnéstico de la TB bovina, pero
en muy pocas se ha podido comprobar de que sustancia se trataba, como es el
caso de la aplicacion de aguarras (esencia de trementina). Con el fin de modificar
la respuesta de la IDTB, también se ha sospechado de la administracién de inmu-
nomoduladores (corticoides) con efecto retardado de forma sistémica e incluso
en forma de pomadas de aplicacién tépica para inducir falsos negativos, ya que
estos reducen la respuesta inflamatoria (Figuras 25C y 25D — Respuesta histolé-
gica normal sin modificar IDTB). Por el contrario, en algunas ocasiones se puede
observar que, tras la aplicacion de la PPD bovina o aviar, aparece en el punto de
inoculacién una reaccién exagerada (Figura 25E), que nada tiene que ver con el
incremento de grosor de la piel de los animales infectados de TB. El punto de
inoculacién adquiere un gran tamafio y cuando se observa macroscépicamente
se aprecian amplias zonas de necrosis del tejido subcutdneo, del paniculo adi-
poso e incluso del tejido muscular, asociado con areas de edema y hemorragias.
Esta imagen es muy diferente del nédulo de diferente tamafio que aparece en
la prueba IDTB (Figura 25B) y que, histolégicamente, se caracteriza por una le-
sion focal bien delimitada no encapsulada (Figura 25C), que a grandes aumentos
estd principalmente integrada por numerosos histiocitos, macréfagos activados
y linfocitos (Figura 25D). La denuncia de algunos casos por parte de los veterina-
rios oficiales, junto con la colaboracién de los laboratorios de referencia con la
aplicacién de estudios histopatoldgicos y toxicoldgicos, estan arrojando mucha
luz sobre algunos de estos fraudes. No obstante, se necesita la colaboracién de
todos los interlocutores (ganaderos, administracién, veterinarios y laboratorios)
para erradicar este tipo de actuaciones.
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Esta adulteracién de la prueba de IDTB empleada para el diagnéstico de la
TB bovina, en claro ascenso, supone segin McGuckian, veterinario oficial del
Departamento de Agricultura de Irlanda del Norte, una actuacién “moralmente
errbnea”, ya que los involucrados en esta practica que fuerzan los falsos positivos
empafian la imagen de los veterinarios y ganaderos y de las técnicas diagnosti-
cas, aumentan el coste de los programas e impactan negativamente en el control
de la TB bovina, con las consiguientes repercusiones en sanidad animal y en salud
publica (https://www.bbc.com/news/uk-northern-ireland-45744229).

I
r'f-'l

Figura 25. Prueba de la intradermorreaccién (IDTB).

A) Prueba positiva a la intradermorreaccién de tuberculina (PPD) bovina (igual o superior

a 5 mm de didmetro). B) Nédulo subcutaneo que se produce debido a la inyeccién de
tuberculina bovina (flecha). C) Reaccién inflamatoria bien localizada pero no encapsulada.
Tincién de hematoxilina-eosina (flecha). 4x. D) El proceso inflamatorio se caracteriza
principalmente por la presencia de numerosos histiocitos y macréfagos activados (flecha)
con citoplasma vacuolizado, ademas de abundantes linfocitos y algunos neutréfilos.
Tincién de hematoxilina-eosina. 10x. E) Lesién macroscépica en el punto de inoculacién de
la IDTB con amplias cavidades necréticas de la dermis profunda y paniculo adiposo (flechas),
con marcado edema asociado debido a la inoculacién fraudulenta de aguarras.

F) Histopatolégicamente se trata de una dermatitis profunda y paniculitis necrotizante
donde destaca un intenso proceso supurativo asociado con amplias zonas de necrosis

y edema en dichas éreas. Tincién de hematoxilina-eosina. 4x.
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4.2.4. Serologia en especies domésticas y silvestres

José Antonio Infantes-Lorenzo, Inmaculada Moreno, Jobin Thomas, M° Angeles
Risalde

El diagnéstico es una parte esencial en la vigilancia de la TB, asi como un paso
crucial para el éxito de los programas de control y erradicacién de la enfermedad.
Idealmente, un test diagnéstico deberia ser facil de aplicar e interpretar, ser rela-
tivamente econdmico y tener una elevada Se y Sp.

Los test inmunoldgicos para la detecciéon de TB animal son un pilar funda-
mental en lo que respecta a los programas de vigilancia, control y lucha frente a
esta enfermedad. En este sentido, los test diagndsticos basados en la respuesta
inmune humoral han emergido como una herramienta adicional para mejorar la
deteccion de animales infectados y/o enfermos. Estas técnicas consisten en la
deteccion de anticuerpos frente a diferentes antigenos especificos del MTBC en
suero, plasma o leche. Las ventajas de estos test con respecto a aquellos de base
celular son su bajo coste econdémico y que el andlisis puede realizarse tanto ante
mortem como post mortem en un gran nimero de muestras simultdneamente.
Ademas, tienen otras ventajas logisticas ya que solamente requieren manipular
una vez los animales y no necesitan un procesado rapido de las muestras, al con-
trario que la IDTB y el test de deteccién de IFN-y, respectivamente.

Principales antigenos utilizados en técnicas serolégicas

La determinacién de la respuesta seroldgica varia en funcién de los antigenos
utilizados. Diversos estudios consideran que se debe utilizar mas de una proteina
en el serodiagndstico de TB, ya que actian de forma complementaria aumentan-
do la Se de la técnica (Souza et al., 2012; O'Brien et al., 2017). Los antigenos maés
comunmente utilizados en el serodiagnéstico de la TB son:

e Derivado proteico purificado bovino (Purified Protein Derivative: PPD
bovina): también conocido como tuberculina bovina. La PPD bovina es
un extracto de proteinas obtenido a partir de cultivos inactivados de M.
bovis en medios sintéticos. Se compone principalmente de proteinas (93%)
aunque también estad formada por polisacéridos y 4cidos nucleicos. La na-
turaleza del producto y los propios procesos de produccién hacen que su
composicién final sea variable y, por consiguiente, su estandarizacién sea
compleja. Se utiliza como standard en el diagnéstico de la TB (Cousins y
Florisson, 2005).

e Diana antigénica secretora temprana de 6 kDa (ESAT-6): ésta es una
proteina secretada en las fases iniciales de la infeccién por MTBC (Brodin
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et al., 2006). Estd ausente en M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin)
asi como en el 90% de micobacterias que no pertenecen al MTBC o al
MAC (Chambers, 2013). Esta proteina se usa normalmente para el diag-
noéstico en conjunto con la proteina CFP-10. ESAT-6 es capaz de inducir
respuestas inmunes celulares (Moradi et al., 2015) y humorales (Leng et
al., 2014).

* Proteina 10 del filtrado de cultivo (CFP-10): esta proteina de 10 kDa esta
ausente en la BCG y se puede utilizar tanto en pruebas basadas en la res-
puesta inmune celular (Aradjo et al., 2014a) como en las basadas en la
humoral (Zhu et al., 2014).

* Proteina de movilidad de M. bovis 83 (MPB83): ésta es una lipoproteina
glicosilada de la membrana de la micobacteria (Waters et al., 2006). Se
produce en grandes cantidades en M. bovis (Lyashchenko et al., 2001) y en
M. bovis BCG (Wiker, 2009). Su potencial diagnéstico en test seroldgicos
ha sido ampliamente demostrado (Chambers, 2013).

* Proteina de movilidad de M. bovis 70 (MPB70): esta proteina soluble es
secretada en grandes cantidades en infecciones por M. bovis (Lyashchenko
et al,, 2001) y también estd presente en M. bovis BCG (Wiker, 2009).
Constituye un importante antigeno en tests serolégicos junto a MPB83, ya
que son proteinas expresadas exclusivamente por micobacterias del MTBC
y ademaés son altamente inmunogénicas (Wiker, 2009). Esto hace que estas
proteinas sean candidatas para usarse como reactivos para la diferencia-
cidn de animales infectados o vacunados con PTB (DIVA, Differentiation of
Infected and Vaccinated Animals).

* Complejo multiproteico P22: este complejo proteico se obtiene a par-
tir de la PPD bovina mediante cromatografia de afinidad y contiene las
principales proteinas inmunogénicas (MPB70, MPB83, ESAT-6 y CFP-10).
Es un antigeno altamente especifico usado en pruebas de serodiagnos-
tico en diversas especies animales domésticas y silvestres (Casal et al.,
2017; Infantes-Lorenzo et al., 2019a, 2019b, 2020; Thomas et al., 2019%a,
2019b).

Técnicas utilizadas para el diagnéstico serolégico de la tuberculosis

Actualmente existe una amplia diversidad de formatos de pruebas de base
humoral disponibles para el diagnéstico de la TB. Los principales test para
la evaluacién de la inmunidad humoral frente a la TB animal se desarrollan a
continuacion:
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El ELISA indirecto es la técnica serodiagndstica méas ampliamente utilizada para
detectar anticuerpos circulantes frente al MTBC. Los anticuerpos, una vez unidos
a un antigeno inmovilizado, se detectan mediante un anti-anticuerpo unido a una
enzima capaz de generar una reaccién cuantificable mediante un cambio de color
(Figura 26). El antigeno méas empleado en ELISA es la PPD bovina, aunque muchos
otros antigenos purificados o especificos han sido testados para mejorar la pre-
cisiéon diagndstica en animales. El uso de cocteles de antigenos (MPB83, MPB70,
P22), el extracto etandlico de antigeno de M. bovis (EVELISA) y la preabsorcién
de anticuerpos frente a MAP o frente a otras micobacterias ambientales como M.
phlei han mostrado resultados prometedores (Wadhwa et al., 2013).

Actualmente existe un nuevo formato denominado ELISA de doble reconoci-
miento (DR-ELISA) que detecta anticuerpos frente a MPB83. La novedad es que
el antigeno estad presente en la placa y en el conjugado, y permite reconocer
otras inmunoglobulinas diferentes a la IgG, como la IgM, lo que le permite de-
tectar infecciones recientes (Venteo et al., 2012).

Este test implica el uso de la diana antigénica MPB70 unida a una molécu-
la fluorescente con el fin de detectar anticuerpos frente a la misma en suero.
Este método fue descrito inicialmente en terneros y més tarde validado en ciervo
(Surujballi et al., 2009) y en alce (Shury et al., 2014), aunque con un valor diagnds-
tico comparativamente menor.

Son sistemas basados en técnicas de inmunocromatografia (Lateral-flow as-
says, también denominados rapid test-RT), empleados para el diagndstico de
TB en distintas especies domésticas y silvestres, que han ofrecido una Se muy
variable en funcién de la especie analizada (Greenwald et al., 2009) (Figura 26).
Los principales test diagndsticos son:

e TB STAT PAK para cérvidos (Chembio Diagnostic Systems, Inc., Medford,
NY). Esta técnica diagndstica emplea un coctel antigénico con MPB83,
ESAT-6 y CFP-10 (Lyashchenko et al., 2008). Entre sus ventajas se incluyen
la facilidad para llevarse a cabo en el campo con un pequefio volumen de
sangre, plasma o suero, y la deteccién de inmunoglobulinas A (IgA), IgM e
IgG frente al MTBC (Gowtage-Sequeira et al., 2009).

e Test DPP (Chembio Diagnostic Systems, Inc., Medford, NY). Este ensayo
ha sido validado en diferentes especies de cérvidos, elefantes y suidos.
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Implica la administracién de la muestra a testar y el conjugado para de-
tectar anticuerpos (proteina A/G hibrida conjugada a particulas coloida-
les de oro) en una tira membranosa que contiene los antigenos MPB83
y CFP-10/ESAT-6 (Greenwald et al., 2009). Otro test basado en esta tec-
nologia es el DPP WTB, el cual usa por separado MPB83 y MPB70, y
estd enfocado principalmente al diagndstico en suidos (Che’Amat et al.,
2015).

e Test DPP VetTB (Chembio Diagnostic Systems, Inc., Medford, NY). Este
ensayo utiliza como antigenos MPB83 y CFP-10/ESAT-6, asi como un anti-
cuerpo anti-lgG como conjugado, dando como resultado una alta Se y Sp
(Miller et al., 2019).

* [Ngezim TB-CROM (INGENASA S.A., Madrid, Espafia). Este test emplea
el antigeno MPB83 y es muy utilizado para suidos, donde se observé
una Se similar o superior y una Sp ligeramente inferior a otros ELISAs

caseros o comerciales (Cardoso-Toset et al., 2017; Fresco-Taboada et
al., 2019).

Esta técnica emplea un panel de 12 antigenos de micobacterias, incluyendo
8 proteinas recombinantes purificadas (ESAT-6, CFP-10, MPB64, MPB59, MPB70,
MPB83, Acr1 y la proteina de 38 kDa), dos proteinas de fusion (CFP-10/ESAT-6
y Acr1/MPB83) y dos antigenos nativos, PPD bovina y filtrado de cultivo de M.
bovis (Lyashchenko et al., 2000). El ensayo permite la identificacién de proteinas
inmunodominantes especificas de especie, asi como patrones de reactividad a
lo largo del curso de la enfermedad. EI MAPIA presenta una buena Se y Sp en
diferentes especies domésticas y silvestres, donde MPB83 solo o en combinacién
con la proteina Acr1 fueron los antigenos mas dominantes (Lyashchenko et al.,
2008). Sin embargo, es dificil implementar este anélisis a un amplio nimero de
muestras.

Los ensayos de electroforesis e inmunoblot suelen llevarse a cabo utilizando
antigenos de células enteras sonicadas o MPB83 recombinante, pero no se em-
plean rutinariamente en el diagndstico.
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Figura 26. Técnicas para el diagnéstico serolégico de tuberculosis.
A) Ensayo inmunoenzimatico (ELISA). B) Test de flujo lateral (test rapido).

Rendimiento de las técnicas seroldgicas en animales domésticos y silvestres
Animales domésticos

El ELISA indirecto es el test mas usado para el serodiagnéstico de la TB en
rumiantes. Estas pruebas presentan una Se muy variable, entre el 18% y el 93,1%,
dependiendo del antigeno utilizado (Whelan et al., 2008; Waters et al., 2011a;
Bezos et al., 2018), mientras que la Sp generalmente estd por encima del 0%
(Whelan et al., 2008; Waters et al., 2011a; Casal et al., 2014; McCallan et al.,
2017; Infantes-Lorenzo et al., 2019b).

En el ganado bovino, sujeto a programas de erradicacion, las técnicas serolé-
gicas constituyen una herramienta adicional no oficial para el diagnéstico de la
TB. En esta especie, los anticuerpos circulantes se generan principalmente frente
a las proteinas inmunodominantes MPB70 y MPB83 (Waters et al., 2011a, 2011b).
Aunque se han desarrollado un gran nimero de ELISAs para el diagnéstico de
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la TB, el Unico autorizado actualmente en los programas de erradicacién es el
ELISA M. bovis Ab Test™ comercializado por IDEXX Laboratories Inc. (Westbrook,
Estados Unidos), el cual detecta anticuerpos frente a MPB70 y MPB83 (Waters et
al., 2011a). Otros estudios han utilizado proteinas quiméricas formadas mediante
la combinacién de diferentes antigenos, dando lugar a una Se y Sp por encima
del 65% y del 95%, respectivamente (Liu et al., 2007; Souza et al., 2012).

Los trabajos enfocados en el diagndstico serolégico de la TB en caprino mues-
tran una gran variabilidad en las técnicas utilizadas, siendo los ELISAs indirectos
los més estudiados. Una de las principales interferencias en el diagndstico en
esta especie es la vacunacion rutinaria frente a MAP, que impacta negativamente
en la Sp de las técnicas serolégicas, debido a antigenos compartidos entre las
especies incluidas dentro del MTBC y MAC (Cho et al., 2015; Infantes-Lorenzo et
al., 2017). Por ello, para tapizar las placas de ELISA se buscan antigenos presen-
tes en el MTBC y ausentes en micobacterias no tuberculosas. Asi, los antigenos
mas utilizados son MPB70 (Harboe et al., 1990; Acosta et al., 2000; Marassi et al.,
2009), MPB83 (Di Blasio et al., 2017), P22 (Bezos et al., 2018; Roy et al., 2018a) y
ESAT-6 y/o CFP-10 (Zanardi et al., 2013). La Se descrita para estas técnicas se en-
cuentra entre el 16% y el 100% en funcién del antigeno utilizado, de si la muestra
se ha recogido antes o después de la IDTB y del gold standard utilizado, siendo
los antigenos MPB70 y P22 los mas sensibles (93,8% y 83,2% respectivamente,
pudiendo llegar al 100% al emplear el efecto booster) (Bezos et al., 2018). Por su
parte, la serologia ha mostrado un buen rendimiento en términos de Sp, con unos
resultados entre el 90% y el 100%, incluso en rebafios vacunados frente a MAP
(O'Brien et al., 2017; Infantes-Lorenzo et al., 2019b; Roy et al., 2020).

En ovejas existen muy pocos estudios sobre el serodiagnéstico de la TB, des-
tacando un ELISA para la deteccién de anticuerpos especificos frente a PPD bovi-
na con una Se del 100% y una Sp variable entre el 37%y el 50%, dependiendo de
las interferencias con micobacterias ambientales (Mufioz-Mendoza et al., 2016).
Ademas, se ha desarrollado un ELISA basado en el complejo proteico P22 que ha
mostrado una Se similar a la descrita anteriormente y una Sp del 98%, incluso en
rebafios infectados con MAP (Infantes-Lorenzo et al., 2020) o Corynebacterium
pseudotuberculosis (Infantes-Lorenzo et al., 2019b).

Las técnicas seroldgicas mas utilizadas para el diagnéstico de la TB en cerdos
domésticos son el ELISA y los test rapidos de flujo lateral, donde la PPD bovina y
el MPB83 son los antigenos mas utilizados. Diversos estudios han mostrado una
Seentre el 72,9% y el 86,4%, asi como una excelente Sp del 98,9-100% (Cardoso-
Toset et al., 2017; Thomas et al., 2019a). En estas especies, donde la posibilidad
de tener interferencia diagndstica con MAP es menor, la PDD bovina es amplia-
mente utilizada sin que se observe una reduccion de la Sp (Cardoso-Toset et al.,
2017; Thomas et al., 2019a).
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El diagnoéstico basado en anticuerpos es sin duda la técnica de diagndstico
mas utilizada en jabalies y cerdos silvestres, debido a su facilidad de uso y a su
buen rendimiento en general (Boadella et al., 2011; Pedersen et al., 2017). El
antigeno mas utilizado es la PPD bovina, presentando una Se del 72,6% al 100%
y una Sp del 79% al 100% (Aurtenetxe et al., 2008; Pérez de Val et al., 2017).
Sin embargo, estudios recientes se han centrado en mejorar su Sp mediante el
uso de antigenos mas especificos, como MPB83 (Garcia-Bocanegra et al., 2012;
Pérez de Val et al., 2017), MPB70 (Cardoso-Toset et al., 2017), P22 (Thomas et al.,
2019a, 2019b) o CFP-10/ESAT-6 (Miller et al., 2019). Los ensayos de flujo lateral
basados en MPB83 mostraron valores de Se y Sp del 83% y del 97%, respecti-
vamente (Fresco-Taboada et al., 2019); mientras que el test DPP VetTB presenté
una Se del 76,6% y una Sp del 97,3% (Lyashchenko et al., 2008).

Las técnicas de deteccién de anticuerpos como el ELISA y pruebas inmuno-
cromatograficas rapidas pueden ser Utiles como métodos alternativos o pruebas
paralelas para el diagndstico de la TB de base celular en cérvidos (Waters et al.,
2011c; Che’Amat et al., 2016a). En estas especies, el uso de antigenos especifi-
cos como MPB70, MPB83, ESAT-6 y CFP-10 han demostrado valores de Se y Sp
muy variables, los cuales se encuentran entre el 40-91% y el 79-100%, respectiva-
mente (Waters et al., 2011c; Shury et al., 2014; Kang et al., 2016).

En el caso de los tejones, solo existen tres técnicas disponibles para el sero-
diagndstico de la TB: el DPP VetTB con una Se del 55% (comunicacién perso-
nal, Sandrine Lesellier), el inmunoensayo quimioluminiscente multiplex de Enfer
Scientific con una Se del 25,7% (Aznar et al., 2014) y el ELISA P22 con una Se de
entre el 74% y el 80%, segln la prevalencia de TB del area estudiada (Infantes-
Lorenzo et al., 2019a). Respecto a la Sp, las dos primeras pruebas mostraron una
Sp del 100% mientras que la Sp del ELISA P22 varié entre el 89% y el 96% en
funcion de la prevalencia de TB de la zona de estudio.

Factores relacionados con el rendimiento de las técnicas

La respuesta inmune humoral es muy irregular y los resultados obtenidos en
las pruebas serolégicas pueden estar condicionados por diferentes factores re-
lacionados con el hospedador, el ambiente, el muestreo y la técnica diagndstica
empleada, de entre los cuales debemos destacar:

Variabilidad genética individual: los resultados de las técnicas serodiagnosti-
cas en cérvidos parecen no verse afectados por variables como la edad o el sexo
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(O'Brien et al., 2008). Sin embargo, en jabali, los rayones infectados tienen menor
respuesta en ELISA 'y DPP en comparacién con individuos jévenes o adultos (Che’
Amat et al., 2015; Fresco-Taboada et al., 2019), observdndose también variacio-
nes relacionadas con el género (Boadella et al., 2011).

Dosis infectiva: las dosis infectivas altas provocan una moderada respuesta
inmunoldgica mediada por células y una rapida apariciéon de anticuerpos circu-
lantes frente a M. bovis, mientras que dosis bajas provocan una respuesta inmune
mediada por células mas gradual y una escasa o ausente respuesta de base hu-
moral (Pollock y Neill, 2002).

Etapa de la infeccién: debido a la evolucidn natural de la infeccién en el hos-
pedador, no se detectan anticuerpos en animales infectados hasta las fases mas
avanzadas de la enfermedad. En estudios experimentales se ha estimado que el
titulo de anticuerpos en animales infectados es detectable entre dos y seis meses
tras la infeccién y puede durar hasta dos afos tras la misma (Welsh et al., 2005;
Waters et al., 2006).

Los resultados de las pruebas seroldgicas podrian verse afectados por la reac-
tividad cruzada a la presencia estacional de micobacterias ambientales no tuber-
culosas (Queirds et al., 2012), asi como por la vacunacion frente a MAP en cabras
y ovejas (Mufioz-Mendoza et al., 2016; Roy et al., 2018a).

La realizacion de la prueba IDTB antes del anélisis de anticuerpos también
podria conducir a una alteracién de los resultados serolégicos, ya que se esta
produciendo una estimulacién antigénica in vivo. El incremento del titulo de an-
ticuerpos especificos circulantes tras la IDTB se conoce como efecto booster. En
el ganado bovino y caprino, la Se del ELISA para la deteccién de anticuerpos
especificos frente a la PPD completa se incrementa cuando se realiza con mues-
tras recogidas 15 dias tras la inoculacidon de las PPDs (Casal et al., 2014). Por su
parte, en animales silvestres, Griffin et al. (1993) describieron que la Se del ELISA
se incrementd 10 dias después del test de piel en ciervos. De manera similar, en
infecciones experimentales con ciervo de cola blanca, reno y ciervo se observé
una elevada respuesta de anticuerpos tras la realizacion de la IDTB (Buddle et al.,
2010; Waters et al., 2004b). Sin embargo, en ensayos repetitivos de test de piel
comparado en ciervo con un intervalo de 6 meses no se vieron afectados los re-
sultados de los test serolégicos (Che’Amat et al., 2016a), por lo que esta variable
podria estar condicionada al intervalo de tiempo entre las distintas IDTB.
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La fuente de la muestra también puede causar variaciones en los resultados del
test diagnostico, habiéndose observado que los resultados del test serolégico de-
penden del modo en que se recoja la muestra y de su localizaciéon. Asi, en animales
silvestres, las muestras recogidas por cazadores y veterinarios presentan una mayor
concordancia con los resultados del cultivo que las muestras de carcasas con lesio-
nes compatibles con TB (O'Brien et al., 2008). Por otro lado, tanto los ciclos repeti-
dos de congelacién-descongelacién de los sueros como la hemdlisis también pue-
den afectar a los resultados (Boadella y Gortazar, 2011). Asi, la hemlisis disminuye
la Se de los ELISA, aunque esto no ocurre con los test rdpidos (Boadella y Gortazar,
2011), los cuales estan disefiados para usarse incluso con sangre completa.

La respuesta de base humoral se puede modificar en funcién del antigeno utili-
zado para la deteccién de los anticuerpos. La Se y Sp de un test dependen especial-
mente del tipo de antigeno usado, estando el empleo de antigenos especificos o
purificados relacionado con la mejora de la precision diagndstica. Por ejemplo, los
anticuerpos especificos frente a MPB83 aparecen entre tres y cuatro semanas tras
la infeccion, por lo que la convierten en una importante candidata como antigeno
de diagndstico en fases tempranas de la enfermedad (Waters et al., 2006, 2011a).
Ademas, el uso de un conjugado especifico de especie da lugar a un mejor resulta-
do, por ejemplo, la proteina G en ELISA de jabali (Che’Amat et al., 2015).

Por otro lado, las pruebas de referencia o gold standard utilizadas tienen una
importante influencia sobre el valor diagnéstico de las técnicas seroldgicas. Asi,
el cultivo de micobacterias ha sido ampliamente utilizado como test gold stan-
dard en la validacion de otras técnicas. Sin embargo, presenta una baja Se y
una elevada dependencia del nimero y la calidad de los tejidos examinados
(Chambers, 2013).

Propuestas de diagnéstico

La seleccién de un test apropiado se basa en muchos factores como la especie
a testar, el estadio de la enfermedad, la precision diagndstica del test, la viabilidad
econdmica, la facilidad de realizarlo, etc. Ademas, la combinacién de los resultados
de dos test diagnosticos puede incrementar la precision diagndstica, pudiéndose
combinar los resultados de varios test en paralelo o en serie. Asi, el testaje en pa-
ralelo es un método en el cual dos test de cribado son llevados a cabo al mismo
tiempo y los resultados son combinados posteriormente, lo cual resulta en una Se
incrementada pero en una Sp disminuida. Todos estos factores deben tenerse en
cuenta a la hora de elegir un test diagndstico para la deteccion de TB.
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En el ganado bovino y caprino que estan sometidos a campafas de erradica-
cion, las pruebas de diagnéstico oficiales se basan en inmunidad mediada por
células (IDTB y prueba de deteccién de IFN-y), por su capacidad de detectar
animales infectados recientemente. Sin embargo, hay estudios que destacan la
importancia de la serologia como herramienta de diagnéstico para mejorar la
deteccién de animales infectados (Casal et al., 2017; Waters et al., 2017; Bezos et
al., 2018). La principal ventaja que presentan las pruebas de base humoral es que
permiten la deteccién de animales infectados que no son diagnosticados por la
IDTB o el IFN-y (animales en estado de anergia) (Waters et al., 2017), por lo que al
usarse de manera combinada con las pruebas IDTB se incrementa la Se diagnés-
tica (Waters et al., 2011a; Casal et al., 2014, 2017). Ademas, su utilidad potencial
para el diagndstico es mayor en situaciones crénicas de TB, ya que en este tipo
de explotaciones la respuesta serolégica deberia predominar en los animales in-
fectados (Welsh et al., 2005). Por otro lado, también se ha descrito que se puede
utilizar el efecto booster de la IDTB para aumentar la Se de los ELISAs (Waters et
al., 2011b); sin embargo, desde un punto de vista logistico, la realizacién de otro
muestreo requiere una nueva visita a la explotacion, lo que encarece mucho la
técnica y plantea problemas de manejo del ganado adicionales.

En el ganado ovino, la IDTB no presenta valores de Se y Sp adecuados, mien-
tras que en el porcino la gruesa capa de grasa subcutanea dificulta la realizacion
de esta prueba. Teniendo en cuenta que estas especies no estan sujetas a campa-
fias de erradicacion y que las técnicas serolégicas presentan un buen rendimiento
cuando han sido evaluadas, éstas se proponen como la metodologia diagnéstica
posiblemente mas adecuada para el diagnéstico de la TB, especialmente en el
porcino.

Por dltimo, en la fauna silvestre, las pruebas serolégicas se postulan como
las técnicas de eleccién ya que, a nivel de manejo de los animales, los test que
detectan la respuesta humoral de los animales infectados son més practicos que
aquellos basados en la respuesta celular, debido a que no es necesario manipular
a los animales dos veces como en la IDTB, ni estimular las muestras de sangre
como en la prueba de deteccién de IFN-y. Ademas, estas técnicas pueden usarse
tanto ante mortem como post mortem, siendo esta Ultima la metodologia mas
frecuentemente utilizada para el diagnédstico y los estudios epidemiolégicos de
TB en fauna silvestre. En cérvidos es preferible la combinacién de pruebas media-
das por células junto con el serodiagnéstico de la TB, debido a la baja Se y Sp de
las primeras en esta especie. En este sentido la combinacién de pruebas basadas
en la deteccién de la respuesta inmune celular y humoral en cérvidos permitio la
deteccién de todos los animales confirmados como positivos por cultivo (Jaroso
etal., 2010).



Tuberculosis animal: una aproximacion desde la perspectiva de la Ciencia y la Administracion

4.2.5 Diagnéstico anatomopatoldgico y vigilancia en mataderos

€nric Vidal, Ana Balseiro, Alberto Marco, Mariano Domingo

La vigilancia de la TB en el matadero consiste en identificar |la presencia de le-
siones compatibles con esta enfermedad en las canales y/o visceras de animales
sacrificados para el consumo humano.

Desde que se instaurd la pasteurizacion de la leche la TB ya no se considera
una enfermedad de transmision alimentaria, atin cuando es creciente el consumo
de productos tradicionales a base de leche cruda. Asi pues, la identificacién de
lesiones tuberculosas en mataderos tiene un enfoque principalmente orientado a
la sanidad animal, siendo la salud publica una preocupacién relativamente menor.
Por este motivo, es importante que los inspectores oficiales en los mataderos,
cuya mayor preocupacion es la salud publica, tengan clara la importancia de su
papel en el control de esta enfermedad.

Funcién del matadero

La deteccion de lesiones tuberculosas en el matadero juega un papel clave
en los programas de erradicacion de la TB, principalmente en los siguientes dos
puntos:

Aquellos animales con resultados positivos a las pruebas de IDTB deberan
ser sacrificados, pero es necesario confirmar la infeccion para declarar un nuevo
brote y poner en marcha las medidas de control pertinentes. Para ello, es esencial
la identificacion de lesiones tuberculosas, ya que es justamente en estas lesiones
doénde se van a encontrar las micobacterias. Es a partir de estas lesiones de don-
de se obtiene la mejor muestra para realizar con éxito un cultivo microbiolégico y
poder identificar que se trata de una micobacteria del MTBC. Con este resultado
se confirma el resultado positivo a las pruebas diagnésticas en el animal vivo. El
cultivo permitird, ademas, caracterizar la cepa y obtener informacién dtil para es-
tudios de epidemiologia molecular. En otras palabras, ayuda a intentar averiguar
de dénde procede el nuevo brote: contacto con rebafos vecinos, contacto con
fauna silvestre, entrada de animales infectados, etc.

Cuando en un animal positivo al test cutdneo no se detectan lesiones con-
firmatorias compatibles en el matadero se deben valorar dos posibles escena-
rios: 1) o bien se trata de un animal realmente infectado, en el que las lesiones
no se detectan por ser muy pequefias o debido a una inspeccién post mortem
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insuficientemente detallada (no se inspeccionan todos los nédulos linfaticos); 2) o
bien se trata de un falso positivo, es decir, un animal no infectado que reacciona
a la prueba de diagnéstico por otros motivos, por ejemplo por reaccién inmuno-
|6gica cruzada con otras micobacterias (de la Rua-Domenech et al., 2006). Ver
Figura 27.
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Figura 27. Diagrama del flujo del diagnéstico inicial a la confirmacién de tuberculosis.
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La presencia de lesiones compatibles con TB en animales sacrificados de ru-
tina para el consumo debe ser siempre investigada ya que podria tratarse de
infecciones que no han sido detectadas mediante las pruebas in vivo. De hecho,
en regiones oficialmente libres de TB, donde ya no se realizan las pruebas cu-
tdneas en las explotaciones de ganado bovino, o se realizan en intervalos mas
largos de un afio, la vigilancia pasiva en matadero pasa a ser la principal o Unica
herramienta de control oficial para la deteccion de nuevos brotes (Sergeant et al.,
2017). En una situacién epidemiolégica de baja prevalencia de TB en rebafios de
bovino, como sucede en el norte de la peninsula, el 14% de los nuevos brotes
detectados lo son a través de la vigilancia en matadero (Guta et al., 2014a). De
hecho, la inspeccién post mortem es clave para la deteccién de focos de TB en
el ganado porcino, caprino y ovino, que no estdn sometidos por el momento a
programas de vigilancia de TB.

Protocolos de inspeccion

Para ambas situaciones (confirmacién de sospechas, vigilancia pasiva) son de-
terminantes los protocolos de inspeccién post mortem y muestreo. Para confir-
mar el diagndstico hay que tomar muestras de las lesiones tuberculosas para su
andlisis, pero en aquellos animales sin lesiones visibles también se debe realizar
un muestreo. Las muestras de eleccién, hasta hace poco, consistian en el pulmén
y ciertos nédulos linfaticos (retrofaringeo, traqueobronquial y mediastinico), ya
que se habia demostrado que més de un 85% de animales con una sola lesion la
tenian en una de estas localizaciones (Corner et al., 1990). Estudios més recientes,
sin embargo, demuestran que la via digestiva puede tener un papel también im-
portante en la infeccién y en la localizacion de lesiones (Serrano et al., 2018). Por
ello, se han ampliado los tejidos a muestrear para incluir otros linfocentros como
los nédulos linfaticos mesentéricos, hepatico, pre-escapular, cervical y supra ma-
mario (MAPA y VISAVET, 2017). Una inspeccion post mortem mas detallada es un
buen punto de partida para mejorar la eficacia del plan de erradicacién basado
en prueba/sacrificio.

Después de muchos afios sin modificaciones la normativa de inspeccién post
mortem estd ahora en proceso de cambio y adaptacién a un criterio orientado
a los riesgos (EFSA y BIOHAZ, 2013a, 2013b). Entre otras modificaciones, en el
ganado porcino se ha cambiado el procedimiento a una inspeccién visual, elimi-
nando la palpacion y corte de ciertos tejidos para reducir el riesgo de contamina-
cién de las canales (EFSA, 2011; EC, 2019). En el caso de la TB en rumiantes, es
evidente que este enfoque podria disminuir la Se de la inspeccién post mortem
para la deteccion de lesiones (Willeberg et al., 2018). Un estudio epidemiolégico
ha valorado que la Se de la vigilancia en mataderos para la deteccién de TB es
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del 31,4%. Este porcentaje tan bajo es debido especialmente a la baja probabi-
lidad (44,8%) de que un animal llegue a matadero presentando lesiones visibles
de TB (Garcia-Saenz et al., 2015). Pero el estudio también considerd relevantes
otros factores como la formacién de los inspectores, el nimero de auxiliares o la
velocidad de la cadena de sacrificio.

El diagndstico anatomopatolégico de la TB se lleva a cabo en tres etapas
sucesivas: 1) la identificacion macroscépica de lesiones compatibles, 2) su es-
tudio al microscopio y 3) la identificacién de la presencia de micobacterias me-
diante tinciones especiales, como la tinciéon de Ziehl-Neelsen o las técnicas de
inmunohistoquimica.

En los mataderos se lleva a cabo la primera etapa: la identificacion de le-
siones macroscopicas compatibles con TB. Para ello, se reconoce el patron
morfoldégico de una inflamacién granulomatosa caseosa, frecuentemente con
calcificacién central del granuloma (crepitacién), y a menudo confluente, que
es lo mas habitual en los casos de TB bovina (Domingo et al., 2014). Sin embar-
go, existen otros agentes infecciosos que producen lesiones también de tipo
granulomatoso, que pueden tener un aspecto macroscépico compatible con
TB, o incluso lesiones de otra naturaleza (como por ejemplo algunas neoplasias
pulmonares, o el mesotelioma pleural), que se podrian confundir con algunas
formas de TB. Los agentes infecciosos mas comunes confundibles con TB son
hongos y algunas bacterias que provocan lesiones piogranulomatosas, como
Rhodococcus, Nocardia, Corynebacterium pseudotubeculosis, etc. Es por ello
necesario realizar un analisis laboratorial de todas aquellas lesiones que mor-
folégicamente pueden ser compatibles con un granuloma tuberculoso. Este
andlisis debe incluir un estudio histopatolégico y, en paralelo, microbiolégico
para la identificacién de la causa de la lesién (aislamiento microbiolégico, y cul-
tivo especifico de micobacterias). Ello se puede complementar con estudios de
biologia molecular, es decir, identificar mediante PCR la presencia de material
genético de la micobacterias. De ser positivo, este resultado fiable se obtiene
mucho mas répidamente que el del cultivo de micobacterias, que requiere bas-
tante mas tiempo.
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Figura 28. Lesiones compatibles con tuberculosis (TB) detectadas en matadero o sala

de manipulacién de caza. Aproximadamente la mitad de las lesiones macroscépicamente
compatibles con TB que se remiten para su analisis se deben a otras etiologias.

A) Lesién piogranulomatosa en el nédulo linfatico retrofaringeo de bovino de la que se
aislé una bacteria, Trueperella pyogenes. B) Lesién granulomatosa en el nédulo linfatico
retrofaringeo de un bovino de la que se aislé Mycobacterium bovis, confirmando el
diagnéstico de TB. C) Lesion granulomatosa en un pulmén de bovino de la que se aisld

el hongo Rhizomucor pusillus, confirmando el diagnéstico de mucormicosis o neumonia
fangica. D) Lesién granulomatosa en el nédulo linfético retrofaringeo de un bovino, de la
que se aislé Mycobacterium caprae, confirmando el diagnéstico de TB.

E) Lesion granulomatosa en un pulmén de bovino de la que se aislé una bacteria del género
Nocardia. F) Lesién granulomatosa en el nédulo linfatico submandibular de un jabali del que
se aislé Mycobacterium caprae, confirmando el diagnéstico de TB.
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En &reas de elevada prevalencia, la mayoria de lesiones compatibles con
TB seran confirmadas en el laboratorio, pero a medida que disminuye la pre-
valencia de TB en una zona, una mayor proporcién de lesiones granulomatosas
detectadas en el matadero seran debidas a otras causas. Esta es una situacion
delicada, pues puede generar a los inspectores la sensacién de que “se equi-
vocan” en su diagndstico macroscépico. Esto no es asi, ya que es légico que
al bajar la prevalencia de TB en una regioén, el valor predictivo del diagnéstico
macroscopico en el matadero disminuya. Pero ello, en ningln caso, debe des-
incentivar el anélisis laboratorial de estas lesiones. Un buen sistema de vigilan-
cia pasiva deberia generar un flujo constante de diagnésticos de lesiones no
tuberculosas en los mataderos (pero macroscépicamente compatibles con TB);
de lo contrario, si no se realizan estos anélisis, se pierde capacidad de detectar
nuevos brotes de TB.

Se podria pensar que, disponiendo de anélisis microbiolégicos y de biolo-
gia molecular, el estudio anatomopatolégico es prescindible, pero su realizacion
aporta un gran valor afiadido, ya que el intercambio &gil y eficaz de informacién
entre los centros ejecutivos implicados (universidad-administracién-matadero)
mejora el conocimiento de los inspectores veterinarios respecto de las diferentes
etiologias que causan lesiones compatibles con TB y refina su capacidad diag-
nostica. Pero sobre todo, en el caso de lesiones compatibles, pero no debidas a
micobacterias, un diagndstico anatomopatoldgico inicial descarta de forma rela-
tivamente rapida (en 2-3 dias) la sospecha, y permite incluso ahorrarse el culti-
vo de micobacterias. En Catalufa funciona desde 2008 el SESC (www.cresa.cat/
blogs/sesc), una herramienta ideada como un sistema de formacién continuada
para veterinarios de matadero que contempla la remisién de consultas telemati-
cas (imagenes de lesiones), asi como de muestras para el diagnéstico laboratorial
(Vidal et al., 2015). En el marco de este programa cada afio se confirman como
casos de TB aproximadamente un 50% de todas las lesiones compatibles que
son remitidas para su analisis (Figura 28) (Vidal et al., 2015). Establecer un circuito
oficial de este tipo para el andlisis de las sospechas es una herramienta muy util
para la vigilancia pasiva de la TB, asi como de otras enfermedades emergentes
(Pérez de Val et al., 2014).

El espectro lesional que puede presentar la TB es muy amplio, abarcando
desde lesiones milimétricas en un solo nédulo linfatico hasta grandes lesiones
diseminadas por todo el organismo. A grandes rasgos podemos diferenciar tres
etapas en la evoluciéon del cuadro lesional de la TB (Domingo et al., 2014), ver
Figura 29. (1) Tras la entrada de la micobacteria en el organismo se puede gene-
rar una lesién inicial, localizada, de caracter supurativo o granulomatoso. (2) En
funcién del estado inmunitario del huésped, esta lesion puede quedar contenida
y encapsulada o cronificarse y extenderse a nivel local pero de forma controlada.
El drenaje linfatico suele transportar las micobacterias a los nédulos linfaticos
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cercanos dénde apareceran también lesiones. Es por ello que estos son los te-
jidos de eleccion para investigar la presencia de lesiones. Se trata de lesiones
granulomatosas (aquellas en las que el infiltrado inflamatorio estd compuesto por
macréfagos principalmente), necrotizantes y con mineralizacion del tejido necré-
tico. Ello les da un aspecto blanquecino, endurecido, que recuerda al queso, de
ahi el calificativo de lesiones caseosas (del latin caseum formatigus o queso). (3)
Finalmente, llega un momento en el que el sistema inmunitario no puede con-
tener la infeccién y ésta se disemina via linfa o sangre por todo el organismo y
aparecen lesiones de TB generalizada. Por ejemplo, los cuadros de TB perladas
en las que mdltiples granulomas se forman a la vez en las membranas serosas del
peritoneo y la pleura (Domingo et al., 2014). Estos cuadros generalizados son
cada vez menos comunes en la situacion epidemiolégica de nuestro territorio,
pero pueden aparecer en matadero ya que estos animales pueden ser anérgicos,
es decir, que no responden a las pruebas de inmunidad celular, y por lo tanto, no
se detectan mediante las pruebas cuténeas. Estos animales suponen un riesgo
significativo para el control de la enfermedad pues pueden excretar grandes can-
tidades de micobacterias al ambiente sin ser detectados.

Generalizacién precoz

Infeccién Tuberculosis Tuberculosis
primaria crénica generalizada
(anergia)

\q/

uberculosis latente

Figura 29. Progresién en el tiempo de la lesién tuberculosa.
La estrella roja representa las lesiones tuberculosas.
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Histolégicamente las lesiones tuberculosas, es decir, los granulomas, se clasi-
fican normalmente en cuatro tipos (I, II, lll y IV), en base a su extension, infiltra-
do celular, grado de mineralizacién y calcificacion y, grado de encapsulamiento
(Figura 30). Los granulomas de tipo | se caracterizan por no presentar normalmen-
te capsula y estar formados principalmente por células epitelioides, macréfagos,
linfocitos y alguna célula gigante de Langhans. Los granulomas de tipo Il suelen
presentar el mismo tipo celular que los de tipo | pero en éstos se puede observar
una fina capsula y necrosis central por coagulacién. En los de tipo Ill y tipo IV se
puede observar una extensa necrosis caseosa y mineralizacién, respectivamente,
asi como una clara cépsula de tejido conjuntivo. El examen histolégico es de
gran importancia, principalmente, para la deteccién de lesiones de tipo focal y/o
latente, dificilmente observables de otra manera.

Figura 30. Tipos de granulomas tuberculosos.
A) Tipo 1. B) Tipo Il. C) Tipo lll. D) Tipo IV. Tincién hematoxilina-eosina. Barra=200 micras.

Para conseguir un enfoque global del control de TB, otro punto importante
a tener en cuenta son los huéspedes silvestres de la enfermedad. Para ello, un
punto de control muy relevante son las salas de manipulacién de caza. Se trata
de establecimientos que funcionan como los mataderos, pero con las canales de
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animales de caza que irdn destinadas a consumo humano, y que por lo tanto,
cuentan con inspeccién veterinaria oficial. Como se detalla en otros capitulos de
este libro hay varias especies silvestres que juegan un papel importante como
reservorios de TB, principalmente los jabalies y, en menor medida, los ciervos y
los gamos (Hermoso de Mendoza et al., 2006; Naranjo et al., 2008; Mentaberre
etal., 2014). El programa de vigilancia sanitaria de la fauna silvestre (MAPA, 2017)
contempla el analisis de tejidos de fauna silvestre, pero la logistica para la ob-
tencién de estas muestras puede ser muy compleja, ya que hay muchos actores
diferentes implicados (cazadores, agentes rurales, forestales, veterinarios oficia-
les, etc.). Estos establecimientos son, por lo tanto, un punto de centralizacién de
muestras muy importante que se debe aprovechar. Pero a menudo las lesiones
pueden estar restringidas a ciertos nédulos linfaticos y no ser visibles si no se
realizan los cortes apropiados en los mismos.

Para cerrar el capitulo de vigilancia en mataderos, no hay que olvidar que
la TB puede presentar riesgo de infeccién para aquel personal que manipule
tejidos lesionados de animales infectados (zoonosis ocupacional). Aqui pueden
estar especialmente expuestos los matarifes, auxiliares e inspectores veterinarios,
asi como el personal que realice necropsias de animales infectados, que debera
tomar las medidas de precaucién y proteccién adecuadas.

4.2.6. Deteccion del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC)
mediante técnicas moleculares sobre muestras clinicas y ambientales

Iker A. Sevilla, Victor Lorente, Lucia de Juan, Lucas Dominguez, Beatriz Romero

Los planes oficiales de control y erradicacion de la TB de los paises europeos
estan basados en la deteccidon de animales infectados mediante la prueba in
vivo de la IDTB y en la inspeccién post mortem de animales sacrificados en los
mataderos. La infeccidon en animales reaccionantes a la IDTB o con hallazgos
sospechosos de TB puede ser confirmada por medio del aislamiento e iden-
tificacién de la bacteria (Directiva 64/432/EEC y Real Decreto 1716/2000). El
cultivo microbioldgico es considerado, a dia de hoy, el método diagndstico de
referencia para confirmar la presencia del agente causal de la infeccién tuber-
culosa en ganado bovino, es decir, las especies micobacterianas del MTBC. Sin
embargo, esta técnica presenta una serie de limitaciones, entre las que destacan
la lentitud en la obtencién de resultados derivada del tiempo de incubacién
que requieren estas micobacterias para crecer en el medio de cultivo (hasta 12
semanas), asi como ciertos factores que afectan a la Se del procedimiento, tales
como la eleccién de las muestras, las condiciones de almacenamiento, el envio
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y procesamiento de éstas, o la aparicién de microorganismos contaminantes
que pudiesen enmascarar la presencia de las bacterias del MTBC (revisado en
el capitulo 4.2.7.). Adicionalmente, siempre es necesario confirmar la identidad
del aislamiento por métodos moleculares que garanticen la Sp del diagnostico
(Gormley et al., 2014). Por todo ello, la blusqueda de métodos alternativos o
complementarios para la confirmacién de la infeccidon se ha vuelto una priori-
dad en los ultimos tiempos. A pesar de que el anélisis histopatoldgico, también
reconocido por la Directiva 64/432/EEC, es un procedimiento relativamente ra-
pido y sensible, no es lo suficientemente especifico y necesita confirmacién por
otros medios. Por esta razén, las técnicas moleculares, como pueden ser las de
deteccién del material genético (ADN) micobacteriano en muestras clinicas o
ambientales han suscitado un gran interés.

Deteccion del material genético del MTBC mediante PCR

La deteccion del ADN de un microorganismo en una muestra indica que éste
se encuentra presente en la misma, ya sea vivo o muerto. La técnica méas popular
para su deteccién es la PCR (Mullis et al., 1986), que permite amplificar y convertir
asi en detectables, pequefias cantidades de ADN diana. La PCR se emplea de
forma genérica para la identificacién de aislados procedentes de cultivos bac-
terianos y su introduccién en el diagnéstico de la TB, surgid a finales del siglo
pasado como una prometedora alternativa que pudiese solventar algunos de
los inconvenientes del cultivo. Desde entonces, se han desarrollado infinidad de
protocolos de PCR para la deteccién directa del MTBC en muestras humanas
principalmente, y también en tejido animal para el diagnéstico veterinario (Costa
et al.,, 2014a, 2014b).

La amplificacion del ADN mediante PCR se produce de manera especifica
en una parte concreta del material genético mediante el uso de cebadores:
pequefios fragmentos de ADN que marcan los limites donde se producira la
amplificacién. En funcién de la forma en la que se detecte el ADN amplificado,
las PCRs se dividen en dos clases: PCRs convencionales o PCRs en tiempo real.
En el primer caso, la deteccién del ADN requiere de un procesado posterior
donde se visualiza el fragmento amplificado en un soporte fisico como un gel de
agarosa. La PCR en tiempo real, por otro lado, emplea sondas fluorescentes que
son detectadas de forma especifica tras cada paso de la reaccién, permitiendo
hacer un seguimiento directo de la cantidad de ADN en la muestra durante todo
el proceso.

La eficacia de la PCR se ve afectada por factores relacionados con el disefio de
la técnica y con la naturaleza de la muestra a analizar. Desde el punto de vista del
disefo, la Sp de esta herramienta depende de que el fragmento de ADN esco-
gido como diana sea especifico del agente que se busca, siendo especialmente
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importante disefiar cebadores y sondas con la méxima afinidad por éste y la mini-
ma afinidad por el resto del ADN presente en el medio. Aunque la Se de la PCR
puede ser tan elevada como para detectar una sola copia del ADN diana en la
reaccion, ésta estéd condicionada en gran medida por las condiciones de reaccién
de la PCR, por lo que la optimizacién y validacién de los reactivos y parametros
empleados es crucial. Por otra parte, la eficacia de la técnica puede verse afec-
tada por la concentraciéon de material genético en la muestra y la presencia de
moléculas inhibidoras de la PCR. Esto, a su vez, estd directamente relacionado
con la carga bacteriana en la muestra y con la eficacia del método de extraccion
y purificacién de acidos nucleicos. Debido a que las PCRs pueden emplearse en
todo tipo de matrices, ya sean aislados bacterianos, muestras clinicas (ejemplo,
tejidos) o muestras ambientales (ejemplo, agua), la cantidad de bacterias o de
impurezas puede variar considerablemente de una a otra.

Actualmente el uso de esta metodologia en el diagnéstico de la TB sobre
tejidos solo se contempla en situaciones concretas dentro del Programa de erra-
dicacién nacional de TB bovina. Sin embargo, los beneficios de esta metodologia
pueden ser muchos. La ventaja mas evidente, junto con una elevada Se y Sp,
consiste en el acortamiento del tiempo de respuesta del laboratorio, ya que el
resultado de la PCR puede obtenerse en pocas horas desde la recepciéon de la
muestra, lo que permite evitar retrasos innecesarios a la hora de tomar decisio-
nes y actuar sobre los animales o explotaciones bajo analisis. Al contrario de lo
que sucede con el cultivo, la Se de la técnica no depende de la viabilidad de las
bacterias, pudiendo detectar tanto bacterias vivas como muertas. La presencia de
otras bacterias no deberia interferir en la PCR, por lo que la descontaminacién de
la muestra con agentes agresivos y téxicos no es necesaria, lo cual supone una
mayor seguridad para el personal de laboratorio. Por otra parte, al trabajar direc-
tamente con tejidos y no con aislados bacterianos, se reduce el riesgo bioldgico
para los trabajadores y se disminuye el tiempo que deben pasar dentro de un
laboratorio de bioseguridad de nivel 3.

Los principales factores que afectan a la deteccion de estos patdégenos direc-
tamente en la muestra estan asociados con la PCR empleada y la extraccién del
ADN de la muestra. La seleccién de la diana genética para la PCR es un elemento
clave para la técnica. La diana genética mas popular usada en la detecciéon y ge-
notipado del MTBC, tanto de origen humano como animal, es la secuencia de in-
sercion o transposédn IS6110 (Eisenach et al., 1990; Thierry et al., 1990; Savelkoul
et al., 2006; Soo et al., 2006; Thacker et al., 2011; Costa et al., 2014b). Esto se
debe a que se trata de un elemento presente en miltiples copias (1->25) en el
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genoma de los miembros del complejo, lo que incrementa la Se de la prueba
(Narayanan, 2004). Mycobacterium bovis suele tener 1-2 copias, aunque se han
identificado algunas cepas con mas copias o incluso sin ellas (Das et al., 2005). Al
ser un elemento multicopia y no hallarse en el mismo nimero de copias en todas
las cepas, no es un buen marcador para realizar cuantificacion por PCR. A pesar
de haberse detectado algunos problemas de Sp que se van solventando median-
te el redisefio de cebadores y sondas (Savelkoul et al., 2006; Thacker et al., 2011),
continla siendo la diana mas utilizada. Ademas de esta, también se han utilizado
otras secuencias especificas del MTBC (Tabla 7).

Tabla 7. Dianas genéticas utilizadas para la deteccién del complejo
Mycobacterium tuberculosis o de algunas de las especies que éste engloba mediante
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Diana genética Bibliografia de ejemplo
1S6110 Miller et al., 1997
IS1081 Taylor et al., 2007
IS1561" Barbier et al., 2016
RDs Costa et al., 2014a
mpb70 Lorente-Leal et al., 2019
16S-23S rRNA Parra et al., 2008
gyrB Chiari et al., 2016
TbD1 Aratjo et al., 2014b
rv2807 Aratjo et al., 2014c¢
rv3873 Quan et al., 2016
rv3866 Barbier et al., 2016
rvD1rv2031c Rodriguez et al., 1999
devR Sevilla et al., 2015
rimM Zhu et al., 2009
mpt83 Zhang et al., 2011
hupB Algammal et al., 2019

La mayoria de métodos de deteccién de &cidos nucleicos que se utilizan para
el diagndstico de la TB animal son disefios caseros en mayor o menor medida
y con un uso mas o menos extendido entre los diferentes laboratorios (Costa
et al., 2014b). Sin embargo, también se emplean productos comerciales, tales
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como artus® M. TB™ gPCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), FluoroType®
MTB (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Alemania), LS| VetMAX™ Mycobacterium
TB Complex PCR (Life Technologies Ltd., Paisley, Escocia), COBAS® TagMan®
MTB Test kit (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) o MYCO-Direct 1.7 LCD-Array Kit
(Chipron GmbH, Berlin, Alemania).

Otra de las virtudes de la tecnologia de la PCR es su capacidad de con-
vertirla en una herramienta de deteccién multiple en un Unico ensayo, ofre-
ciendo mayor rapidez y eficiencia al proceso diagnéstico. Algunos autores han
aprovechado ese potencial aplicando el método directamente a ADN extraido
de tejidos animales para detectar y diferenciar simultdneamente el MTBC de
otras micobacterias no tuberculosas, que ademas pueden provocar ciertas in-
terferencias en el diagnéstico de la TB animal (Costa et al., 2014a; Sevilla et
al., 2015; Thakur et al., 2016), o también para identificar la especie del MTBC
presente en la muestra (Costa et al., 2015; Elsayed y Amer, 2019). En la Figura
31 se muestra una propuesta para el diagnéstico molecular para la deteccién e
identificacién de miembros del MTBC y su diferenciacion de otras micobacte-
rias no tuberculosas, a partir de ADN extraido directamente de muestra clinica
propuesto por Costa et al. (2014a).

Template DNA

1% reaction
(probes targeting 165 rDNA and 1S6110)

16S rDNA - 16S rDNA + 2" reaction
156110 - 156110 + (probes targeting RD1, RD4 and RD9)
- 7%
I
- ’ ~ S
Not - 7 ~ 9 = -
Mycobacterium
16S rDNA +
1S6110 -
Non-tuberculous
mycobacteria M. tuberculosis M. caprae M. bovis M. bovis BCG
M. canettii M. agricanum
M. pinnipedii
M. orygis

Figura 31. Algoritmo para el diagnéstico del complejo
Mycobacterium tuberculosis propuesto por Costa et al. (2014a).
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Como se menciond anteriormente, uno de los factores mas importantes que
influyen en el correcto funcionamiento de la PCR no radica en la técnica en si, sino
en la naturaleza del patégeno y en los procesos de concentracién de las bacte-
rias, y de extraccién y de purificacion del ADN de éstas (Radomski et al., 2013). La
distribucién de las micobacterias en el tejido no es homogénea, y en ausencia de
lesiones visibles, la cantidad de éstas, y en consecuencia del ADN diana disponi-
ble, puede ser insuficiente, aunque esta limitacion también puede ser importante
en el caso del cultivo bacteriolégico (Corner et al., 2012; Gormley et al., 2014).
Los bacilos del MTBC se ubican tipicamente dentro de las células huésped infec-
tadas, que al mismo tiempo pueden encontrarse dentro de granulomas, mostran-
do a veces un alto nivel de fibrosis y/o calcificacion, lo que complica la extraccion
de su ADN (Radomski et al., 2013). Ademas, las micobacterias poseen una pared
celular muy compleja y resistente, que dificulta enormemente la liberacién de su
ADN por los métodos de extraccion rutinarios. Por ello, muchos de los esfuerzos
de los investigadores se centran en el desarrollo de métodos de extraccién de
acidos nucleicos més eficientes (Leth et al., 2017). La Se de las técnicas molecu-
lares en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina también se ha evaluado,
aunque en estos casos los resultados son moderados (=~ 75% con respecto al
cultivo) (Costa et al., 2014b).

Conviene tener en cuenta que el volumen de ADN extraido de la muestra
que se puede analizar en una reaccién de PCR, es muy pequefio (2-10 pl nor-
malmente), por lo que la muestra original queda escasamente representada.
Asimismo, en el proceso de extracciéon del material genético se obtiene ade-
mas una gran cantidad de ADN del animal hospedador que puede interferir
con la amplificacién del ADN micobacteriano (Cardoso et al., 2009; Radomski
etal., 2013), particularmente si éste se encuentra en una proporcién muy baja.
Ademés de un exceso de ADN, la presencia de sustancias inhibidoras en el
tejido o en los reactivos empleados para la extraccién, que no hayan podido
eliminarse mediante el proceso de purificacién del ADN, puede afectar nega-
tivamente a la Se de la técnica (Cardoso et al., 2009; Radomski et al., 2013). La
aparicion de falsos negativos causada por los inhibidores de la PCR puede ser
monitorizada si se incluye un control interno de amplificacién en la reaccion,
que consiste en detectar de manera simultdnea o por separado una secuencia
de ADN del hospedador o exégeno de origen natural o sintético (Radomski et
al., 2013).

Para solventar la falta de concordancia entre técnicas (cultivo, pruebas de
respuesta inmunitaria, deteccién de &cidos nucleicos e histopatologia) y afinar
al maximo en el diagnoéstico, algunos grupos han desarrollado una estrategia
de diagndstico de segunda linea para utilizar junto con las de primera linea
(Michelet et al., 2018). De este modo, partiendo de ADN extraido directamente
de la muestra clinica, pueden llegar a diferenciar entre micobacterias del MTBC,
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micobacterias no tuberculosas y otros agentes que histolégicamente ademas
producen lesiones similares, como pueden ser Gordonia spp., Nocardia spp. y
Rhodococcus spp. Asi, la estrategia proporciona informacién rapida sobre la TB
animal o cualquier otra infeccién micobacteriana.

Ya que las especies del MTBC son patégenos intracelulares obligados, la de-
teccién de su ADN en muestras clinicas de hospedadores susceptibles indica
infeccion en el animal. Debido a que las metodologias empleadas para la de-
teccién de MTBC no estan estandarizadas, los resultados de los estudios no se
pueden comparar entre si de manera robusta, ya que se observan diferencias en
el tipo de tejido analizado, la especie de origen, el estado de infeccién del ani-
mal, la categorizacién patoldgica del tejido (lesiones visibles o no), el nimero de
muestras, el método de obtencion del ADN, asi como en el tipo de PCR y diana
genética seleccionada, entre otras. Sin embargo, en esta seccion se resumen los
estudios y resultados mas importantes obtenidos hasta el momento, en compa-
racién con el cultivo bacterioldgico.

La Se y Sp de la PCR convencional aplicada a tejidos con y sin lesiones visi-
bles compatibles con TB se sitda en un 63-97% y en un 50-97%, respectivamen-
te (Liébana et al., 1995; Wards et al., 1995; Taylor et al., 2001; Zumarraga et al.,
2005). Los primeros abordajes para mejorar la Se se centraron en el uso de la
PCR anidada (Wards et al., 1995; Mishra et al., 2005), capaz de incrementar la
cantidad de ADN obtenida en una primera reaccion de amplificacion mediante
una segunda donde se carga el producto de la anterior. De esta forma, Mishra
et al. (2005) atribuian a la PCR anidada una Se del 97,3% frente al 29,7% del
cultivo, si bien la Sp fue inferior en la PCR (22,2% versus 77,7%). Debido a
la necesidad de cargar la muestra amplificada en una segunda reaccién, este
formato requiere muy buenas practicas de laboratorio y medidas efectivas de
control de calidad, que eviten la aparicién de falsos positivos por contamina-
ciones cruzadas (Costa et al., 2014b). La PCR en tiempo real ofrece valores mas
elevados que oscilan entre el 65,6% y el 100% de Se y entre el 97% y el 100%
de Sp, incluso cuando es aplicada a muestras fijadas con formol incluidas en
parafina (Parra et al., 2008; Gémez-Laguna et al., 2010; Courcoul et al., 2014).
Con ese propdsito de obtener un aumento de Se, también se ha explorado
la aplicacién de la PCR anidada en formato de tiempo real, al menos para la
segunda ronda de amplificacién, obteniendo buenos resultados, tanto de Se
(70,4-100%) como de Sp (88,7-100%) (Taylor et al., 2007; Costa et al., 2013,
2014b; Aradjo et al., 2014b, 2014c). El estudio mas reciente sobre compara-
cion de métodos diagnodsticos para la confirmacién de animales reaccionantes
a la tuberculina donde se incluyeron 2.600 vacas de Egipto, también indica
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una supremacia de la Se de la PCR sobre la del cultivo (85,1% versus 63,8%)
(Algammal et al., 2019).

En Espafa, el uso de la PCR para la deteccion de especies del MTBC en
tejidos animales tiene sus origenes en los 90, donde la PCR convencional ofre-
cia una Se y Sp diagndstica del 71,40% y 93,75%, respectivamente (Liébana
etal., 1995). Aunque la introduccién de la PCR en tiempo real tuvo resultados
moderados, con una Se del 65,6% (Parra et al., 2008), un estudio reciente ha
corroborado la elevada capacidad diagndstica de la técnica, en linea con el
resto de estudios contemporéneos (Lorente-Leal et al., 2019). En este caso, la
capacidad de una PCR en tiempo real para detectar el gen mpb70 en muestras
tisulares bovinas, en comparacién con el cultivo (considerando positivas aque-
llas muestras negativas en el cultivo que se confirmaban por otras técnicas), se
establecieron en un 94,59% de Se y un 96,03% de Sp diagnéstica.

La mayoria de los estudios publicados en la literatura cientifica evaltan la efi-
ciencia de la PCR frente al cultivo microbiolégico como técnica de referencia. Sin
embargo, debido a las limitaciones del cultivo, esta comparacién puede suponer
algunos sesgos en detrimento de la técnica que se compara. Debido a que la Se
del cultivo no es del 100% (Gormley et al., 2014), pueden aparecer muestras real-
mente positivas que la PCR si ha detectado y el cultivo no. Este efecto se puede
ver incrementado cuando la bacteria se encuentra en un estado no cultivable o si
la cepa o especie implicada es méas complicada de aislar in vitro, como es el caso
de M. microti (Boniotti et al., 2014). Légicamente, en esa situacion la PCR resulta
una herramienta mucho mas eficaz que el cultivo para detectar las bacterias pre-
sentes en la muestra y ofrecer un diagndstico. Por esta razon, existe un interés en
emplear modelos estadisticos para realizar esta comparacién. Asi, en un analisis
sobre la capacidad diagnoéstica de la PCR en tiempo real (LS| VetMAX) llevado a
cabo en Francia utilizando una poblacién de mas de 5.000 animales (Courcoul et
al., 2014), los valores de Se y Sp globales calculados utilizando un modelo ba-
yesiano fueron del 87,7% y 97,0% para la PCR, superando a los del cultivo, que
fueron del 78,1% y 99,1%, respectivamente.

Ademas del empleo de esta nueva metodologia en tejidos bovinos, existe
un creciente interés en evaluar y validar su uso en otras especies animales que
actian como reservorios de la TB. Las PCRs pueden ser especialmente importan-
tes en el diagndstico en especies mas complicadas de muestrear y transportar
como son el jabali o el ciervo y, donde la presencia de otras micobacterias o la
conservacién de la muestra pueden afectar negativamente al cultivo. Por tanto,
existen cada vez mas publicaciones en las que la PCR se emplea con muy buenos
resultados en especies domésticas no bovinas, como el ganado porcino y caprino
(Leth et al., 2017; Barandiaran et al., 2019), o silvestres como el ciervo, el tején o
el jabali (Wards et al., 1995; Costa et al., 2013).
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La PCR puede ser muy util para detectar la presencia de especies del MTBC en
muestras ambientales, como pueden ser el agua, campos de pastoreo, piensos o
alimentos derivados de la ganaderia (ejemplo, leche cruda). Como ya se ha men-
cionado, este método amplifica y detecta de la misma manera ADN proveniente
de bacterias vivas y muertas por lo que, si se pretende identificar exclusivamente
la presencia de bacterias vivas, y por lo tanto infecciosas, la PCR no es adecuada
por si sola.

Las micobacterias en general son muy resistentes a factores adversos como
pueden ser las condiciones ambientales o los tratamientos o procesos de elabo-
racion que se aplican a los productos derivados de la ganaderia. Mycobacterium
bovis es relativamente resistente en el medio, pudiendo persistir en éste durante
semanas o meses, sobre todo si las condiciones son apropiadas, por ejemplo, a
temperaturas frescas y protegidas de la luz solar (Palmer et al., 2012). Se piensa
que la transmisién indirecta de M. bovis a través de la ingestion o inhalacién de
substratos contaminados puede jugar un papel en la epidemiologia de la enfer-
medad en la especie bovina y en la fauna silvestre (Kaneene et al., 2002; O'Brien
et al., 2002; Miller et al., 2003; Palmer et al., 2012). Se han llevado a cabo varios
experimentos para estudiar la persistencia de M. bovis en el medio ambiente uti-
lizando el cultivo. Hace ya casi un siglo que Williams y Hoy (1930) observaron que
las bacterias presentes en las heces de una vaca infectada sobrevivian hasta 4 me-
ses cuando éstas fueron artificialmente diseminadas por los investigadores en el
pasto y hasta 12 meses cuando éstas se almacenaron en un lugar fresco y oscuro.
Segln un estudio llevado a cabo en el estado de Michigan, los bacilos artificial-
mente inoculados de M. bovis pueden sobrevivir hasta 43 dias sobre maiz, 58 dias
en agua y en heno y 88 dias en el suelo en condiciones ambientales naturales,
aungue para que exista una transmision ambiental, los bacilos deben estar accesi-
bles para los animales, por lo que algunos autores inciden mas en la importancia
de la supervivencia de las bacterias en los alimentos usados habitualmente como
suplemento alimenticio (Palmer et al., 2012) y en puntos de agua contaminada
utilizados como abrevaderos por animales domésticos y silvestres (Barasona et
al., 2017). Otros trabajos han demostrado que este miembro del complejo puede
persistir en el medio por periodos de entre 4 semanas y 6 meses, tiempo que se ve
reducido por el efecto de la exposicién a temperaturas mas altas, radiacién solar
mas intensa y pérdida de humedad por evapotranspiracién, todos ellos factores
relacionados con los cambios estacionales (revisado en Adams et al., 2013).

Por todo ello, los grupos de investigacién también han centrado sus esfuerzos
en el estudio de la presencia del MTBC en el medio ambiente y en su posible
papel en la epidemiologia de la TB animal. Muchos de estos trabajos no han
podido demostrar la presencia de micobacterias viables por medio del cultivo
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bacteriolégico, por lo que consideraron nula la posibilidad de transmisién a tra-
vés del ambiente, dejandolo fuera de los factores que repercuten en la epidemio-
logia de esta infeccién (revisado en Adams et al., 2013). Sin embargo, tal y como
se explicaba anteriormente, las limitaciones del cultivo pueden haber afectado a
los resultados de esos estudios, pudiendo ser complementados con un anélisis
molecular como la PCR.

Segun un estudio llevado a cabo en el ambiente de una explotacién bovina, el
nimero de muestras positivas a la PCR fue significativamente mayor que las po-
sitivas al cultivo, pudiendo detectar el ADN de M. bovis en suelo hasta 12 meses
después de que hubiese sido posiblemente contaminado (Young et al., 2005).
Adams et al. (2013) compararon el cultivo bacteriolégico con una PCR anidada
para la deteccidn de la bacteria en diferentes matrices (heno, maiz, suelo y agua)
artificialmente inoculadas y mantenidas bajo condiciones ambientales naturales
por diferentes periodos de tiempo. Mientras que M. bovis dejaba de ser detecta-
ble por cultivo tras 2 meses, su ADN era detectable por medio de la PCR al me-
nos hasta 7 meses. Los autores concluyeron que, para estudios epidemiolégicos
con anélisis de muestras ambientales, la PCR es mas rapida que el cultivo, no se
ve limitada por la presencia de microorganismos contaminantes y es capaz de de-
tectar las micobacterias durante periodos mucho més largos, por lo que permite
caracterizar de manera mas exacta la distribuciéon de M. bovis en el ambiente de
las explotaciones, conclusién extrapolable a otros medios. Similares conclusiones
se obtuvieron en otro trabajo donde analizaron la supervivencia del patégeno y
su detectabilidad por medio del cultivo y la PCR en suelo de diferentes carac-
teristicas fisicoquimicas contaminado artificialmente, donde ademéas observaron
mayor supervivencia a mas bajas temperaturas, mientras que el impacto de las
caracteristicas del suelo no se pudo demostrar (Barbier et al., 2016). Sin embargo,
las mismas limitaciones que afectan a la PCR en muestras clinicas también lo ha-
cen en muestras ambientales. Particularmente, la carga bacteriana puede ser muy
baja en muestras ambientales y, debido a la complejidad de éstas, pueden ade-
mas contener multitud de inhibidores de la PCR. Por esta razén, los controles de
inhibiciéon y los métodos de purificacion son criticos en este tipo de aplicaciones.

Un estudio sobre deteccién de especies del MTBC en muestras ambientales
por métodos moleculares, demostré una extendida contaminacién ambiental en la
Peninsula Ibérica (Santos et al., 2015b). La deteccién de ADN del MTBC fue menor
en éreas presumiblemente negativas que en areas con incidencia de TB confirma-
da, y mayor en el sedimento de las presas de agua que en el propio agua conte-
nida en las mismas. También pudieron identificar ADN especifico de M. bovis/M.
caprae en varias muestras del 4rea positiva a TB. Un trabajo llevado a cabo recien-
temente en Etiopia sobre agua y tierra ambientales, identifico ADN del MTBC en
més del 90% de las muestras de agua con una carga de hasta 7,3x10? genomas
bacterianos/ml (King et al., 2017). En la publicaciéon mas actual sobre la deteccién
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molecular del MTBC en muestras ambientales, Barasona et al. (2017) revelaron la
presencia de ADN del complejo en el 55,8% de las muestras de barro recogidas en
la orilla de los puntos de agua y en el 8,9% de las muestras de agua contenidas en
los mismos. Ademas, encontraron una mayor proporcién de muestras positivas en
los puntos de agua donde se observaban mas animales caquécticos, de acuerdo
con las imagenes obtenidas por medio de fototrampeo.

Cabe mencionar que el MTBC también ha sido detectado en productos gana-
deros destinados al consumo humano como leche y queso entre otros, no solo
por medio de su aislamiento en cultivo, sino también aplicando métodos mole-
culares (Kaneene et al., 2014; Pereira-Suérez et al., 2014, Pérez-Lago et al., 2014;
Cezar et al., 2016; Sevilla et al., 2017).

Otros métodos moleculares, avances y nuevas perspectivas en investigacion

A pesar del uso de la PCR como herramienta de deteccién del MTBC, en los
Ultimos afios se han desarrollado diversos métodos moleculares en muestras bio-
l6gicas y ambientales.

La amplificacién isotérmica mediada por bucle o LAMP (del inglés “loop-me-
diated amplification”) muestra ciertas ventajas en comparacién con la PCR. Debido
a la diferencia en los reactivos empleados, la reaccién se realiza a temperaturas
inferiores y constantes (60-65 °C), permitiendo asi una elevada eficiencia de ampli-
ficacion, y soportando mejor la presencia de inhibidores. Los cebadores deben ser
muy especificos y en este caso suelen usarse entre 4 y 6. Estas caracteristicas per-
miten que pueda ser usada en condiciones de campo sin equipamiento ni personal
especializados. Este método ha sido utilizado para la deteccién de M. bovis a partir
de ADN extraido de hisopos orales y conjuntivales y de esputos procedentes de
vacas positivas y negativas a la prueba de la tuberculina (Zhang et al., 2011), mos-
trando una Se superior a la de la PCR convencional. La LAMP puede ser de gran
utilidad, por ejemplo para realizar estudios sobre poblaciones silvestres en condi-
ciones de campo si se combina con un método portatil especifico de identificacion
de los productos de amplificacién (Silva et al., 2011; Costa et al., 2014b).

Un grupo de investigadores del Reino Unido ha desarrollado un protocolo de
detecciéon de M. bovis en sangre bovina basandose en la tecnologia de amplifica-
cién de fagos (Swift et al., 2016). Esta fue desarrollada para detectar y cuantificar
rapidamente micobacterias patégenas de crecimiento lento (Albert et al., 2002;
Rees y Botsaris, 2012) y para identificar resistencias a antibiéticos (Albert et al.,
2004) y el estado latente o durmiente de las mismas (Swift et al., 2014). El método
utiliza un virus bacteriano (bacteriéfago) que infecta, se multiplica y mata espe-
cificamente las micobacterias viables. Posteriormente, el ADN de las bacterias
muertas se puede detectar mediante un método de amplificacién. Los autores
determinaron que un sistema de amplificacién isotérmica por una polimerasa
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recombinasa (RPA, del inglés “Recombinase Polymerase Amplification”) previa-
mente descrita, que amplifica la secuencia 1S6110, proporcionaba los mejores
niveles de Se (Swift et al., 2016). Las principales ventajas de este método serfan
su rapidez comparada con el cultivo (48 h versus 2-4 meses) y su capacidad de
detectar solo células viables en comparacion con la PCR que detecta células vi-
vas, muertas o durmientes indistintamente. De este modo, utilizando sangre de
animales positivos a la IDTB, que posteriormente fueron histopatolégicamente
categorizados, detectaron MTBC viable en la sangre del 85% y del 57% de ani-
males con o sin lesiones visibles, respectivamente. Sin embargo, nuevos estudios
son necesarios para confirmar esta hipotesis.

Otra de las tecnologias de aplicacion en diagnéstico es la PCR digital, una va-
riante reciente de la PCR. Este tipo de ensayo es capaz de detectar y/o cuantificar
especificamente el ADN diana presente en la muestra, al igual que la PCR cuan-
titativa en tiempo real, pero de forma mas simplificada, puesto que no necesita
referencias o patrones. Detecta el producto de PCR al final del proceso, por lo
que la eficiencia de la reaccién no afecta a los resultados. Es muy precisa y sensi-
ble, especialmente con bajas concentraciones de la diana molecular y en matrices
complejas, ademés de soportar mejor la presencia de inhibidores de la reaccion
de amplificacién. Por el momento, de acuerdo con lo hallado en la bibliografia, el
numero de estudios cientificos donde se utiliza la PCR digital para la deteccién y
cuantificacion de los agentes implicados en la TB animal en muestras clinicas se
limita al estudio de la infeccion en el ser humano y en animales de experimenta-
cién (Devonshire et al., 2015; Song et al., 2018).

Finalmente, la secuenciaciéon masiva podria facilitar el disefio de nuevas téc-
nicas de diagndstico, tanto en medicina humana como en veterinaria durante
los préximos afos. Desde un punto de vista diagndstico, esta tecnologia de alto
rendimiento permite, entre otras cosas, realizar la secuenciaciéon del genoma
completo de las bacterias (WGS, del inglés “whole genome sequencing”) o tam-
bién la secuenciacion dirigida, por ejemplo al gen 16S rRNA, para identificar las
bacterias presentes en una muestra. El uso de estas tecnologias representa un
campo aun por explorar para el desarrollo de nuevas estrategias de deteccién e
identificacion del MTBC directamente en muestras de origen animal o ambiental,
sin necesidad de esperar a obtener un aislamiento por medio del cultivo (King et
al., 2017). Sin embargo, la WGS se aplica por el momento a aislados bacterianos
basicamente, con el fin de realizar estudios epidemiolégicos y filogenéticos (revi-
sado en el capitulo 4.1.1.), no a tejidos o muestras similares. Concretamente, se
ha publicado un estudio donde se utiliza sobre ADN extraido del tejido animal,
identificando ciertas limitaciones relacionadas con la cantidad y pureza del ADN
de partida (Leth et al., 2017). No obstante, gracias a estos métodos, se han des-
cubierto SNPs con potencial diagndstico sobre los que basar nuevas herramien-
tas de deteccion de los agentes del MTBC (Hauer et al., 2019).
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Si bien es cierto que las tecnologias anteriores pueden suponer un avance en
el diagnédstico de la TB animal, a dia de hoy los costes asociados a estas técnicas
son demasiado elevados y su utilidad real alin estd por demostrar con un nimero
mayor de estudios cientificos. Debido a esto, la mayoria de los esfuerzos en in-
vestigacion se centran en aumentar la Se y Sp de la PCR en tiempo real, asi como
en facilitar su uso y reducir sus costes, con el propésito de detectar o descartar
de forma répida y fiable la presencia del MTBC en los animales o en el ambiente.
Una de las posibles mejoras en el proceso de extraccién consiste en la captura
del ADN micobacteriano con el fin de concentrarlo y separarlo del resto del ADN
presente en los homogeneizados de las muestras. Esta captura puede realizarse
antes de la extraccién del ADN, mediante el uso de proteinas especificas de las
especies del MTBC (Stewart et al., 2013; Grant y Stewart, 2015), como M. bovis, o
después, mediante el uso de secuencias especificas de ADN (Roring et al., 2000;
Fell et al., 2016). En el primer caso, se recubren microesferas magnéticas con an-
ticuerpos anti-M. bovis o con péptidos especificos que se adhieren a las paredes
celulares de los bacilos presentes en el macerado de la muestra, que luego son
separadas de esa matriz gracias a un iman (Stewart et al., 2013; Grant y Stewart,
2015). Es lo que se denomina separacién inmunomagnética y separaciéon media-
da por péptidos. Esta estrategia puede utilizarse para concentrar las micobacte-
rias y cultivarlas o someterlas a extraccion de ADN. De este modo, Stewart et al.
(2013) detectaron especies del MTBC en el 54,94%, 44,14% y 2,63% de tejidos
sin lesiones visibles mediante cultivo y PCR tras separacién inmunomagnética y
cultivo directo, respectivamente. Por otro lado, la captura mediante secuencia se
basa en el uso de ADN especifico de las bacterias que estd combinado con bio-
tina, que después es capturada por esferas magnéticas recubiertas de una pro-
teina especifica, la estreptavidina. Al comparar este método con una extraccion
clasica y con una simplificacion de este nuevo desarrollo, se observé que tanto
éste como su versién simplificada incrementaban la Se de la deteccion.

Otra alternativa para mejorar la extraccion de material genético consiste en in-
crementar la cantidad de muestra. Este es el fundamento del protocolo Matrix Lysis
en el cual se realizd una lisis quimica utilizando altas concentraciones de urea para
solubilizar grandes cantidades de tejido bovino o de cérvido sin lesiones visibles,
culminando el proceso de extracciéon con un kit de extraccion comercial (Leth et
al., 2017). Tras el Matrix Lysis con una extraccion directa partiendo de la pequefia
cantidad recomendada por el fabricante y de homogeneizados de las muestras,
concluyeron que esta metodologia era rapida, precisa y mas sensible que los otros
métodos con muestras sin lesiones (46,7% Matrix Lysis versus 6,7% cultivo directo).

Finalmente, la microfluidica y la nanotecnologia pueden también proporcionar
herramientas muy versétiles que se pueden utilizar de forma sencilla y practica-
mente sin equipamiento (“point of care”). Ademas, pueden incrementar enorme-
mente la capacidad de disefiar técnicas de deteccién miltiple simultdnea. Esta
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tecnologia se ha empleado para generar el GeneXpert de Cepheid (Sunnyvale,
California), que se utiliza para diagnosticar TB en seres humanos. Sin embargo,
esta tecnologia resulta ain demasiado cara y no se ha publicado su utilizacién
con muestras clinicas de origen animal directamente.

En definitiva, existe una gran diversidad de estudios cientificos relacionados con
la deteccion de las micobacterias del MTBC en muestras clinicas y ambientales.
Durante los Ultimos afios, hay una tendencia clara hacia el uso de las PCRs a tiempo
real y mejora de los protocolos de extraccién del material genético. Esta metodo-
logia presenta una elevada capacidad diagndstica, mostrando en general una ele-
vada Se y Sp, ademas de un tiempo de andlisis muy reducido en comparacién con
el cultivo bacteriolégico, aunque hay que destacar que no distingue entre bacterias
vivas y muertas. Las limitaciones de cada protocolo (Se y/o Sp) se deben tener en
cuenta para determinar si esta metodologia se puede emplear en un futuro de
forma alternativa al cultivo bacterioldgico, una vez incluida dentro de la legislacién.

4.2.7. Técnicas bacteriolégicas

Victor Lorente, Lucia de Juan, Javier Bezos, Lucas Dominguez, Beatriz Romero

El cultivo microbiolégico de las micobacterias es una de las pruebas oficiales
de diagnédstico de la TB recogida en la legislacion europea y nacional. El princi-
pal objetivo de esta técnica es la deteccién de bacterias vivas en un medio de
cultivo en el laboratorio, es decir, el aislamiento de las especies del MTBC en las
muestras clinicas de eleccion. La obtencion de estos aislados es ademas la base
para establecer los vinculos epidemiolégicos entre las distintas granjas y/o los
animales silvestres infectados mediante el estudio genético del agente causal.

En este capitulo trataremos los principales aspectos relacionados con el cultivo
de las bacterias del MTBC. La primera caracteristica a destacar cuando hablamos
del cultivo de MTBC es que estas bacterias tienen un crecimiento extremadamen-
te lento y, por ello, la obtencién de resultados en el laboratorio puede prolon-
garse incluso hasta tres meses, hecho que retrasa, por ejemplo, la recuperacion
de la calificacion sanitaria de la explotacion. En segundo lugar, hay que recalcar
la importancia de la interpretacién correcta de los resultados obtenidos median-
te esta técnica, ya que la obtencién de un cultivo positivo a MTBC confirma la
presencia del agente causal de la infeccién. Sin embargo, un resultado de cultivo
negativo a MTBC en animales reaccionantes a las pruebas de campo oficiales,
indica Unicamente que no se ha podido aislar el agente causal por este método.
Este resultado negativo depende en gran medida de varios factores a tratar en
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esta seccién, como el estadio en el que se encuentre la infeccién en el animal, el
tipo de lesién que presente o la correcta toma de muestras en el matadero.

A nivel laboratorial, el cultivo microbiolégico de las principales especies del
MTBC en animales, M. bovis/M. caprae, requiere controlar tres etapas criticas
que determinan el éxito de este método: 1) la seleccién, toma y conservacion de
las muestras; 2) la descontaminacién de las muestras para eliminar otros microor-
ganismos contaminantes y; 3) la siembra en los medios de cultivo (Corner et al.,
2012). Una vez se detecte el crecimiento en los medios de cultivo es necesario
aplicar otras técnicas que identifiquen si la bacteria que ha crecido pertenece al
MTBC, por ejemplo, mediante la PCR.

Seleccién, muestreo, conservacion y transporte de las muestras

Las especies bacterianas del MTBC son patégenos que viven en el interior de
las células del hospedador, concretamente en un tipo de célula inmune denomi-
nada macréfago. Por esta razén, suelen encontrarse en primera instancia en los
nédulos linfaticos cercanos al lugar donde se produce la infeccién. Si se trata de
una transmision por via aérea (aerégena), entraran en contacto con los nédulos
linféticos de la cadena respiratoria, mientras que, si la transmisién ocurre por
ingesta (digestiva), lo haran con los nédulos linfaticos gastrointestinales (Serrano
et al., 2018). Desde estas localizaciones, las especies del MTBC pueden migrar
a otros ganglios o nédulos linfaticos e incluso a otros érganos parenquimatosos
como los pulmones, el higado o la glandula mamaria.

En un intento de eliminar al patégeno, el sistema inmune del hospedador lo
encapsula en un tipo de lesiones caracteristicas conocidas como granulomas.
Estas lesiones varian en su tamafo y dispersiéon a medida que la enfermedad
progresa (ver capitulo 4.2.5.), siendo més generalizadas en estadios avanzados.

La legislacion vigente especifica que el material bioldgico para el cultivo
microbiolégico de las especies del MTBC son los nédulos linfaticos y érganos
parenquimatosos con lesiones compatibles con TB, debiendo incluir también
tejido sano adyacente. La presencia de estas lesiones es evaluada por veterina-
rios en las canales de todos los bovinos sacrificados en los mataderos oficiales,
independientemente del resultado obtenido en las pruebas oficiales de diag-
nostico de TB.

En estadios iniciales de la infeccién es posible que los granulomas ain no se
hayan formado o que éstos sean de un tamano demasiado pequefio como para
ser percibidos de forma directa. En estos casos donde no se observa una lesién
macroscépica, es necesario recoger al menos un nédulo linfatico de los linfocen-
tros de la cabeza, la cavidad torécica, el miembro toréacico, la cavidad abdominal y
la gldndula mamaria, segin se indica en el manual de procedimiento sanitario de
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“Toma y envio de muestras para el cultivo microbiolégico y diagnéstico de tuber-
culosis” (MAPA y VISAVET, 2017). Actualmente, para los animales procedentes de
un rebafio de estatuto T3, con la calificacion suspendida por la aparicién de algin
reaccionante positivo en espera de confirmacioén, es obligatorio incluir los nédulos
linfaticos mesentéricos.

Las muestras bioldgicas deben tomarse de la forma mas limpia y aséptica po-
sible, ya que de esta forma se reducira la presencia de microorganismos contami-
nantes que pudiesen competir con las micobacterias por los nutrientes del medio
de cultivo. Estas deben de mantenerse refrigeradas a 4 °C tras su recogida y du-
rante el transporte al laboratorio, por un tiempo méximo de 36 h, para garanti-
zar la conservacion del tejido y la viabilidad de las bacterias del MTBC, asi como
para evitar el crecimiento de otros microorganismos que pudiesen estar presentes.
Alternativamente, y especialmente en aquellos casos en los que las muestras lle-
garan al laboratorio pasadas las 36 h, éstas pueden congelarse a una temperatura
inferior a -20 °C (MAPA y VISAVET, 2017). Ademas, el transporte de las muestras
se realizard siguiendo la normativa descrita en la Guia Técnica del Real Decreto
664/1997 de 12 de mayo relacionada con la exposicion a Agentes Biolégicos. No
podemos olvidar que, segin la OMS, las especies del MTBC estan incluidas dentro
del grupo de riesgo 3 atendiendo al riesgo de infeccién que dichos agentes supo-
neny, por lo tanto, el cultivo requiere un laboratorio con un nivel de bioseguridad
equivalente (es decir, nivel de bioseguridad 3), donde se garantiza la proteccién del
personal especializado y del medio ambiente.

Descontaminacion de la muestra

Una vez las muestras llegan al laboratorio, éstas deben ser minuciosamente ins-
peccionadas para valorar la presencia de lesiones compatibles con TB, con el obje-
tivo principal de detectar lesiones pequefias que no fueron detectadas en el mata-
dero. A continuacién, se toma una porcién de cada nédulo linfatico y mediante un
homogeneizador de laboratorio se rompe el tejido mediante una accién mecanica
para liberar a las micobacterias del MTBC del interior de los tejidos y de las células
en las que se encuentran. Esta etapa de homogeneizacion puede afectar a la viabi-
lidad de las micobacterias y a la cantidad de bacterias disponibles, por lo que el ho-
mogeneizador y los pardmetros empleados deben estar perfectamente controlados.

Como se ha comentado previamente, las micobacterias del MTBC se caracte-
rizan por su crecimiento lento, pudiendo tardar hasta tres meses en formar colo-
nias en un medio de cultivo sélido. Ademas, son bacterias con unos requisitos nu-
tricionales elevados, lo cual requiere del uso de medios de cultivos muy ricos en
nutrientes. Por esta razoén, la presencia en la muestra de otros microorganismos
de crecimiento mas rapido y con requerimientos nutricionales menos exigentes
podrian enmascarar el crecimiento de las especies del MTBC, al producirse una
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competicién directa por los nutrientes del medio. Aunque los medios de cultivo
suelen incluir componentes antimicrobianos, como el colorante verde malaquita
en algunos medios sélidos o antibidticos en los medios liquidos, éstos no siempre
son efectivos, ya que dependen de la carga inicial de microorganismos contami-
nantes de la muestra. Por esta razén, para evitar el crecimiento de otras bacterias
no deseadas, los tejidos deben de ser descontaminados antes de la siembra en
sus respectivos medios de cultivo. Este procedimiento es especialmente impor-
tante en aquellas muestras que presentan un elevado riesgo de contaminacion,
como pueden ser muestras procedentes de animales silvestres, que no se han
conservado de forma adecuada o nédulos linféticos mesentéricos.

Existen diversos agentes descontaminantes que pueden emplearse para el ais-
lamiento de micobacterias del MTBC, como el cloruro de hexadecilpiridinio (HPC),
el hidroxido de sodio (NaOH) o el &cido oxalico, entre otros. La robusta pared
celular de las micobacterias les permite resistir, en cierta medida, la agresividad
de estos compuestos quimicos, aungue se conoce que la descontaminacién siem-
pre viene asociada a una pérdida de viabilidad directamente relacionada con la
concentracién de descontaminante y el tiempo de incubacién empleado (Corner
y Trajstman, 1988; Corner et al., 1995). Por lo tanto, en el laboratorio se estable-
cen las condiciones éptimas que garantizan la eliminacién del mayor nimero de
microorganismos contaminantes sin afectar a la viabilidad de las micobacterias.
Ademds de estas bacterias contaminantes, hay que tener en cuenta que existen
otras bacterias, incluyendo otras micobacterias no tuberculosas, que pueden so-
brevivir a la descontaminacién de la misma manera que las especies del MTBC,
como pueden ser micobacterias del MAC, otras micobacterias ambientales, u otros
géneros bacterianos como Rhodococcus. En ocasiones, estos géneros pueden dar
lugar a granulomas similares a los producidos por MTBC, e incluso estar producien-
do una coinfeccién en el animal junto a las micobacterias del MTBC. En un estudio
realizado en Francia en muestras de bovino con resultados de histopatologia po-
sitiva pero PCR a MTBC negativa (n=292) entre los afios 2013-2016, identificaron
mediante PCR directa micobacterias atipicas en el 24% de las muestras (principal-
mente MAA y M. nonchromogenicum) y Actinomycetales en el 56% (principalmen-
te Rhodococcus equi) (Michelet et al., 2018).

Tras la descontaminacién de la muestra y la neutralizacion del agente quimico
(si se requiere), se concentran y recuperan las micobacterias mediante un proce-
so de centrifugacion, y se prepara el sedimento para su siembra en medios de
cultivo especificos.

Inoculaciéon del medio de cultivo e incubacién

Los medios de cultivo pueden dividirse en dos grupos principales: los medios
sélidos y los medios liquidos. Los medios sélidos pueden subdividirse a su vez en
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medios basados en agar, como el Middlebrook, o con base de yema de huevo
como el Léwenstein-Jensen con piruvato de sodio, Coletsos o Stonebrink (Figura
32A). En el caso de los medios liquidos no existe una variedad tan elevada de me-
dios de cultivo, siendo el mas empleado el medio MGIT™ (del inglés Mycobacteria
Growth Indicator Tubes) para la plataforma automatizada BACTEC™ MGIT™ 960
(Figuras 32B y 32C).

El crecimiento 6ptimo de M. bovis/M. caprae se produce a 37 °Cy se evalla
de forma continua, pero distinta, en los medios sélidos y los liquidos. En el caso
de los medios sélidos el crecimiento se hace visible a través de la formacién
de colonias blanquecinas mas o menos abundantes y separadas (Figura 33),
o a través de la apariciéon de una capa homogénea de bacterias (crecimiento
confluente). La deteccién del crecimiento en un medio liquido se observa como
turbidez o pequefias agrupaciones de bacterias en el medio. En general, si se
usa un sistema de lectura automatizado, el equipo informa sobre el crecimiento
en el medio de forma indirecta al detectar fluorescencia en los tubos, que es
empleada como indicador del consumo de oxigeno vy, por lo tanto, del creci-
miento microbiano.

Figura 32. Tipos de medios de cultivo.
A) Cultivo sélido Léwenstein-Jensen con piruvato sédico. B) Cultivo liquido MGIT™.
C) Plataforma automatizada de cultivo liquido BACTEC™ MGIT™ 960.

La capacidad de aislamiento y el tiempo requerido para detectar el crecimien-
to microbiano varia entre los distintos medios de cultivo y depende en gran medi-
da de la cantidad de bacterias en el tejido de partida (Corner et al., 2012), siendo
mas probable obtener un cultivo positivo a MTBC en tejidos con lesiones com-
patibles con TB. Segin datos obtenidos en el Centro VISAVET, en muestras de
bovino procedentes del programa de erradicaciéon de TB procesadas en los afos
2012-2013, se aislé6 MTBC en medios de cultivo sélidos en un 82,5% de las mues-
tras con presencia de lesiones compatibles con TB frente al 6,5% en muestras sin
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lesiones visibles (Tabla 8). Por lo general, el medio liquido es mucho més rapido
aislando micobacterias que el cultivo sélido, con una media de 2 semanas para
el MGIT, frente a las 3-4 semanas del Middlebrook 7H11P (Robbe-Austerman et
al., 2013; Yates et al., 2017), razén por la cual es empleado en numerosos labo-
ratorios nacionales e internacionales. Como se observa en la Tabla 8, estos datos
también se han corroborado en Espafia, detectando crecimiento de MTBC en
medio de cultivo sélido en el 51% de las muestras con lesiones compatibles con
TB en menos de 4 semanas (Tabla 8).

Figura 33. Aislados bacterianos obtenidos mediante cultivo sélido.

A) Colonias compatibles con micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC). B) Crecimiento confluente compatible con micobacterias del MTBC.

C) Colonias no compatibles con micobacterias del MTBC (micobacterias atipicas).

Entre los medios sélidos, los que tienen una base de huevo dan lugar a un
mayor crecimiento y a un mayor nimero de muestras positivas, pero las colonias
aparecen mas tarde que en los medios basados en agar (Corner et al., 2012), por
lo que se recomienda el uso simultdneo de ambos tipos de medio (Krasnow y
Wayne, 1969; Corner et al., 2012). El tiempo requerido para considerar un cultivo
microbiolégico como negativo varia en la literatura cientifica (Hines et al., 2006;
Corner et al., 2012; Robbe-Austerman et al., 2013; Yates et al., 2017), pero para
garantizar el mayor nimero de aislamientos se recomienda un tiempo méaximo de
42 dias para el sistema liquido automatizado MGIT (Becton-Dickinson, Estados
Unidos) y de 90 dias para el cultivo sélido (Corner et al., 2012). Cumplir estos
plazos es especialmente importante si se estan analizando muestras sin lesiones
visibles compatibles con TB, pues es en estos casos donde la carga bacteriana es
menor y donde se requieren mayores tiempos de incubacién. Como ejemplo, se
puede observar que usando medios de cultivo sélidos el tiempo que se tarda en
obtener aproximadamente un porcentaje similar de cultivos positivos a MTBC en
muestras con y sin lesiones compatibles supone una diferencia de 2-3 semanas
adicionales (Tabla 8).
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Tabla 8. Comparativa del nimero y porcentaje de muestras positivas al cultivo
microbiolégico en medio sélido (Léwenstein-Jensen con piruvato sédico y Coletsos)
entre muestras con y sin lesiones compatibles con tuberculosis (TB), a distintos tiempos
de incubacién. Las muestras se procesaron en el Centro VISAVET en 2012-2013,
estando todas ellas incluidas dentro del Programa nacional de erradicacién de la TB.

NO
NO
muestras mL;gstras Semanas N°C+ % % muestras cultivo MTBC +
lesion + Y L
MTBC (%)
<2 0 0,0
51,0
<4 206 51,0 92,8
97,0
<6 169 41,8 98,3 99 3
404 :
490 (82,5%) <8 17 4,2 100,0
<10 7 1,7
<12 2 0,5
>12 3 0,7
N° N°
mue's"cras mugstras Semanas N°C+ % % muestras cultivo MTBC +
lesién cultivo +
= MTBC (%)
<2 0 0,0
9,8
<4 6 9,8 67,2
88,5
<6 35 57,4 95,1 98,4 100,0
61
934 (6.5%) <8 13 21,3
<10 4 6,6
<12 2 3,3
>12 1 1,6

MTBC: complejo Mycobacterium tuberculosis.

Identificacidn de los aislados

Una vez se han detectado colonias compatibles con micobacterias del MTBC
en los medios sdlidos (Figuras 33A y 33B), o se ha detectado crecimiento en
el MGIT, es necesario proceder a la identificacion de los aislados. Esto es im-
prescindible ya que morfolégicamente es imposible distinguir entre las especies
del MTBC e incluso entre algunas micobacterias no tuberculosas. Por esta razén
se han desarrollado técnicas moleculares como la PCR, capaz de detectar va-
riaciones genéticas entre las micobacterias del MTBC y otras micobacterias no
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tuberculosas, e incluso variaciones entre las especies que componen el MTBC.
De esta forma, se puede establecer si el crecimiento corresponde con micobac-
terias del MTBC, si se trata de micobacterias no tuberculosas o si se trata de otro
microorganismo. Una informacién mas detallada sobre estas metodologias esta
disponible en el capitulo 4.2.6. de este libro.

Interpretacion de un informe microbioldgico y conceptos a tener en cuenta

Una vez se identifican a los microorganismos que han crecido en la muestra se
procede a la realizacién de un informe microbiolégico donde se realiza la interpre-
tacion de los resultados. Tras enumerar las distintas etapas del procedimiento del
cultivo microbiolégico y la diversidad de factores que influyen en su eficiencia, es
comprensible que la interpretacién de un informe microbiolégico no sea tan senci-
lla. Las distintas opciones que se pueden presentar en un informe son las siguientes:

1) Cultivo positivo (presencia de crecimiento) — PCR MTBC positiva. Se de-
tecta crecimiento microbiano en los medios de cultivo y mediante PCR se
identifica el crecimiento de bacterias del MTBC o a nivel de especie (ejem-
plo, M. bovis). El resultado final es POSITIVO a MTBC o M. bovis.

2) Cultivo negativo (ausencia de crecimiento). No se detecta crecimiento mi-

crobiano en los medios de cultivo y, por lo tanto, no se realiza ninguna PCR
de identificacion. El resultado final es NEGATIVO a MTBC.

3) Cultivo positivo (presencia de crecimiento) - PCR MTBC negativa. Se de-
tecta crecimiento microbiano en los medios de cultivo y mediante PCR no
se identifica el crecimiento de bacterias del MTBC o a nivel de especie
(ejemplo, M. bovis). El resultado final es NEGATIVO a MTBC o M. bovis.

En ocasiones, tanto ganaderos como veterinarios preguntan por qué se obtie-
nen resultados negativos [opcién 2) y 3)] de animales marcados como positivos a
IDTB y/o a la técnica de IFN-y, en los que tras el sacrificio no se observan lesiones
en matadero. En base a todo lo que se ha comentado previamente en relacion
al cultivo de micobacterias, no puede descartarse que el animal esté realmente
infectado debido a que la Se de esta técnica depende de muchos factores (Roy
et al., 2017; Sdez Llorente et al., 2017):

a) Que el muestreo no haya sido completo, por lo que la lesién podria locali-
zarse en un 6rgano o parte de un érgano no analizado;

b) Que la lesion sea microscopica, siendo ésto mas frecuente en aquellos ani-
males detectados en fases tempranas de la infeccion, especialmente si se
ha empleado la técnica de IFN-y;
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c) Que las muestras estén muy mineralizadas y, por lo tanto, ya no contengan
bacterias viables o tengan una carga bacteriana insuficiente, impidiendo el
aislamiento;

d) Que la conservacién y transporte de la muestra no se haya realizado de
forma adecuada y la presencia de otras bacterias contaminantes impida el
crecimiento de las bacterias del MTBC; o

e) Que se trate de un falso positivo, causado por ejemplo por otras micobac-
terias no tuberculosas. En este Ultimo supuesto los cultivos presentarian
crecimiento, pero serian negativos a MTBC, donde se recomendaria reali-
zar una identificacién de las bacterias en crecimiento.

En definitiva, el cultivo microbiolégico es una técnica oficial de diagndstico
de la TB que corrobora la infeccién por las especies del MTBC en el animal. Sin
embargo, el éxito de la técnica depende de mdltiples factores que afectan a la re-
cuperacion de las micobacterias en el laboratorio y, por lo tanto, la interpretacion
de los informes debe hacerse teniendo en cuenta estas limitaciones. Ademas, el
cultivo es necesario para obtener los aislados microbianos con los que realizar la
caracterizacion genética, que es fundamental para llevar a cabo los estudios epi-
demioldgicos de esta enfermedad. Por todo ello, el cultivo microbiolégico sigue
teniendo un papel clave en la erradicacion de la TB.

4.3. Los hospedadores
4.3.1. El reservorio bovino

Joséba Garrido, M° Angeles Risalde, Jordi Casal, lker A. Sevilla

La TB animal sigue siendo un problema importante en muchos paises. Los
esfuerzos para erradicar esta enfermedad se han centrado en el ganado bovi-
no, ya que se considera el reservorio principal de la misma (Cousins, 2001). Sin
embargo, la infeccién se ha establecido en otras especies, sobre todo en las
silvestres y, en la actualidad, estos hospedadores estan siendo los encargados
de mantener la infeccién en determinados territorios. A pesar de tratarse de
una enfermedad zoonésica, actualmente el riesgo para la salud humana es muy
reducido gracias a los buenos resultados de los programas de erradicacion y
a la efectividad de los tratamientos térmicos empleados en el procesado de
la leche, pero aun asi, el 0,4% de las TB humanas a nivel mundial son debidas
a M. bovis (EFSA y ECDC, 2019), aunque no es posible concretar la fuente de
contagio (ver capitulo 3).
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El programa de erradicacion

Los primeros pasos en la lucha contra la TB bovina a nivel estatal se dieron
en la década de los 50 en Cantabria y en Bizkaia de la mano de D. Jesus Cuezva
Samaniego utilizando la prueba IDTB. Tuvo continuidad en Bizkaia, pero hasta
1955 la campana fue de caracter voluntario y no se procedié al sacrificio obliga-
torio de los animales reaccionantes. Los resultados correspondientes a los tres
primeros afios fueron publicados en un libro titulado “Las campanas contra tuber-
culosis bovina en Vizcaya” (Cuezva-Samaniego, 1954). Ya en 1965 se establecié
un Plan Nacional de Lucha contra la TB y la brucelosis bovinas, centrado sobre
todo en los principales nicleos de vacuno lechero del norte y centro del estado.
Tras la entrada en la CEE, en 1987 Espafia presenté un Programa de Erradicacién
Acelerada que permitié una reducciéon importante de la prevalencia en esta espe-
cie. Sin embargo, el punto de inflexiéon fue el Programa Nacional de Erradicacion
de la Tuberculosis Bovina 2006-2010, ya que supuso un cambio cualitativo en el
planteamiento de los objetivos, de forma que se sentaron las bases para garanti-
zar actuaciones continuadas en el tiempo bajo un enfoque plurianual.

El objetivo principal del Programa es la erradicacion de la enfermedad y la po-
blacién diana son todos los bovinos. Solo pueden quedar excluidas del Programa
las explotaciones de cebo ubicadas en provincias, comarcas o unidades veterina-
rias locales (o municipios, en su caso) cuya prevalencia no sea cero, siempre que
sean unidades de cebo puras, explotadas en condiciones cerradas de forma que
no supongan ningun riesgo de diseminacién de la enfermedad. Sin embargo, a
pesar de seguir un Programa comun, la situacién en Espafia es muy dispar, con
prevalencias a nivel de rebafio, segin datos de 2018, que superan el 20% en
Castilla-La Mancha, mientras que hay ocho comunidades auténomas por debajo
del 0,5%. En estos momentos Canarias es la Gnica comunidad que se considera
oficialmente libre de TB en su totalidad, asi como la provincia de Pontevedra en
Galicia, que también ha conseguido alcanzar esta calificacion. Se trata de un reto
realmente exigente, ya que supone tener una prevalencia a nivel de rebafio me-
nor o igual al 0,1% durante seis aflos consecutivos.

Las explotaciones de bovino se clasifican en relacién al programa en tres ti-
pos: ganado de lidia, ganado de carne y ganado de leche, con tres situaciones
bien diferenciadas. La prevalencia media a nivel de rebafo para estos grupos
en 2018 fue de 8,66%, 2,40% y 1,05%, respectivamente. Esto se asocia con el
tipo de manejo; mientras que las explotaciones de leche estdn sometidas a una
produccién intensiva, si bien es cierto que en muchas de ellas la recria se maneja
de forma semiextensiva hasta unas semanas antes del primer parto, el ganado
de carne y lidia siguen un manejo extensivo. Esto hace que la interaccién con la
fauna silvestre sea frecuente y en las comunidades con alta prevalencia de TB en
jabali y ciervo, estas especies supongan un grave problema para la erradicacién
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de la misma en el ganado bovino. Por esta razén, tal y como se puede ver en
los mapas epidemioldgicos de la enfermedad, en el cuadrante sur-occidental de
Espana, coincidiendo con una mayor densidad de fauna silvestre y explotaciones
de ganado de lidia y de carne, se dan las prevalencias mas altas. Por otro lado,
tampoco hay que olvidar la dificultad que supone la realizacién de las pruebas
intradérmicas en el ganado de carne y de lidia. Las condiciones de manejo en
mangas y el caracter mas agresivo de los animales hacen que la medida del gro-
sor de la piel antes y después de la IDTB no siempre pueda hacerse con la misma
precisién que en el ganado de leche, mas habituado al contacto tanto con el
ganadero como con el veterinario.

Un dato positivo es el relativo a la incidencia a nivel de rebafio que es del
1,36%; con una disminucién entre 2016 y 2017 del 27,5%, aunque en 2018 se
observé un incremento a nivel general del 17% influenciado por el aumento de
casos observado en Castilla-La Mancha.

El Programa de erradicacién de la TB, centrado principalmente en la especie
bovina, es de los programas sanitarios que mas recursos consume, tanto en Esparia
como en la UE. Espafia en el afio 2018 invirtié en este Programa 36,6 millones de
euros, de los cuales la UE financié 14,24 millones. Del coste total, el 38,7% se des-
tin6 a indemnizar el sacrificio de 31.132 animales de las especies bovina y caprina.
Més concretamente, del total de sacrificios, 21.437 fueron bovinos.

Epidemiologia

Durante mucho tiempo se pensé que la transmisién de micobacterias del
MTBC se producia exclusivamente por via aerégena, pero se ha observado que
la via digestiva también juega un papel importante en su transmisién, aunque se
trata de una via menos eficiente (Domingo et al., 2014). Los animales infectados
pueden excretar micobacterias, principalmente por via aerébgena, y quedar éstas
depositadas en comederos y bebederos naturales o artificiales a los que ten-
drén acceso otros animales (Figura 34). Una de las particularidades que tienen
las micobacterias, incluidas las pertenecientes al MTBC, es la estructura de su
pared. Se trata de una pared compleja que incluye una doble capa lipidica que
confiere gran resistencia a la bacteria. Ademas, tanto M. bovis como M. caprae,
las principales micobacterias causantes de la TB animal, son de crecimiento lento,
lo que combinado con la resistencia de su pared les permite mantenerse viables
durante largos periodos de tiempo. Todo esto facilita la transmisién de la bacteria
entre animales de la misma o distinta especie, lo que hace que haya que ser muy
estricto en la aplicacion de las medidas de bioseguridad. Otras vias de infeccion
como la genital, la intramamaria o la transplacentaria también han sido descritas,
pero en los paises que estan llevando planes de erradicacién son muy inusuales
debido a la situacion epidemioldgica actual.
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Figura 34. Bebedero natural compartido por varias especies.

En las condiciones actuales, debido a la campafia de erradicacién y al largo
periodo de incubacién de la micobacteria, la TB no es una enfermedad especial-
mente contagiosa. En un estudio realizado recientemente (Ciaravino et al., 2018)
se calculd el nimero de animales que se habian infectado a partir de un animal
infeccioso (conocido como tasa de reproduccién o Ro). A partir de los datos de 22
rebafios de distintas zonas de Espafia, si se analizan los animales cada 6 meses,
un animal infectado contagiard a una media de 0,23 animales (entre O y 2 para un
nivel de confianza del 95%). Si los controles se realizan cada afio o cada dos afios,
la media de la transmisién aumentara a 0,82y 2,01, respectivamente, con un valor
minimo de 0 en ambos casos y un méximo de 3y 6, respectivamente, para dicho
nivel de confianza.

Patogenia

El conocimiento de la patogenia y de las lesiones de la TB es un punto im-
portante para la identificacién de los animales y de los rebanos infectados. La
nomenclatura de los diferentes estadios de infeccion y de las formas lesionales se
ha ido simplificando con el paso del tiempo.

La via de infeccion se ha visto que juega un papel importante, tanto en
el tiempo necesario para que se produzca la respuesta inmune celular y la
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aparicién de las lesiones, como en la distribucion de estas ultimas. Tal y como
se ha mencionado anteriormente, lo méas aceptado hasta el momento es que
la via inhalatoria es la principal via de transmisién del agente etiolégico. Sin
embargo, hay que tener en cuenta un estudio llevado a cabo sobre un nimero
reducido de terneros en el cual se asocié la infeccién por via oral con un re-
traso en el tiempo de respuesta a las pruebas de diagndstico in vivo, con un
desarrollo més lento de las lesiones y con una localizacién principalmente en
la region abdominal, més concretamente en los nédulos linfaticos yeyunales
(Serrano et al., 2018). Esto puede tener implicaciones tanto para el diagndstico
in vivo y la confirmacién de los reaccionantes, como para la inspeccion post
mortem de los animales.

En cualquier caso, la patogenia de la enfermedad es compleja y también esta
influenciada por la virulencia de la cepa infectante, por la potencia de la respues-
ta inmune del animal y por los contactos previos con micobacterias. Esto implica
que el tiempo que transcurre desde el momento de la infeccién hasta la aparicion
de las lesiones es muy variable.

Para que se produzca la infeccién las micobacterias tienen que atravesar
las mucosas o los espacios alveolares, momento en el que se lleva a cabo el
reconocimiento de la bacteria por parte de las células dendriticas, que son las
encargadas de activar la respuesta inflamatoria. Una parte de esta respuesta
inflamatoria es de tipo Th1 y los linfocitos T son capaces de producir IFN-y y
activar a los macréfagos. En ese momento las micobacterias son fagocitadas
y los neutréfilos son atraidos y se acumulan en el lugar de la infeccién inicial
(Arentz y Hawn, 2007). De esta forma quedaria formado el “foco primario”
(Figura 35). A través de los vasos linfaticos la infeccién alcanza el nédulo linfati-
co de drenaje y se formaria el “complejo primario completo”. En el caso de no
observase la lesion inicial pero si la del nédulo linfatico regional se hablaria de
“complejo primario incompleto”. A partir de este punto la infeccién puede se-
guir diferentes caminos como son la curacion y la latencia si los animales tienen
una respuesta inmune celular potente, o la generalizacién precoz a través de su
diseminacion por via linfohematégena. Todo este proceso estaria englobado
en el denominado “periodo primario”. De aqui en adelante y como resultado
de una reinfecciéon o de la exacerbacién de las formas de latencia, podria darse
el desarrollo de formas lesionales dentro de lo que se conoce como “periodo
post-primario”. Finalmente, hay quien considera que en cualquiera de los dos
periodos pueden desencadenarse las “formas de ruptura”. Estas formas se pro-
ducen debido a una respuesta inmune ineficaz causada por deficiencias en la
dieta, estrés, cambios hormonales, otras infecciones concomitantes o mayor
susceptibilidad genética, entre otras.
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Mycobacterium bovis
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Figura 35. Desarrollo y clasificacion de las lesiones en la tuberculosis bovina.

Las formas de latencia son las grandes desconocidas en la patogenia de la
TB y pueden jugar un papel importante en la dindmica de la infeccion (Pollock
y Neill, 2002) y, por tanto, en el éxito de los programas de erradicacién. A nivel
lesional, la TB bovina es una enfermedad caracterizada por el desarrollo progre-
sivo de granulomas o tubérculos en el tejido afectado. Los granulomas tipicos
forman un nédulo de color amarillento de 2-20 mm de didmetro, encapsulado y
con un centro de necrosis que puede llegar a la calcificaciéon (Neill et al., 2001).
En el capitulo 4.2.5. dedicado al diagnéstico anatomopatolégico se detallan las
caracteristicas de los diferentes tipos lesionales.

Los signos clinicos que se observan en la TB animal son similares en todas
las especies y se corresponden con debilidad, pérdida de apetito, pérdida de
peso, tos seca y dificultad respiratoria en estados mas avanzados, asi como
nédulos linfaticos aumentados de tamafio. En el ganado bovino es extrema-
damente inusual encontrar animales que presenten signos clinicos (Menzies y
Neill, 2000; Liébana et al., 2008). Esto es debido a que las técnicas de diagnds-
tico in vivo utilizadas de forma rutinaria en los programas de erradicacién de la
TB bovina se basan en la deteccién de la respuesta inmune celular, la cual se
asocia con las fases iniciales de la enfermedad. Esto implica que los animales
son detectados en gran parte de las ocasiones con anterioridad a la aparicion
de las lesiones o cuando éstas son de tamafio tan reducido que no se consigue
su identificaciéon sin llevar a cabo un estudio extremadamente minucioso de
todos los tejidos.
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Diagnéstico in vivo

La técnica de rutina para el diagnéstico in vivo de la TB bovina es la IDTBs o
IDTBc, complementéndose estratégicamente con el uso del IFN-y en rebafios
positivos considerados infectados y, en aquellos relacionados epidemiolégica-
mente. Estas técnicas estan orientadas a la deteccién de la respuesta inmune
celular, por lo que en determinadas circunstancias es necesario recurrir a otras
técnicas capaces de detectar la respuesta inmune humoral, la cual se produce en
fases mas tardias de la infecciéon en las que incluso puede haber desaparecido la
respuesta celular.

La IDTB es la técnica mas ampliamente utilizada en el diagnéstico in vivo
de la TB bovina. Tal y como se ha explicado en el capitulo 4.2.1., basa su fun-
damento en la deteccién de la respuesta inmune celular, mas concretamente
en la hipersensibilidad de tipo retardado que se produce a nivel local, tras la
aplicaciéon intradérmica de un antigeno, en los animales sensibilizados previa-
mente frente a este antigeno. En este caso se producird un incremento en el
grosor de la piel alcanzando su pico méximo a las 72 h tras la aplicacion del
antigeno. Se considera una técnica con una Sp y una Se media del 96,8% y
del 83,9%, respectivamente, segin una revisién de los estudios realizados al
respecto (de la Rua-Domenech et al., 2006). Este valor de Se puede estar in-
fluenciado por ciertos factores como una aplicacién o medicién de la reaccion
incorrecta, la localizacién del punto de aplicacién, la falta de potencia o una
dosis insuficiente de tuberculina, entre otros (Lepper et al., 1977; Monaghan et
al., 1994). Ademas, hay que tener en cuenta que es posible encontrar en ma-
tadero animales con TB generalizada que no son detectados por esta técnica
debido a que ya no presentan respuesta inmune celular detectable, son los de-
nominados anérgicos (Lepper et al., 1977; Pollock y Neill, 2002). Por otra parte,
la pequena falta de Sp de la prueba puede estar influenciada por las reacciones
cruzadas con otras micobacterias proximas a M. bovis y M. caprae, en muchas
ocasiones pertenecientes al MAC. En estos casos, cuando encontramos explo-
taciones con animales reaccionantes en las que no se consigue confirmar la TB
es aconsejable recurrir a la IDTBc, que, como ya se ha explicado en capitulos
anteriores, consiste en la aplicacién de un antigeno bovino y otro aviar para
poder discernir cudl es la respuesta predominante. La IDTBc es capaz de mejo-
rar los valores de Sp pero hay algunos estudios que sefialan cierta pérdida de
Se, por lo que su utilizacién no siempre estaria justificada y habra que valorar la
situacion epidemiolégica en la que se encuentre la zona.

La deteccién del IFN-y in vitro a partir de muestras de sangre heparinizada
es una técnica que fue desarrollada en Australia en los afos 80. Esta técnica
consta de dos fases, una primera consistente en la estimulacién en placa de
la sangre del animal utilizando como antigenos PPD aviar y PPD bovina. Esta
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estimulacién debera hacerse en las siguientes 8 h tras la toma de la muestra
ya que de no ser asi, los linfocitos T, encargados de la produccién del IFN-y,
habrian perdido esta capacidad en el momento de la estimulaciéon. La segun-
da fase consiste en la cuantificacion mediante un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) del IFN-y producido. Se trata de una técnica con unos valores medios
de Sp y Se del 96,6% y 87,6%, respectivamente (de la Rua-Domenech et al.,
2006).

La deteccidn de anticuerpos mediante la técnica ELISA puede ser conside-
rada una técnica complementaria y muy recomendable cuando se detecta la
TB por primera vez en una explotacién. En ese momento es posible que haya
animales en diferentes estadios de la infeccién y en algunos de ellos puede ha-
ber desaparecido la respuesta celular pero no la humoral (Welsh et al., 2005).
Los valores de Se y Sp no son altos, pero su gran valor es la capacidad para
detectar al menos una parte de los animales considerados anérgicos en base
a la respuesta celular. El valor de esta complementariedad fue demostrada en
un estudio llevado a cabo en una explotacion ubicada en una regién de alta
prevalencia (Casal et al., 2017). En este trabajo se observé que la interpreta-
cién en paralelo de los resultados obtenidos con algunos protocolos de IFN-y
y ELISA mejoraba en al menos un 2% los valores de Se obtenidos con cual-
quier otra combinacién. Es una técnica con margen de mejora y los estudios
se centran en la busqueda de nuevas proteinas mas especificas, siendo la mas
reciente la P22, tal y como se ha mencionado en el capitulo 4.2.4. (Infantes-
Lorenzo et al., 2017).

Erradicacidon de la enfermedad

En el ganado bovino, asi como en el ganado de abasto en general, no se
aplican tratamientos ya que el objetivo es la erradicacién de la enfermedad.
Esto aumentaria el riesgo de contagio durante el periodo de curacién y reque-
riria tratamientos prolongados con antibiéticos, con todo lo que ello implica.
Por tanto, la erradicacién de la TB bovina se debe basar en la deteccién y la eli-
minacién de los animales infectados, y en la implantacién de estrictas medidas
de bioseguridad que eviten el contagio de los animales, tal y como se explica
en el capitulo 4.4.1.
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4.3.2. El caprino

Alicia Aranaz, Bernat Pérez de Val, Javier Bezos

La TB en el ganado caprino tiene graves repercusiones econdémicas y sani-
tarias. Aunque cada vez existe un mayor conocimiento sobre esta infeccion y
el papel del ganado caprino como reservorio, la ausencia de un programa de
erradicacion a nivel nacional impide conocer la prevalencia real de TB y favorece
la aparicion o persistencia de los brotes en los rebafios. La erradicacion de la
enfermedad requiere el control en las diferentes especies animales que actdan
como reservorios, incluyendo el ganado caprino. El disefio de los programas de
erradicacién debe tener en cuenta la situacion epidemiolégica de cada explota-
cion (infeccion reciente o persistente) y el efecto de otras infecciones o vacuna-
ciones en la eleccion de las pruebas de diagndstico. El control de la infeccién se
vera beneficiado por la investigacion en la complementariedad de las pruebas de
diagnéstico, las medidas de gestidon mas adecuadas y el desarrollo de vacunas.

Epidemiologia

Los agentes etiologicos implicados, principalmente M. bovis y M. caprae, y el
impacto de la enfermedad dependen de la zona geogréfica. Mycobacterium bovis
es el agente involucrado en los casos descritos en la mayoria de los paises euro-
peos, Oriente Medio, América, Australia y Nueva Zelanda, mientras que M. caprae
estd presente en paises europeos mediterrdneos. En Espafia coexisten ambos pa-
tégenos (Rodriguez-Campos et al., 2012), con algunas poblaciones muy afectadas
(Garcia-Marin, 1992; Liébana et al., 1998) en comparacién con la situacién en otros
paises (Broughan et al., 2013). La infeccién en el ganado caprino se produce en la
interfaz ganado vacuno-pequefos rumiantes-fauna silvestre. Se ha asociado con
el manejo tradicional, como los rebafios mixtos, el pasto en extensivo con oportu-
nidad para contactar con fauna silvestre, o los rebafios “comunales” que agrupan
los animales durante el dia (Tschopp et al., 2011); aunque este efecto puede variar
entre zonas geograficas y posiblemente con la especie de micobacteria implicada.

Las cabras pueden jugar un papel en el mantenimiento y transmision de la
infeccion. La falta de conocimiento de la enfermedad y la ausencia de programas
de control y pruebas previas al movimiento pueden resultar en la diseminacion a
otros rebanos (Crawshaw et al., 2008), incluso a otras especies animales. De he-
cho, existe infeccién cruzada de M. bovis entre ganado bovino y caprino (Cadmus
et al., 2009), confirmada por epidemiologia molecular (Zanardi et al., 2013). A su
vez el ganado caprino representa una fuente de infeccién de M. caprae para el
bovino (Napp et al., 2013), no solo en estos rebafios mixtos, si no también para
rebafios colindantes. También estd descrita la infeccion cruzada entre ganado
caprino y ovino (Vidal et al., 2018).
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Patologia

La ruta de infeccidn, la localizacion de las lesiones y su aspecto macroscépico
son anélogos a lo descrito para el ganado bovino; sin embargo, suelen presentar
una mayor extension (Liébana et al., 1998; Daniel et al., 2009). Las lesiones pro-
ducidas por M. bovis o M. caprae son similares (Alvarez et al., 2008; Bezos et al.,
2010; Pérez de Val et al., 2011). La patologia en el caprino parece ser mas grave
que la inducida en el bovino; varios estudios describen una amplia diseminacion
de la infeccién en el rebano, con presencia de lesiones diseminadas en un gran
nimero de animales (Crawshaw et al., 2008; Napp et al., 2013; Zanardi et al.,
2013). Este escenario puede ser compatible con una mayor gravedad de la TB en
esta especie, pero también con estadios avanzados de la infeccion, si ésta no es
detectada por falta de aplicacién de pruebas de diagndstico.

Los animales enfermos muestran las lesiones inflamatorias granulomato-
sas cronicas caracteristicas de la infeccién en diferentes estadios de evolucidon
(Bernabé et al., 1991). Las necropsias revelan lesiones granulomatosas, caseosas,
o caseocalcificadas de diferentes tamafios en el tracto respiratorio (pulmén y né-
dulos linfaticos), pleura, higado, y nédulos linfaticos mesentéricos (Liébana et al.,
1998). Las lesiones caseosas tipicas en los nédulos linfaticos pueden variar des-
de puntuales a grandes lesiones (Daniel et al., 2009). En estadios avanzados los
animales llegan a presentar grandes areas de cavitacion (cavernas) en el pulmoén
(Figura 36). Estas lesiones cavitarias presentan condiciones 6ptimas para el creci-
miento de las micobacterias; ademas, la necrosis y la licuefaccion facilitan el es-
cape de las micobacterias a las vias aéreas, con mayor potencial de diseminacién
por aerosoles (Daniel et al., 2009). Las lesiones pueden estar también presentes
en la ubre (Crawshaw et al., 2008).

Figura 36. Lesiones tuberculosas en caprino. Lesiones granulomatosas y caseosas
multifocales, que llegan a ocupar todo el parénquima pulmonar. Las lesiones méas avanzadas
forman cavernas; estas lesiones estén asociadas a una mayor transmisién de la infeccién.
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Microscopicamente, los granulomas proliferativos muestran caseificacion y
calcificacion central rodeados de tejido de granulaciéon especifico y de tejido co-
nectivo. Existen varias descripciones detalladas de las lesiones macroscoépicas y
de los tipos de lesiones microscépicas (Bernabé et al., 1991; Gutiérrez-Cancela y
Garcia-Marin, 1993; Sanchez et al., 2011; Buendia et al., 2013).

Diagnéstico

El diagnostico clinico de la TB en el ganado caprino presenta las mismas limi-
taciones que en el vacuno y otras especies. La pérdida de peso y de produccién
lechera y la dificultad respiratoria no son especificas y pueden no alertar a los
veterinarios respecto a la posibilidad de presencia de la infeccién (Bernabé et
al., 1991; Daniel et al., 2009; Quintas et al., 2010). En estadios més avanzados, la
infeccién conduce a una emaciacién progresiva, a una tos crénica y a una alta tasa
de mortalidad en los rebafios.

La respuesta inmune de base celular es esencial frente a esta infeccién y, por lo
tanto, es la base de las pruebas de diagndstico ante mortem mas utilizadas. Estas
pruebas utilizan los mismos métodos que los aplicados en el ganado bovino: las
pruebas IDTBs e IDTBc, y la prueba de IFN-y. La base bioldgica, los procedimien-
tos, los reactivos, las dosis, y los criterios de interpretacién siguen habitualmente
los mismos principios descritos en el manual de la OIE (2018) o las directrices
de la Directiva Europea 64/432/EEC (Comision Europea) para la deteccion de la
infeccién en el ganado vacuno.

Las pruebas de IDTB muestran amplias diferencias de Se, con extremos entre
el 30% y 100% (Bezos et al., 2011b), pudiendo depender de factores técnicos,
pero sobre todo, de la situacién de cada rebafo. Los resultados deben ser inter-
pretados utilizando los criterios estrictos que se utilizan en bovino, especialmente
en los rebafos en los que se haya confirmado la infeccién o en rebafnos con vin-
culos epidemiolégicos con otros confirmados (Shanahan et al., 2011). En general,
la IDTBc obtiene resultados pobres en situaciones epidemioldgicas que implican
una infeccién persistente con M. caprae; en estas situaciones es conveniente utili-
zar la IDTBs y pruebas complementarias que mejoren la posibilidad de deteccién
de animales infectados (Buendia et al., 2013; Bezos et al., 2018).

La prueba de IFN-y ha sido utilizada para el diagnéstico de la TB en capri-
no utilizando el protocolo, los kits y los puntos de corte que se aplican en el
bovino. La prueba de IFN-y no se incluye como prueba rutinaria en los progra-
mas de erradicacién en ganado caprino, aunque se ha utilizado como prueba
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complementaria en determinadas situaciones epidemiolégicas y en estudios ex-
perimentales. La Se obtenida en los estudios también es variable, entre el 67,9%
(Zanardi et al., 2013) y el 87,2% (Liébana et al., 1998). Es importante destacar que
un porcentaje de los reactores aviares en la prueba pueden también dar un resul-
tado positivo con PPD bovina; una posible explicacion serfa la coinfeccién con M.
avium (Liébana et al., 1998).

La respuesta a la prueba de IFN-y puede ser detectada a partir de las 2-4 se-
manas, con un pico que varia entre las 2 y 8 semanas tras la infeccion; las respues-
tas muestran variabilidad individual y fluctdan en el tiempo (Bezos et al., 2010;
Pérez de Val et al., 2011). Los resultados a la prueba se ven afectados de forma
critica por el tiempo que transcurre entre la toma de muestras y la estimulacion
de la sangre en el laboratorio (mejores resultados cuando es inferior a 8 h), lo
que afecta a la logistica y obliga a una coordinacién entre equipos de campo y
laboratorio (Bezos et al., 2011a).

Varios estudios de campo han comparado la Se y la Sp de las pruebas de
diagnéstico en rebanos de caprino; estos estudios ofrecen desiguales resultados,
probablemente reflejo de las diferentes situaciones epidemioldgicas en las que
se han llevado a cabo. En general, la prueba de IFN-y presenta mayor Se que las
pruebas de IDTB y permite una detecciéon mas temprana (Tabla 9). La Se relativa
de las pruebas de diagnéstico de base celular depende de la situacién epidemio-
l6gica del rebafio, de la raza, de la cepa bacteriana involucrada en el brote, y del
tiempo transcurrido desde la infeccién (Bezos et al., 2011b).

El resultado de estas pruebas puede estar condicionado por el grado de pato-
logfa, ya que existe una correlacién entre la patologia encontrada post mortemy la
respuesta inmune de los animales. La Se de la IDTB es inferior en cabras con lesio-
nes avanzadas (lesiones cavitadas) o lesiones multiples frente a cabras con menores
lesiones o lesiones Unicas (Gutiérrez et al., 1998; Buendia et al., 2013). En relacion
con la prueba de IFN-y, existe una correlacion positiva entre la patologia y el resul-
tado de la prueba (Bezos et al., 2010, Pérez de Val et al., 2011, 2013), pero a partir
de un punto de progresiéon de la infeccion esta respuesta inmune también decrece.

Al igual que lo descrito para el ganado bovino, existe una concordancia baja-
moderada entre los resultados de las pruebas de IDTB y la prueba de IFN-y; lo
que significa que ambas detectan diferentes poblaciones de animales infectados
(Alvarez et al., 2008). Este hecho puede aprovecharse para maximizar la Se com-
binando ambos resultados aplicando ambas pruebas “en paralelo” (consideran-
do un animal positivo cuando es reactor a una u otra prueba). La combinacién de
resultados de la prueba IDTBs o IDTBc con la prueba de IFN-y puede alcanzar una
Se del 90,8% (Alvarez et al., 2008) o del 95,8% de cabras infectadas (Gutiérrez et
al., 1998), con un éxito ligeramente inferior (78,2%) en caso de infecciones persis-
tentes (Buendia et al., 2013).
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Ciertos antigenos especificos, como el antigeno de secrecién temprana 6 kDa
(early secretory antigenic target 6 kDa, ESAT-6), proteina filtrada de cultivo-10 (cul-
ture-filtrate protein-10, CFP-10) y Rv3615c han sido evaluados para el diagnéstico
de la infeccién en caprino. La Se obtenida con un céctel de péptidos de ESAT-6/
CFP-10 en la prueba de IFN-y fue del 72,4%, ligeramente inferior al 77,7% obteni-
do con PPD bovina (Bezos et al., 2011b). En un modelo de infeccion experimental,
los cocteles de péptidos ESAT-6/CFP-10 y Rv3615¢ mostraron una cinética similar,
aunque mas débil, que la respuesta frente a PPD (Pérez de Val et al., 2011, 2013).

Tabla 9. Resultados de sensibilidad (Se) de las pruebas de base celular para el diagnéstico
de la tuberculosis en caprino en estudios realizados en Espana.

Estudio IDTBs IDTBc IFN-y Patégeno Observaciones
Gutiérrez o o
etal., 1998 83.7% 83.7%

o .,
Liébana 44,6% 87,2% M. bovis  mfeccion
(53,2% con - . persistente,

etal., 1998 inconclusos) (repetida) (M. caprae) Svian
Alvarez o o o Re.b?no d
ot al. 2008 71% 42,7% 71% M. caprae  coinfectado con

v paratuberculosis
Ste?l)s201 1b 57,9-71,1% 44,7-68,4% 77,7% M. caprae  Tres rebafios
Bezos et al., o o o Revision de
2012b 53,2-71%  29,2-83,7% 71-87,2% bibliografia
Buendia o o Infeccion
etal., 2013 . 44,5% 65,3% M. caprae persistente
ffif’szm g 85,7% 83,3% 50,8% M. caprae

IDTBs: Intradermotuberculinizaciéon simple; IDTBc: Intradermotuberculinizaciéon comparada;
IFN-y: Prueba de deteccidn de interferén—gamma interferén-gama; M. bovis: Mycobacterium
bovis; M. caprae: Mycobacterium caprae.

Respecto a la Sp, un estudio en rebafios oficialmente libres de infeccién mos-
tré una alta Sp para la IDTBs (93-96% y 97,6-99,2% utilizando la interpretacion
estricta y estandar, respectivamente), para la IDTBc (99,4-100% y 99,6-100%, se-
gun la interpretacion) y para el IFN-y (95,1-97,5% y 96,4-98,4% utilizando 0,05 y
0,1 de punto de corte, respectivamente) (Bezos et al., 2012a).

Algunas circunstancias epidemioldgicas relativamente frecuentes en los reba-
fios de ganado caprino pueden tener un impacto perjudicial en el rendimiento de
las pruebas de diagnéstico; las mas importantes son la PTB y la pseudotuberculosis
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(linfadenitis caseosa). La co-infeccién de TB y PTB puede interferir en el diagnos-
tico de la TB, afectando sobre todo a la Se de las pruebas de IDTB (Alvarez et al.,
2008; Bezos et al., 2010). La vacunacién frente a la PTB también puede interferir
en los resultados de las pruebas de diagndstico, alterando la Sp de la IDTB y de
la prueba de IFN-y (Aranaz et al., 2000; Roy et al., 2018a); siendo éste un asunto
controvertido que continda en estudio.

La existencia de una proporcién de animales que no reaccionan a las pruebas
de base celular (“anérgicos”) refuerza la necesidad de utilizar pruebas basadas en
la respuesta inmune de base humoral, es decir, en la deteccién de anticuerpos,
para maximizar asi la deteccién de animales infectados. Estas pruebas serolégicas
pueden complementar, e incluso en determinadas situaciones podrian sustituir,
a las pruebas de base celular. Ademas, podria utilizarse la mayor Se del ELISA
anamnéstico (boosting), que consiste en la deteccién de anticuerpos mediante
ELISA tomando la muestra de sangre después (aproximadamente 15 dias) de la
aplicacién de la IDTB, obteniendo una Se que supera a otras pruebas de diagnos-
tico (Gutiérrez et al., 1998; Bezos et al., 2018).

Los valores de Se obtenidos con las pruebas serolégicas pueden estar origina-
dos por una respuesta inmune diferente en esta especie animal, o por el estado
avanzado de infeccién de los animales de estos estudios. De hecho, un estudio
en cabras infectadas por M. caprae, ha mostrado que la Se en animales con le-
siones mdltiples (89,4%) es mayor que en cabras con lesiones Unicas (50,8%); una
relacion inversa a la obtenida con la IDTB (Buendia et al., 2013).

Medidas de control

La TB caprina no esté incluida en los programas nacionales de erradicacion ofi-
ciales excepto cuando los animales conviven con ganado bovino infectado o se
sospecha de una relacién epidemioldgica. El Programa nacional de erradicacion
de TB (MAPA, 2019c, 2020) solamente tiene en cuenta el papel de esta especie
como reservorio de M. bovis y M. caprae. El Programa incluye “los rebafios de
ganado caprino que conviven o aprovechan pastos comunes o mantienen una
relacion epidemiolédgica con rebafios de bovino”. La relacién epidemiolégica
abarca también casos de rebafios de caprino ubicados en municipios donde se
haya confirmado la enfermedad en el ganado bovino. Asi mismo se puede actuar
en rebafos que se detecten mediante encuesta epidemioldgica y/o la base de
espoligotipos (caracterizacién molecular) que detecte cepas compartidas entre
bovino y caprino como fuentes de la enfermedad para los rebanos de bovino
en el mismo érea. Las pruebas que se utilizan son la IDTBs o la IDTBc, pudiendo
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aplicar adicionalmente la prueba de IFN-y. Los animales positivos seran sacrifica-
dos e indemnizados segin baremo (MAPA, 2020).

En varias Comunidades Auténomas existen, desde hace afios, planes de actua-
cién que se han concretado en programas de control de TB especificos del ganado
caprino, cuyo objetivo es reducir la prevalencia de la infeccion mediante la aplica-
cién de pruebas de diagndstico (IDTBs o IDTBc), con caracter voluntario en algu-
nas, y mediante medidas como el sacrificio de los animales infectados y el control
de movimientos. Estos programas aportan un control sanitario de gran relevancia.

La sospecha de esta infecciéon debe presentarse cuando existe una enfer-
medad respiratoria crénica, y es necesario realizar un completo estudio post
mortem de los animales muertos en la explotacién, que incluya los érganos prin-
cipales, las serosas, los nédulos linfaticos toracicos, mandibulares, retrofaringeos
y portales. La deteccién de lesiones compatibles con la infeccion en el matadero
es también esencial porque permite identificar animales que hayan escapado a
las pruebas de diagnéstico (Alvarez et al., 2008). Un muestreo completo incre-
menta el éxito del aislamiento microbioldgico, lo que permitira caracterizar la
cepa involucrada. Una vez que la infeccién se confirma, las autoridades sani-
tarias deben establecer una investigacién epidemioldgica con rastreos retros-
pectivo y prospectivo, y ampliar esta investigaciéon también a los contactos y
ganaderias colindantes (Daniel et al., 2009). Los incentivos para la aplicacién de
técnicas de diagndstico contribuyen a la deteccion de la infeccion y a un mejor
conocimiento de la prevalencia.

La erradicacion de la infeccidn en el rebafno se basa en la detecciéon temprana
de los animales infectados. Esta detecciéon puede realizarse mediante una prueba
o mediante una combinacién de pruebas de diagndstico. Cuando la prevalencia
en el rebafio es alta es necesario aplicar rondas sucesivas de pruebas (Vidal et
al., 1995; Liébana et al., 1998; Shanahan et al., 2011); sin embargo, el éxito va a
depender fundamentalmente de la progresién de la infeccién en el rebario. Esta
progresion suele depender del tiempo desde la introduccién de la infeccién en
la poblacién y de factores relacionados con el manejo. Lamentablemente, en los
casos mas avanzados la eliminacion de los animales reactores puede no ser com-
patible con la sostenibilidad econdémica del rebafio, debido, por ejemplo, a la re-
duccioén en la produccién lechera por la mortalidad asociada y por la eliminacion
de un alto nimero de reactores en un corto periodo de tiempo.

Una alternativa en los rebafios con una alta prevalencia es la separacién de
los cabritos de las madres inmediatamente tras el parto, y la crianza con calostro
y leches artificiales (Liébana et al., 1998; Alvarez et al., 2005). El uso de calostro
combinado (procedente de varias madres) solo debe utilizarse cuando se tiene
certeza absoluta de su inocuidad. La separacion de los animales libres y su ubica-
cion en éreas separadas debe asegurar de que no exista ninguna fuente potencial
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de contacto. Esta estrategia de segregacioén puede contribuir a la viabilidad del
rebafio a medio-largo plazo, pero requiere un compromiso férreo y duradero por
parte del ganadero.

Para minimizar el riesgo de entrada de la infeccion es necesario establecer
una serie de medidas de manejo en las explotaciones. Ademas de las medidas
bésicas de control de acceso de personas y vehiculos y del mantenimiento de una
correcta higiene en las explotaciones, realizando desinfecciones periddicas, es
necesario controlar estrictamente el movimiento de animales, asi como la expo-
sicién directa o indirecta a fauna silvestre infectada (Daniel et al., 2009; Shanahan
etal., 2011).

El movimiento de animales infectados entre explotaciones es una de las for-
mas mas importantes de diseminacion de la infecciéon, de ahi que los programas
existentes hagan especial hincapié en los controles previos y en las restricciones
al movimiento. Las explotaciones indemnes solo deben introducir animales de
idéntica calificacion y controlados para este propésito. Esto afecta a la compra-
venta de animales, a la asistencia a ferias, o al intercambio de machos para cubri-
ciones (Daniel et al., 2009).

La vacunacion puede ser una herramienta para reducir la prevalencia de la TB a
medio-largo plazo en los rebafios caprinos afectados y, por su importancia, ha sido
objeto de varios estudios experimentales en nuestro pais. Los primeros ensayos
experimentales en ganado caprino utilizaron BCG (Pérez de Val et al., 2012b, 2013).
Otra opcién evaluada ha sido una preparacion de M. bovis inactivada por calor, con
un adyuvante oleoso (Arrieta-Villegas et al., 2018; Roy et al., 2018b). Recientemente
se han evaluado las vacunas vivas SO2 y MTBVAC, desarrolladas por mutacién ge-
nética a partir de M. tuberculosis (Bezos et al., 2017; Roy et al., 2019b).

La eficacia de estas vacunas se ha estudiado con animales en condiciones
experimentales y algunas también en ensayos de campo (exposicion natural) en
rebafos con alta prevalencia. En términos generales, los resultados obtenidos
con estas vacunas son similares: la vacunacién ofrece una proteccién parcial, es
decir, no evita la infeccién, pero si reduce el nimero de animales con lesiones.
Asi mismo los animales vacunados muestran una menor patologia y una menor
diseminacién extrapulmonar. También se reduce la carga bacteriana en pulmoén
y nédulos linfaticos pulmonares (Pérez de Val et al., 2012b, 2013; Bezos et al.,
2017; Vidal et al., 2017; Arrieta-Villegas et al., 2018; Roy et al., 2018b, 2019b).

La aplicacion de estas vacunas compromete la Sp de las pruebas de diagnésti-
co, afectando a los resultados de la IDTB, la prueba del IFN-y, y en algunos casos,
también del ELISA. Estas interferencias ocurren en una alta proporcién de los
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animales y pueden extenderse durante meses (Pérez de Val et al., 2012b, 2016;
Bezos et al., 2015b, 2017; Vidal et al., 2017, Arrieta-Villegas et al., 2018; Roy et
al., 2018b, 2019b). Los antigenos ESAT-6 y CFP-10 permiten un diagnéstico espe-
cifico (differentiate between infected and vaccinated animals, DIVA) en animales
vacunados con BCG o con SO2; sin embargo, presentan la contrapartida de ser
menos sensibles que la PPD bovina, por lo que pueden producir falsos negativos.

4.3.3. El ovino

Marta Mufoz, Olga Minguez, Ana Balseiro

Antecedentes de la investigacion de la infeccién causada por el MTBC
en la especie ovina

Como ya se comenté en capitulos anteriores, las especies bacterianas inclui-
das en el MTBC tienen un amplio rango de hospedadores, incluyendo a animales
domeésticos vy silvestres, lo que implica un sistema multi-hospedador donde las
relaciones y contactos entre especies podrian generar un importante riesgo de
transmision y dificultar el control de la enfermedad (Gortazar et al., 2015).

Respecto a la especie ovina, en el pasado, ya existian referencias sobre casos
puntuales de infeccion detectados en rebafios de todos los continentes. En Europa,
en Reino Unido, en 1902, se describié el primer caso conocido de TB en una oveja
de ese pais (Foulerton, 1902). En 1928, en Edimburgo, se citaron también dos casos
de TB generalizada en ovejas (Jowett, 1928). En la Ultima década, se han sucedido
las publicaciones que hacen referencia a infecciones de TB en rebafios ovinos eu-
ropeos. En Irlanda del Norte y en Gales, se publicaron estudios que evidenciaban
la existencia de rebafios de ovino infectados que convivian con bovinos también
infectados, atribuyendo a estos ultimos el origen de la infeccidn, tras la realizacién
de técnicas de biologia molecular (Malone et al., 2003; van der Burgt et al., 2013).

En Espana, existian algunas citas relativas a casos clinicos puntuales de TB o a
rebafios ovinos concretos (Garcia Marin et al., 1989; Aranaz et al., 1996; Gutiérrez
etal., 1997; Mufioz-Mendoza et al., 2012) pero, tradicionalmente, el ganado ovi-
no siempre se habia considerado menos susceptible a la TB que otros rumiantes
domésticos como el bovino y el caprino.

En consecuencia, hasta hace unos afos, la informacién que existia sobre la
epidemiologia, patogenia, patologia y respuesta de los ovinos a las diferentes
pruebas diagndsticas de TB era practicamente inexistente. Por ello, en la ulti-
ma década, se inicié un estudio en dicha tematica por parte de los servicios
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veterinarios oficiales de la Xunta de Galicia y del SERIDA (Servicio Regional de
Investigacion y Desarrollo Agroalimentario del Principado de Asturias).

Entre 2009 y 2013 diferentes especies de MTBC (M. bovis y M. caprae) fueron
aisladas e identificadas a partir de 215 rebafios bovinos infectados de Galicia
(Comunidad Auténoma de baja prevalencia), 33 de los cuales convivian con
ganado ovino (33/215). Un total de 897 ovinos de 23 rebafos (de los 33 ante-
riormente citados) fueron analizados utilizando diferentes técnicas diagndsticas
(IDTBs, ELISA, IFN-y, cultivo microbiolégico e histopatologia, Mufioz-Mendoza
et al., 2016), con el fin de detectar una posible infeccién de TB causada por las
cepas aisladas en los bovinos o caprinos con los que cohabitaban.

Como resultados destacables, se observé que de los 159 ovinos analizados
tras su sacrificio, 50,44% fueron positivos por cultivo microbiolégico, 83,23% por
histopatologia y 24,92%, 4,86% y 59,42% por IDTB, IFN-y y ELISA, respectiva-
mente. Se comprobé en todos los casos que las mismas cepas de M. bovisy M.
caprae eran compartidas entre los ovinos y los bovinos y/o caprinos con los que
convivian, demostrando un vinculo o nexo epidemiolégico (Figura 37). Tras el
sacrificio de los ovinos implicados se detectaron lesiones macroscépicas compa-
tibles con TB en 16 de los 23 rebafios (69,56%) y en 97 de los 159 de los ovinos
examinados (61%). El examen post mortem revelé diferentes grados de extensién
de las lesiones, que fueron clasificadas como de “pequefios nédulos” cuando su
extension era menor de 5 cm de didmetro y que estaban presentes en |la mayoria
de los animales (94/97, 96,91%), y como de “grandes nédulos” cuando consistian
en lesiones difusas con contenido purulento o caseoso, por lo general parcial-
mente calcificado, y que ocupaban una porcién o todo el tejido (3/97; 3,09%,
Figura 38).
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Figura 38. Lesiones tuberculosas en ovino.

A) Lesiones de tuberculosis de grandes nédulos y difusas en pulmén.

B) Lesiones difusas en nédulos linfaticos, con presencia de necrosis caseosa.

C) Imagen histolégica donde es frecuente encontrar calcificacién y mineralizaciéon central.
Tincién hematoxilina-eosina. Barra=200 micras.

D) Mediante tincién inmunohistoquimica en estas lesiones predominan los macréfagos.
Tincién ABC complex. Barra=100 micras.

Todas las técnicas inmunoldgicas utilizadas en el estudio (IDTB, IFN-y y ELISA)
demostraron ser Utiles para la deteccién de la infeccion de TB en el ganado ovino
aunque con limitaciones. Mientras que el ELISA presenté una Se moderada o
buena, la IDTB y el IFN-y proporcionaron baja Se a priori.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que los ovinos, cuando
comparten instalaciones o cohabitan estrechamente con ganado bovino o capri-
no infectado de TB, deberian tenerse en cuenta como fuentes potenciales de TB
residual para esos rebafios y deberian analizarse para comprobar su estado, ya
que podrian participar en la epidemiologia de la enfermedad en estos rebafios
multi-especie en los sistemas de explotacién descritos (Figura 37). Las mismas
técnicas de diagndstico que ya estdn en uso para el ganado bovino y caprino
(IDTB/IFN-y) podrian ser utilizadas para estos fines, ya que ambas detectaron los
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casos mas avanzados. Sin embargo, la IDTBs y el ELISA podrian ser los plantea-
mientos iniciales futuros méas sencillos y rentables para el diagndstico de la TB
en rebafios de ovinos en condiciones de campo. Cuando esté estratégicamente
indicado, el IFN-y se deberia aplicar con el fin de aumentar la Se de las pruebas.

Situacion actual de la investigacion de la infeccién causada por MTBC
en la especie ovina

Hoy por hoy, a raiz de la informacién anteriormente descrita, podemos afirmar
que el ganado ovino es susceptible a la infeccién y comparte las mismas cepas
que otras especies domésticas con las que comparte hébitat.

En Espafia, segun los datos del MAPA, el nimero de hembras ovinas mayores
de 12 meses en explotaciones de reproduccion es de 12.066.127 animales y el
de hembras caprinas de esa misma edad es de 2.147.186 reses. Una proporcion
importante de estas reses ovinas, en ocasiones, conviven o tienen relaciones epi-
demiolégicas con rebafios bovinos y/o caprinos.

En los dltimos afios, en distintas Comunidades Auténomas del pais se han ais-
lado diferentes perfiles de M. bovisy M. caprae en ovinos. De hecho, en la base
de datos MycoDB.es estan ya identificados, desde 1996, 210 aislados de MTBC
en ovejas y muflén (Ovis aries), de los cuales 132 fueron identificados como M.
bovis pertenecientes a 9 perfiles de espoligotipos diferentes, y 78 fueron des-
critos como M. caprae pertenecientes a 3 espoligotipos distintos (MycoDB.es,
consulta realizada el 12.09.2019). Los diferentes aislamientos han tenido lugar
en Andalucia, Cantabria, Castilla-La Mancha, Castilla y Ledén, Catalufia, Galicia,
Madrid, Navarra y La Rioja.

En Catalufia, en 2017, también fue detectado un brote de TB en un reba-
fio mixto de ovejas y cabras de aptitud lechera. Los hallazgos manifestaron una
transmision directa de la infecciéon (M. caprae espoligotipo perfil SB0157) entre
ambas especies, evidenciando que cabras y ovejas pueden actuar como reservo-
rios domésticos de TB (Vidal et al., 2018).

Sin embargo, desde el punto de vista diagndstico en esta especie, recien-
temente se realizd una caracterizacion inmunohistoquimica de las lesiones tu-
berculosas en ovejas naturalmente infectadas con M. bovis (Vallejo et al., 2018).
Este estudio caracterizd los estadios de los granulomas tuberculosos causados
por MTBC en ovino, comparandolos con los de otras especies e identificando
las posibles diferencias en la respuesta inmune de los ovinos (a través de cua-
tro protocolos inmunohistoquimicos para la deteccién especifica de linfocitos T,
linfocitos B, células plasméticas y macréfagos). Los resultados mostraron que el
estudio de los granulomas del tejido linfatico refuerza la idea de que existen tres
diferentes tipos de granulomas representativos de la progresion de las lesiones
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(inicial, desarrollado y terminal) y sugieren una explicacién a la alta resistencia de
las ovejas a la TB basada en una efectiva respuesta inmune innata para el control
de la infeccidn. Esta conclusién enlaza con lo citado en el estudio de Balseiro et
al. (2017).

Diagnéstico y control

En los Ultimos afos, también se han puesto en marcha algunos test diag-
noésticos que en la especie ovina han obtenido resultados alentadores. La de-
teccién de anticuerpos en suero es una técnica de diagndéstico complementaria
en el caso de la TB, particularmente en sistemas multi-hospedador. El uso del
nuevo complejo multiproteina P22 para la deteccién de anticuerpos especificos
(ELISA) frente a MTBC fue testado en diferentes especies (Infantes-Lorenzo et
al., 2019b), entre ellas la ovina, utilizando sueros con origen en Espafa y sueros
procedentes de animales de Noruega, un pais oficialmente indemne de TB
(OTF). La Sp obtenida en el test se estimé entre un 94,4 (C195% 91,7-96,3) y un
100% (C195% 96,3-100) dependiendo del punto de corte y del pais. Ademas no
se detectaron interferencias en un rebafio infectado por C. pseudotuberculosis.

Es importante también citar otro estudio serolégico mas especifico, orien-
tado a la deteccién de la prevalencia de TB en ovejas en la Espafia Atlantica
(Infantes-Lorenzo et al., 2020). Se evalué el uso del nuevo complejo multipro-
teina P22 para la deteccién de anticuerpos especificos frente a MTBC. Los re-
sultados basados en sueros de 80 ovejas infectadas de TB sugirieron una exce-
lente Se y Sp (100% y 98%, respectivamente), incluso en un rebafo infectado
por MAP. El anélisis de 3.998 sueros de ovinos de la Espafia Atlantica norte en
dreas de alta prevalencia en ganado bovino, determiné una prevalencia del
17,96% (698/3.998; CI95% 16,31-18,67) mediante el uso de dicha técnica. Esta
prevalencia tedrica en el noroeste de Espafa merece un estudio mas preciso
en profundidad.

Un reciente estudio de investigacion valoré el efecto de la vacuna BCG y de
una vacuna elaborada a partir de una cepa de M. bovis inactivada por calor, en
un modelo de infeccién experimental en ovinos (Balseiro et al., 2017). El obje-
tivo de este estudio fue conocer la patologia y patogenia de la enfermedad,
asi como la respuesta de los corderos a la vacunacién frente a la TB para poder
establecer, en su caso, pautas de actuacién ante un rebafo ovino que conviva
con un rebafio bovino y/o caprino infectado. En dicho estudio se demostré que
los corderos son susceptibles a la infeccion experimental por M. caprae, con un
patrén patolégico e inmunolégico similar al de la infeccién en caprino. Ademas,
la vacunacion subcutanea con la vacuna BCG confirié proteccién frente a la TB
por lo que, llegado el momento, ofreceria una posibilidad efectiva de control
de la enfermedad. Por otra parte, el estudio exhaustivo de las lesiones en esta
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especie revelé que las ovejas pueden ser consideradas huéspedes con un de-
sarrollo particular e inusual de lesiones, con baja presencia de micobacterias en
las mismas. Este hallazgo indicaria la presencia de un ambiente negativo para el
crecimiento bacteriano y una menor capacidad de excrecién de micobacterias y,
en consecuencia, de propagacién y transmision de la enfermedad.

Cuestiones al respecto que plantea el sector ovino
a los servicios veterinarios oficiales e investigadores

Ante la situaciéon descrita, son numerosas las cuestiones que se plantea el
sector respecto a la vigilancia y al control de la enfermedad en esta especie. A
continuacion se citan algunas de las mas frecuentes:

El principal reservorio doméstico de la TB animal son los bovinos infectados y,
paralelamente, también los caprinos que puedan convivir con ellos. Por tanto, la
posibilidad de contacto directo y/o indirecto de los ovinos con rebafios bovinos
y/o caprinos infectados serfa el principal riesgo. Por supuesto, incrementar las
medidas de bioseguridad de la granja, evitar la entrada de animales externos
al rebafio (fomentando la recria en la explotacién), realizar los tratamientos pre-
ventivos precisos, evitar el estrés continuado mediante un manejo adecuado y
mantener el rebafio bien alimentado, son medidas basicas para minimizar las
posibilidades de presencia de TB en un rebafio de ovejas.

La TB animal es una enfermedad compartida que se desarrolla en una inter-
faz entre el ganado doméstico, fauna silvestre y medio ambiente (Bengis et al.,
2002), siendo el ganado bovino el principal reservorio doméstico habitual. Los
estudios en Galicia y Catalufia demostraron que los ovinos son susceptibles a la
infeccion causada por M. bovisy M. caprae. En estas areas geogréficas, también
se observé que dicha infeccién, lejos de ser un episodio aislado que afecte a
rebafios puntuales, como habia sido descrito previamente en otros trabajos, es
frecuente entre los rebafios de ovino que conviven con bovinos y/o caprinos in-
fectados en pequefios rebafios multi-especie. En estas condiciones, y en funcién
de la extension de las lesiones, algunos de los ovinos infectados también podrian
ser excretores y participar de la contaminacién ambiental existente. No obstante,
solo un 3,09% de los animales con lesiones sometidos a estudio histopatoldgico
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presentaron lesiones mas extensas y susceptibles de excretar un nimero elevado
de micobacterias.

Los estudios del modelo de infeccidn, basados en infecciones experimentales,
son los que pueden ayudar a definir mejor la evolucién detallada de la infeccién.
En infecciones de campo se observé que, en ovinos, se genera aparentemente
una progresiéon mas lenta de la infecciéon, en comparacion con otras especies do-
mésticas. El estudio antes citado, sobre la caracterizaciéon inmunohistoquimica de
las lesiones tuberculosas en infecciones de campo, sefialé tres tipos diferentes de
granulomas que representan diferentes estadios de progresion de la enfermedad
y sugieren una mayor resistencia de las ovejas basada en una mayor respuesta
inmune innata al control de la infeccion por TB (Vallejo et al., 2018). Es decir, apa-
rentemente, en ovejas la infeccién parece progresar més lentamente que en otras
especies domésticas susceptibles.

Se observé que las lesiones mas habituales en las ovejas infectadas por MTBC
aparecian en el aparato respiratorio, concretamente en los pulmones y nédu-
los linfaticos bronquiales y mediastinicos, en una distribucion lesional similar a la
propuesta inicialmente para los bovinos (Corner, 1994; Garcia Castro, 2007). En
casos puntuales, en animales que presentaban lesiones extensas en pulmdn, se
observoé sintomatologia respiratoria asociada (tos, disnea y descarga nasal, prin-
cipalmente), pero evidentemente esos sintomas son inespecificos y compatibles
con otras multiples patologias parasitarias, viricas y bacterianas.

Por parte del personal titular de la granja y del personal veterinario clinico,
ante la sospecha de TB en un rebafio ovino es obligatoria la comunicacién de
esta circunstancia a los servicios veterinarios oficiales, segun lo recogido en el
articulo 5 de la Ley 8/2003, de 24 de abril, de sanidad animal. La autoridad sa-
nitaria estd especializada en el diagnéstico de la enfermedad y tiene diferentes
técnicas diagnosticas in vivo y post mortem a su disposiciéon (IDTB, IFN-y, inmu-
nohistoquimica, histopatologia, bacteriologia y biologia molecular, seguin el caso
a tratar). En los rebafos sospechosos es también importante realizar vigilancia
pasiva de los animales sacrificados en matadero o muertos en la explotacién, con
investigaciéon microbioldgica, histopatoldgica e inmunohistoquimica, si el caso lo
precisase (MAPA, 2019c).
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La vacunacién, en determinados momentos y circunstancias, puede llegar a in-
terferir en el diagnéstico de la TB. No obstante, si se esta trabajando con un reba-
fio sospechoso, los servicios veterinarios oficiales tienen herramientas diagnosticas
discriminatorias que, unidas al estudio epidemiolégico individualizado de la explo-
tacién y a la vigilancia pasiva permitirian llegar a conclusiones diagnésticas fiables.

Los programas nacionales de erradicacién se basan en criterios técnicos y le-
gales, y se centran en las especies reservorio evidenciadas cientificamente como
claves para el control de la infeccién, donde las medidas aplicadas seran mas
efectivas en funcién del riesgo existente. En los estudios cientificos anteriormente
descritos se citaron condiciones epidemioldgicas concretas y sistemas de pro-
duccién y manejo en los que la especie ovina deberia tenerse en cuenta para el
control de la infeccién (pequenos rebanos multi-especie que forman parte de una
unidad epidemiolégica en la que existen bovinos y/o caprinos infectados).

Los estudios cientificos anteriormente descritos son novedosos y rompen con la
idea arraigada del ovino como especie absolutamente resistente a la TB, por lo que
es complicado que se produzca una concienciacion rapida y a corto plazo entre las
personas que trabajan en el sector. No obstante, la autoridad sanitaria es consciente
del riesgo puntual de los rebafios ovinos de una unidad epidemiolégica infectada.

Como ya se comentd, se han realizado estudios experimentales del modelo de
infeccion y de la seguridad y eficacia de las vacunas (Balseiro et al., 2017), asi como
de la caracterizacién inmunohistoquimica de las lesiones tuberculosas (Vallejo et al.,
2018). En diferentes areas geogréficas, se estan llevando a cabo estudios de super-
vivencia y persistencia de MTBC en el medio (barro, agua, etc.) y de identificacion
de factores epidemiolégicos y de manejo que puedan influir en la persistencia de
MTBC, entre otros. Otras lineas de investigacion actual trabajan con herramientas
diagndsticas (como es el caso de la multiproteina P22) que pueden ser utilizadas
en un acercamiento a la prevalencia de la TB en la especie en areas geograficas ex-
tensas. Esta informacion seria de gran importancia para poder disefiar actuaciones
puntuales dirigidas, si fuese el caso.
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En este contexto, ;puede suponer el ovino un obstaculo para el control de la
tuberculosis en otras especies como el bovino o el caprino?

En el contexto estudiado en Galicia, ante la existencia de un foco de TB en bo-
vinos y/o caprinos de una unidad epidemiolégica multi-especie, siempre conside-
ramos que esta indicado tomar medidas sobre la unidad epidemiolégica afectada,
incluyendo a los ovinos en todas las medidas de control obligatorias prescritas.

4.3.4. El porcino

lgnacio Garcia Bocanegra, Javier Hermoso de Mendoza, David Cano

Importancia del sector porcino en Espaiia

Espafa presenta el mayor censo de porcino en Europa y ocupa el cuarto lugar
en cuanto a produccién de ganaderia porcina a nivel mundial, detrés de China,
Estados Unidos y Alemania. El sector porcino en Espafia representa alrededor del
39% de la produccién final ganadera, desempefiando un importante papel en la
economia de nuestro pais. Dentro de este sector, la produccién derivada del ga-
nado porcino criado en sistemas de produccion extensivos supone alrededor del
10% de la produccién porcina nacional, estando concentradas en torno al 80% de
las explotaciones de cerdo en extensivo en las regiones del suroeste (Andalucia y
Extremadura) del pais (Figura 39).

Explotaciones de porcino en
extensivo. Afio 2018
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Figura 39. Distribucién de las explotaciones de porcino en extensivo
por Comunidades Auténomas en Espafia. Adaptado de MAPA (2018).
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Importancia del porcino como hospedador de la tuberculosis animal

En la Ultima década, se han confirmado casos de TB en el cerdo doméstico
en diversos paises, incluidos Italia (Di-Marco et al., 2012), Uganda (Muwonge et
al., 2012), Reino Unido (Bailey et al., 2013), Polonia (Lipiec et al., 2019), Argentina
(Barandiaran et al., 2019) y Espafia (Cardoso-Toset et al., 2015; Cano-Terriza et
al., 2018a). Aunque se ha demostrado que esta especie es sensible a la infeccién
por MTBC, la TB no es una enfermedad altamente contagiosa en el cerdo, es-
tando asociada en la mayoria de los casos a infecciones autolimitantes. Por ello,
el porcino se considera, en general, un hospedador accidental (spillover) mas
que un verdadero reservorio de MTBC. Sin embargo, el papel epidemiolégico
de esta especie en el mantenimiento de MTBC, no estéd claramente definido,
siendo variable en funcién del sistema productivo y del ecosistema en el que se
cria. Asi, el cerdo doméstico se considera una especie de poca relevancia en la
epidemiologia de la TB en sistemas de produccién intensiva, dado que los ani-
males se mantienen confinados y son sacrificados a una edad temprana (Guta et
al., 2014a). No obstante, la situacion epidemioldgica y, por ende, el potencial
papel de esta especie en la epidemiologia de la TB, es completamente diferente
en ecosistemas mediterrdneos del sur de Europa, donde el porcino se mantiene,
con frecuencia, en condiciones de manejo extensivo. En Espafia, el cerdo ibérico
y sus cruces se cria, generalmente, entre los 3y los 18 meses de edad en la dehe-
sa, comparten los recursos naturales disponibles con otras especies domésticas
y silvestres (Parra et al., 2003). Este sistema productivo puede favorecer la trans-
mision inter-especie multidireccional de MTBC del porcino con otras especies
consideradas reservorios de la TB como el bovino, jabali o caprino (Naranjo et al.,
2008; Gortézar et al., 2012; Napp et al., 2013). Ademas, el periodo de montanera
se considera de especial riesgo sanitario debido a la dificil aplicaciéon de las me-
didas de bioseguridad dirigidas a evitar el contacto directo e indirecto con estas
especies simpatricas (Carrasco-Garcia et al., 2016) (Figura 40).

Figura 40. Interaccidn espaciotemporal del porcino en extensivo
con el ganado bovino (A) y el jabali (B).
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Por lo tanto, teniendo en cuenta el caracter multi-hospedador de MTBC, un
aspecto fundamental para el control de la TB animal es evaluar el papel del porci-
no en cada contexto epidemiolégico. Estudios previos realizados en ecosistemas
mediterraneos en ltalia indicaron que el cerdo negro siciliano, criado en sistemas
de produccién extensivos, podria actuar como un verdadero reservorio de MTBC
(Di-Marco et al., 2012). Este hecho cobra especial relevancia en paises con TB en-
démica, como Gran Bretana, donde Bailey et al. (2013) evidenciaron que el con-
tacto entre diferentes especies animales, incluido el porcino, en sistemas exten-
sivos, favorece la circulacidon de los miembros del MTBC. Entre sus conclusiones,
Bailey et al. (2013) indicaron que el cerdo doméstico no parece jugar un papel
relevante como reservorio en Gran Bretafia; no obstante, sefialaron que podria
ser una especie centinela Gtil para monitorizar infecciones por MTBC (Bailey et al.,
2013; Nugent et al., 2015).

En Espafa, a pesar del potencial papel del cerdo en la epidemiologia del
MTBC (Parra et al., 2003), esta especie no se encuentra sometida a programas de
vigilancia de TB y la informacién cientifica disponible sigue siendo limitada en la
actualidad. Por ello, en los Ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios
epidemiolégicos sobre la TB en cerdos criados en extensivo, particularmente en
regiones del sur y suroeste de Espafia, donde el ganado bovino se mantiene,
con frecuencia, en sistemas extensivos, compartiendo hébitat con el porcino ex-
tensivo (Figura 40). Ademas, tanto el bovino como el jabali presentan elevadas
prevalencias de TB en estas regiones (ver capitulos 4.3.1. y 4.3.6.).

Los primeros estudios epidemiolégicos relacionados con la TB en el porcino
se llevaron a cabo por Tato (1999) que aislo, identificd y tipd siete aislados de
M. bovis, con predominio, ya entonces, de los espoligotipos SB0121 y SB0134,
identificados también en otras especies. Parra et al. (2003, 2005) continuaron y
ampliaron estos hallazgos a principios de los afios 2000. Estos trabajos confirma-
ron la infeccion por MTBC en el cerdo ibérico en regiones del suroeste de Espafia.
Posteriormente, Gémez-Laguna et al. (2010) pusieron de manifiesto que las lesio-
nes compatibles con TB eran un hallazgo habitual durante la vigilancia pasiva en
mataderos. De igual modo, Cardoso-Toset et al. (2015), pusieron de manifiesto
que las lesiones compatibles con TB siguen siendo habituales durante la vigilan-
cia pasiva en mataderos, siendo frecuentes los decomisos de canales de cerdos
manejados en sistemas extensivos por la presencia de dichas lesiones. Estos deco-
misos suponen pérdidas econdmicas importantes para el sector (Garcia-Jiménez y
Salguero, 2016). Asi mismo, estudios moleculares realizados a partir de aislados de
MTBC en el cerdo criado en extensivo en el centro y sur de Espafia, confirmaron
que esta especie comparte espoligotipos con el ganado bovino, caprino y con
diferentes especies de ungulados silvestres (Parra et al., 2003; Rodriguez et al.,
2010; Garcia-Bocanegra et al., 2012; Garcia-Jiménez et al., 2016), lo que soporta
la hipotesis de una trasmision inter-especie multidireccional de MTBC.
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En los ultimos afos, se han realizado estudios epidemiolégicos para conocer
la seroprevalencia, distribucion y factores de riesgo asociados a la TB en las ex-
plotaciones de porcino criado en sistemas de produccién extensivos en Espafa.
En un estudio realizado por Cano-Terriza et al. (2018a) en Andalucia entre los
anos 2015y 2017, se analizaron 3.622 muestras de suero de cerdos procedentes
de 129 explotaciones. Las muestras se analizaron empleando un ELISA indirecto
no comercial basado en el combinado proteico P22 como antigeno con una Se
del 84,1% y una Sp del 98,4% (Thomas et al., 2019a). Asi mismo, se realizé cul-
tivo y espoligotipado de las lesiones compatibles con TB obtenidas durante la
inspeccion post mortem en matadero. Los resultados obtenidos determinaron
una seroprevalencia individual de TB en porcino extensivo en Andalucia del 2,3%
(82/3.622;1C95%: 1,8%-2,8%). A nivel de explotacién se alcanzd una prevalencia
del 24,8% (32/129; 1C95%: 17,4%-32,3%), variando las prevalencias dentro de
granjas entre el 2,8% y el 33,3% (mediana: 6,7%; media: 8,9%). Ademas, en el
41,0% (25/61) de los municipios analizados se detectd al menos una granja posi-
tiva a micobacterias del MTBC. La seropositividad fue significativamente mayor
en reproductores (3,7% de 1.044) que en cerdos de cebo (1,7% de 2.329), lo que
coincide con lo previamente observado en el cerdo negro siciliano (Di-Marco
etal.,, 2012) y en el jabali (Garcia-Bocanegra et al., 2012). Este resultado podria
ser explicado por el hecho de que, debido a una vida productiva mas larga, los
reproductores tienen mas probabilidad de exposicion a MTBC, y también por la
persistencia de anticuerpos a lo largo del tiempo. Ademas, la seroprevalencia
fue significativamente mayor en los cerdos de cebo procedentes de granjas con
presencia de animales reproductores, lo que sugiere una posible transmision
dentro de la granja a una edad temprana, ya sea a través de las madres o por
contacto entre lechones infectados. Del mismo modo, la seropositividad de-
tectada en cerdos de cebo en explotaciones en las que no hubo infeccién por
MTBC en reproductores, puede indicar que estos animales se infectaron durante
el periodo de aprimalamiento o montanera, etapas en las que aumenta el riesgo
de infeccion por contacto directo o indirecto con otros reservorios simpatricos
de MTBC.

En este estudio, también se llevd a cabo un andlisis de factores de riesgo de
infeccion por MTBC en esta especie, identificandose el censo porcino (a mayor
censo, mayor seroprevalencia) y la presencia de explotaciones caprinas colindan-
tes como los principales factores de riesgo asociados a la seropositividad frente
a micobacterias del MTBC en las explotaciones porcinas analizadas. La mayor
seroprevalencia encontrada en explotaciones con censo més elevado podria ser
explicada por la dindmica de transmision de la TB, que depende de varios facto-
res, entre los que se encuentran la densidad de animales y el tamafio del rebafio
(Ramirez-Villaescusa et al., 2010; Alvarez et al., 2012a; Vicente et al., 2013). Por
otro lado, la presencia de rebafios de cabras en explotaciones colindantes como
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un factor de riesgo de TB en las explotaciones de porcino extensivo, fue consis-
tente con el papel de las cabras como reservorio de MTBC (Napp et al., 2013, ver
capitulo 4.3.2.).

Ademas, durante el periodo de estudio, se identificaron 189 lesiones com-
patibles con TB, confirmadas mediante cultivo bacteriolégico. De éstas, 175
(92,6%) fueron producidas por M. bovis, y las 14 restantes por M. caprae. Se
detectaron 25 espoligotipos diferentes, siendo el més frecuentemente aisla-
do el SB0121 (26,6%), seguido del SBO134 (20,7%), SB0295/SB1190 (10,1%),
SBO157 (5,3%) y SB0265/SB1174 (4,1%). Todos estos espoligotipos se habian
detectado previamente en otras especies domésticas y silvestres en Espafa
(Parra et al., 2005; Rodriguez et al., 2010; Garcia-Jiménez et al., 2016). Cabe
sefialar que el espoligotipo de M. bovis SB0121, el mas frecuentemente aisla-
do, es también el mas prevalente en el ganado bovino y en jabalies en Espana
(Rodriguez et al., 2010; Garcia-Jiménez et al., 2016). Asi mismo, 14 de los 189
aislados identificados correspondieron al SB0157, el espoligotipo de M. caprae
maés frecuente en bovino y en especies silvestres en nuestro pais (Rodriguez et
al., 2011).

Otro estudio similar ha sido realizado por el MAPA, en colaboracién con el
grupo de investigacion AGR-149 “Enfermedades Infecciosas” del Departamento
de Sanidad Animal de la Universidad de Coérdoba. En este trabajo se evalué la
seroprevalencia de MTBC a nivel individual y de explotacién en el ganado por-
cino extensivo en Espafia durante el periodo 2016-2017. Para ello, se realizd un
muestreo estratificado en base al censo de las explotaciones presentes en cada
una de las principales comarcas ganaderas con presencia de porcino extensivo
en Espafia.

A lo largo del periodo de estudio se analizaron, empleando un ELISA indi-
recto comercial (TB ELISA-VK, Vacunek®, Derio, Espafia), un total de 11.546
cerdos criados en sistemas de produccién extensiva procedentes de 391 ex-
plotaciones distribuidas en 10 provincias (6 en Andalucia, 2 en Extremadura,
1 en Castillay Ledn y 1 en Castilla-La Mancha). En total, se tomaron muestras
procedentes de 168 términos municipales incluidos en 44 comarcas ganade-
ras. Se detectaron anticuerpos frente a MTBC en 473 de los cerdos analizados,
lo que supuso una seropositividad individual del 4,1% (ICys9: 3,7-4,5). Por otra
parte, en 109 de las 391 (27,9%; 1Cqs9: 23,4-32,3) explotaciones se detectd al
menos un animal seropositivo. En las explotaciones positivas, las prevalencias
dentro de granjas variaron entre el 2,7% y el 73,3% (mediana = 16%; media =
16,6%). Por Comunidades Auténomas, Castilla y Ledn presentd la mayor sero-
prevalencia a nivel de explotacién con un 32,4%, seguida de Extremadura con
un 29,6%, Andalucia con un 25,7% y Castilla-La Mancha con un 25% (Tabla 10,
Figura 41).
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Figura 41. Resultados de seroprevalencia obtenidos por comarca ganadera analizada.

En 8 de las 10 (80,0%) provincias analizadas, asi como en 73 de los 168
(43,5%) municipios analizados se detectaron explotaciones positivas. Con res-
pecto a las provincias, Céceres presentd la seropositividad por explotacién
mas elevada (41,4%), seqguida de Salamanca (32,4%), Huelva (30,9%), Sevilla
(30,4%), Badajoz (26,9%), Ciudad Real (25%), Cérdoba (22,5%) y Malaga (20%).
En Cadiz y Jaén, no se detectaron explotaciones con animales seropositivos
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Tabla 10. Prevalencias de anticuerpos frente al complejo Mycobacterium tuberculosis

a nivel individual y de explotacién en cerdo extensivo en Espaia (2016-2017).

Comunidad Avdneme Explotaciones Individuos

Provincia y comarca N° N° N© N©
ganadera analizadas positivas % analizados positivos %
ANDALUCIA 194 50 25,8 5.655 150 2,7
Cadiz 5 0 0,0 151 0 0,0
Campifia de Jerez 1 0 0,0 30 0 0,0
Campo de Gibraltar 1 0 0,0 31 0 0,0
La Janda 1 0 0,0 30 0 0,0
Sierra de Cadiz 2 0 0,0 60 0 0,0
Cérdoba 89 20 22,5 2.601 51 2,0
Alto Guadalquivir 2 1 50,0 60 1 1.7
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Comuriebd Audnema/ Explotaciones Individuos
Prowg(;lsa);:?;narca analli\iadas posl?fcivas % analz\zlados pos’i\fcivos %
Pedroches | 62 11 17,7 1.789 21 1,2
Pedroches Il 5 3 60,0 152 14 9,2
Valle del Guadiato 17 4 23,5 510 13 2,5
Vega del Guadalquivir 3 1 33,3 90 2 2,2

Huelva 71 22 31,0 2127 74 3,5
Andévalo Occidental 5 3 60,0 144 4 2,8
Andévalo Oriental 4 3 75,0 122 28 23,0
Costa Occidental 1 0 0,0 30 0 0,0
Sierra Occidental 20 6 30,0 602 11 1,8
Sierra Oriental 41 10 24,4 1.259 31 2,5

Jaén 1 0 0,0 30 0] 0,0
Sierra de Segura 1 0 0,0 30 0 0,0

Maélaga 5 1 20,0 143 8 5,6
g‘éi%ae':gfe 1 0 0,0 30 0 0,0
Ronda 4 1 25,0 113 8 7.1

Sevilla 23 7 30,4 603 17 2,8
Poniente de Sevilla 6 1 16,7 176 4 2,3
Serrania del Suroeste 3 2 66,7 90 5 5,6
Sierra Norte 12 3 25,0 271 7 2,6
Vega de Sevilla 2 1 50,0 66 1 1,5

CASTILLA-LA MANCHA 4 1 25,0 71 3 4,2

Ciudad Real 4 1 25,0 71 3 4,2
Almadén 1 1 100 12 3 25,0
Almodévar del 3 0 0,0 59 0 0,0
Campo

CASTILLA Y LEON 34 11 32,4 1.020 97 9.5

Salamanca 34 11 32,4 1.020 97 9,5
Alba de Tormes 2 2 100,0 60 2 3,3
Ciudad Rodrigo 14 5 35,7 420 53 12,6
Fuente San Esteban 9 2 22,2 270 25 9,3
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Comuriebd AuGnamel Explotaciones Individuos
Provincia y comarca Ne° Ne° . Ne° Ne° .
ganadera analizadas positivas & analizados positivos &
Ledesma 4 1 25,0 120 13 10,8
Salamanca 2 1 50,0 60 4 6,7
Tamames 3 0 0,0 90 0 0,0
EXTREMADURA 159 47 29,6 4.800 223 4,6
Badajoz 130 35 26,9 3.930 128 3.3
Azuaga 6 3 50,0 180 8 4.4
Badajoz 27 7 25,9 810 30 3,7
Castuera 3 0 0,0 90 0 0,0
Don Benito 1 0 0,0 30 0 0,0
Herrera Duque 3 2 66,7 90 3 3,3
Jerez Caballeros 56 15 26,8 1.710 75 4,4
Mérida 5 1 20,0 150 1 0,7
Zafra 29 7 24,1 870 11 1,3
Caceres 29 12 41,4 870 95 10,9
Caceres 7 4 57,1 210 44 21,0
Coria 3 1 33,3 90 15 16,7
Navalmoral 4 2 50,0 120 12 10,0
Plasencia 3 1 33,3 90 3 3,3
Trujillo 4 3 75,0 120 17 14,2
Valencia Alcantara 6 1 16,7 180 4 2,2
Zorita 2 0 0,0 60 0 0,0
Total general 391 109 27,9 11.546 473 4,1

Las seropositividades detectadas en estos dos estudios (2,3% y 4,1%) fueron
consistentes con las obtenidas por Di-Marco et al. (2012) en cerdo negro siciliano
en ltalia (3,4% de 119 animales analizados empleando cultivo microbiolégico) y
sugieren que el porcino en extensivo desempefia un papel como hospedador
accidental mas que como un verdadero reservorio de MTBC en ecosistemas me-
diterrdneos. Sin embargo, las elevadas prevalencias a nivel de explotacion obte-
nidas en los estudios realizados en Andalucia y Espafa (24,8% y 27,9%, respec-
tivamente) indican una amplia dispersiéon del MTBC en explotaciones de cerdo
criado en sistemas de manejo extensivo en Espafia. Ademas, los resultados del
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analisis espacial realizado por Cano-Terriza et al. (2018a) en Andalucia determina-
ron una positividad significativamente superior en la parte noroeste de la comuni-
dad, con la presencia de dos cluisteres espaciales estadisticamente significativos
(Figura 42). Dichas areas se ubicaron en zonas con una alta prevalencia de mico-
bacterias del MTBC en ganado bovino y en fauna silvestre (Garcia-Bocanegra et
al., 2012; MAPA, 2019a). Por su parte, la seropositividad detectada en las diferen-
tes Comunidades Autéonomas fue homogénea, oscilando entre el 25%y el 33,4%.
Sin embargo, las prevalencias de las distintas comarcas ganaderas fueron muy
variables (0-100%), siendo las comarcas del centro y del oeste del pais las que
presentaron un mayor nimero de animales seropositivos (Tabla 10).

¢
— ;i ’ Granja negativa
0 100
Km @ Cluster espacial

Figura 42. Distribucién de las explotaciones porcinas muestreadas

por Cano-Terriza et al. (2018a) en Andalucia. Los rombos rojos y verdes indican granjas
positivas y negativas, respectivamente. Los circulos en naranja

representan clisteres espaciales significativos (P<0,001).

Entre las principales conclusiones obtenidas de los trabajos epidemiolégicos
realizados en porcino extensivo, podemos destacar que:

* La baja seroprevalencia individual (inferior al 5%) sugiere que esta especie
podria actuar como hospedador accidental mas que como un verdadero
reservorio de TB.

* las elevadas prevalencias a nivel de explotacion (24,8% en Andalucia y
27,9% en Espafa), municipio y comarca ganadera, indican una amplia dis-
tribucion de la TB en las explotaciones de porcino extensivo en Espafia.
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Las variaciones espaciales en |a distribucién de la TB en el porcino extensi-
vo, asi como la presencia de espoligotipos compartidos con otras especies
domésticas y silvestres, ponen de manifiesto la necesidad de evaluar, en
funcién de cada escenario epidemioldgico y de los métodos de diagndstico
oficiales disponibles, la posibilidad de incorporar sistemas de vigilancia en
las explotaciones de porcino extensivo en los ecosistemas mediterraneos.

Los resultados obtenidos en estos estudios pueden ser de gran utilidad
para disefar y desarrollar, en su caso, un programa de lucha frente a MTBC
en esta especie, reforzando el control de la enfermedad en el ganado bo-
vino. Sin embargo, son necesarios nuevos estudios epidemiolégicos y mo-
leculares para comprender mejor el papel de esta especie en la epidemio-
logia de la TB en Espafia.

Diagnéstico de la tuberculosis en el cerdo doméstico

En la actualidad, el diagnéstico de la TB en el porcino puede realizarse em-
pleando las mismas técnicas utilizadas en otras especies (ver seccién 4.2.). Entre
ellas, destacan:

Deteccién de lesiones macroscépicas compatibles con infeccién por
MTBC y estudio histopatolégico. Normalmente se realiza en matadero
durante la vigilancia pasiva (Cardoso-Toset et al., 2015). El tipo de lesién
(lesiones miliares, granulomas necréticos caseosos-calcificados, localizadas
o generalizadas) y su localizacién (nédulos linfaticos submandibulares, re-
trofaringeos, traqueobronquiales y mesentéricos, pulmén, bazo) es, en ge-
neral, similar a las de otras especies de suidos como el jabali (ver capitulo
4.3.6.). Aunque hay que tener en cuenta que también se han detectado
lesiones en otras localizaciones (Figura 43).

Deteccidén de bacilos acido-alcohol resistentes (tincion Ziehl-Neelsen).
Debido a la similitud con otras micobacterias del MAC, para el diagndstico
asertivo directo deben incluirse otras técnicas como:

Cultivo e identificacién molecular (espoligotipado y MIRU-VNTR).

PCR convencional o qPCR a tiempo real. En porcino, estas técnicas pre-
sentan valores de Se que oscilan entre un 80% y un 89% y de Sp entre un
86% y un 100% (Cardoso-Toset et al., 2015; Barandiaran et al., 2019).

IDTB.
ELISA.

IFN-y. En el estudio realizado por Pesciaroli et al. (2012), determinaron una
Se del 79-85% y una Sp del 100%.
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Por otro lado, la fuerte respuesta humoral que desarrollan los suidos al con-
tacto con MTBC, hace que el uso de técnicas indirectas basadas en la deteccién
de anticuerpos frente a MTBC a partir de la utilizacién de diferentes antigenos de
M. bovis (PPD bovina, P22, MPB83, MPB70, ESAT-6, CFP-10 y Ag85-B, asi como
otros no comerciales), sea una herramienta de gran utilidad para la vigilancia de
la enfermedad. Para el anélisis seroldgico se han desarrollado diversos analisis
inmunoenzimaticos (ELISA) e inmunocromatografias rapidas. Actualmente, exis-
ten dos ELISA comerciales, ambos desarrollados en Espafia, para el diagndstico
serolégico de TB en suidos: el TB ELISA-VK; Vacunek S.L, Derio, Espafia (emplea
PPD bovina) y el ELISA INgezim TB Porcine; Ingenasa, Madrid, Espafia (emplea
MPB83+MPB70). También se ha comercializado un test multi-especie, basado
en inmunocromatografia rapida (DPP VetTB; Chembio Diagnostics Inc., Medford,
Nueva York, Estados Unidos), que puede ser empleado previo registro en cerdo
domeéstico (Miller et al., 2019). Los resultados de Se (73-84%) y Sp (99-100%) de
los ELISAs, asi como los del kit DPP VetTB (Se: 92% y Sp: 100%), indican que es-
tas técnicas pueden ser utilizadas para la vigilancia epidemiolégica de la TB en
el porcino, para determinar la circulacion de MTBC a nivel de explotacién o para
realizar estudios epidemiolégicos a gran escala (Cardoso-Toset et al., 2015; Miller
etal., 2019; Thomas et al., 2019a).

Figura 43. Lesiones macroscépicas provocadas por el complejo
Mycobacterium tuberculosis en articulaciones de jabali (A) y cerdo ibérico (B).

Medidas de lucha frente a la tuberculosis en el ganado porcino

Dentro de las posibilidades de intervencién para el control de la TB en el
ganado porcino encontramos diferentes herramientas que han demostrado su
eficacia. No obstante, la lucha frente a una enfermedad tan compleja requiere un
abordaje desde un punto de vista holistico, evaluando el contexto epidemiolégi-
co en el que se aplican y combinando sinérgicamente todas las medidas posibles
para maximizar su eficacia.
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Actualmente no existe un programa de lucha de TB en el ganado porcino
en Espana. No obstante, en los Ultimos afios se han llevado a cabo diferentes
proyectos de investigaciéon en colaboracién con empresas del sector, con el ob-
jetivo de implementar y evaluar programas sanitarios para la erradicacion de la
TB en las explotaciones porcinas positivas. Dichos programas se han basado en
el diagndstico de laboratorio directo e indirecto y en el sacrificio sanitario de los
animales positivos. Estos programas se basan principalmente en la aplicacion
de dos medidas: 1) la vigilancia activa, con la toma de muestras de sangre y el
analisis serolégico mediante ELISA como el principal apoyo para la deteccién de
animales seropositivos, y 2) la evaluacién de lesiones macroscépicas en matade-
ro, andlisis histopatoldgico, cultivo microbiolégico, PCR y espoligotipado de los
aislados, para caracterizar las especies y tipos moleculares de MTBC que circulan
en las explotaciones positivas. Estas experiencias previas han tenido resultados
prometedores, lograndose eliminar o disminuir la prevalencia de TB del 5,6% al
1,7% en tan solo 4 meses, en diferentes nucleos de reproductoras (datos no pu-
blicados). Sin embargo, para optimizar este tipo de programas, las actuaciones
deben ser mantenidas en el tiempo y deben ir acompafiadas de otras medidas
de profilaxis.

La instauracion de programas sanitarios para hacer frente a la TB en las explo-
taciones porcinas no puede entenderse sin la implementacién paralela de una
serie de medidas de bioseguridad. En Sanidad Animal entendemos el concep-
to de bioseguridad como el conjunto de medidas preventivas destinadas a evi-
tar la entrada de un agente patégeno, la circulacién dentro de una explotacién
y su propagacion a otras explotaciones y/o especies. La produccién del cerdo
en extensivo posee diferentes fases y sistemas de manejo (reproduccion, cria,
aprimalamiento y montanera). Esto implica que los riesgos de transmision de
enfermedades pueden ser muy diferentes en cada uno de ellos; por tanto, las
medidas de bioseguridad han de ser especificas para cada una de las fases del
ciclo productivo (Figura 44). No obstante, de forma genérica, en una explotacion
porcina podemos dividir las medidas de bioseguridad en dos grupos principa-
les. Un primer grupo, que incluye aquellas medidas destinadas a minimizar el
riesgo de introduccién y propagacion de nuevos patégenos entre explotaciones
(cuarentenas, valla perimetral, limpieza y desinfeccién de vehiculos, control de
vehiculos y de personal, etc.). Y un segundo grupo que estaria conformado por
las medidas que reducen la circulacién de patégenos dentro de una explotacion
(flujos de trabajo, medidas higiénicas, correcta eliminacién de cadaveres, etc.)
(Simon-Grifé et al., 2013). Asi mismo, dentro de este segundo grupo, y en el caso
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del porcino extensivo, se encontrarian todas aquellas medidas encaminadas a
promover la segregacién espaciotemporal del ganado porcino con otras espe-
cies domésticas o silvestres simpatricas. Asi, cuando hablamos de explotaciones
mixtas con bovino y porcino, estas medidas son fundamentales puesto que se
ha demostrado la existencia de una correlacion entre la prevalencia de TB en el
cerdo y en el ganado bovino (Pesciaroli et al., 2014). Ademas, estudios realizados
en Estados Unidos y Australia demostraron que la implantacién de este tipo de
medidas aplicadas en el bovino, redujeron considerablemente la prevalencia de
lesiones debidas a M. bovis en el porcino (revisado en Pesciaroli et al., 2014).

Como en cualquier programa de bioseguridad, para obtener resultados vi-
sibles y satisfactorios, todas estas medidas deben aplicarse de forma estricta y
mantenerse en el tiempo. El principal hdndicap al que se debe hacer frente cuan-
do queremos instaurar un programa de bioseguridad efectivo radica, no tanto en
la elaboracién de un plan en si, sino en su mantenimiento a lo largo del tiempo,
ya que la falsa sensacién de una eficacia limitada con relacién al esfuerzo reali-
zado puede llevar a su relajacién o abandono. Igualmente peligrosa puede ser
la relajaciéon en las medidas si éstas resultan inicialmente eficaces. Asimismo, los
riesgos de reinfeccién siguen siendo altos si otras explotaciones vecinas no estan
aplicando medidas, o dejan de aplicarlas los propios técnicos u operarios.

Figura 44. Diferentes fases y sistemas de manejo en la produccién del cerdo en extensivo.
A) Montanera. B) Aprimalamiento.

Vacunacion

En los dltimos afios se han desarrollado diferentes estrategias de vacuna-
cién para el control de la TB en el jabali, principal reservorio natural de MTBC
en los ecosistemas mediterrdneos de la Peninsula lbérica (ver capitulo 4.3.6.). En
esta especie, se ha probado con éxito la eficacia de dos vacunas orales; la BCG
(Ballesteros et al., 2009a; Garrido et al., 2011; Gortazar et al., 2014) y la vacuna de
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M. bovis inactivada por calor (Garrido et al., 2011; Beltran-Beck et al., 2014a; Diez-
Delgado et al., 2018). Diez-Delgado et al. (2017) consiguieron reducir un 66% las
lesiones de TB en jabalies de granja mediante la aplicacién de esta vacuna por via
parenteral. Estos estudios ponen de manifiesto que la inmunoprofilaxis también
podria ser una medida eficaz y complementaria en el cerdo doméstico. De hecho,
Beltran-Beck et al. (2014b) demostraron experimentalmente que la respuesta de
los cerdos a la vacunacién oral con M. bovis inactivado es similar a la descrita por
Garrido et al. (2011) para el jabali. Estos autores comprobaron que tras el desafio
de los animales con una cepa virulenta de campo de M. bovis, en aquellos cerdos
vacunados se redujeron las lesiones asociadas a TB y el aislamiento de M. bovis
en tejidos en un 39% y en un 22%, respetivamente. Ademas, también se demostré
que este tipo de vacunas administradas oralmente no interfieren en las pruebas de
diagnéstico seroldgico de la TB (Beltran-Beck et al., 2014b).

Aunque hasta la fecha no se han realizado estudios sobre el uso de suplemen-
tos alimenticios inmunoestimulantes en el cerdo doméstico, los resultados obte-
nidos en jabali podrian tomarse como referencia para valorar su aplicacion en el
ganado porcino. Asi, estudios recientes realizados en jabalies cazados en éreas
del centro, sur y oeste peninsular, demuestran una alta correlacién entre formas
generalizadas de TB, indicios de un escaso control inmunitario sobre la enferme-
dad, y niveles plasmaticos insuficientes de vitamina D3 (Risco et al., 2016, 2019a).
Estos hallazgos son consistentes con lo observado en otras especies como cier-
vos y bovinos (Risco et al., 2016; Benitez-Medina et al., 2018). En muchos casos,
ni la exposicion al sol, ni las fuentes naturales de Vitamina D3 o sus precursores,
son suficientes para que se alcancen unos niveles plasmaticos suficientes (>30
ng/ml) como para que el macréfago pueda iniciar su propia ruta de sintesis de
Vitamina D3, que es un mecanismo imprescindible para activar la fusién fagoli-
sosomal que permitiria destruir las micobacterias fagocitadas (Lin, 2016). Por lo
tanto, solo una aportacion en la dieta de concentraciones suficientes de Vitamina
D; (2.000Ul/kg pienso), mantenidas en el tiempo, permitiria solventar este pro-
blema. Sin embargo, incluso en invierno y primavera es dificil que los animales
mantenidos en extensivo muestren mucho interés por piensos enriquecidos si
tienen alimentacién natural disponible (Risco et al., 201%a).

Las experiencias con jabalies manejados demuestran una recuperaciéon de ni-
veles suficientes de esta vitamina cuando se alimentan solo con pienso enriqueci-
do, lo que hace pensar que, al menos en las primeras fases de la produccién del
cerdo con alimentacion a pienso, la suplementacién podria ser un buen procedi-
miento para reforzar la eficacia de su sistema inmunitario, tanto para la TB como
para cualquier otra enfermedad.
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4.3.5. Los cérvidos

José Angel Barasona, Antonio Carpio, Ignacio Vargas, José Manuel Benitez-
Medina, David Gonzdlez

Especies, distribucién espacial y abundancia

Desde una perspectiva ecoldgica, la elevada biodiversidad presente en la
Peninsula Ibérica esta relacionada con una gran variedad de usos tradicionales del
territorio, particularmente aquellos asociados a los sistemas agrarios y forestales.
Por ello, observamos una elevada extensién de espacios seminaturales en los que
habita gran parte de la fauna autdctona. Las tres especies de cérvidos que seran
abordadas en este capitulo, ordenadas por su relevancia epidemiolégica frente a
la TB en la Peninsula Ibérica son el ciervo comun o rojo (Cervus elaphus), el gamo
(Dama dama) y el corzo europeo (Capreolus capreolus). Son especies cinegéticas
que constituyen un importante recurso natural, cuya extensién en muchas areas
geogréficas europeas las convierten en un adecuado instrumento de conservacién
del medio natural, asi como de fomento del desarrollo rural y socio-econémico.
Ademas, en los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto un gran interés por la
pseudo-domesticacion y la cria de estas especies de cérvidos con diferentes gra-
dos de intensificacion (Mysterud, 2010; Figura 45).

Figura 45. Manejo del ciervo en cautividad mediante
instalaciones especificas y sistema de mangas.
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Después de un nivel minimo estimado a principios del siglo XX, las poblacio-
nes de cérvidos han aumentado y recolonizado grandes areas en Europa durante
las Gltimas décadas siguiendo un fenémeno multicontinental (Milner et al., 2006;
Burbaiteé y Cséanyi, 2009). Las poblaciones actuales de ungulados han alcanzado
situaciones de sobreabundancia en algunas &reas, lo que a su vez puede tener
efectos perjudiciales sobre la biodiversidad y la funcién del ecosistema (Apollonio
et al., 2010). Como ejemplo, el ciervo es la especie mejor estudiada y, junto con
el corzo y el jabali, la especie de ungulado europeo més extendida, encontrén-
dose en la mayor parte de Europa continental y las islas briténicas. La distribu-
cion del ciervo en el noreste y sur peninsular se cuadriplicéd entre 1960 y 1998
(Gortézar et al. 2000; Acevedo et al. 2011), con densidades poblacionales que en
la actualidad pueden alcanzar més de 40 individuos/km? (Acevedo et al., 2008),
ocupando Espana el primer lugar en Europa en nimero de ciervos capturados
(Apollonio et al., 2010). Esta expansién generalizada ha sido facilitada por diver-
sos factores tanto directos (vallado, translocaciones con fines cinegéticos o uso
de suplementacién alimentaria) como indirectos (cambios en los usos del suelo,
en la demografia humana o ausencia de depredadores naturales), la mayoria de
ellos como consecuencia de la actividad humana (Martinez-Jauregui y Herruzo,
2014). También ha ayudado el hecho de que en Espaia se caza menos del 20%
anual de los efectivos, cuando una poblacién de ciervo estable requiere extraer
entre el 25y el 30% anualmente (SaBio IREC, datos no publicados).

El corzo europeo es la especie mas numerosa de ungulado del continente,
con un nimero estimado de 10 millones de corzos en Europa (Apollonio et al.,
2010). En Espafia esta especie se encuentra fundamentalmente en la mitad norte
(Figura 46), donde varios trabajos previos muestran una densidad poblacional
entre 4-7 corzos/km? (Acevedo et al., 2010; Horcajada-Sanchez et al., 2018). Sin
embargo, esta especie ha sido objeto de diferentes programas de reintroduccién
(1971-2008) en el norte de Espafa (Torres et al., 2016). El corzo es una valiosa
especie de caza (Apollonio et al., 2010), con mas de 64.000 corzos cazados en
Espana en 2017.

Por ultimo, el gamo, aunque es la especie menos numerosa y distribuida de
las tres (Figura 46), se reintrodujo en muchas areas mediterraneas con fines de
caza (Braza, 2017). A menudo se considera que entre los cérvidos, la distribucion
actual del gamo es la mas influenciada antropogénicamente (Baker et al., 2017).
Esta especie puede ser localmente muy abundante debido a las acciones de
manejo intensivo y a su comportamiento gregario, alcanzando densidades po-
blacionales de 28,5 individuos/km? (Duarte et al., 2015). Hay escasos datos sobre
el tamafio y composicién de las poblaciones de gamos repartidas por Espafia. Se
ha estimado su abundancia en 0,06 individuos/100 ha en poblaciones de Burgos,
3 individuos/100 ha en Montes de Toledo y 2,55 individuos/100 ha en Cazorla y
Segura (ver Braza, 2017); aunque los datos de abundancia mas fiables de los que
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se dispone para esta especie son los recogidos en Dofana, donde las densidades
de gamo oscilan entre 1,7 individuos/ha (praderas himedas) y 0,06 individuos/
ha en la marisma (Braza, 2017). Recientemente esta especie también ha sido re-
gistrada en Mallorca (Pinya y Lassnig, 2018). El Anuario Forestal de Estadistica
muestra un cupo de 25.000 capturas en 2017 para esta especie.
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Figura 46. Distribucién de las tres especies de cérvidos en la Peninsula Ibérica.
Datos del inventario espafiol de especies terrestres.

El papel de los cérvidos como hospedadores de la tuberculosis

Mycobacterium bovis se ha detectado en un amplio rango de especies
de la familia Cervidae en todo el mundo incluyendo, ademas de las descritas
previamente, Cervus nippon, C. unicolor, Odocoileus virginianus, O. hemio-
nus, Axis Axis, Muntiacus reevesi, Rangifer tarandus, o Alces alces. A pesar de
representar un riesgo tedrico, diversos factores como la naturaleza de la en-
fermedad, la prevalencia de la infeccién y el comportamiento del hospedador
requieren una precisa evaluaciéon antes de que una especie en particular se
pueda considerar como un riesgo significativo para el ganado (Corner, 2006).
Actualmente, la informacién que vincula a los cérvidos silvestres como fuente
de infeccién o reinfeccién del ganado es principalmente asociativa, y tan solo
para un nimero limitado de especies se describen evidencias convincentes
de la transmisién de M. bovis al ganado bovino. De esta forma, la relevancia
epidemioldgica serd variable dependiendo de las especies, las areas geogra-
ficas y el manejo.
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La importancia de los cérvidos en el mantenimiento y transmisién de M. bovis
se conoce desde hace varias décadas, especialmente en el ciervo de cola blanca
(O. virginianus) en América, el cual ha sido ampliamente reconocido como el
principal reservorio silvestre en el norte de este continente (Gilsdorf y Kaneene,
2014). De hecho, los focos endémicos en esta especie estan dificultando actual-
mente los programas de erradicaciéon de TB en ganado de varias regiones de
Estados Unidos y Canada (Palmer et al., 2015). Aunque los brotes severos de
TB no son comunes en poblaciones de cérvidos silvestres, esta situacion puede
ocurrir ocasionalmente en condiciones de cautividad, con un elevado nidmero de
animales infectados, presentando lesiones generalizadas en las regiones toracica
(Figura 47) y abdominal (Waters et al., 2011c¢).

Figura 47. Lesiones tuberculosas en cérvido. Organos toracicos de un gamo (Dama dama)
cazado con lesiones encapsuladas de consistencia caseosa debido a la infeccién por
Mycobacterium bovis, confirmada por cultivo bacteriolégico en pulmén,

nédulo linfatico bronquial y mediastinico.

En los habitats mediterrdneos de la Peninsula Ibérica, existe un sistema multi-
hospedador, donde la transmisiéon de M. bovis entre tres especies de ungulados
silvestres (jabali, ciervo y gamo) contribuye al mantenimiento de la infeccion en el
medio natural (Gortazar et al., 2008). Aunque el reservorio silvestre mas importan-
te en este sistema es el jabali (Naranjo et al., 2008), el ciervo y el gamo se conside-
ran reservorios reales en areas donde son abundantes (Figura 48). La prevalencia
media de infeccién confirmada por cultivo bacteriolégico es variable, pero segin
las zonas alcanza el 36% en ciervo y el 18% en gamo (Tabla 11; Barasona et al.,
2014a) aunque localmente se pueden aproximar al 50%. De hecho, en elevadas
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densidades y en las circunstancias particulares de los entornos mediterraneos, el
ciervo y el gamo pueden mantener la circulacién de M. bovis en ausencia de ga-
nado doméstico, por ejemplo, en fincas cercadas o en areas naturales protegidas
sin rumiantes domésticos (Gortazar et al., 2008).

Figura 48. Contacto entre rumiantes domésticos y silvestres.
Imagen de un grupo de gamos compartiendo el mismo pastizal,
al mismo tiempo, que un rebafio de bovino en extensivo.

En cuanto a los habitats continentales y atlanticos, se detectan menos casos de
infeccion por M. bovis entre cérvidos silvestres (prevalencia media de 2% en ciervo
y 8% en gamo) en comparacion a los sistemas mediterrdneos (Tabla 11), a pesar
de que se han realizado muestreos intensivos a nivel local (Gortazar et al., 2017).
Sin embargo, los brotes de TB en ciervos de varias regiones del oeste de Francia
muestran que se pueden alcanzar también unas tasas elevadas de prevalencia en
situaciones de sobreabundancia en ambientes atldnticos (Zanella et al., 2008).

Tabla 11. Tabla comparativa entre las tasas de prevalencia de tuberculosis descritas
en cérvidos del norte y centro-sur de la Peninsula Ibérica.

Zona Especie Mues'fr'eados Prevale?cia Fuente
(positivos) (1C95%)
Ciervo (Cervus elaphus) 1515 (34) (12232_‘1;?;)
Norte  Gamo (Dama dama) 135 (11) ( 4%1_?;)/"’9) CBi;DIrsteéif(a)reettaal‘.l,'IZZC)(y‘;
Comm(Copeots gy 038
Ciervo 2949 (327) (110‘!;_),?:/72) Vicente et al., 2013
I Gamo qapy 1% ol
oo s AT GerdeBocamage
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A pesar de la creciente distribucién y densidad del corzo en muchas regiones
europeas, la TB es ocasional (<1,5%) en esta especie como demostraron Balseiro
et al. (2009) tras inspeccionar 227 corzos en diferentes areas de Italia y Espafia,
donde se habian descrito previamente dos casos esporadicos en esta especie.
Del mismo modo, en Francia se realizé un muestreo de 668 corzos en areas en-
démicas de TB, donde tan solo se encontraron siete animales infectados por M.
bovis (Lambert et al., 2017). De acuerdo con estos resultados y el patrén patolé-
gico-lesional observado (principalmente lesiones pulmonares), el corzo no parece
ser un reservorio de TB significativo. Varios estudios argumentan esta resistencia
del corzo a la infeccién debido a diversos factores etoldgicos propios de la espe-
cie. En este sentido, el corzo es menos gregario que otras especies de ungulados
y su comportamiento alimentario también difiere: ramonea selectivamente sobre
matorrales, lo que reduce el potencial de mantenimiento de la enfermedady las
oportunidades para contraer la infeccion por contaminacién ambiental, siendo
éstas bajas respecto a especies silvestres y domésticas simpatricas mas pastea-
doras (Delahay et al., 2007).

Tendencias temporales y factores de riesgo de la tuberculosis en cérvidos

Hasta el momento existen pocos datos sobre las tendencias temporales en
la prevalencia de TB en los cérvidos en Espafia. En Extremadura se detectd un
aumento del 100% de la prevalencia de lesiones compatibles con TB en la inspec-
cién de ciervos abatidos en eventos cinegéticos entre 1997 y 2002 (Parra et al.,
2006). En el Parque Nacional de Dofiana, donde seguramente se ha estudiado
con mas detalle este patégeno en un sistema multi-hospedador, este incremento
ha sido més suavizado en ciervo, desde una prevalencia media del 21% durante
1998-2003 hasta del 35% durante 2006-2012. En cambio se ha observado un li-
gero descenso de gamos infectados, desde un 26% durante 1998-2003 hasta un
18% durante 2006-2012 (Romero et al., 2008; Barasona et al., 2014a). No obstan-
te, los datos actuales sobre la prevalencia de TB a gran escala en cérvidos abati-
dos sugieren una situacion generalmente estable en gran parte de la Peninsula
Ibérica, como se ha demostrado en la provincia de Ciudad Real (Vicente et al.,
2013).

Por su parte, existen multiples evidencias cientificas que sefialan a los cérvidos
como fuente de infeccién o reinfeccién para el ganado bovino, partiendo desde
estudios moleculares hasta metodologias de campo. En el centro y sur de la
Peninsula Ibérica, se han realizado varios estudios que detallan cémo los cérvidos
comparten las mismas variantes genotipicas de M. bovis que el ganado bovino
(Parra et al., 2005; Gortézar et al., 2011). De hecho, en el Parque Nacional de
Dofiana se ha documentado la disminucién de la diversidad molecular del MTBC
en ganado, provocado por el sacrificio de bovinos positivos durante un periodo
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continuo de 10 afios, mientras que esta diversidad se mantiene en ciervo, gamo
y jabali, donde no se realiza una eliminacién selectiva (Gortazar et al., 2011).
Ademas, se han observado asociaciones espacio-temporales significativas entre
la alta densidad de cérvidos —junto a la agregacién en puntos de riesgo (Figura
49)- y el mantenimiento de la incidencia de TB en ganado bovino, medido a
diferentes escalas (Rodriguez-Prieto et al., 2012; Barasona et al., 2014a). Este
es el caso de Andalucia, Extremadura, Castilla-La Mancha o Portugal, donde los
cambios en el manejo de la fauna cinegética (hacia modelos mas intensivos, con
uso de vallados y suplementacién de alimento) complican cada vez mas la epide-
miologia y el control de la TB (Cunha et al., 2011).

Figura 49. Agregacion espacial de un grupo de gamos en una regién del sur de Espaia.
Imagen obtenida mediante un dron (Proyecto Aeromab).

Diagnéstico de la tuberculosis en los cérvidos

Las técnicas de diagndstico actuales empleadas para detectar TB en los cér-
vidos se basan en las mismas técnicas de diagndstico en bovino (seccion 4.2.).
Estas técnicas se utilizan tanto para el diagndstico ante mortem como para el
post mortem.
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Las técnicas de diagnostico in vivo se basan en la evaluacién de la respuesta
inmune mediada por células producida contra el MTBC, ya sea in vivo (IDTB) o
in vitro (IFN-y). La prueba de deteccion ante mortem estandar aprobada por la
OIE para la detecciéon de TB en ciervos en explotaciones cinegéticas es la prue-
ba de IDTBs, con una Se del 82-86% y una Sp del 46-76% en ciervos (Palmer
et al., 2011). Ademas de la baja Sp, esta técnica tiene algunos inconvenientes
(Fernandez-de-Mera et al., 2009; Queirds et al., 2012), incluida la necesidad de
manejar a los animales dos veces en un periodo de 72 h. La prueba IFN-y, que
también detecta la respuesta inmune mediada por células, requiere solo una
muestra de sangre, pero es mas exigente en términos de logistica y habilidades
del operador (Risalde et al., 2017). A medida que la enfermedad progresa, la
respuesta inmune mediada por células tiende a disminuir al mismo tiempo que
se desarrolla una respuesta de anticuerpos (McNair et al., 2007). Las técnicas
de deteccion de anticuerpos, como los ensayos ELISA y las pruebas rapidas
inmunocromatograficas pueden, por lo tanto, ser Utiles como métodos alterna-
tivos o pruebas paralelas a los ensayos de diagnéstico celular de TB en cérvidos
(Garcia-Bocanegra et al., 2012).

El derivado de proteina purificada de M. bovis (PPD bovina) es el coctel de
antigeno més utilizado en los ELISA de TB (Bezos et al., 2014), aunque puede
dar lugar a reacciones cruzadas debido a la homologia entre M. bovis y otras mi-
cobacterias ambientales (Infantes-Lorenzo et al., 2017). Por ello, se han probado
antigenos mas especificos, como MPB70, MPB83, ESAT-6 o CFP-10, en ensayos
serologicos para mejorar la Sp. Recientemente se ha demostrado que una nue-
va proteina subcompleja inmunopurificada de PPD bovina, denominada P22 (CZ
Veterinaria SL, Porrifio, Espafia) y que estd compuesta por varios antigenos, in-
cluidos MPB70, MPB83, ESAT-6 y CFP-10, es una posible alternativa adecuada a
la PPD bovina (Infantes-Lorenzo et al., 2017).

Diagnéstico patoldgico

Se basa en la deteccion de lesiones macroscopicas compatibles con TB y su
estudio histopatolégico. Las lesiones tuberculosas son bastante caracteristicas
en cérvidos, observandose con més frecuencia en los nédulos linfaticos retrofa-
ringeos, traquebronquiales y mesentéricos. Ademas se suelen ver afectados los
pulmones y las serosas. En los cérvidos predominan las lesiones de color blanco-
amarillento y consistencia purulenta o caseosa, sin llegar a calcificar tanto como
en otras especies. Normalmente, el centro purulento-caseoso esta cubierto con
una capsula fibrosa conjuntiva de grosor variable. La presencia de granulomas
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mal encapsulados se ha asociado a una mayor tasa de excreccién, con la consi-
guiente contaminacion del ambiente y posibilidad de transmision a otras espe-
cies (Johnson et al., 2008). El tamafio de las lesiones varia, desde tan pequefias
que pueden pasar desapercibidas a simple vista (miliares), hasta ocupar gran par-
te de un d6rgano (Figura 47). El corte seriado de érganos y tejidos resulta vital
para detectar las lesiones contenidas en un tejido. Por su parte, las caracteristicas
histopatolégicas de las lesiones tuberculosas en los cérvidos son similares a las
observadas en los tejidos bovinos (Garcia-Jiménez et al., 2012). Este tipo de diag-
ndstico estd dirigido a la vigilancia activa y pasiva en eventos cinegéticos.

Diagnéstico microbiolégico

i) Cultivo: la tasa de aislamiento mediante cultivo bacteriolégico a partir de
muestras de animales que estan realmente infectados puede ser baja, pues
depende de multitud de factores, relacionados tanto con el animal (fase
de la infeccién, carga bacteriana, etc.) como con la inspecciéon y muestreo
en acciones cinegéticas y en el matadero, que ha de ser lo mas completa
posible. La Se del cultivo cuando se parte de muestras con lesiones ma-
croscopicas compatibles con TB es aproximadamente del 85%, disminu-
yendo significativamente cuando no existen lesiones visibles (Courcoul et
al., 2014).

i) Una posible alternativa al cultivo es la PCR directa en tejido (Courcoul et
al., 2014), una técnica que ya emplean algunos laboratorios en el ambito
de la investigacion en TB, pero cuyos buenos resultados hacen pensar que
pueda llegar a incluirse de manera oficial en los programas de erradicacién
en un futuro cercano. Esta técnica puede ofrecer una Se similar o incluso
superior al cultivo tradicional (87,7%) y una Sp del 97%, dependiendo del
tipo de muestra de origen.

Opciones de prevencién y control de la tuberculosis en cérvidos

Como en otras infecciones compartidas, la erradicacién total de la TB no seria
posible si no se tienen en cuenta los reservorios silvestres. De aqui la necesi-
dad de implementar estrategias de manejo y control que permitan reducir la
transmision del agente patégeno entre la fauna silvestre y el ganado doméstico
(Thirgood, 2009). En general, este control suele ser controvertido ya que a menu-
do consiste en intervenir en sistemas mas o menos naturales. Un elemento clave,
previo a poder controlar la TB en los cérvidos, es establecer un apropiado siste-
ma de vigilancia, incluso cuando la opcién elegida sea la de no tomar medidas.
Realizada de modo adecuado, la vigilancia permite identificar los cambios en la
apariciéon de la enfermedad y evaluar el impacto de cualquier intervencién.
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Entre todas las posibilidades de prevencién y control de la TB encontramos
diferentes herramientas que han demostrado su eficacia en poblaciones de cér-
vidos. De cualquier forma, el control dependerad del manejo de estas especies
(granjas cinegéticas, fincas valladas, areas protegidas...) y de su papel epidemio-
l6gico en cada escenario concreto. Las posibilidades de control de TB en cérvi-
dos se podrian resumir en:

e El sacrificio selectivo basado en la prueba por IDTB, que se realiza funda-
mentalmente en granjas cinegéticas, nicleos zooldgicos y similares, debi-
do a la posibilidad de llevar a cabo un control sanitario individual gracias a
la identificacién de los animales y a un manejo intensivo. La realizacién de
la IDTB esté planteada de forma anual en los animales reproductores que
tengan una edad superior al afio, debiéndose sacrificar aquellos que sean
positivos a dicha prueba. En Estados Unidos se han evaluado también mé-
todos seroldgicos como pruebas determinantes del sacrificio (Cosgrove et
al., 2012). El objetivo es realizar saneamientos similares a los realizados en
las granjas de animales domésticos.

* Gestidn cinegética responsable para evitar la sobreabundancia, por sus im-
plicaciones sanitarias y ecolégicas. Fundamentalmente consiste en el con-
trol de las poblaciones de cérvidos por medio de la eliminacién o el manejo
del hébitat. Por un lado, se permite un aumento de los cupos, modalidades
o temporada de caza para conseguir una reduccién en el nimero de indi-
viduos, tratando de eliminar individuos visiblemente enfermos y de edad
avanzada. Sin embargo, este criterio no siempre se puede llevar a cabo y
se suele realizar de forma aleatoria. Otra practica relevante es el manejo del
habitat, que incluye la disminucién o la eliminacién de la suplementacién
de alimento. Esta practica tiene una doble funcién: por un lado, reducir
la agregacién en torno a los puntos de alimentacién, que favoreceria la
transmisién del agente patégeno, y, por otro lado, limitar los recursos dis-
ponibles reduciendo la densidad de las poblaciones. En Michigan (Estados
Unidos), se consiguié una reduccién significativa del nivel de la prevalencia
de TB en el ciervo de cola blanca combinando el control de la poblacién y
la prohibicién de la suplementacién alimentaria (O'Brien et al., 2011b).

* La prevencién en la interfaz con el ganado abarca un amplio campo que
incluye aspectos como el control de los traslados, la eliminacién higiénica
de cadaveres, la gestion de residuos derivados de la actividad cinegética,
el uso de vallados, la gestion de suplementacién alimentaria, la gestion de
los puntos de riesgo de interaccién y la bioseguridad en las explotacio-
nes de ganado, entre otras. Las medidas preventivas tienen como objetivo
mejorar la bioseguridad mediante la reduccién o evitacién de las interac-
ciones entre el reservorio silvestre, el ganado y el ambiente. El control de
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los traslados es fundamental para el control de la TB en los cérvidos. En
Espafia existe legislacion especifica, el Real Decreto 1082/2009, por el que
se regula el movimiento de especies cinegéticas libres de TB, entre otras
infecciones. Otro elemento importante en la bioseguridad y el control de la
TB es la correcta retirada de los cadaveres (Figura 50) y los residuos de los
animales cazados (incluyendo visceras) para limitar la diseminacién de M.
bovis (Cano-Terriza et al., 2018b).

- g
=i —

Figura 50. Cadaver de una cierva con lesiones generalizadas por tuberculosis en una
charca que utiliza frecuentemente el ganado bovino. Retirar rdpidamente estos cadaveres es
fundamental para reducir el riesgo de transmision de Mycobacterium bovis al ganado bovino.

Ademas, existen infinitas posibilidades en cuanto a cambios en el manejo
para resolver problemas de bioseguridad especificos. Una de las medidas
mas populares es el uso de barreras que limiten el contacto entre especies.
Este concepto incluye el vallado, a gran y pequena escala, asi como otro
tipo de barreras fisicas o disuasorias. Actualmente se esta incrementando la
bioseguridad localmente en las ganaderias extensivas, donde es probable el
contacto con fauna silvestre en pastos, puntos de agua o almacenes de ali-
mento. Como ejemplo, en el parque nacional de Riding Mountain (Canadd)
el vallado a nivel local y la prohibicién de la alimentacién suplementaria se
combind con el uso de perros pastores para reducir el riesgo de transmision
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de M. bovis por cérvidos al ganado (O'Brien et al., 2011a, 2011b). Otro ejem-
plo en una explotacion de bovino en extensivo del sur de Espafia fue la
combinacién de diferentes sistemas de vallado y puertas selectivas que logré
modificar el acceso a los puntos de agua, de manera que fueran selectivos
para el ganado bovino o los ungulados silvestres, respectivamente, segre-
gando asi ambos grupos (Barasona et al., 2013). Se compard la incidencia de
TB en bovinos de esta explotacion antes y después de actuar, obteniéndose
una reduccién significativa de bovinos positivos a TB tras la intervencion.

* La vacunacién para reducir la prevalencia de enfermedad en cérvidos es un
area de investigacion en curso. La mayor parte de los estudios se centran en
el uso de la BCG, ya sea por via parenteral o por via oral. Recientemente se ha
demostrado que la vacunacion oral con M. bovis inactivado por calor reduce
el riesgo de lesiones de TB en ciervos desafiados con una cepa de campo sin
interferir con el diagnéstico in vivo de la infeccion (Thomas et al., 2017). Estas
alternativas se encuentran actualmente en desarrollo y evaluacion.

4.3.6. El jabali

Remigio Martinez, Christian Gortazar

El jabali (Sus scrofa) es el ancestro del cerdo y, como éste, pertenece al orden
Artyodactila, familia Suidae y género Sus. Se distribuye por casi toda Eurasia y
norte de Africa, y ha sido introducido en muchas otras regiones. Se trata de un
mamifero omnivoro que muestra preferencia por alimentos energéticos como las
bellotas o el maiz. Originario de ambientes forestales, se adapta bien a cualquier
terreno que le ofrezca refugio y alimento. Es precoz y prolifico: las hembras pue-
den alcanzar la edad reproductora mucho antes de cumplir el primer afio de vida,
para gestar entre 4 y 6 crias. Los rayones sufren una mortalidad elevada por enfer-
medades y por depredacién, pero a partir de los 6 meses la caza se convierte en
el principal regulador de sus poblaciones. Aunque puede vivir més de diez afios,
la esperanza media de vida del jabali es muy inferior, sobre todo en terrenos con
alta presion extractiva o en presencia de TB.

Densidad y distribucién en Espaiia

El jabali se encuentra distribuido por toda la Peninsula Ibérica. Nada menos
que 14 provincias registraron més de 10.000 jabalies cazados en la temporada
2017/2018. Los valores mas extremos se dieron en el noreste, con Huesca a la
cabeza, donde se cobraron 30.639 ejemplares: lo mismo que se cazaba en toda
Espafa hace 40 afios.
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El nimero de jabalies cazados en Espana se viene duplicando cada 10 afios
(Figura 51), lo que implica un crecimiento exponencial de sus poblaciones. De
una forma simplista, el nimero total de jabalies podria calcularse multiplicando
por 3-4 el nimero de ejemplares abatidos. Es decir, que en 2017/2018 habia en
Espafa entre 1.162.000 y 1.550.000 jabalies. Y lo que es peor, parece probable
que en los préximos afos se supere el medio millén de jabalies cazados, que a
su vez equivaldria a una poblacién total entre 1,5 y 2 millones. Por Comunidades
Auténomas, todas menos las insulares cuentan con resultados de caza en aumen-
to en los Ultimos cinco afios. Los mayores incrementos se corresponden a Murcia
(199%), Cataluiia (190%) y Navarra (178%).

Las poblaciones espafiolas de jabali, al igual que ocurre en otros paises, cre-
cen de forma generalizada. Y la previsién es que continuaran haciéndolo, aunque
es dificil identificar las causas de este crecimiento tan continuado. Por apuntar
algunas, cabria sefialar, en primer lugar, los cambios que se han producido en el
medio rural: el reciente aumento de la superficie forestal (30% en 15 afios) y el
aumento de los cultivos de regadio como el maiz, favorecen al jabali al proporcio-
narle tanto refugio como alimento. Ademas, la presién cinegética sobre el jabali,
a pesar de ser elevada, resulta insuficiente para contrarrestar su capacidad de
multiplicacion (Garrido et al., 2019).
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Fuente: Garrido et al. (2019). Las especies cinegéticas espafiolas en el siglo XXI.
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Figura 51. Evolucién de capturas de jabali declaradas en Espaiia (1980-2017).
La linea punteada indica la curva de tendencia. El mapa muestra las capturas medias
por provincia (por km?) en la temporada 2017/18.
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Movilidad

Los jabalies forman grupos matriarcales a los que pueden asociarse ma-
chos en los periodos de celo. Los grupos matriarcales estan formados por un
nimero variable de hembras y sus respectivos rayones (individuos menores
de 6 meses) o bermejos (hasta 12 meses). La mayoria de los machos mayores
de 12 meses, y también algunas hembras, se dispersan en busca de nuevos
territorios. El tamafio del drea de campeo dependeré de la distribucién y esta-
cionalidad de los recursos, principalmente del alimento, asi como de las mo-
lestias tales como la caza. Lo habitual son movimientos de pocos kilémetros,
pero existen observaciones esporadicas de movimientos superiores a los 100
km. Pocas barreras se le resisten: los jabalies son capaces de atravesar rios
caudalosos e istmos de varios kilémetros a nado, cruzan la mayor parte de los
vallados y suponen un peligro en carreteras y autovias. Con frecuencia visitan
explotaciones ganaderas en busca de lombrices y otros invertebrados, pienso
u otros recursos (Figura 52).

DNP

Jabalies y vacas en Dofiana
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= P La figura presenta las é&reas de campeo
estacionales (Kernel 95%) de 14 jabalies y 12
vacas con collar GPS en Dofana (DNP). También
se muestran el ndmero (n) y la ubicacién de las
interacciones interespecificas detectadas. El estudio
de Triguero-Ocana et al. (2019; de acceso libre en
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0211216.9001),
encuentra que cada jabali interactué con una
vaca 1,5 veces por dia; que la frecuencia de
interaccién fue significativamente mayor durante
las horas crepusculares y en primavera y otofio,
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Figura 52. Interacciones entre jabalies y vacas en el Parque Nacional de Dofiana.
Figura modificada de Triguero-Ocafia et al. (2019).
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El jabali como hospedador de tuberculosis

El jabali es un excelente indicador de la presencia de MTBC en su entorno,
dado que es altamente susceptible a la infeccién y dado que existen técnicas
sencillas y accesibles para el diagndstico de TB en esta especie. En ambientes
mediterréneos de Espafia y Portugal, el jabali constituye ademas un importante
reservorio de MTBC. Aunque los aislamientos méas comunes son de M. bovis y
M. caprae, recientemente se ha detectado también M. microti en jabalies del
Valle de Ardn (Pérez de Val et al., 2019). Ademas, es frecuente aislar miembros
del MAC y otras micobacterias no tuberculosas. El jabali mantiene altas preva-
lencias de infeccién incluso en ausencia de contacto con otros hospedadores,
como por ejemplo en granjas y cercones (Naranjo et al., 2008). La infeccién
puede tener lugar a edades muy tempranas, durante el primer verano de vida,
y tiende a producir lesiones generalizadas con afeccién del pulmén en la mitad
de los individuos infectados, principalmente a partir del primer afio de vida. La
presencia de coinfecciones de otros patégenos, como Circovirus porcino tipo 2
o Metastrongylus spp., incrementa la prevalencia de TB y agrava la enfermedad,
favoreciendo la presencia de lesiones generalizadas (Risco et al., 2013, 2014).
En zonas de alta prevalencia, la TB causa un tercio de la mortalidad anual de los
jabalies mayores de 12 meses (Barasona et al., 2016).

Los jabalies con infeccién confirmada presentan ADN del complejo en el 18-
54% de los hisopos oronasales y en el 5-26% de las muestras fecales. Se han
encontrado ademas casos de excrecién de ADN por via urinaria. Un tercio de los
jabalies infectados presenta cantidades importantes de ADN (concentraciones
>10° UFC/gr o ml), pudiendo ser considerados “superexcretores” (Santos et al.,
2015a). La probabilidad de excretar micobacterias del MTBC aumenta en presen-
cia de coinfecciones como Circovirus porcino tipo 2 o Metastrongylus spp. (Risco
et al., 2019b). Estos “superexcretores” con TB generalizada son probablemente
los principales diseminadores de MTBC en espacios naturales y en explotaciones
ganaderas vecinas.

No obstante, el papel del jabali como hospedador del MTBC fuera de las
regiones mediterrdneas de alta prevalencia estd aun por definir. En la Espana
atlantica se encuentran prevalencias superiores al 5% por cultivo y serologia. Esta
situacion puede cambiar con el tiempo, teniendo en cuenta las crecientes densi-
dades poblacionales y los diversos cambios en el entorno.

Distribucién de las lesiones

Los nédulos linfaticos mandibulares son la principal muestra de eleccién
para el diagnostico de TB en el jabali y en el ganado porcino, tanto por histo-
patologia como por cultivo. Més del 90% de los jabalies confirmados como
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infectados mediante cultivo presentan lesiones en los nédulos linfaticos man-
dibulares (Figura 53). Son faciles de localizar y suficientemente accesibles para
permitir su muestreo, aln antes de que se proceda al eviscerado. Si es preciso
aumentar la Se en el cultivo, resulta conveniente resecar también las tonsilas
del paladar blando. Desde el punto de vista epidemiolégico es interesante co-
nocer, ademas, el porcentaje de jabalies que presentan lesiones generalizadas.
Estos se definen como aquellos individuos que presentan lesiones en mas de
una regién anatémica, normalmente la toracica ademas de la cervical. El por-
centaje de jabalies con lesiones tuberculosas generalizadas puede variar entre
poblaciones del 0 al 70%. Por lo tanto, ademés de inspeccionar los nédulos
linfaticos mandibulares y otros de la regién craneal-cervical, se inspeccionaran
las visceras toracicas y abdominales. En la cavidad toracica se inspeccionaran
detalladamente los nédulos linfaticos toracicos, principalmente el bronquial iz-
quierdo (facil de localizar bajo el cayado de la aorta), el bronquial derecho (tra-
queal) y el mediastinico, asi como todos los [ébulos pulmonares. En la cavidad
abdominal se prestard atencién al bazo, al higado y nédulo linfatico hepético,
asi como a los nédulos linfaticos mesentéricos.

Diagnéstico y control

Es importante disponer de una técnica de diagnéstico de eleccion basada en
muestras sencillas de obtener y manejar, comparativamente poco costosa, ho-
mogénea entre laboratorios y suficientemente especifica. Otros métodos pueden
emplearse de forma complementaria con fines epidemiolégicos.

El método de eleccién, en este caso, es la prueba ELISA. Esta técnica cuenta
con diversas variantes, algunas de ellas comerciales. En cualquier caso, es pru-
dente indicar en los resultados cuél de las variantes de ELISA se ha utilizado en
cada situacioén.

Como métodos complementarios cabe sefalar la patologia y la microbiologia.
La patologia permite conocer la proporcién de individuos con lesiones compa-
tibles con TB, para lo que basta con inspeccionar los nédulos linfaticos mandi-
bulares (Figura 53). Ademas, una inspeccién completa permitird determinar si se
trata de casos generalizados, lo que presenta gran importancia epidemiolégica y
de salud publica. El cultivo, por su parte, permite complementar la informacion
con aquella derivada del eventual tipado molecular de los aislados. Las posibles
medidas de control de la TB en esta especie puede encontrarse en el capitulo
4.2.2. de este libro.

993



Jlosis animal: una aproximacion de la perspectiva de >ncia y la Administracion

Figura 53. Lesiones tuberculosas en jabali.
Nédulo linfatico mandibular con lesién compatible con tuberculosis.

4.3.7. El tejon

Ana Balseiro, Francisco Javier Salguero, Marta Barral, Miguel Prieto

El tején Europeo (Meles meles) pertenece al orden Carnivora, familia
Mustelidae y género Meles. Esta especie se encuentra distribuida ampliamente
por toda Europa (Figura 54), con unas densidades muy altas de poblacién en las
islas britanicas y el centro y norte de Europa. El tejon es un animal de una gran
adaptabilidad para vivir en una amplia variedad de ecosistemas, el ideal incluye
los bosques caducifolios y las coniferas mezclados con campos abiertos. En el
norte de Espafa es muy frecuente encontrarlos en habitats de riberas asi como
en tierras mixtas de cultivo, bosques y pastizales. Para crear sus tejoneras prefie-
ren suelos bien drenados, faciles de excavar, relativamente tranquilos y libres de
presencia humana; prefieren también las zonas con abundante matorral con el
que pueden camuflar sus tejoneras, encontrando ocasionalmente cobijo en las
construcciones rurales.
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Figura 54. Distribucién del tején en Europa (en naranja).

Densidad y distribucién en Espaiia

La efectividad de los programas nacionales de erradicacién de TB depende
parcialmente de la ecologia del hospedador silvestre (Gortéazar et al., 2012).
Dada la creciente relevancia de los tejones en la epidemiologia de la TB en
Espafia, se han realizado estimaciones de abundancia de poblacién de tejon
con el fin de establecer la base de los esquemas de control, como asi acon-
seja el Plan de actuacion espanol de TB en fauna silvestre (PATUBES; MAPA,
2017). Existen buenas estimaciones de la densidad de otras especies silvestres
como el jabali, pero hay poca informacién disponible sobre la abundancia de
tejones en Espafia. Segln estudios recientes, los ambientes atlédnticos sopor-
tan densidades de tejones (3,81 adultos/km?) mucho mas altas que las repor-
tadas en diferentes areas para ambientes mediterraneos: 0,23-1,98 individuos/
km? (Acevedo et al., 2014). La mayor disponibilidad de alimentos y habitats
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adecuados en las diferentes estaciones del afio en la Espafa atlantica puede
explicar las diferencias en la abundancia de tejones entre estas biorregiones en
Espafa. La densidad de poblacién estimada del tejon en ambientes atlanticos
es de 1,60 grupos familiares/km?. La densidad es mayor en altitudes entre los
100 y 500 metros, con 2,45 grupos familiares/km?, mientras que en las éreas
mas bajas situadas en la costa es de 1,5 grupos familiares/km?, cifra muy similar
a la obtenida en zonas montafiosas situadas entre los 500 a 1.500 metros de
altitud con 1,17 grupos familiares/km?. En las zonas de alta montafia situadas
entre los 1.500-2.000 metros de altitud se ha confirmado su presencia, aunque
en densidades muy bajas (0,25 grupos familiares/km?). En este sentido, se han
recogido citas de la especie y fotografias mediante fototrampeo que confirman
cierta utilizacion de algunas areas de montafa hasta los 1.900 metros de altitud.
Por grupo familiar el valor medio es de 3,46+1,51 individuos por tejonera, con
lo que se obtiene una media de 5,54-8,67 individuos/km?, siendo esta cifra de
8,48-13,28 individuos/km? en las zonas situadas entre los 100 y 500 metros de
altitud y de 4,50-7,05 individuos/km? en el resto de las areas. Por encima de los
1.500 metros su presencia es solo testimonial.

Movilidad

Los movimientos de tejones y los intentos de dispersion pueden facilitar la
propagacion y el mantenimiento de la TB en las poblaciones de tejones y tam-
bién la transmision inter-especies (Vicente et al., 2007a; Riordan et al., 2011). La
mayoria de los estudios en este sentido provienen del Reino Unido y la Republica
de Irlanda, e indican que la estructura del paisaje, las poblaciones de fauna silves-
tre y los usos del suelo pueden modular el comportamiento espacial del tejon y,
por lo tanto, su papel en la transmisién y en el mantenimiento de la TB. De hecho,
el movimiento de las areas de actividad del tejon en estas regiones se ha relacio-
nado con un aumento en la incidencia de TB en el ganado bovino (Donnelly et
al., 2005; Vial y Donnelly, 2012).

Existe poca informacién en general sobre las distancias y recorridos de los
tejones, principalmente debido a que tienen un comportamiento muy reser-
vado con hébitos nocturnos. Estudios llevados a cabo en Irlanda en base a
la captura y recaptura y utilizando collares GPS (Byrne et al., 2014), estiman
que el 95% de los tejones se mueven en distancias medias diarias de 2,6 km,
encontrando un individuo que llegé a recorrer hasta 21 km. Los individuos de
dispersién a larga distancia en ese caso fueron mas frecuentes de lo esperado,
lo que supondria un mayor riesgo de transmisiéon de TB (Byrne et al., 2014). En
ambientes atlanticos en Espafa ha sido relevante el movimiento de un macho
que llegd a recorrer 18 km (Figura 55). Excluyendo a este individuo el rango
de movilidad medio de los tejones radiomarcados es de 128,26 ha con una
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distancia media recorrida en un dia de 1,2 km y una dispersién méaxima de 2 km
respecto a las tejoneras (Acevedo et al., 2019).

El tejon como hospedador de tuberculosis

El tejon tiene un papel muy importante en el mantenimiento de la TB pro-
ducida por M. bovis en las islas britanicas (O'Connor et al., 2012). En deter-
minadas zonas del Reino Unido, el riesgo estimado de TB en ganado bovino
ha sido asociado con el aumento de la densidad de tejones, aunque diferen-
tes estudios arrojan resultados controvertidos. Existen diversos estudios que
describen las posibilidades de transmisién de la TB de los tejones al ganado,
destacando que los sacrificios masivos (“culling”) de tejones disminuyeron las
tasas de incidencia de la enfermedad en los bovinos de la zona (Eves, 1999).
Sin embargo, leves reducciones poblacionales de tejones provocaron un au-
mento en la incidencia de TB en el ganado residente de las zonas limitrofes,
debido a la dispersién poblacional de los tejones provocada a consecuencia
de las actuaciones de control de la densidad de tejones en un area especifica
(Donnelly et al., 2005).

En Espanfa, el primer caso de TB bovina en tején fue identificado en 2008
en el Parque Nacional de Cabafieros (Sobrino et al., 2008). En 2012, se lle-
v6 a cabo un estudio de seroprevalencia de TB en el Parque Nacional de
Dofiana, estiméndose para la poblacién de tején un valor de prevalencia del
7,2% (Martin-Atance et al., 2006). Entre 2008 y 2012, en Asturias, se llevd a
cabo un estudio sobre las relaciones epidemiolégicas entre el ganado infec-
tado de TB y las poblaciones de tejones vecinas, detectando una prevalencia
en tejon mediante cultivo del 8,2% y aislando en esta especie 6 espoligo-
tipos diferentes, comunes entre las poblaciones de tejones, jabali y gana-
do bovino infectado, por lo que se concluyé que se estaba produciendo la
transmision interespecifica de la enfermedad, posiblemente a partir del ga-
nado doméstico afectado (Balseiro et al., 2011, 2013; Munoz-Mendoza et al.,
2013). Estudios posteriores hasta la actualidad indican que la prevalencia de
TB se ha mantenido estable o incluso ha disminuido en el tején (Acevedo et
al., 2019). Sin embargo, se ha detectado una tendencia creciente tanto en la
prevalencia como en la proporcién de animales con lesiones visibles entre los
tejones estudiados en los alrededores de ganaderias bovinas positivas en los
hot-spots o zonas calientes de mayor prevalencia de TB en el ganado bovino
(Figura 55), lo que sugiere una posible y preocupante contaminacién ambien-
tal. En concreto, en este estudio se analizaron 83 tejones (29 capturados y 54
atropellados) con prevalencias que en el periodo 2012-2015 se situaron en
un 5,55% (2/36) y que en el periodo 2016-2018 aumentaron hasta un 10,64%
(5/47) (Acevedo et al., 2019).
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Figura 55. Escenario de tuberculosis (TB) en regién hot-spot (estrella en mapa)

en Asturias. En esta zona se comparte el mismo espoligotipo (SB0828) de
Mycobacterium bovis en un sistema multi-hospedador formado por ganado bovino, jabali
y tejon. Con el radiomarcaje de tejones se ha podido comprobar que un tején

llegé a recorrer 18 km (imagen izquierda donde se observan las ganaderias bovinas
positivas a TB en rosa). En este hot-spot la prevalencia por cultivo y serologia (ELISA P22)
esta en incremento, situdndose en valores muy altos en 2018.

Distribucién de las lesiones

En infecciones experimentales por via respiratoria se ha demostrado que en
esta especie la infeccién se disemina con rapidez, y que las vias de excrecion
son multiples, incluyendo heces, orina, esputo y abscesos abiertos. La infeccion
afecta levemente més a los machos, que presentan mayor incidencia, mas rapida
progresion de la enfermedad y més mortalidad en infecciones naturales (Graham
etal., 2013). Las lesiones observadas en los tejones se distribuyen principalmente
en los nédulos linfaticos submandibulares y retrofaringeos, asi como en la cavi-
dad torécica en los nédulos linfaticos bronquiales y mediastinicos, la pleura y
el pulmédn (Figura 56). Fuera de la cavidad toracica y de la zona de “cabeza y
cuello”, el tejido mas afectado es el nédulo linfatico hepatico (Figura 57). Por
lo tanto, en el caso de esta especie, tanto la via respiratoria como la digestiva
serian igualmente importantes en la transmision de la infeccién entre individuos.
Las lesiones microscopicas se caracterizan por la presencia de granulomas en
los que se observan gran cantidad de macréfagos, indicativo del predominio de
la respuesta inmune innata fagocitica, junto a focos de necrosis y presencia de
abundantes bacilos acido-alcohol resistentes (Figura 57).
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Figura 56. Localizacién mas frecuente de las lesiones de tuberculosis en tején.
Vista ventral. NL: nédulo linfatico.

Figura 57. Lesiones macroscépicas y microscépicas de tuberculosis en tejon.

A) Lesiones (flechas) en nédulo linfatico hepatico. B) Predominio de macréfagos (en marrén)
utilizando la técnica inmunohistoquimica en granuloma tuberculoso. Técnica ABC complex.
Barra=50 micras. C) Presencia de numerosos bacilos acido-alcohol resistentes en granuloma
tuberculoso. Tincién Zielh-Neelsen. 200x.
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Diagnéstico y control

El diagndstico en esta especie incluye las mismas técnicas utilizadas para otras
especies, es decir, las patoldgicas (ver apartado de distribucion de lesiones), las
bacterioldgicas y las moleculares (ver capitulos 4.2.6. y 4.2.7.). En cuanto a las
técnicas inmunoldgicas, a partir de muestras de sangre completa o suero, encon-
tramos técnicas basadas en la deteccién de la respuesta inmune humoral como la
técnica répida Brock-Stat Pak (Greenwald et al., 2003) o, técnicas ELISA como la
basada en la multiproteina P22 (Infantes-Lorenzo et al., 2019a). También son muy
sensibles las técnicas basadas en la deteccién de la respuesta inmune celular de-
sarrolladas especificamente para esta especie, como el IFN-y (Dalley et al., 2008)
o el ELISPOT (Lesellier et al., 2006).

El control en esta especie viene dado por el papel que tenga el tejon en cada
situacion epidemioldgica concreta. En Inglaterra, donde el tején es reservorio de
TB, se ha optado por el “culling” o sacrificios masivos con resultados variables y
no siempre positivos (Donelly et al., 2005). Actualmente se trabaja en la biose-
guridad y en la vacunacién. En el caso de Inglaterra estd permitido desde 2010
vacunar por via parenteral a los tejones con la vacuna viva atenuada BCG. Sin
embargo, no estd permitido su uso en cebos via oral administrados en el campo
por tratarse de una vacuna viva. Estudios recientes indican que la vacuna inactiva-
da por calor de M. bovis tiene efectos protectores en esta especie administrada
directamente en las tonsilas de tejones (Balseiro et al., 2020a), por lo que su uso
en cebos en campo podria ser prometedor.
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4.4. Investigacion para el control de la tuberculosis

4.4.1. Los programas de bioseguridad en explotaciones ganaderas
para evitar el contacto con reservorios silvestres

Joaquin Vicente, Ana Balseiro, Alberto Allepuz, Sadl Jiménez-Ruiz

Conceptos de bioseguridad e interfaz

La bioseguridad se puede definir como un conjunto de medidas fisicas y de
manejo disefiadas para reducir el riesgo de introduccién, establecimiento y propa-
gacion de enfermedades en la poblacion animal y es, por lo tanto, una parte fun-
damental de los programas de prevencién y control de enfermedades. De modo
general, la bioseguridad se fundamenta en evitar la transmision de agentes paté-
genos, limitando el contacto entre los animales infectados o los materiales infeccio-
sos y los animales susceptibles, asi como en reducir la presién de infeccién dentro
de una poblacién. La seleccién de las medidas aplicables frente a un patdégeno
deriva directamente del conocimiento de la epidemiologia de dicho patdgeno;
principalmente de las vias y modos de transmisién, de la contagiosidad de los ani-
males infectados y de la estabilidad del agente en el medio ambiente (FAO, 2010).

En este capitulo abordamos la bioseguridad especificamente en relacién con
la transmision de la TB animal en la interfaz doméstico-silvestre. El concepto de
esta “interfaz” existe desde que los animales domésticos son parte integral del
paisaje (Bengis et al., 2002) y se refiere a las zonas de contacto potencial entre
estas especies y la fauna silvestre; no siendo necesariamente un contacto directo
entre animales, sino, con mayor frecuencia, un contacto de tipo indirecto, que
en gran medida estd modulado por factores humanos. La interfaz se manifiesta
especificamente en diferentes situaciones, por ejemplo, desde los contactos de
aves migratorias con granjas avicolas, hasta los producidos entre los grandes her-
bivoros y las especies ganaderas que comparten territorio en la sabana africana.
En cada sistema, la interfaz tiene unas caracteristicas diferentes y unos elementos
diferenciados. En la Peninsula Ibérica, los entornos mediterraneos configuran una
interfaz muy apropiada para la transmisién del MTBC, motivada en gran parte
por la elevada resistencia de las micobacterias en el medio ambiente. Ademas
de ello, la interfaz existente en otras regiones del pais, como la zona atlantica,
también presenta caracteristicas que pueden facilitar la transmisién. Las particu-
laridades de éstas se describen méas adelante.

En la interfaz doméstico-silvestre, a menudo compleja, se deben adoptar una
serie de medidas preventivas a fin de controlar la circulacién de patégenos, evi-
tando para ello, en lo posible, la interaccion entre el ganado doméstico y la fauna
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silvestre. En los siguientes apartados de esta seccién abordaremos el tipo de ac-
tuaciones que se han aplicado en nuestro entorno (tanto en el drea mediterranea
como en la atléntica), y en otros paises con problematica similar, para reducir el
riesgo de transmisién de TB desde las especies silvestres. Ademas, veremos como
todas estas medidas practicas han de integrarse en un programa de bioseguridad
(aplicado en este caso a la TB) completo y especifico para cada situacion.

Conociendo la interaccién entre el ganado y la fauna

La gestidn de la fauna silvestre es esencial para reducir el riesgo de contagio
en la interfaz doméstico-silvestre, especialmente en situaciones de elevada abun-
dancia o cuando existen numerosos puntos de alta atraccion para estas especies.
Para llevar a cabo esta gestién es fundamental conocer la ecologia y los patro-
nes de uso de las zonas ganaderas por parte de estas especies (Barasona et al.,
2014b, 2016; Acevedo et al. 2019; Triguero-Ocana et al., 2019). Esta informacion
es esencial para el posterior disefio de medidas practicas y efectivas que pre-
vengan los contactos en la interfaz (Barasona et al., 2013, 2014b; Kukielka et al.,
2013; Carrasco-Garcia et al., 2016). Aunque un estudio reciente ha evidenciado
una mayor presencia de tején en los pastos aprovechados por ganaderias bovi-
nas positivas a TB en Asturias (Acevedo et al., 2019), aln existen grandes lagu-
nas de conocimiento sobre estos aspectos, particularmente en algunos sistemas,
como en otras regiones atlanticas del norte de Espafia, o en algunas tipologias
de ganado, como el porcino extensivo; y sobre como gestionar la interaccion en
la interfaz.

En la literatura internacional, los primeros estudios detallados fueron moti-
vados por la transmision de patdégenos en la interfaz en sistemas ajenos a la
Peninsula lbérica. Entre ellos, destaca el caso del ciervo cola blanca (O. virginia-
nus) en Estados Unidos, el tején europeo en Reino Unido, la zarigtieya (Trichosurus
vulpecula) en Nueva Zelanda, o el bufalo (Syncerus caffer) en Africa (Garnett et al.,
2003; Hill et al., 2005; Cooper et al., 2010). Es remarcable el hecho de que la ma-
yoria de estos trabajos, pioneros en la caracterizacion de la interfaz, surgieron con
relacién a la TB, si bien las medidas preventivas propuestas en estos estudios son
de innegable aplicacién al control de otros agentes infecciosos. En dichos estu-
dios se ha empleado una elevada variedad de métodos (fototrampeo, telemetria,
conteos y encuestas, entre otros) y algunos de los resultados obtenidos eviden-
ciaron la importancia de las interacciones indirectas a través del uso compartido
de pastos y puntos de alimentacién (Palmer et al., 2004). Més recientemente,
estudios llevados a cabo en Espafia han evidenciado el uso compartido de los
recursos ganaderos por la fauna silvestre en diferentes escenarios epidemiolégi-
cos del centro y sur (Kukielka et al., 2013; Barasona et al., 2014b; Cowie et al.,
2014a; Carrasco-Garcia et al., 2016) y del norte del pais (Balseiro et al., 2019a). En
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estos casos la interaccién es principalmente indirecta, produciéndose alrededor
de los puntos de agua o de una forma mas dispersa en los pastos (Figura 58). Los
puntos de alimentacién suplementaria parecen tener una relevancia secundaria
en términos generales (Kukielka et al., 2013; Carrasco-Garcia et al., 2016), si bien,
también son usados por los ungulados silvestres y su manejo ha ser incluido en
todo programa de bioseguridad frente a la fauna silvestre.

Cow - Wild boar Cow - Red deer

10 -
5 8. }
e
2, 6
&S
5 5 41 -
> % '
>E 2|
; : N
5 , =] :
=

Dry | Wet | Dry | Wet | Dry | Wet
Water Food Pasture
Pig - Wild boar Pig - Red deer

6 -
-
¢
2,4 t
S
gg 3
o ©
> & :
5 .
. |
c

- L
Eo 0 - v B B =" -
Dry | Wet | Dry | Wet | Dry N Wet Dry ‘ Wet | Dry ‘ Wet | Dry ‘ Wet
Water Food Pasture | Water Food Pasture

Figura 58. Cuantificacién del nimero de interacciones indirectas de la fauna silvestre
(jabali y ciervo) seguida del ganado (bovino y porcino) en ganaderias extensivas

del centro y sur de Espafia. Calculado mediante por fototrampeo en diferentes épocas
del afo. Tomado de Kukielka et al. (2013).

La abundancia y distribucién de la fauna silvestre en areas de ganaderia ex-
tensiva determina en gran medida la dindmica de las interacciones que pueden
ocurrir en la interfaz. Por tanto, todas las medidas que podamos aplicar para re-
ducir los contactos, como las de tipo fisico (vallados), han de ser implementadas
complementariamente con un adecuado control poblacional de la fauna silvestre.

933



Tuberculosis animal: una aproximacion desde la perspectiva de la Ciencia y la Administracion

Por ejemplo, estudiando el uso compartido de los recursos ganaderos por parte
de ungulados silvestres (jabali y ciervo) en el centro y sur de Espafa, Carrasco-
Garcia et al. (2016), evidenciaron que la aplicacién de un control sobre las pobla-
ciones locales de ciervo (creando una situacién de densidad baja de la especie)
conllevaba una menor presencia en el entorno de las ganaderias extensivas (dreas
ganaderas préximas a zonas de monte, Figura 59). Por tanto, medidas como el
vallado perimetral se verian potenciadas con un adecuado control poblacional
para reducir la presencia de |la especie en las ganaderias.
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Figura 59. Estudios de presencia de ungulados silvestres.

A) Porcentaje de dias (+ SE) con presencia de ungulados silvestres (ciervo y jabali) en funcién
de la distancia al bosque/matorral en ganaderias extensivas del centro y sur de Espaiia,
determinada mediante fototrampeo en puntos de riesgo de interaccién. B) Relacién entre la
presencia de ciervo y la distancia al bosque/matorral seguin su abundancia local (alta o baja
segun la bolsa de caza anual). Se observa que, en una situacién de baja densidad, un control
efectivo de una franja menor de 100 metros en los bordes de la ganaderia con el medio
forestal eliminaria la practica totalidad de posibles contactos del ganado con el ciervo.
Tomado de Carrasco-Garcia et al. (2016).
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Una vez producidos los contactos entre las diferentes especies, el estado sa-
nitario de todas ellas es un aspecto de gran repercusion sobre el riesgo de trans-
misién de patégenos compartidos en la interfaz (principalmente desde la fauna
silvestre al ganado y en algunos casos bidireccionalmente). A su vez, existen nu-
merosos factores que afectan a este estado sanitario y que determinan el mante-
nimiento y la circulacion de patdégenos en la fauna, y su posterior diseminacién al
ganado o viceversa. Todos estos factores de riesgo, que principalmente se pre-
sentan en la "parte” silvestre no controlada sanitariamente, deben ser abordados
para reducir los riesgos de transmisién en la interfaz. Podemos mencionar como
los factores mas relevantes, y seguramente mas estudiados:

* La alimentacién suplementaria: influye directamente en varios de los factores
que a continuacién se mencionan (como por ejemplo, las elevadas densida-
des), por lo que la mejora de esta practica es |a principal opcién a considerar.

e Las elevadas densidades.

* La elevada agregacion: causada por las elevadas densidades o por la pre-
sencia de puntos de atraccion artificiales (comederos o bebederos) o natu-
rales (puntos de agua o pastos).

* La presencia de comunidades de hospedadores complejas en las que va-
rias especies silvestres o domésticas participan (Barasona et al., 2019). A
modo de ejemplo, la riqueza de especies de ungulados en el centro y sur
de Espana se correlaciona positivamente con una mayor competencia de la
comunidad de hospedadores para mantener y transmitir la TB.

* La elevada generacién de subproductos de caza con potencial infeccioso:
durante la temporada cinegética se produce una gran cantidad de residuos
en un corto periodo de tiempo, que, debido a un manejo poco bioseguro
(no siempre se retiran o eliminan), puede llegar a contactar o a ser consu-
mida por los reservorios silvestres de la TB (Vicente et al., 2011; Carrasco-
Garcia et al., 2018).

Profundizando en este Gltimo punto, un estudio observacional reciente en el
centro y sur de Espafa evalué una combinaciéon de diferentes medidas de gestion
de los residuos de caza (Cano-Terriza et al., 2018b). En esta area, la intensificacion
del manejo de los ungulados silvestres de interés cinegético ha ocasionado un au-
mento en sus poblaciones y, por consiguiente, una mayor generacién de residuos
de caza que, a su vez, puede favorecer la transmisién de enfermedades infecciosas,
incluida la TB. En este estudio se evalué la utilidad de la eliminacién de los residuos
de caza como medida de control de la TB en jabali, comparando dos regiones ad-
yacentes donde la legislacion en materia de gestién de subproductos cinegéticos
variaba. En la region donde la normativa se aplicd, la seroprevalencia del MTBC
detectada en jabali se redujo hasta en un 25% tras la implementacién de dichas
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medidas. Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas entre perio-
dos en los jabalies del drea control. La Figura 60 ilustra el riesgo de propagacion de
enfermedades infecciosas o, por el contrario, el control de enfermedades asociado
a la gestion de restos de caza mayor. Hay que tener en cuenta que este es un esce-
nario simplificado, ya que la diversidad de patdgenos, contextos epidemiolégicos,
rutas de transmision y formas de eliminacién de residuos hace que cada caso sea
singular. Cuando los cadaveres de ungulados o los residuos de la caza estan dispo-
nibles, los carrofieros facultativos, como puede ser el jabali, son més susceptibles al
patégeno (como al MTBC) presente en el material que consumen.

Hospedador infectado
como cadaver. El carrofieo
por aves (principalmente
carrofieros obligados) o
mamiferos carrofieros
facultativos reduce o
incrementa los riesgos
para la transmision,
respectivamente

Hospedador infectado
muere debido a la
enfermedad,
depredacién (por
susceptible, S, o
resistente a la
infeccién, R,
depredadores) o caza

Y, WL
ﬁ@-ﬁ{
-~

@’
X

El patégeno circula en la poblacién
o comunidad de hospedadores, y
el ambiente

residuos de

Patégeno
circula en el
sistema

Patégeno
eliminado del
sistema

Figura 60. Escenario simplificado sobre el riesgo de propagacién de enfermedades
infecciosas, como la tuberculosis, o, por el contrario, prevencién de la propagacién

de enfermedades mediante la eliminacién de carroiia de mamiferos.

En este ejemplo, (l) el complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) circula en la poblacién
o comunidad de hospedadores, y el ambiente. (Il) El hospedador infectado muere debido a
la enfermedad, depredacién (por un depredador susceptible, S, o resistente a la infeccién, R)
o debido a la caza/control poblacional. Se ilustra cémo el MTBC es eliminado de la
circulacion (mala gestion de residuos, ingesta por depredador susceptible), o bien, sigue
circulando. En caso de muerte natural del hospedador infectado (lll), se convierte en una
carrofia cuyo aprovechamiento por aves (principalmente carrofieros obligados)

o mamiferos carrofieros facultativos reduce o incrementa, respectivamente,

los riesgos para la transmisién. Tomado de Vicente y VerCauteren (2019).
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Podemos concluir que es necesario monitorizar tanto el estado sanitario como
el poblacional de la fauna silvestre, lo cual implica desarrollar y aplicar protocolos
de muestreo y calculo de abundancia apropiados y vélidos (www.enetwild.com).
Gran parte de las causas que provocan los riesgos sanitarios en la interfaz se de-
rivan de situaciones de “sobreabundancia” de la fauna silvestre, la cual emerge
causando disfunciones en el ecosistema, como una mayor diseminacién de los
patégenos. De una forma positiva, la gestion cinegética es capaz de controlar
las poblaciones cuando los depredadores estan ausentes, regulando las pobla-
ciones, eliminando ejemplares enfermos, reduciendo la diseminacién y manteni-
miento de enfermedades y, en definitiva, impidiendo los efectos sobre el medio
bidtico y abidtico. Sin embargo, una excesiva abundancia poblacional, fruto de
una falta de control poblacional o de una gestién intensiva, afecta de forma ne-
gativa a la conservacion de medio y a las propias poblaciones cinegéticas, como
se ha evidenciado en numerosas zonas del centro y sur de Espafia en las Ultimas
décadas.

Medidas de bioseguridad para reducir los contactos
en la interfaz doméstico-silvestre

Una aproximacioén integral para controlar los riesgos de transmisién de paté-
genos en la interfaz doméstico-silvestre requiere mitigar las tasas de contacto
que, como hemos visto, son principalmente indirectas. Hemos de ser conscien-
tes que esto conlleva adaptar las estrategias de manejo tanto del ganado como
de la fauna silvestre (Hutchings y Harris, 1997; Judge, 2011). Las medidas mas
frecuentemente adoptadas consisten en mejorar la bioseguridad utilizando ba-
rreras fisicas no letales, eficaces a largo plazo, en aquellos puntos espacial-
mente limitados que suponen un elevado riesgo de interacciéon (Seward, 2007;
Judge, 2011; Barasona et al., 2013; Balseiro et al., 2019a). No obstante, merece
la pena recordar el dicho “es imposible poner puertas al campo”. Es decir, este
tipo de actuaciones suelen ser mas o menos locales y dificilmente abarcan las
dimensiones requeridas, sobre todo cuando el riesgo estd ampliamente distri-
buido y disperso espacialmente (por ejemplo, en un arroyo temporal). Ademas,
muchas de estas barreras fisicas no son completamente impermeables, sobre
todo si se utilizan frente al jabali, una especie con elevada capacidad para
atravesarlas. A nivel internacional, diferentes estudios han examinado la efica-
cia de una gran variedad de barreras de tipo fisicas y biolégicas en diferentes
escenarios epidemiolégicos (algunas barreras finalmente se convierten en psi-
colégicas, como las vallas electrificadas), evaluando su potencial aplicacién en
la exclusién o contencién de los ungulados silvestres:

* Dispositivos para ahuyentar a la fauna (Seward, 2007).

o Luces ldser (VerCauteren et al., 2006a).
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* Explosores de gas propano (Gilsdorf et al., 2004).

* Perros protectores del ganado (VerCauteren et al., 2008; Gehring et al,,
2011).

e Puertas de seguridad utilizadas selectivamente por humanos (VerCauteren
etal., 2010) o por el ganado (Barasona et al., 2019).

® Recintos electrificados (Karhu y Anderson, 2006) y diferentes cercas
(VerCauteren et al., 2006b; Fischer et al., 2011; Phillips et al., 2012; Barasona
etal., 2013).

e Comederos y bebederos selectivos (Barasona et al., 2013, Balseiro et al.,
2019a).

En general, se ha evidenciado una eficacia variable de estas medidas para
disuadir a los ungulados silvestres de los recursos ganaderos en cada contexto
en que se manifiesta la interfaz doméstico-silvestre. Aprovechando que el ga-
nado tiene menor capacidad para atravesar vallados que los ungulados silves-
tres (Berentsen et al., 2014), se ha probado con éxito, por ejemplo, un vallado
experimental disefiado para excluir al ciervo rojo norteamericano sin impedir
el paso de otras especies silvestres, incluidos los ungulados mas pequefos
(VerCauteren et al., 2007). La estrategia mas interesante incluye la combina-
cién de diversas barreras, entre otro tipo de medidas, para segregar el uso del
espacio y de los recursos entre la fauna y el ganado. En la Figura 61 se ejempli-
fica esta aproximacién en un estudio realizado en el valle de Alcudia, una zona
con elevada carga ganadera, densidad de ungulados silvestres e incidencia
de TB en ambos grupos (Barasona et al., 2013). En la Figura 62 se muestra la
eficacia de estas barreras utilizando la TB como indicador. La Figura 63, por su
parte, muestra una aproximacion similar realizada en Caravia (Asturias), en una
zona con elevada densidad de jabali.
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2.6m height

Figura 61. Actuaciones para hacer los puntos de interaccién “permeables solo

al bovino” o “permeables solo a los ungulados silvestres”.

A) Valla a prueba de ungulados en abrevadero tipo charca. B) Valla a prueba de bovino,
apto para ciervos (saltando) y con pasos para ovino. C) Puerta a prueba de fauna silvestre.
D) Paso a nivel del suelo adecuado para el jabali. E) Cepillo en puerta a prueba de fauna
silvestre activado mediante el empuje del bovino sobre el brazo armado que soporta

este un cepillo a modo de rascasdero. F) Apertura selectiva para corzo (y potencialmente
rayones) en una valla a prueba de ganado bovino. Tomado de Barasona et al. (2013).
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Figura 62. Estudio sobre la incidencia de tuberculosis (TB) en ganaderias bovinas tras el
uso o no de medidas de bioseguridad. Tendencia decreciente en la incidencia

de la TB (%) en ganado bovino (linea negra), tras la implementacion de las barreras
selectivas en los puntos de agua. En las fincas vecinas donde no se actué (linea gris),

la incidencia de la TB se mantuvo en los mismos niveles o incluso se observd

un cierto repunte. Tomado de Barasona et al. (2013).
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Figura 63. Tolva de alimentacién selectiva para terneros con el fin de impedir el acceso a

los jabalies. A) Tolva vieja donde los terneros comian diariamente (recuadro).

B) Jabalies alimentédndose por la noche, accediendo incluso al interior del viejo comedero. C)
Disefio de una tolva selectiva con barras méviles que solo se pueden desplazar

por los terneros. D) Terneros alimentandose en la nueva tolva.

E-F) Los jabalies no puede acceder al pienso en la nueva tolva y permanecen a su alrededor.

Tomado de Balseiro et al. (2019a).
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Las barreras, al igual que otras medidas preventivas de manejo no estableci-
das mediante barreras, deben ser especificamente disefiadas tras evaluar la con-
figuracion y el riesgo de cada punto de interaccidn, e integrarse en un programa
global de bioseguridad, como veremos en el siguiente apartado.

Los programas de bioseguridad frente a la tuberculosis de la fauna silvestre
aplicados a las explotaciones ganaderas extensivas

Los programas de bioseguridad frente a la TB de la fauna silvestre en ex-
plotaciones ganaderas extensivas son medidas adicionales al Programa nacional
de erradicacién, que deben ser introducidas paulatinamente para gestionar los
riesgos de interaccién identificados en la interfaz doméstico-silvestre. Estos pro-
gramas de bioseguridad son esenciales en situaciones como la de la ganaderia
extensiva del centro y sur de Espafia, donde la via de entrada de la infeccion en
los rebafnos es frecuente que se origine a partir de las especies silvestres. Por ello,
es fundamental adoptar una visién integral del Programa y, ademas de cumplir
con las obligaciones de éste, el ganadero debe guiarse por las recomendaciones
de los veterinarios de las asociaciones de defensa sanitaria ganadera (ADSG) y
los servicios veterinarios oficiales en materia de bioseguridad. Sin embargo, ac-
tualmente no existen protocolos armonizados y estandarizados, ni personal con
formacién para llevarlos a cabo de forma especifica, abordando el diagnéstico de
cada situacion y seleccionando las medidas a adoptar en cada ganaderia.

En granjas bovinas del Reino Unido, el uso de medidas simples de exclusién
aplicadas de forma adecuada fue eficaz al 100% para prevenir la entrada de tejo-
nes a las naves. Estas medidas también redujeron el nimero de incursiones de te-
jones al resto de la granja, contribuyendo potencialmente a reducir la transmision
de la TB entre tejones y el ganado bovino (Judge, 2011). En el Parque Nacional
de Riding Mountain (Canadd) el vallado a nivel local se combind exitosamente
con el uso de perros pastores (junto con estrategias de diagndstico-eliminacion y
prohibicién de alimentacion suplementaria) para reducir el riesgo de transmision
de MTBC desde los cérvidos al ganado (O'Brien et al., 2011a). En nuestro pais,
como ya se ha comentado, existen antecedentes prometedores en este sentido,
obteniéndose una reduccion significativa en la incidencia de TB en ganado bovi-
no (Figuras 61y 62).

A pesar de estas experiencias, la disponibilidad de protocolos que permitan
trabajar de forma sistematica y respaldada cientificamente brilla por su escasez. En
esta linea, hay que destacar las actividades desarrolladas por el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (U.S. Department of Agriculture) en Michigan,
pues, aungue existen otras experiencias en Reino Unido, Irlanda, Nueva Zelanda
y Canadé, Michigan es el Gnico ejemplo donde se ha llevado a cabo un plan de
mitigacion del riesgo de forma oficial y a gran escala (Walter et al., 2013).
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Durante los Ultimos afios en nuestro pais se esté trabajando en el desarrollo
de protocolos de evaluacién del riesgo de interaccion, transmisién de la TB en la
interfaz doméstico-silvestre y posterior preparaciéon de programas de bioseguri-
dad especificos, utilizando un nimero y diversidad de explotaciones lo suficien-
temente representativo como para evaluar los diferentes aspectos précticos en
cada ganaderia extensiva. Este trabajo, centrado principalmente en bovino, ha
evidenciado que debido a las particularidades de cada situacién, hay que evaluar
especificamente en cada explotacién qué medidas pueden ser lo suficientemen-
te selectivas y efectivas para segregar las especies domésticas y silvestres a nivel
espacial. Un programa de bioseguridad especifico de explotacion ha de ser:

e Efectivo: debe minimizar los contactos directos e indirectos.
* Préctico: ha de ser realizable por el ganadero.

* Realista: no se pueden eliminar los riesgos de interaccion al 100%, el ob-
jetivo es reducirlos al méximo. Ademas, como se ha mencionado, un pro-
grama de bioseguridad frente a la fauna silvestre ha de integrarse con las
medidas que contempla el Programa nacional de erradicacién de la TB,
para que el conjunto de medidas obtenga los mejores resultados posibles.

El desarrollo ideal de un programa de mitigacién del riesgo en explotaciones
extensivas deberfa constar de los siguientes pasos o tareas de forma progresiva:

1. Reunién con los servicios veterinarios oficiales, identificacion de la explota-
cién, evaluacién de sus antecedentes sanitarios, preparacién de documen-
tacién y cartografia.

2. Reunién informativa con el ganadero, encuesta epidemiolégica y auditoria
de bioseguridad (si procede, con toma de muestras ambientales).

3. Propuesta de plan de mitigaciéon del riesgo y compromiso por parte del
ganadero.

4. Implementacion del plan.
5. Verificacién de la correcta implementacion del plan.

6. Valoracién de resultados sanitarios (evolucién de la incidencia de la TB en
el ganado, la fauna y el medio ambiente) y relacién de costes/beneficios.

Respecto a la caracterizacion de variables de habitat, manejo de las explota-
ciones ganaderas y riesgos de interaccién (punto 2), las variables se han de elegir
en base a su potencial papel en la epidemiologia de la TB, asi como en base a
las caracteristicas locales de manejo de ganado y de ungulados silvestres. Esta
caracterizacion se debe realizar encuestando personalmente a cada ganadero o
gestor de fincas: para cada explotacion se obtienen datos generales relacionados
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con los usos y manejos del territorio, con los sistemas de alimentacién y abreva-
deros utilizados para el ganado, asi como con la gestion llevada a cabo para los
ungulados silvestres, identificando las potenciales zonas y puntos de contacto
entre ambos colectivos (cultivos, abrevaderos, puntos de alimentacién, pastos,
zonas de montanera...). Todos estos puntos se georreferencian in situ utilizan-
do dispositivos GPS y se plasman posteriormente sobre el material cartogréfico,
donde adicionalmente se incluye informacion epidemiolédgica de las explotacio-
nes, cotos de caza y espacios naturales colindantes. La Tabla 12 incluye las prin-
cipales variables procedentes de la caracterizacién de las explotaciones tras la

entrevista y visita de reconocimiento.

Tabla 12. Variables para considerar en la caracterizacién del riesgo de interaccién

interespecifica en los programas especificos de bioseguridad frente a la tuberculosis de la

fauna silvestre en las explotaciones ganaderas extensivas del centro y sur de Espana.

Caracteristicas
generales

Localizacién geografica

Superficie (ha)

Usos del suelo en zona, incluidas las fincas limitrofes
Presencia de vallados y su permeabilidad

Datos de caza (bolsas anuales) en la zona y éreas circundantes

Manejo general del ganado, rotacién del pastoreo y temporalidad del
pastoreo

Alimentacion

Tipo de alimentacién del ganado: almacenamiento y dispensacion
Uso en extensivo de los pastos y reas de matorral y forestales
Método de alimentacién suplementaria en su caso

Numero y localizacién de comederos

Uso comun de puntos de alimentacién entre ganado y animales
silvestres

Uso comln de pastos entre ganado y animales silvestres
Indice de agregacién de ungulados en puntos de alimentacion

Puntos de agua

Tipo de abrevaderos disponibles: naturales y artificiales
Numero y georreferenciacién de puntos de agua
Densidad de puntos de agua disponibles

indice de agregacién de cada especie en puntos de agua

Las medidas generales de mitigacién del riesgo por parte del ganadero debe-

rian incluir los siguientes puntos:

* Se debe cumplir con el Programa nacional de erradicacién de la TB de una
forma estricta y rigurosa, ya que el principal reservorio de TB para el bovino
es el propio ganado. Asi pues, si no se cumple esta primera premisa, toda
actuacién de bioseguridad frente a la fauna silvestre quedara en segundo

plano en lo referente a la reduccién del riesgo frente a la TB.

044



Tuberculosis animal: una aproximacion desde la perspectiva de la Ciencia y la Administracion

* Se debe monitorizar el estado poblacional y sanitario de los reservorios
silvestres de la TB e implementar un control de estas especies en ambos
niveles. Asimismo, se debe monitorizar el estatus sanitario de TB en los
reservorios domésticos simpatricos, como el cerdo, en caso de estar pre-
sentes en la explotacion.

* Se recomienda utilizar barreras fisicas no letales (vallados) para favorecer
el uso selectivo del territorio y los recursos por parte del ganado y la fauna
silvestre, tanto a nivel perimetral como en los cerramientos internos.

¢ Se recomienda evitar que el ganado acceda a ciertas zonas de riesgo en
pastos y puntos de agua, especialmente durante las épocas del afio en las
que la probabilidad de transmisién de enfermedades como la TB es mas
alta.

* Se recomienda mantener todos los puntos de agua y comederos en condi-
ciones higiénicas e implementar herramientas que permitan un acceso se-
lectivo al agua o alimento por parte de las diferentes especies. Las charcas
han de evitarse como fuente de agua para el ganado, siendo recomenda-
ble su sustitucién por bebederos selectivos.

Existen diferentes posibilidades de intervencién para resolver problemas de
bioseguridad especificos. Por ejemplo, planificar el uso de los pastos en el espa-
cioy el tiempo, cambiar la forma de alimentar al ganado en el interior de la granja
o incluso cambiar (o redistribuir en la ganaderia en funcién del riesgo) las espe-
cies explotadas por otras menos susceptibles para una enfermedad concreta.

Ciertas medidas presentan como principal desventaja su elevado coste, por
ejemplo, cuando se trata de superficies a delimitar mediante vallados, que son
normalmente de gran tamafio y también costosas de mantener. Ademas, la im-
plementaciéon de algunas medidas, como vallados impermeables, puede chocar
con la normativa ambiental vigente, especialmente en espacios naturales, lo cual
crea la necesidad de la colaboracién por parte de las diferentes administraciones.
Sin embargo, otras medidas de exclusiéon como el uso de comederos selectivos
han demostrado ser eficaces y, a su vez, econémicamente atractivos para los ga-
naderos (Balseiro et al., 2019a).

En resumen, la informacion acumulada durante los dltimos afios deberia per-
mitir el desarrollo de protocolos practicos para implementar programas de bio-
seguridad frente a la fauna silvestre en explotaciones ganaderas extensivas de
Espafia, asi como para valorar la eficacia y los costes asociados.
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4.4.2. Control sanitario en especies cinegéticas

Christian Gortdzar, Ana Balseiro

El control sanitario en especies cinegéticas parte de tres bases: (1) un buen
diagnéstico epidemioldgico, (2) una monitorizacién integrada y (3) la bioseguri-
dad de las explotaciones ganaderas. A la Gltima le dedicamos el capitulo 4.4.1.
de este libro. El diagndstico epidemioldgico consiste en definir el drea de actua-
cion e identificar, con el mayor detalle posible, cuédles son los hospedadores (do-
mésticos y silvestres) que participan en el mantenimiento del MTBC, y cuéles son
los mecanismos mas probables de transmisién y mantenimiento de la infeccién,
con especial atencion a la transmisién entre especies. Este drea de actuacioén in-
cluiria también al medio ambiente, es decir, agua, barro, etc., que pudieran estar
contaminados con MTBC. Se trata de identificar las conexiones para buscar la for-
ma de interrumpirlas mediante intervenciones estratégicas. La monitorizacién in-
tegrada, por su parte, comprende el seguimiento sistemético de las poblaciones
de especies cinegéticas relevantes (en relacién con la TB, jabali, ciervo y gamo), la
vigilancia sanitaria pasiva y la vigilancia sanitaria activa. Solo partiendo de datos
fiables y continuados sobre abundancias, prevalencias y contactos seremos capa-
ces de evaluar el efecto de cualquier intervencién de control sanitario (Figura 64).
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Area de estudio: Zona de Alta Prevalencia (ZAP) localizada
en la vertiente norte de la Sierra de Gredos, abarca cuatro
munigipios de la comarca de El Barco de Avila.
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Figura 64. Ejemplo de diagnéstico epidemiolégico y monitorizacién integrada.

En esta zona de estudio se han cuantificado los hospedadores y se ha determinado

su prevalencia de tuberculosis (TB). Ademas, se han identificado los factores de riesgo
en las explotaciones bovinas. También se han identificado los datos que faltan,

como lo relativo al tejon o a la prevalencia de TB en ciervos (datos incompletos).
Fuente: trabajos realizados en colaboracién Castilla y Leén - IREC, entre 2018 y 2020.
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Las decisiones relativas a intervencién dependen de la regién geografica y de
su situacion epidemioldgica. Las herramientas de control sanitario aplicables a la
TB en especies cinegéticas son relativamente pocas, y se pueden dividir en:

* Medidas preventivas y de bioseguridad.
e Control poblacional.

e Vacunacion.

Ademas, debe considerarse siempre la posibilidad de utilizar la zonificacién
(definir zonas de alto riesgo, y gestionarlas de forma diferenciada) y la compar-
timentalizacion (definir sistemas de manejo, por ejemplo, vallados cinegéticos
con suplementacion, y gestionarlos de forma diferenciada). La idea subyacente
es que, igual que las explotaciones ganaderas contribuyen al control de la TB
al facilitar los saneamientos mediante instalaciones adecuadas y al implementar
medidas de bioseguridad, los terrenos cinegéticos también pueden contribuir.
A continuacién, repasamos las principales herramientas considerando su base
cientifica y su aplicabilidad practica en Espana (Figura 65).

Control de traslados|

Barreras
Bioseguridad
Practicas de manejo

estion de residuos]
cinegéticos

Acaricidas,
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Prohibir suplementacién
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relevante de medida » (enfermedad/vector) » de los » vigilancia sanitaria
fauna control y vigilancia resultados (enfermedad/vector)
silvestre poblacional y vigilancia
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Figura 65. Principales herramientas de control sanitario en fauna silvestre.
Diagrama de flujo sobre la toma de decisiones y las opciones de intervencién en sanidad
de fauna silvestre. Fuente: PATUBES, modificado de Gortézar et al. (2015).
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Medidas preventivas y de bioseguridad

Debido a la diversidad de espacios cinegéticos en Espafia hemos considerado
dividir esta seccién en medidas aplicables a granjas de caza o territorios con alta
densidad de ungulados y en medidas aplicables a territorios con baja densidad de
ungulados. Excluiremos dentro de estas medidas a aquellas que se refieren a la bio-
seguridad en explotaciones ganaderas, incluidas en el capitulo 4.4.1. de este libro.

Control sanitario en granjas de caza

La TB es uno de los principales problemas de la produccién de ciervo, gamo
y jabali de granja. Las granjas de especies cinegéticas se caracterizan por una
densidad muy alta, normalmente de una Unica especie, por una alimentacién ma-
yoritariamente suplementaria, y por la posibilidad de identificacién y control sa-
nitario individual. Las explotaciones de produccién y reproduccién de caza mayor
registradas en el REGA incluyen 135 granjas de jabali, 81 de ciervo, 36 de gamo
y 13 de corzo (Fuente: MAPA). Ademas, existe un nimero desconocido, pero ele-
vado, de cotos con instalaciones de captura y manejo (“zonas de cria controlada”
o “cercones”) que funcionan como granjas sin tener REGA.

La solucién deberia llegar a partir de la reciente aprobacién del Real Decreto
138/2020, de 28 de enero, por el que se establece la normativa bésica en materia
de actuaciones sanitarias en especies cinegéticas que actlan como reservorio de
la TB (MTBC). Pasa, en primer lugar, por registrar en REGA todas las granjas cine-
géticas e instalaciones afines, procurando el testado anual de toda la poblacion,
seguido de la eliminacién selectiva de animales positivos, de forma similar al
saneamiento ganadero. Es hora de cruzar los datos entre las administraciones res-
ponsables de caza y las responsables de ganaderia. A partir del inventario com-
pleto de granjas, seria factible plantear su saneamiento mediante IDTB en ciervo
y gamo y mediante ELISA en jabali. Aunque no contemplado en el Real Decreto,
podria plantearse también el saneamiento utilizando las técnicas de IFN-y y ELISA
en ciervo y gamo (ver seccién 4.2. y capitulo 4.3.5.).

Control sanitario en traslados

Es fundamental evitar introducir la TB en areas todavia no infectadas. Para ello,
conviene evitar la introduccién de ungulados, especialmente de ciervos, gamos o
jabalies, excepto cuando provengan de fuentes con garantia sanitaria. Espafia cuen-
ta para ello con una herramienta pionera en Europa, el Real Decreto 1082/2009, de
3 de julio, por el que se establecen los requisitos de sanidad animal para el movi-
miento de animales de explotaciones cinegéticas, de nlcleos zooldgicos, asi como
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de fauna silvestre. Para facilitar en lo posible ese control, en los Ultimos afnos se han
optimizado en Espafia metodologias que permiten el diagndstico de TB en cérvi-
dos (Fernandez-de-Mera et al., 2009) y jabalies (Boadella et al., 2011).

Gestidn de residuos de caza

Anualmente se cazan en Espafia varios cientos de miles de piezas de caza
mayor, particularmente jabalies (unos 400.000), y sus restos suponen una fuente
importante de contagio para otros jabalies, pero también para algunas otras es-
pecies animales, principalmente carnivoros. En un estudio realizado en Andalucia
y Castilla-La Mancha, donde se controlaron adecuadamente los residuos de caza
en unas fincas, mientras en otras se continuaba con su gestién tradicional, se
comprobé que controlar adecuadamente los residuos de caza puede reducir un
25% la presencia de TB en los jabalies (Cano-Terriza et al., 2018b).

El mayor interés del control de residuos estriba, por tanto, en evitar que estos
residuos sean consumidos por jabalies. Que haya algin consumo por parte de
carnivoros es un mal menor. Y si ese consumo se produce por parte de aves carro-
fieras como los buitres, en realidad se trata de algo en principio deseable desde
el punto de vista sanitario (Figura 66). No obstante, hay que considerar también
que la presencia de restos de plomo en los residuos puede suponer un riesgo
para algunas especies de aves.

Figura 66. Buitre leonado (Gyps fulvus) consumiendo una carroiia de jabali.
Las aves necréfagas son grandes aliadas en el control sanitario de la fauna silvestre.
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Por consiguiente, las regulaciones actuales (y venideras) buscan principalmen-
te evitar que los residuos de caza se queden en el campo, accesibles a jabalies
u otras especies. Las alternativas pueden ir desde el tratamiento de los residuos
como residuos urbanos cuando se trata de caza de autoconsumo, pasando por el
depdsito en contenedores que serén recogidos y tratados por empresas especiali-
zadas o por el enterramiento, hasta los muladares o lugares de depdsito, siempre
que tanto fosas como muladares estén correctamente vallados para evitar la en-
trada de jabalies y otros ungulados silvestres. Pero lograr esto es muy complicado.
Principalmente, porque sacar las piezas del monte cuesta un gran esfuerzo que, en
muchos casos, apenas se ve recompensado ni por el trofeo ni por el valor obteni-
do por la venta de la carne. Si se regula la gestion de residuos sin la necesaria fle-
xibilidad, ocurriré justo lo contrario: los cazadores se veran tentados a abandonar
las piezas menos interesantes, o aquellas capturadas en lugares inaccesibles. Por
ello, en lugares particularmente inaccesibles y ante la imposibilidad préactica de
sacar del monte o enterrar la pieza o sus residuos seria deseable, al menos, colocar
dichos restos en un lugar visible y accesible para las aves necréfagas, en un intento
de minimizar su disponibilidad para el jabali u otras especies.

El problema de los residuos no se soluciona solo con regulacién. Si los resi-
duos suponen una complicaciéon més a la hora de cazar, la solucién sera cazar
menos o esconder méas dichos residuos. Es necesario informar y convencer a los
cazadores de que la gestién de los residuos de caza influye sobre su salud y la de
los suyos, sobre la sanidad animal y la viabilidad de las explotaciones ganaderas,
y sobre el medio ambiente. Y es necesario que también la administracién se im-
plique a fondo en facilitar la gestion de residuos, por el bien de todos.

Manejo del agua y del alimento

Las mayores prevalencias de TB en ciervo y jabali ocurren en el cuadrante
suroccidental peninsular, en dos situaciones muy dispares, los espacios natura-
les protegidos y las fincas valladas de caza mayor. Ambas situaciones tienen en
comun la existencia de altas densidades de ungulados silvestres, la agregacion
espacial en torno a puntos de agua y comederos, y un clima mediterraneo con
veranos célidos y secos. Ademas, los miembros del MTBC sobreviven bien en el
medio ambiente, como demuestra su alta probabilidad de deteccién sobre dis-
tintas matrices incluidos el alimento y el agua. Se ha comprobado que la transmi-
sidn entre especies depende principalmente de este tipo de contactos indirectos
en puntos de agua o comederos, y ello ofrece oportunidades para la mejora de la
bioseguridad de las explotaciones y para las buenas practicas cinegéticas.

Los experimentos en los que se procura evitar el uso de puntos de agua
(Barasona et al., 2013) o de comederos (Balseiro et al., 2019a) del ganado por par-
te de la fauna silvestre son bien conocidos. Sin embargo, no conocemos trabajos
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experimentales en relacién con el manejo del agua y del alimento en especies
de caza, buscando especificamente reducir la incidencia de TB en estas especies.
En relacion con el agua, se sabe que la prevalencia de TB es mayor a mayor
concentracién de jabalies por punto de agua (Vicente et al., 2007b), que en afios
de sequia (con menor disponibilidad de agua) aumenta la TB generalizada en
jabalies (Vicente et al., 2013), y que la probabilidad de encontrar ADN del MTBC
es inversamente proporcional al didmetro de la charca (Barasona et al., 2017). Por
consiguiente, parece razonable maximizar el nimero de puntos de agua, siendo
preferibles los arroyos, los pequefios embalses y las charcas de gran didametro a
las charcas de poco didmetro. En cuanto al efecto de la distribucién del alimento
sobre la TB en especies cinegéticas, el conocimiento cientifico existente es muy
limitado. Sin embargo, parece sensato que, cuando se aporten alimentos con-
centrados en vallados cinegéticos autorizados, ello se haga de manera selectiva,
por especies, buscando minimizar el contacto indirecto entre cérvidos y jabali.

Caza selectiva de individuos visiblemente debilitados

La TB es una enfermedad crénica que termina matando a los individuos que
desarrollan una infeccién generalizada. En zonas de alta prevalencia, la TB mata
un tercio de los jabalies adultos, casi tantos como la caza (Barasona et al., 2016).
En el campo es posible identificar este tipo de individuos debilitados por una
TB avanzada, aunque obviamente podrian confundirse con otros procesos con-
suntivos. En efecto, la presencia de individuos delgados, a veces con nédulos
linféticos visiblemente aumentados de tamafo, en la proximidad de puntos de
agua, es un factor de riesgo para la excrecciéon de ADN de MTBC en esos puntos
de agua (Barasona et al., 2017). En consecuencia, parece sensato facilitar la caza
selectiva de individuos manifiestamente delgados o enfermos. Esta caza selectiva
debe ir sequida de un diagndstico y de la correcta eliminacién de los residuos
generados. En este sentido, no nos constan experiencias previas en la aplicacién
de caza selectiva para el control de TB en fauna silvestre.

Las menores densidades de poblacion de ungulados silvestres, asi como las
menores prevalencias de TB en estas especies, ocurren principalmente en la mi-
tad norte peninsular. Por lo general, en estos territorios la prevalencia de TB en
bovino también suele ser baja. Sin embargo, encontramos areas o unidades ve-
terinarias locales concretas donde la prevalencia de TB en bovino es mucho mas
alta que en el resto del territorio. En estos lugares, la prevalencia de TB en un-
gulados silvestres es también alta (mayor que en el resto del territorio), compar-
tiendo los animales infectados las mismas cepas que las que se aislan de ganado
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bovino, ovino y caprino infectado de la misma zona (Mufioz-Mendoza et al., 2013).
Obviamente, debido a las caracteristicas orogréficas de estos territorios de baja
densidad, o bien debido a la mayor dispersién de sus poblaciones, las medidas
preventivas que se deben tomar deberan estar adaptadas a estas situaciones. En
estos lugares, por ejemplo, la alimentacién suplementaria es ocasional, apenas
existen vallados y no hay concentraciéon de animales en puntos de agua debido
a la mayor disponibilidad de la misma. En este sentido, podriamos decir que es
una ventaja, y no deja de serlo. Sin embargo, el diagndstico epidemioldgico de
la mayor parte de los animales que componen la poblacién, asi como su posible
monitorizacién integrada y posterior manejo (ejemplo, vacunacion) se complica,
al resultar mucho mas dificil la obtencién de un nimero representativo de mues-
tras o el acceso a estos animales.

En cualquier caso, las poblaciones de ungulados silvestres crecen en Espafia
independientemente del aporte de alimentacion suplementaria. La superficie
cultivada ha disminuido en favor del matorral y del bosque, con un incremen-
to del 33% de la superficie forestal nacional en los Gltimos 15 afios. Al mismo
tiempo, han cambiado tanto los tipos de cultivo, con méas maiz y méas lefiosas,
como las formas de cultivo, con méas regadios. Estos cambios, unidos a una
progresiva disminucién del nimero de cazadores, favorecen enormemente a los
ungulados silvestres, incluidos el ciervo, el gamo y el jabali, que han multiplica-
do exponencialmente sus poblaciones (Garrido et al., 2019). Con todo, parece
l6gico no aportar alimentos concentrados (granos de cereal o piensos compues-
tos) en terrenos cinegéticos abiertos y, en la medida de lo posible, promover la
proteccion de cultivos a fin de lograr el doble beneficio de prevenir dafios a la
agricultura y reducir la capacidad de acogida del habitat. Esta es la forma mas
sostenible, aunque ciertamente utépica, de gestion de las poblaciones de un-
gulados silvestres.

Otras medidas como la gestién correcta de residuos son aplicables también
en territorios de baja densidad de ungulados, asi como la caza selectiva de indi-
viduos visiblemente debilitados, en caso de haberlos. Como ejemplo, en la sierra
del Sueve (Asturias) se lleva a cabo desde hace muchos afos la caza selectiva de
gamos caquécticos y debilitados enfermos de PTB.

A pesar de que este capitulo se centra en especies cinegéticas no hay que
olvidar otras especies no cinegéticas, pero no menos importantes, dentro del
concepto “monitorizacion integrada”. En el caso de ambientes atlanticos el tejon
(ver capitulo 4.3.7.) se ha demostrado como un actor relevante en areas de alta
prevalencia de TB en el ganado bovino (Acevedo et al., 2019). Con todo ello que-
remos resaltar que no podemos dedicar todos los esfuerzos a una Unica especie,
sino que debemos entender cual es la situacién epidemiolégica en cada regién,
para asi poder tomar las medidas adecuadas.
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Control poblacional

Aunque la transmisiéon de MTBC en fauna silvestre no depende solo de la den-
sidad, es innegable que reducir la densidad de hospedadores clave tiene efectos
positivos en cuanto a la incidencia de TB en esos y en otros hospedadores, in-
cluido el bovino (Boadella et al., 2012; Garcia-Jiménez et al., 2013). Ademas de
la caza, la regulacion de las poblaciones por parte de un super-predador como el
lobo contribuye al control de la TB tanto en el jabali como en el ganado bovino
(Tanner et al., 2019). Evidentemente, esta funcidn ecosistémica solo tiene lugar
en situaciones concretas de densidad de lobo, como ocurre en las reservas de
caza de Asturias. En otras situaciones, son los cazadores quienes aportan ese
servicio a la sociedad (Quirds-Fernandez et al., 2017).

Por consiguiente, un aspecto fundamental de las buenas practicas cinegéticas
consiste en mantener poblaciones animales equilibradas, evitando situaciones
de sobreabundancia. Para identificar tales situaciones deben realizarse censos y
monitorizar la condicién fisica y el estado sanitario de las piezas abatidas. En va-
llados o espacios naturales protegidos con alta densidad, se recomienda ademas
la colocacion de pequefios cercados de exclusion frente a herbivoros (<1000m?)
como puntos control para evidenciar su impacto sobre el medio. En poblaciones
sobreabundantes de especies cinegéticas, y en casos donde la prohibicién de ali-
mentacion suplementaria y manejo sostenible del habitat no pueden aplicarse o
resultan insuficientes, deben aplicarse métodos de control poblacional. Estos se
deben concretar en mayores cupos de extraccién y su efecto debe medirse me-
diante mejoras en los indicadores poblacionales, de condicién fisica y de estado
sanitario. Estas medidas también serian aplicables a regiones de baja densidad
de ungulados (como las atlanticas), donde se ha observado que las densidades
de ungulados aumentan afio tras afio.

Una alternativa méas amable que la eliminacién no selectiva es la elimina-
cion selectiva. Esta consiste en la eliminacién de los sujetos infectados de
modo similar a la llevada a cabo en los programas de testado y eliminacién
aplicados en animales domésticos. En fauna silvestre, este procedimiento
puede ser muy costoso y su viabilidad depende del acceso a los animales, de
la disponibilidad de test diagndsticos especificos y sensibles, de la prevalen-
cia inicial y de la distribucién espacial de la poblacién diana. En la practica, es
una técnica limitada a situaciones de granja y afines, ya que en su aplicacién
a fauna silvestre no ha demostrado eficacia y ademaés resulta muy complicada
(Che'Amat et al., 2016b).
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Vacunacion

La vacunacién de animales domésticos, mas sencilla que la de animales silves-
tres, se aborda en los capitulos 4.4.4. y 4.4.5. de este libro. Desafortunadamente,
en Espafia la vacunacion de reservorios silvestres no parece viable a corto plazo
porque no existe la vacuna perfecta (siempre necesitara otras actuaciones parale-
las), porque vacunar fauna resulta caro si se pretende una buena tasa de vacuna-
cién, y porque existen dificultades normativas relacionadas con la consideracion,
o no, de M. bovis inactivado por calor como medicamento.

Zonificacion y compartimentalizacion

La zonificacion consiste en definir zonas de mayor o menor riesgo epidemio-
légico en relacién con un determinado problema sanitario, a fin de gestionar-
las de forma diferenciada. La compartimentalizacién es similar, pero se refiere a
sistemas de manejo. Por ejemplo, cabe diferenciar los vallados cinegéticos con
suplementacién de los terrenos vallados sin suplementacién y de los espacios ci-
negéticos abiertos, y gestionarlos de forma diferenciada. De hecho, el PATUBES
(MAPA, 2017) ya contempla una cierta zonificacién, al definir las llamadas “zonas
PATUBES” de mayor a menor riesgo epidemiolégico, y también una comparti-
mentalizacion, al distinguir entre tipos de explotacion o tipos de espacio natural.
En concreto, el Real Decreto 138/2020 define las siguientes categorias de espa-
cios en los que habitan especies cinegéticas:

a) Espacios de categoria I: Granjas cinegéticas y ntcleos zooldgicos que dis-
ponen de instalaciones adecuadas para el manejo de los animales y la rea-
lizacién de pruebas sanitarias.

b) Espacios de categoria II: Terrenos cinegéticos que disponen de una cerca
perimetral impermeable para las especies cinegéticas existentes en su in-
terior, con aporte sistemético de alimento o de agua.

c) Espacios de categoria Ill: Terrenos cinegéticos que disponen de una cerca
perimetral impermeable para las especies cinegéticas existentes en su in-
terior, pero sin aporte sistemético de alimento o de agua.

d) Espacios de categoria IV: Terrenos cinegéticos no incluidos en las catego-
rias I, Il'y lll, asi como los Parques Nacionales, donde sus gestores aplican
un programa de control de ungulados.

En base al espacio se proponen diferentes actuaciones, mas o menos estrictas,
con el fin Ultimo de controlar esta enfermedad en la fauna silvestre. Se trata en
definitiva de disminuir en lo posible los riesgos de transmision, para asi, disminuir
la incidencia de la TB, en preocupante aumento en los Ultimos afios.
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4.4.3. Co-infecciones y otras fuentes de inmunosupresién

Javier Hermoso de Mendoza

En cualquier enfermedad animal objeto de programas de erradicacién, un
proceso inmunosupresor concomitante, tiene como minimo una triple repercu-
sién que entorpece, si no impide, el éxito de aquellos: por un lado, las infeccio-
nes son dificilmente controlables por el organismo afectado y la transmisién del
agente infeccioso y las nuevas infecciones se facilitan; en segundo lugar, las in-
fecciones son mas dificiles de diagnosticar por procedimientos inmunolégicos de
cualquier tipo, resultando aparentemente sanos animales que estan infectados;
y por ultimo, si hay alguna posibilidad de vacunacién con la finalidad de evitar la
infeccién en animales indemnes o de controlarla mejor en entornos enzoéticos,
las posibilidades de éxito se reducen enormemente, credndose una sensacién de
seguridad que no es real.

Estrictamente hablando, el término “inmunosupresiéon” es quizé inadecua-
do para lo que estamos tratando aqui, pues resulta excesivamente restrictivo.
Segun el Diccionario de la Lengua (RAE, 2014) suprimir es “Hacer cesar, hacer
desaparecer” y ciertamente no es necesario que desaparezca por completo la
inmunidad para que se produzcan las mencionadas repercusiones. De cualquier
modo, aunque seguro que es mas exacto “inmunodeficiencia” o “inmunocom-
promiso”, todos son términos largos e incbmodos para usar repetidamente en
un texto, por lo que emplearemos las siglas IS, sabiendo que nos referimos a
una “pérdida de eficacia” importante, pero no necesariamente absoluta, del
sistema inmunitario.

Las razones por las que cualquier especie animal mamifera puede sufrir IS son
variadas, pero debemos recordarlas para acotar el terreno inicialmente amplio
en el que nos movemos. La razén “fisiolégica” o natural de mayor importancia
es la edad. Los mamiferos recién nacidos tardan un nimero variable de sema-
nas, segun la especie, en tener un sistema inmunitario operativo y auténomo. En
ese periodo dependen de sus defensas innatas y de las que su madre les haya
podido transferir a través del calostro, la primera secrecién lactea, rica en anti-
cuerpos maternos, a la que tienen acceso durante unas 10-15 hasta 24 h tras el
parto. Durante ese tiempo su intestino estd “abierto” a la absorcion masiva de
estas proteinas inmunitarias (inmunidad pasiva natural). Estos anticuerpos que-
dan circulantes en sangre y van desapareciendo progresivamente a lo largo de
4-5 semanas, a consecuencia de las reacciones con sus antigenos, o bien, acaban
siendo catabolizados “sin usar” y para cuando la mayoria han desaparecido ya
deberian haberse activado las propias defensas del animal. Por tanto, durante un
mes o mes y medio, el joven animal presenta IS, que si esta sano, se corrige con
el desarrollo definitivo de su sistema inmunitario.
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En el otro extremo de la edad, puede estar la edad senescente, entendiendo
por tal la edad en la que los animales de cada especie se pueden considerar
viejos, con un sistema inmunitario desgastado o agotado tras una larga vida de
avatares sanitarios y vacunaciones. Entre las especies domésticas en la que la TB
tiene mayor impacto, una gestion ganadera moderna puede dificultar mucho que
encontremos animales viejos. Los animales mayores en cualquier explotacion de
cria o ciclo completo son los reproductores, que con el paso del tiempo van per-
diendo no solo inmunidad, sino también productividad, especialmente la capaci-
dad para reproducirse eficientemente y de alimentar adecuadamente a sus crias.
Por estas razones se hace aconsejable la sustitucion de los animales mayores, el
desvieje en términos tradicionales, y su reposicién con animales jévenes sexual-
mente maduros. Los sistemas de produccién animal en los que la edad de desvie-
je se retrasa son aquellos en los que los objetivos productivos son mas relajados,
como las explotaciones extensivas de bovinos y pequefios rumiantes, en las que
se cumple el objetivo basico de uno o dos partos por afio, respectivamente, y una
o dos crias por parto, segun la especie. Con los bovinos nos podemos encontrar,
con relativa facilidad, vacas por encima de los 16 afios de edad cumpliendo sus
objetivos puntualmente. En el caso de los ovinos y caprinos, si estan bien gestio-
nados, se tiende a desviejar relativamente pronto (antes de los 7 u 8 afios), pues
con el avance de la edad suelen perder fertilidad y prolificidad, y acumular enfer-
medades crénicas. Con el porcino extensivo se es mucho mas exigente en cuanto
a rendimientos reproductivos y en cuanto al valor y aprovechamiento rentable del
animal de desvieje, por lo que es dificil encontrar cerdas de mas de ocho partos,
mientras que los verracos se sacrifican mucho antes (no mas de 5 afnos).

En el caso de la TB se empieza a recomendar el desvieje adelantado en los
bovinos de modo que no haya animales de mas de 12 afios (MAPAMA y VISAVET-
UCM, 2018), como edad de compromiso para no perder rentabilidad y evitar el
mayor riesgo de que sufran IS y sean portadores anérgicos de TB.

Otras razones importantes que pueden causar IS en los animales tuberculosos
se pueden resumir en causas contagiosas y nutricionales. Por causas contagio-
sas entendemos co-infecciones, tanto por agentes infecciosos como parasitarios.
Estas causas pueden concurrir y complicar la IS relacionada con edades juveniles
y senescentes. Las especies animales a las que nos vamos a referir especialmente
son grandes ungulados domésticos como bovinos, caprinos, ovinos y porcinos, y
silvestres, como cérvidos y jabalies.

Inmunosupresion por causas contagiosas, co-infecciones

Entre las causas de IS mas frecuentes destacan las infecciones por virus que
utilizan mecanismos de modulacién inmune para establecer infecciones laten-
tes, subclinicas o cronicas, lo que garantiza su supervivencia prolongada en el
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hospedador y/o en su rebafio. Los parasitos también requieren para sobrevivir en
sus hospedadores un efecto inmunosupresor importante. Debemos considerar
también el caso especial de la PTB, una infeccién entérica crénica cuyos efectos
pueden mimetizar los de una malnutricién, consecuencia del sindrome de ma-
labsorcién que la acompafia. Adicionalmente, esta infeccién conlleva reactividad
cruzada en las pruebas diagndsticas de TB, aspecto que se revisa en el capitulo
4.2.3. de este libro.

Entre los virus, destacan por su prevalencia los Herpesvirus, como el bovi-
no tipo | (BoHV-1), causante de la rinotraqueitis infecciosa bovina/vulvovaginitis
(o balanopostitis) pustular infecciosa (Nettleton y Russell, 2017) y el Herpesvirus
porcino de la enfermedad de Aujeszky (ADV) (Pejsak y Truszczynski, 2006), el
Pestivirus bovino causante de la diarrea virica bovina (BVDV) (Dubovi, 2018), el
Orbivirus causante de la lengua azul (BTV) (Umeshappa et al., 2010), y el Circovirus
porcino tipo 2 (PCV-2) (Segalés et al., 2006).

Si atendemos a las “estrategias” bioldgicas de los diferentes virus, basica-
mente les permiten asentarse en los organismos y/o poblaciones animales de
forma que su perpetuaciéon como especie quede garantizada. Por tanto, aunque
el resultado puede ser la muerte del animal, quedando limitada la dispersion
posterior del agente, el verdadero éxito bioldgico de la infeccién virica consiste
en superar la respuesta inmune innata por un periodo desde unas horas a pocos
dias, hasta que se establezca una respuesta inmune adquirida capaz de eliminar
el virus circulante. Durante ese breve periodo, el animal puede estar febril, sin
que ese sintoma destaque necesariamente en ganado extensivo, y el virus podra
replicarse masivamente en el organismo vivo, elimindndose por distintas vias con-
tagiando a otros animales y contaminando el entorno. Esta amplia multiplicacion
sirve también para garantizar la entrada del virus a territorios organicos del animal
infectado menos accesibles al sistema inmunitario, donde queda acantonado. De
este modo, una vez barrido el virus circulante por la respuesta adquirida humoral,
quedard como portador inaparente, como ocurre con los Herpesvirus acanto-
nados en los ganglios nerviosos (del trigémino o del sacro), desde donde, si las
defensas bajan, se liberan pudiendo multiplicarse de nuevo, e iniciando un nuevo
ciclo de infecciones hasta que la inmunidad los vuelve a eliminar (Nettleton y
Russell, 2017). También puede ocurrir, si se trata de una hembra gestante, que el
virus alcance al feto, generando aborto, parto prematuro o mortinatalidad con lo
que se asegura al menos una enorme dispersion de virus en el momento del par-
to. En la infeccién por BVDV, si la infeccion por cepas no citopaticas ocurre entre
las 8 y 18 semanas de gestacion, sin estar desarrollado su sistema inmune, los fe-
tos pueden seguir adelante en su desarrollo, quedando como animales persisten-
temente infectados (Pl) por BVDV (Dubovi, 2018). Estos Pl resultan seronegativos
a la cepa infectante y son capaces de eliminar el virus al entorno, facilitando asi
el contagio de otros animales.
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La cuestién crucial es que durante el inicio de cada infeccién, o en cada ciclo de
reinfeccion desde sus localizaciones de resistencia en el caso de los Herpesvirus,
las defensas innatas son burladas o superadas por la propia multiplicacién del
virus, que suele utilizar las mismas células inmunes como maquinaria de replica-
cion, las cuales resultan finalmente destruidas por fenémenos de apoptosis, lo
que suele causar intensa linfopenia (Herpesvirus, Circovirus, Pestivirus, Orbivirus).
En algunos casos, se recurre simultdineamente a sofisticados mecanismos de in-
munoevasién, como en el caso del BHV-1, que en cuanto empieza a replicarse
produce uno de sus componentes de envoltura, la glicoproteina G (gG), capaz de
mimetizar a una variedad de quimiocinas. Asi la gG bloquea los receptores celu-
lares de numerosas interleucinas con gran afinidad, lo que reduce enormemente
la eficacia de la sefializacion celular en la respuesta inmune innata inicial (Bryant
et al., 2003).

En las co-infecciones, cada patégeno intenta poner en marcha sus propios
mecanismos de supervivencia y multiplicacién, a veces interferentes o inclu-
so antagoénicos con los de los otros patégenos concomitantes (parasitos, con
respuestas Th2, opuestas a las Th1 iniciales del MTBC) (Risco et al., 2014), y a
veces sinérgicos y favorables a los diferentes patégenos (bloqueo, retardo o
disturbio de la respuesta LTh1). Durante unas horas hasta dias, la destruccién
masiva de células inmunitarias en el proceso de replicaciéon virica y la inefi-
ciencia de las interleucinas, pueden motivar que algin animal infectado de
TB no responda adecuadamente a las pruebas de tuberculina y/o IFN-y. Estas
infecciones, instaladas enzodticamente en un rebafio pueden determinar que
de forma intermitente se vayan produciendo saneamientos negativos, a pesar
de haber animales infectados por MTBC. No se puede obviar el impacto que
las co-infecciones pueden tener en el saneamiento bovino, conocida la falta de
planes sanitarios correctos en muchas ganaderias. Hay que resaltar que no es
tanto un efecto de altas prevalencias como de presencia casi constante (enzo6-
tica) de algun animal con infeccién inmunosupresora activa. En este sentido,
existe bastante bibliografia sobre el efecto de estos agentes viricos inmuno-
supresores en el desarrollo de la TB (Risco et al., 2014, 2019b) o, en algunos
aspectos contradictoria, sobre los efectos en las respuestas a las pruebas diag-
nosticas oficiales (Charleston et al., 2001; Byrne et al., 2017). Por otra parte,
estos mismos mecanismos, coincidentes con primoinfecciones tuberculosas o
infecciones ya instauradas, pueden potenciar, en el primer caso, una difusién
inicial del agente del MTBC mucho més grave y amplia que si las respuestas
innatas del animal estuvieran intactas, mientras que, en el segundo, podrian
favorecer generalizaciones tardias de procesos inicialmente controlados, o ac-
tivaciones de TB latentes. Tampoco puede restarse importancia a las posibles
consecuencias en la evolucién de la TB por la presencia enzodtica concomitan-
te de las virosis inmunosupresoras, tanto en las poblaciones domésticas como
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en las de grandes ungulados silvestres. Para un mejor control y diagnéstico de
TB en ganaderia y en poblaciones cinegéticas es importante conocer el estatus
sanitario de estos procesos, y poner en practica planes sanitarios, con vacuna-
ciones sistematicas y desparasitaciones periédicas correctamente ejecutadas
y acordes a las condiciones existentes (Figura 67). Estas medidas, imprescin-
dibles en ganaderia, pueden llevarse a cabo si es necesario en poblaciones
silvestres manejadas (Risco et al., 2018).

Figura 67. Planes sanitarios en poblaciones manejadas de jabali.
Vacunacién contra Circovirus porcino tipo 2 en rayones.

Inmunosupresién por causas nutricionales

La principal causa de IS en rumiantes, por encima de las causas contagiosas,
y potencialmente importante en cerdos y jabalies, es la malnutricién. En estos ul-
timos el problema no es tan acuciante, por ser omnivoros y carrofieros y estar en
principio mejor preparados para encontrar recursos de alto valor nutritivo, aun-
que no necesariamente exentos de riesgos, como el que supone el consumo de
cadaveres o restos de animales tuberculosos, con el consiguiente mantenimiento
de la TB.
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En los rumiantes la alimentacién es exclusivamente vegetal, por tanto, estan
sujetos a una alta dependencia de los recursos naturales, cuya calidad y disponi-
bilidad estdn muy condicionadas en todo el centro, sur y oeste peninsulares, pre-
cisamente las areas de mayor prevalencia de TB. La calidad nutritiva de los pastos
y otros recursos vegetales en estas areas es en general escasa. Al ser suelos &ci-
dos y ademas pobres en calcio (Ca), este microelemento no llega en cantidades
suficientes a las plantas, ni participa adecuadamente en el intercambio iénico que
tiene lugar entre el suelo y las raices, mucho més eficiente cuando el Ca intercam-
biable es el cation dominante en el complejo coloidal de la arcilla del suelo. De
un buen intercambio iénico radicular depende dramaticamente la capacidad para
sintetizar cantidades importantes de proteinas, algo que no ocurre en los suelos
acidos, escasos en Ca y en otros cationes minoritarios como magnesio y potasio
(Albrecht, 1958).

En el conjunto de la litosfera terrestre la proporcién de Ca es elevada, y sin
embargo, el suelo escasea en este elemento en muchas areas donde geoldgi-
camente pudiera estar mas favorecida su presencia, por razones como el uso
excesivo del suelo, y el lixiviado, proceso que es acelerado por el pH acido.
En Extremadura, por ejemplo, los suelos son predominantemente siliceos y
acidos, lo que se traduce en pobres y poco fértiles. Como ejemplo, sirvan es-
tas determinaciones en suelo de fincas ganaderas y/o cinegéticas de la region
(Figura 68).

Materia P-
organica Olsen Na Mg K Ca
Muestra C (%) (%) N (%) C/N mg/Kg (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
2,6 4,4 0,2 11,1 4,15 84,7 122,8 275,7 484,2
2 3,3 5,7 0,3 10,7 4,15 143,6 143,3 109,3 365,6
3 2,8 4,8 0,3 10,7 5,25 85,9 71,9 95,6 408,0
4 2,8 4,8 0,2 13.3 7,61 106,1 141,3 109,9 422,8
5 3,5 6,0 0,3 14,0 3,67 48,4 142,9 96,5 995,0
6 4,4 7,6 0,3 14,6 15,82 41,9 216,6 178,0 1336,6
7 1,9 3.3 0,2 9.6 3 38,1 123,4 116,4 592,8
8 1.8 3,1 0,2 9,6 1,96 37,0 103,5 102,8 523,6
9 1,8 3,2 0,2 8,8 5,89 81,3 104,8 401,1 242,3
10 1,5 2,5 0,2 8,2 7,01 37,1 82,7 2241 409,5
Media 2,6 4,5 0,2 1.1 5,9 70,4 125,3 170,9 578,1

Figura 68. Determinacion de Calcio (Ca) y otros cationes en suelos de Extremadura.

El valor medio de Ca en suelo obtenido en el anélisis es de 578,1 mg/kg, muy bajo en
comparacién con los valores de fertilidad normales para un suelo arenoso, de 1202 mg/kg,
para un suelo medio, de 1803 mg/kg, o para un suelo arcilloso, de 2404 mg/kg.
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El Ca** adsorbido a la superficie cargada negativamente de los coloides de ar-
cilla puede intercambiarse con la solucién acuosa presente en el suelo, donde la
mayor parte del Ca** libre forma compuestos casi insolubles con otros elementos
como el fésforo, por lo que también resultan empobrecidos en este elemento.
Los canales de iones por los que entra en la raiz de las plantas son permeables
al Ca++, mediando ciertas proteinas en esta captacion (Demidchik y Maathuis,
2007). En la planta, el Ca** tiende a quedar secuestrado en la vacuola de las cé-
lulas maduras (McAinsh y Pittman, 2009). Esto lo lleva a cabo una proteina de la
familia CAX H*:Ca**, una proteina antiporter (que transporta cationes Ca** hacia
adentro de la célula a cambio de sacar H*). Otros transportadores, como los que
cargan parte del Ca** en el xilema, se desconocen, pero en el sistema vascular la
movilidad del Ca** es escasa.

El Ca** en la planta tiene funciones estructurales y de mensajero. El Ca** forma
facilmente complejos con grupos de carga negativa de compuestos orgénicos,
como fosfatos y carboxilos de fosfolipidos, proteinas y azicares. En la pared ce-
lular de las plantas las microfibras de celulosa estan ligadas transversalmente por
glucanos y pectinas. Las pectinas de fibras adyacentes se combinan electrostati-
camente con Ca**, lo que confiere rigidez a las paredes celulares. Algo parecido
ocurre en las membranas celulares, donde el Ca** se coordina con los grupos
fosfato de los fosfolipidos, sobre todo en la cara externa. Si se pierde el catién
Ca o se reemplaza con otros cationes se compromete de inmediato la integridad
de la membrana, perdiéndose agua y electrolitos. El Ca** también media en el
huso mitético durante la division celular, y es cofactor en miltiples rutas meta-
bdlicas en la sintesis de proteinas y otros compuestos que tienen que ver con el
crecimiento de la planta. Las bajas concentraciones del catién Ca en el citosol lo
hacen un mensajero secundario idéneo, sensible a situaciones de estrés bidtico
y abidtico, a dafnos fisicos y a diversos estimulos hormonales (Maathuis, 2009).
Todos estos hechos explican que las plantas que crecen en suelos pobres alcan-
cen pobre desarrollo, con largas raices, resultando mucho mas fragiles ante los
agentes fisicos, y siendo nutricionalmente mas pobres para los animales.

Por tanto, en suelos predominantemente siliceos hay que asumir que una ali-
mentacion exclusivamente a pasto no aporta suficientes cantidades de proteinas
ni, légicamente, suficientes cantidades de Ca facilmente asimilable por los ani-
males, ya que dificilmente se incorporan niveles suficientes a las estructuras vege-
tales. El cation Ca que las plantas consiguen incorporar va en parte ligado a pro-
teinas, siendo el mas biodisponible para el animal que lo ingiere. Determinadas
plantas lo acumulan en forma insoluble, oxalatos principalmente, que no pueden
aprovecharse por el organismo animal como fuente de Ca**.

En tales circunstancias hay dos fenédmenos claramente decisivos en los pas-
tos naturales del centro, sur y oeste peninsular, a saber, primero, que per se no
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constituyen una nutricién suficientemente cargada de proteinas y, en segundo
lugar, que no proveen minerales bésicos como el Ca en la cantidad necesaria
(Figura 69). Ambos componentes son “materiales de construccién” que deben
ser suficientes para los requerimientos de animales de gran desarrollo corpo-
ral, que estén en crecimiento o que estén alimentando a crias lactantes. Y las
proteinas son, ademas, componentes esenciales para el sistema inmunitario: in-
terleucinas, receptores celulares, anticuerpos... Es una practica habitual aportar
piensos o correctores vitaminico-minerales a los animales en cria extensiva a fin
de paliar las carencias del suelo, pero esto se hace preferentemente en verano,
cuando falta alimento natural en el campo. Sin embargo, no se tiene en cuenta
que, incluso en épocas de pasto verde y abundante, salvo que esté creciendo en
suelos fertilizados o con pH corregido, la cantidad de proteinas y Ca que, entre
otros componentes, puedan aportar estas plantas, no bastaria para cubrir todas
las necesidades del animal. Seria pues importante hacer aportaciones de pienso
enriquecido en dichos nutrientes, en cantidades mas discretas en época de abun-
dancia, y més abundantes en época seca, de modo que la condicién corporal de
los animales fuera la correcta y no variase sensiblemente entre estaciones.

Figura 69. Pradera mejorada (fertilizacién, siembra)
para alimentacién de ganado o especies cinegéticas.

262



Tuberculosis animal: una aproximacion desde la perspectiva de la Ciencia y la Administracion

Relacionada con la disponibilidad del Ca en la dieta esta la necesidad de
unos niveles suficientes de vitamina D3 que permitan su aprovechamiento, por
absorcion del elemento a nivel intestinal o renal o por su movilizacién desde
sus depdsitos 6seos. Ya hace tiempo que se demostrd el efecto beneficioso de
la vitamina D3 contra la TB, incluyéndose esta sustancia en las terapias clésicas
contra dicha enfermedad en la especie humana. Como es sabido, los rayos
ultravioleta de la luz solar facilitan la transformacién en vitamina D, (ergocal-
ciferol) a partir de sus precursores (ergosterol) en las plantas, y de la vitamina
D5 (colecalciferol) a partir de sus precursores (7-dehidrocolesterol) en los ani-
males. La 25 hidroxivitamina D3 que se genera en estas transformaciones es
una prohormona que se transporta por una proteina de unién a vitamina D
(VDBP) y que se convierte en su forma activa, la 1,25 dihidroxivitamina D3, en
el rifidén, por accién de la 1 a-hidroxilasa. Esta transformacién ocurre también
en el tejido granulomatoso (O'Garra et al., 2013). Asi, las células presentadoras
de antigeno, macréfagos y dendriticas, los linfocitos T y B tienen la maquinaria
necesaria para sintetizar y responder a la 1,25 dihidroxivitamina D3, por lo que
la vitamina D puede actuar de forma paracrina y autocrina en un entorno inmu-
nitario. Mas aun, los niveles locales de 1,25 dihidroxivitamina D3 pueden diferir
de los sistémicos, circulantes, dado que la regulacién local de enzimas que
sintetizan e inactivan la vitamina D; es diferente del control que se establece
desde el rindn. La enzima 1 a-hidroxilasa de los macréfagos es distinta de la
renal y, a diferencia de ésta, no es regulada por la paratohormona (PTH) (Wu
et al., 2007). En cambio, depende de los niveles circulantes de 25 hidroxivita-
mina D3, o puede ser inducida por citoquinas como el IFN-y, la IL1 o el TNF-«
(Aranow, 2011). 1,25 dihidroxivitamina D3 tiene muchos efectos reguladores
y antiinflamatorios, incluyendo el antagonismo con el perfil inmunitario Th1
inducido por M. tuberculosis, que es necesario para la proteccién de la enfer-
medad. No obstante, como se ha visto en humanos, la 1,25 dihidroxivitamina
D3 actla sinérgicamente en la restricciéon del crecimiento intracelular de M.
tuberculosis mediada por IFN-y (Fabri et al., 2012). La unién a los receptores
Toll-like 2 (TLR2) induce una a-hidroxilasa promoviendo también, por media-
ciéon de la 1,25 dihidroxivitamina D3, el péptido antimicrobiano catelicidina,
que restringe, directamente y por autofagia, el crecimiento de M. tuberculosis.
En bovinos, el mecanismo es similar, aunque tienen muchas més vias para
producir este péptido que la especie humana. No obstante la 1,25 dihidroxi-
vitamina Dj, producida por la «-hidroxilasa en los monocitos de los bovinos,
estimula significativamente los niveles locales de iNOS (éxido nitrico sintasa) y
RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted, una
quimiocina) en los focos de infeccion (Nelson et al., 2011), con marcados efec-
tos antimicrobianos la primera y de reclutamiento de monocitos y linfocitos T
la segunda.
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Aungue la exposiciéon a los rayos solares es extraordinaria en las principa-
les zonas espafiolas con carencia de Ca en el suelo, los niveles plasmaticos
de hidroxivitamina D3 que se observan no son elevados (Benitez-Medina et
al., 2018). A ello puede contribuir el hecho de que la demanda orgénica de
vitamina D3 supere significativamente el suministro. Si aceptamos la carencia
general de Ca** en los suelos del centro, sur y oeste peninsulares, la vitamina
D3 ha de ser utilizada constantemente por el organismo animal para multiples
funciones, incluyendo movilizar el Ca** del hueso, o captarlo del intestino o
del tibulo renal. El Ca** recuperado se consume en cantidades importantes
para la produccién de leche (las madres), para el desarrollo éseo (las crias en
gestacion y animales en crecimiento) y para otras funciones vitales para el
individuo. Por tanto, si no hay un aporte regular y suficiente de vitamina D3, y
resulta pobre el suministro de Ca** en la dieta debido a su escasez en el suelo,
los niveles plasméticos de la vitamina pueden estar frecuentemente en niveles
insuficientes.

La capacidad de 1 a-hidroxilasa de monocitos y células B para sintetizar
1,25 dihidroxivitamina D3, y para regular posteriormente las respuestas inmu-
nes en las que media, depende de la disponibilidad de 25 hidroxivitamina Ds.
La concentracién circulante de la prohormona estd regulada principalmente
por la ingesta dietética de vitamina D3 y la exposicién al sol. En humanos y en
bovinos se recomiendan concentraciones circulantes de provitamina entre 20 y
50 ng/ml, pero se ha comprobado que se pueden requerir concentraciones por
encima de 30 ng/ml para una funcién inmune éptima (Adams y Hewison, 2010).
En humanos es generalizada la insuficiencia de vitamina D3 (concentracién en
suero por debajo de 30 ng/ml) e incluso la deficiencia (por debajo de 20 ng/ml)
es frecuente. En experiencias realizadas con bovinos de Extremadura, los nive-
les séricos naturales de vitamina D3 siempre estan en el rango de la deficiencia
(Benitez-Medina et al., 2018). Se ha demostrado que las respuestas inmunes
innatas reguladas por 1,25 dihidroxivitamina D3 aumentan linealmente con con-
centraciones plasmaticas crecientes de 0 a 125 ng/ml de 25 hidroxivitamina Ds
(Nelson et al., 2010).

Con estas evidencias presentes, seria conveniente asegurar no solo un nivel
suficiente de provitamina D3 plasmatica, superior a 30 ng/ml, sino un manteni-
miento del mismo, y eso es algo que de forma natural no logran los rumiantes
criados en extensivo en las zonas mas afectadas por la TB, por lo que deberia
aportarse de forma sistematica en la dieta. Si bien el aporte de niveles sufi-
cientes y mantenidos de provitamina D3, y de Ca, es algo que se contempla de
forma rutinaria en la nutricién del bovino lechero, dada la necesidad constan-
te de movilizacién de Ca que se requiere para la produccién lactea, nunca se
ha considerado esta necesidad en el bovino no lechero. Esta politica deberia
cambiar radicalmente, dada su importancia para el desarrollo éseo adecuado
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de los animales de gran talla tipicos de la aptitud cérnica y, sobre todo, para
una correcta funcién inmunitaria, que puede tener un impacto considerable en
el control de procesos transmisibles a los que se exponen los animales en cria
extensiva, entre otros, la TB.

Esta necesidad de aporte dietético, plenamente justificada en el ganado do-
méstico, tiene que ser matizada en cuanto a la forma de realizarse en cualquier
especie, y también en cuanto a la conveniencia de hacerlo o no sobre grandes
ungulados de interés cinegético. En este sentido, el aporte de alimentacién rica
en proteinas, en determinados minerales como el Ca, y en diversas vitaminas
potencialmente favorables a una correcta funcién inmunitaria, incluyendo la
vitamina D3, a ganado criado en extensivo debe entenderse como una mejora
nutricional (Figura 70). Como tal, se basa en alimentos enriquecidos con can-
tidades moderadas de esos componentes insuficientes, emulando el aporte
que de forma natural pudiera obtenerse con alimentacién a pasto de calidad.
El objetivo es que el animal obtenga lo necesario para una correcta funcién
inmunitaria, reproductora, etc., lo que en principio ayudaria a mejorar su res-
puesta inmunitaria, que, en el caso de la TB animal, supondria controlar mejor
las lesiones (menor excrecién de bacilos) y en los domésticos permitiria a los
infectados reaccionar antes a las pruebas diagndsticas, con evidentes ventajas
para las campafias de saneamiento. No se trata, pues, de un medicamento a
modo de antimicrobiano que en un tratamiento breve usando dosis elevadas
pueda impedir la infeccién de los animales sanos, permita curar al animal infec-
tado/enfermo de TB o impida por completo que infecte a otros. Los excesos de
cualquier compuesto, sean proteinas, minerales o vitaminas en una dosificacion
forzada, pueden tener consecuencias desastrosas, muy alejadas del objetivo de
mejora perseguido. Estd comprobado que la hipervitaminosis D causa depé-
sitos renales de calcio, que pueden afectar al metabolismo de este catién y a
los niveles plasmaéticos de la propia vitamina Ds. El rifidén es un érgano clave en
el metabolismo de la vitamina D3, y, como se ha visto recientemente en cabras
(Risalde et al., 2019), el dafio renal provoca una menor concentracion plasmati-
ca de 1,25 dihidroxivitamina D3 en animales hipervitaminados que en animales
control bien alimentados, probablemente por verse afectada la hidroxilacion
renal. Habria, por tanto, unas repercusiones metabolicas importantes derivadas
de la sobredosificacion, que dificultan calificar como beneficioso el efecto de
la vitamina D3 en el control de la TB. No obstante, en el mismo experimento se
constatan indicios de mejor y mas rapida respuesta inmunitaria frente a la TB,
que deberian confirmarse con nuevos experimentos, comprobando, antes de
iniciar la suplementacion, que los animales del estudio padecen insuficiencia
de dicha vitamina, como ocurre en el campo, para suministrarla a continuacion
de forma moderada pero constante durante un periodo amplio, tal como se
propone para la alimentacién animal en extensivo.
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Figura 70. Grupo de bovinos alimentandose con piensos mejorados en época seca.
Se utilizan comederos localizados en un area vallada aislada del acceso
de grandes ungulados silvestres.

Para terminar, la conveniencia de suministrar piensos equilibrados en grandes
ungulados de interés cinegético es obvia en poblaciones gestionadas en fincas
cerradas, con sistemas de alimentacion diferencial y separada en caso de coexis-
tir con ganaderia doméstica. El suministro ha de ir acorde con la densidad de
poblacion idénea para las caracteristicas de la finca y para la necesaria conserva-
ciéon de la cubierta vegetal. La mejora nutricional, lbgicamente, repercutira en la
sanidad de las poblaciones silvestres, como ocurre en domésticos, en la calidad
de los trofeos y en la calidad ecoldgica del entorno. Lo que no tiene sentido es
la suplementacién de poblaciones de fincas abiertas como medida general, dado
que los animales entran y salen libremente en ellas, lo que dificilmente beneficia
a quien suministre el alimento, mientras que potencia la sobrepoblacién y el ries-
go de contagios a partir de las agregaciones en los puntos de suministro (Castillo
et al., 2011). Una practica usual en este tipo de fincas abiertas, que nada tiene
que ver con mejoras nutricionales, es el suministro alimentario puntual en perio-
dos de tiempo breves, con fines de “cebado” o de atraccién a zonas concretas
de los animales silvestres de un &rea. Este cebado tiene una utilidad evidente
para aumentar el nimero de capturas en una accién cinegética. Sin embargo
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entrafia un riesgo grave de contagios interespecificos e intrapoblacionales que
solo se justifica si, efectivamente, el nimero de capturas es suficientemente ele-
vado como para controlar la sobrepoblacién en el area, lo que si constituye una
medida Util para el control de la TB silvestre. En todo caso, tales medidas de-
berian estar sujetas a control y evaluacién de efectos en las poblaciones tras su
aplicacion (Hermoso de Mendoza et al., 2019).

No se puede obviar que la IS, sea del origen que sea, puede tener un efecto
nefasto en la evolucién de la TB en el organismo animal infectado, en el control
de la TB animal silvestre y en su erradicacion en la ganaderia. La situacién es més
desesperante cuando a suelos y pastos pobres se suma un manejo alimentario
deficiente, por ignorancia o por pasividad del ganadero/gestor cinegético, y unos
planes sanitarios inexistentes, insuficientes o mal aplicados. Si tenemos en cuenta
que los problemas que generan IS se superponen en muchos casos, es probable
que un nuevo plan sanitario correctamente disefiado no sirva de nada si no lleva
en paralelo una mejora nutricional, que permita que las respuestas inmunes se
vean potenciadas y aumente la eficacia de vacunaciones y desparasitaciones. En
el mismo sentido, las vacunas candidatas frente a la TB en especies silvestres
manejadas de fincas cerradas, pueden mejorar sus efectos si los animales estén
sometidos a alimentacion mejorada y estan controladas las posibles infecciones
por agentes inmunosupresores. Con el control de la IS podrian resolverse, quiza,
una proporcién importante de situaciones de infecciones tuberculosas residuales
y ganaderias positivas persistentes, pudiendo calificarse antes las explotaciones,
y reducirse considerablemente los perjuicios que la TB ocasiona al sector cinegé-
tico, con una mejora importante de calidad de trofeos y canales y una considera-
ble reduccién de decomisos.

4.4.4. Vacunacion en animales domésticos

Ramén Juste, Joséba Garrido, Bernat Pérez de Val, lker A. Sevilla

La TB fue de las primeras entidades patolégicas en las que se demostré el
papel de una bacteria como causa de enfermedad y, por tanto, tuvo una con-
tribucién sustancial a la consolidacién de la teoria microbiana de la enfermedad
(Barberis et al., 2017). Ese avance en el conocimiento de la causa de las enferme-
dades infecciosas, junto con la observaciéon empirica de que los individuos que
superaban algunas de ellas, no volvian a sufrirlas, proporcioné la base tedrica
para iniciar el disefio cientifico de las vacunas, que han constituido la gran revo-
lucién de la medicina que ha cambiado la historia de la humanidad (Gherardi,
2007). Los esfuerzos para desarrollar una vacuna que protegiese contra la TB
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se iniciaron inmediatamente vy, al cabo de dos décadas, ya se contaba con una
importante experiencia sobre la vacunacién contra la TB que culminé con el de-
sarrollo de la vacuna que, basada en la atenuacién por pases sucesivos realizada
por Calmette y Guérin de un cultivo de M. bovis (Luca y Mihaescu, 2013), ha
constituido y sigue constituyendo la principal herramienta médica para el control
poblacional de la TB humana. Aunque las dudas sobre la unicidad o la duplicidad
del agente etioldgico pudieron causar algun retraso, esta vacuna tenia un claro
potencial para su uso en animales y, en particular, en la especie doméstica reina
en el desarrollo de las civilizaciones euroasiaticas y principal victima reconocida
de la TB, la bovina (Dominguez y Bezos, 2014). Una derivacién de los esfuerzos
de tratamiento vacunal, el desarrollo de la administracion intradérmica, fue la
causa de que la comunidad médica, en una evaluacién en la linea del actual
“un mundo, una salud” decidiese que la estrategia de saneamiento se impusie-
se mundialmente a la de vacunaciéon en lo que a la TB bovina se refiere (Good
et al.,, 2018). A la vista del papel clave que la vacunacién ha jugado en las dos
Unicas enfermedades infecciosas actualmente erradicadas de la faz de la tierra,
viruela (WHO, Smallpox, 2018) y peste bovina (OIE, 2013), la pequena fraccién
de TB humana causada por M. bovis y la elevada prevalencia actual de la TB en
algunas regiones, pese a las inversiones millonarias realizadas, en la actualidad
la comunidad médico-veterinaria se replantea si una estrategia vacunal usada
con rigor cientifico no deberfa ser parte clave de la lucha contra la TB (“Scientific
Opinion on field trials for bovine TB vaccination” EFSA y AHAW, 2013; Nugent
etal., 2017; Buddle et al., 2018; Conlan et al., 2018). En esta seccidn revisaremos
los conocimientos cientificos en los que basar una discusion sobre este tema y
contemplaremos las herramientas actualmente a nuestra disposicién para acercar
un futuro sin TB en los animales domésticos.

Tipos de vacunas

Los resultados de la experimentacién en los primeros afios de investigacion
desde las primeras vacunas de Maragliano y von Behring, llevaron a la conclu-
sién de que las vacunas inactivadas no proporcionaban proteccién satisfactoria
y, por ello, se centraron todos los esfuerzos en el desarrollo de vacunas vivas,
entre las que se encuentra la desarrollada por Calmette y Guérin en Francia a
principios del siglo XX, que rdpidamente se impuso a cualquier otra alternativa
(Martini et al., 2018). Esta vacuna se desarrollé a lo largo de 13 afios por este
equipo médico humano y veterinario mediante la realizacién de 230 pases en
cultivos artificiales de un aislado del bacilo de origen bovino, posteriormen-
te caracterizado como M. bovis (Luca y Mihaescu, 2013). El resultado fue una
cepa atenuada, la BCG (biliada de Calmette et Guérin), que se distribuyé por
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laboratorios de todo el mundo para la produccién local y que, debido a su
mantenimiento mediante pases, ha ido divergiendo en varias nuevas hasta que
se empezd a trabajar con cultivos madre congelados para mantener siempre la
misma genética. La vacuna con BCG viva es el estdndar de vacunacion contra
TB que se ha utilizado en todo el mundo en humanos. Comenzé a utilizarse en
1921y es probablemente la vacuna més utilizada a lo largo de la historia, hasta
que, en los paises mas desarrollados y con menor incidencia de TB, se pasé6 de
la vacunacién universal a la vacunacion selectiva (grupos de riesgo) (IUATLD,
1994). Se asume que BCG produce una infeccién totalmente subclinica, que
persiste a lo largo de la vida del individuo vacunado, y que asi mantiene en
su méaxima potencia la eficiencia de la respuesta del individuo frente a nuevas
infecciones.

Las vacunas inactivadas, también llamadas bacterinas, se vienen usando en
enfermedades en las que no se ha conseguido producir una atenuacién suficiente
del agente como para hacerlas seguras y, en cambio se han podido disefar es-
trategias mediante el uso de adyuvantes o aplicaciones repetidas que permitian
mantener unos buenos niveles de proteccidon. En otros casos, el uso de estas
bacterinas viene determinado por las toxinas que producen las bacterias. La TB
y la PTB son casos un tanto particulares puesto que, en realidad se trata de in-
fecciones lentas (Balseiro et al., 2019b) en las que el agente no causa un dafio
celular directo e inmediato, sino que induce una respuesta inmune en la que los
mecanismos de inflamacién y necrosis son los responsables del dafo tisular acu-
mulativo en plazos que van de dias a meses. En consecuencia, las vacunas que
no inducen una respuesta completa, equilibrada y persistente no pueden dar los
niveles de proteccién necesarios. Esta diferencia que parece producirse entre las
vacunas vivas y las inactivadas, determiné el abandono de mayores desarrollos en
los primeros tiempos de la lucha contra la TB, en los que el objetivo era mucho
mas optimista y el impacto de la enfermedad mucho mayor al carecerse incluso
de antibidticos (Calmette et al., 1927; Martini et al., 2018). En esas circunstan-
cias, en las que el éxito de los programas de saneamiento bovino en los que la
vacunacién con BCG producia una persistente reaccién cruzada en las pruebas
de diagndstico, hacia ver innecesario o incluso contraproducente el uso de la
vacuna en la que se consideraba Unica especie epidemioldgicamente relevante
para la TB humana (Cuezva-Samaniego, 1966; Waters et al., 2012; Buddle et al.,
2018). Hoy dia, sin embargo, al dar mas peso al principio de precaucion, por el
que debe evitarse incluso el riesgo potencial, y al comprobarse que no ha sido
posible erradicar completamente la TB bovina debido a la constatacién del papel
de otras especies en su mantenimiento (Cousins, 2001; Stevenson et al., 2002),
las vacunas inactivadas, por su mayor bioseguridad y menor persistencia de la
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reactividad inducida, han vuelto a ser reconsideradas y podrian llegar a constituir
la principal arma en la lucha contra la TB animal. Curiosamente, en estos momen-
tos, parece que se produce una divergencia entre la medicina especializada en
humana y la generalista veterinaria, al seguir en humana la linea de las vacunas
vivas ahora modificadas de forma intencionada (Sei et al., 1994) y especifica hacia
la eliminacién de factores de virulencia (Hawn et al., 2014) y, quedarse la veterina-
ria entre el uso de la BCG y el desarrollo de nuevas vacunas inactivadas (Garrido
et al.,, 2011; Waters et al., 2012; Beltran-Beck et al., 2014b; Prieto et al., 2014;
Lépez et al., 2016; Buddle et al., 2018).

En todo caso, los desarrollos en medicina humana para los que la financia-
cién es mas abundante, son de esperar que, bien mediante el uso de mode-
los experimentales, bien mediante desarrollo de proyectos especificos para
animales domésticos, permitan disponer de bacterias modificadas genética-
mente y con los maximos estandares de seguridad y eficacia para las especies
domésticas.

El éxito relativamente temprano de la vacuna BCG hizo que se prestase es-
casa atencion a las vacunas heterdlogas o compuestas por bacterias distintas
de las del MTBC, aunque si se han ensayado con éxito en enfermedades como
la lepra, en la que no es posible cultivar el agente. En realidad, solo un ensa-
yo con M. vaccae parece preceder |los ensayos recientes que han mostrado la
proteccién que pueden proporcionar vacunas como la de la PTB en rumiantes
(Buddle et al., 1995b). Por un lado, en cabras, se ha visto que hay un cierto
grado de proteccién (Pérez de Val et al., 2012a) y, por otro, en vacuno se ha ob-
servado que la vacunacién heteréloga parece proteger mds homogéneamente
en términos de carga bacteriana y lesiones (con una reduccién incluso mayor de
éstas), pero a una menor proporcion de la poblacién, que las vacunas homolo-
gas de M. bovis viva o inactivada (datos sin publicar estos ultimos). El limitado
uso de esta vacuna en regiones con programas de TB no proporciona tampoco
evidencias de campo, aunque cierta evidencia circunstancial en el aumento de
la incidencia de la TB en Francia, tras el abandono de la vacunaciéon contra PTB
desde principios del siglo XXI, podria interpretarse como indicio de proteccion
cruzada. En Espafia, aunque existe cierta informacion en las regiones en las
que se vacuna de PTB y existe TB en la especie caprina, no parece que se haya
hecho un estudio epidemiolégico riguroso que pueda arrojar luz sobre este
tema. El uso de una vacuna inactivada, ya registrada, mereceria la inversién de
recursos para vencer el principal obstaculo del desarrollo de nuevas vacunas en
especies domésticas, que es el elevado coste y los largos plazos que el registro
de nuevos productos biolégicos exige hoy dia.
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La profundizacién en el conocimiento de los mecanismos de la respuesta in-
mune y la identificacion de los antigenos especificos que la desencadenan han
permitido disefiar vacunas consistentes en fracciones concretas de los bacilos
tuberculosos. Esto inicialmente se lograba mediante técnicas de separacién y
purificacion, pero desde el desarrollo de la ingenieria molecular, es posible pro-
ducir antigenos especificos en grandes cantidades en condiciones de laborato-
rio, mucho mas precisos y eficientes. Estos antigenos tienen un papel claro en la
respuesta inmune y por eso se han ensayado como vacunas. Desgraciadamente,
aunque han mostrado un cierto grado de proteccién, no han llegado a satisfacer
los niveles de proteccién necesarios para hacer que se conviertan en una alterna-
tiva practica, aunque parece que podrian tener una utilidad en regimenes de ce-
bado o recuerdo junto a una vacunacién con células enteras (Li et al., 2011; Pérez
de Val et al., 2013; Nieuwenhuizen y Kaufmann, 2018; Stylianou et al., 2018).

Aunque el uso terapéutico de los fagos no puede considerarse como una es-
trategia de tipo vacunal y las experiencias al respecto no han sido muy exitosas,
creemos que es importante no perder de vista un abordaje que, como la vacuna-
cién, ademas de ser altamente especifico, permite soslayar el uso de antibidticos.
Aungue no actla sobre bacterias ya en el interior de las células del hospedador,
podria, por un lado, reducir la exposicién aplicando los fagos en el medio am-
biente y, por otro lado, debilitar las poblaciones bacterianas lo suficiente como
para permitir ganar la batalla inmune al debilitar las poblaciones invasoras y asi,
no solo inducir la curacién, sino también permitir el desarrollo de una respuesta
inmune eficaz. En este sentido, no se puede descartar que los fagos constituyan
un mecanismo natural oculto de apoyo a la inmunizacién contra micobacterias. La
historia del tratamiento con bacteriéfagos comienza en el periodo entre la iden-
tificacién del origen microbiano de las enfermedades infecciosas y el descubri-
miento y desarrollo de los antibidticos, al observar que elementos filtrables eran
capaces de destruir las poblaciones bacterianas y, que ese fenébmeno, podia ser
aprovechado para combatir algunas enfermedades con caracter muy especifico.
El advenimiento de la era antibidtica con su enorme espectro de actividad y fa-
cilidad de administracién interrumpié mayores desarrollos y marginé y politizé el
uso de la terapia de fagos, que quedd confinada como una arbitrariedad seudo-
cientifica mas del régimen soviético en la antigua URSS. En la actualidad, ante la
emergencia de las multiresistencias antibidticas, se estd retomando el estudio de
esta estrategia terapéutica (Emery y Whittington, 2004; Azimi et al., 2019; Satish
y Desouza, 2019) que, de ser eficaz, podria resultar en una buena inmunidad en
los individuos en los que se aplicase.
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Aplicacidn y proteccion

La vacunacion contra la TB humana se administré tanto por via parenteral como
oral, siendo la primera via claramente la mas eficaz, y la que se ha venido usando
masivamente en todo el mundo (Martini et al., 2018; World Health Organization-
WHO, 2018). La administraciéon en los animales, aunque perfectamente viable
para los domésticos por via parenteral, siempre resulta mas comoda por via oral,
por lo que debe prestarse mucha atencién a los desarrollos para especies silves-
tres, en las que ésta es casi la Unica opcidn practica viable en la actualidad por
razones de estabilidad del producto y de seguridad biolégica de éste (Garrido et
al., 2011; Balseiro et al., 2020b). Ensayos recientes muestran que, efectivamente,
la via oral no induce interferencia en el diagndstico basado en respuesta inmune
de la TB bovina (Jones et al., 2016), pero es necesario demostrar que también
ofrece una proteccioén satisfactoria.

La vacunacion con BCG en ganado bovino se ha utilizado en diversos en-
tornos. En el experimental, se ha visto que la vacunacién con BCG proporciona
buenos resultados, tanto en términos de reduccién de lesiones como de carga
bacteriana, aunque, en el caso de la vacunacién por via oral, se ha observado
un efecto negativo en términos de lesiones (datos sin publicar) que confirma la
importancia de afinar las condiciones de aplicacion.

Se han realizado diversos estudios para evaluar la eficacia de la vacunacion de
bovinos con BCG, en condiciones de campo en paises endémicos como Nueva
Zelanda, Chile, México y Etiopia, que indican una reduccién tanto de la incidencia
a medio plazo como de la severidad de la TB en animales vacunados (Ameni et
al., 2010, 2018; Lépez-Valencia et al., 2010; Nugent et al., 2017, 2018).

La seguridad, inmunogenicidad y eficacia de la vacunacién de caprinos y ovi-
nos con BCG también ha sido estudiada (Pérez de Val et al., 2012b, 2013, 2016;
Balseiro et al., 2017; Roy et al., 2019b). La eficacia de la vacunacion con BCG en
ganado caprino también ha sido confirmada en condiciones de campo (Nielsen
et al., 2002; Vidal et al., 2017).

Ademas de la proteccién contra TB, se ha observado que la vacunaciéon con
BCG en humanos reduce hasta en un 30% la tasa de mortalidad infantil, tanto
en paises desarrollados como en medios mas primitivos (Kleinnijenhuis et al.,
2014; Timmermann et al., 2015; Kjeergaard et al., 2016; Aaby et al., 2017; Biering-
Serensen et al., 2017; Welaga et al., 2018). Este efecto, que no ha sido tenido
en cuenta suficientemente en la toma de decisiones de salud publica, proba-
blemente se asocie también con el aumento de la prevalencia de alergias en
paises desarrollados y podria resultar clave para justificar la reinstauraciéon de
la vacunacién anti-tuberculosa, quizads en su version inactivada. Este fenomeno
de mejora de la supervivencia general se ha sefialado también en vacuno con

979



Tuberculosis animal: una aproximacion desde la perspectiva de la Ciencia y la Administracion

la vacuna heteréloga de PTB (Alonso-Hearn et al., 2012; Juste et al., 2016b) y
podria depender de una activacion de la lisis bacteriana en los macréfagos (Juste
et al., 2016a), como parte del concepto de inmunidad aprendida recientemente
propuesto (Netea et al., 2011; Messina et al., 2019).

Interferencias diagnésticas

La vacunacién contra la TB, realizada con bacterias completas, genera res-
puestas complejas que son detectadas por las pruebas basadas en dicha res-
puesta. Aunque la respuesta a la propia BCG puede diferenciarse mediante el
uso de antigenos mas especificos como el ESAT-6 o el CFP-10 (Srinivasan et al.,
2019), recientes estudios por grupos espafoles han abordado esta cuestion y
han mostrado que, al menos en lo referente al uso de la vacuna heteréloga de la
PTB, supone una proporcién de alrededor de un 1% de las pruebas comparativas
realizadas en animales vacunados (Garrido et al., 2013). Estas reacciones cruzadas
que, ademas, tienden a desaparecer al cabo de un afio, son facilmente diferen-
ciadas con el uso generalizado de un algoritmo de interpretaciéon diagndstica
basado simplemente en sustituir los criterios de medidas absolutas por medidas
relativas al grosor inicial de la piel (Serrano et al., 2017).

Especies diana

Sin duda, la especie mas afectada por la TB es la bovina, en cuyos anteceso-
res se registra la enfermedad desde hace al menos 20.000 afios, aunque como
victima secundaria de una bacteria que derivé de la de tipo humano hace unos
65.000 afios (Galagan, 2014). No seria extrafio que su infecciéon haya sido un
factor de presion evolutiva natural en el desarrollo del avanzado sistema inmune
humano, que seria un antecedente natural del papel ya intencional de la vacuna-
cién con BCG.

La excesiva focalizacién en la forma y especie mas patentes ha generado un
exceso de confianza y ha hecho resurgir la TB bovina en los sistemas méas exten-
sivos. Esta seria la principal especie diana de la vacunacién, una vez establecido
el limitado papel epidemiolégico de la TB bovina en la TB humana, alcanzados
unos niveles de prevalencia suficientemente bajos, pero no nulos, en dicha es-
pecie. El informe Godfray (https://www.gov.uk/government/publications/a-stra-
tegy-for-achieving-bovine-tuberculosis-free-status-for-england-2018-review)
alude a la vacunacion como parte de la nueva estrategia de control de TB en el
Reino Unido.

La siguiente especie en prevalencia de TB es la caprina, en la que incluso se
ha diferenciado una especie particular con los laxos criterios de asignaciéon de
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especies que se aplican en los complejos clinico-taxonémicos de MTBC y MAC
(Aranaz et al., 1999). En esta especie hospedadora, en la que los costes indivi-
duales de diagnéstico suponen un porcentaje importante del valor del propio
individuo, la vacunacién aparece claramente como una herramienta que debe
ser tenida en cuenta. Aunque algunos estudios han mostrado resultados poco
alentadores, otros han sido mas prometedores (Arrieta-Villegas et al., 2018),
por lo que todavia es necesario realizar estudios de exposicion experimental y
epidemioldgicos en relacién con su version heteréloga con PTB, ya actualmen-
te en uso.

Otra especie candidata al uso de la vacunacién contra TB es la porcina en
regimenes de explotaciéon extensivo (Hermoso de Mendoza et al., 2003) o en
poblaciones cimarronas (Richards, 1990; Miller y Sweeney, 2013). La produc-
cién de porcino en pastoreo, por el contacto con el reservorio silvestre mas im-
portante en el drea mediterrénea, el jabali, supone un alto riesgo de infeccién
tuberculosa (ver capitulo 4.3.6.), para cuyo control la vacunacién podria ser una
herramienta muy util. Esta estrategia se ha ensayado ya en cerdo negro sici-
liano (datos sin publicar) y en cerdos cimarrones de Molokai (Hawaii, Estados
Unido; Nol et al., 2020) con vacuna inactivada, pero necesita més estudios
y mejor controlados. Finalmente, dada la reciente evidencia de infeccién en
ganado ovino (Mufoz-Mendoza et al., 2016), se han realizado estudios de in-
feccion experimental que indican que la vacunacién con BCG vivo proporciona
una proteccioén satisfactoria, mientras que el uso de una vacuna oral inactivada
parece tener efectos contraproducentes (Balseiro et al., 2017). En este sentido,
se necesitan estudios futuros para evaluar la eficacia de la vacuna inactivada
por via parenteral.

En resumen, la vacunacion en las especies domésticas es una estrategia que
debe ser considerada seriamente. Por un lado, porque las campafas basadas en
el saneamiento son extremadamente costosas y, probablemente solo se justifican
ya en la especie bovina debido al progreso realizado y a los esténdares impuestos
a nivel mundial, pero no por su relacién coste/beneficio que son determinantes
en el control de la TB en otras especies de menor valor individual. Los problemas
de interferencia diagndstica, que son su principal inconveniente, pueden tener
solucién simple con la modificacion del algoritmo de interpretacién de la prue-
ba oficial comparativa en el caso de la vacunaciéon heteréloga, o con el uso de
reactivos diagndsticos especificos en el caso de la homéloga. Finalmente, debe
considerarse que los efectos inespecificos de la vacunaciéon micobacteriana pue-
den suponer incluso una razén més importante para el uso generalizado de este
tipo de vacunas, especialmente en su version inactivada, de menor persistencia
en el tiempo.
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4.4.5. Vacunacidén en fauna silvestre

M® Angeles Risalde, Ramdn Juste, Joséba Garrido, lker A. Sevill,
Christian Gortazar

El control de la TB animal es considerado un factor importante que influye des-
de una perspectiva “One Health” en aspectos como la salud publica, la sanidad
animal, la economia y la conservacién de especies. La vacunacién es una herra-
mienta clave y efectiva en la aproximacién hacia el control integrado de la TB
que, junto con la bioseguridad, es una herramienta bien aceptada por la sociedad
(Beltran-Beck et al., 2012). Actualmente no hay vacunas registradas frente a la TB
en animales domésticos, mientras que su uso en reservorios silvestres de mico-
bacterias del MTBC podria ser muy valioso con el objetivo de disminuir la carga
infectiva, reduciendo la excrecién y transmision del patégeno y limitando asi su
propagacion al ganado doméstico (Buddle et al., 2018; Diez-Delgado et al., 2018).
En este sentido, la BCG procedente de M. bovis se registré en el Reino Unido en
2010 para su administracion por via intramuscular en tejones (Gov. UK, 2018).

Una cuestién fundamental, cuando hablamos de vacunas de TB, es recordar
que éstas no funcionan como una vacuna de la gripe. Una vacuna frente al virus
de la gripe induce la produccién de anticuerpos neutralizantes que, en condicio-
nes ideales, daran lugar a una proteccién completa: una inmunidad esterilizante.
Las respuestas inducidas por las vacunas para la TB son multiples, y tan comple-
jas, que aln existe debate sobre los mecanismos de proteccién implicados. Y en
cualquier caso, no confieren una protecciéon completa. Aunque pueda observarse
cierta reduccién en nuevos infectados, las vacunas de TB sobre todo reducen el
cuadro clinico de los infectados y, por tanto, la excreciéon de micobacterias, por lo
que acttan principalmente a escala de rebafio o de poblacién.

Tipos de vacunas

Los ensayos de vacunacion frente a la TB comenzaron en vacuno a principios del
siglo pasado utilizando la BCG (Bacillus Calmette-Guérin), una vacuna desarrollada
por Calmette y Guérin a partir de una cepa viva avirulenta de M. bovis (Calmette y
Guérin, 1929). Esta vacuna fue distribuida a muchos paises en la década de 1920,
dando lugar a un considerable nimero de cepas hijas con diferentes perfiles an-
tigénicos (Behr et al., 1999). La BCG es la Unica vacuna registrada contra la TB en
humanos y su eficacia en el hombre ha sido comprobada. Ademés, muchos ensayos
experimentales llevados a cabo con animales domésticos y silvestres también han
demostrado su eficacia, principalemente, en cérvidos, jabali y tejon (Hope et al.,
2011; Dean et al., 2015; Balseiro et al., 2020a, 2020b). En otras especies los resul-
tados han sido contradictorios, observandose ausencia de proteccién en bufalos
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africanos (de Klerk et al., 2010) y una significativa eficacia en zarigtieyas (Tompkins
et al., 2009; Nugent et al., 2016). No obstante, el uso de la BCG puede tener una
serie de desventajas, como causar interferencia con los test diagnésticos de TB
usualmente empleados, dudosa estabilidad en condiciones naturales (Garrido et al.,
2011) o posible supervivencia en tejidos y excrecién al medio (Palmer et al., 2010).

Las vacunas inactivadas o muertas por formalina han sido utilizadas en muchos
modelos animales para luchar contra la TB animal (Griffin et al., 1999; Buddle et al.,
2006). Como vacunas inactivadas, se han empleado diversos organismos incluyen-
do M. bovis BCG, la vacuna leprosa, Mycobacterium wy M. vaccae (Gupta y Katoch,
2009). La BCG inactivada por deshidratacion y rehidratacion, seguida de autoclava-
do, no fue eficaz en ciervo (Griffin et al., 1999). Sin embargo, las vacunas de M. bovis
inactivadas por calor (a més de 80 °C) se presentan como una interesante alternativa
en la fauna silvestre, ya que su eficacia ha sido probada en ciervo, tején y jabali,
siendo en esta Ultima especie donde se han observado resultados mas prometedo-
res, tanto en ensayos de laboratorio (Garrido et al., 2011; Beltran-Beck et al., 2014a,
2014b) como en estudios de campo (Diez-Delgado et al., 2017, 2018).

Las vacunas de subunidades proteicas (Ag85B/ESAT-6, CFP, Mtb72f) con ad-
yuvantes o ADN de micobacterias, solo o en combinacién con ADN codificante
de moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86, han sido también empleadas
frente a la TB, resultando en una proteccién parcial en muchos modelos anima-
les (Dey et al., 2009; Tchilian et al., 2009). Estas vacunas recombinantes fueron
usadas junto a la BCG como estimulo amplificador de la respuesta, alcanzando
en algunos casos cierto nivel de protecciéon (Buddle et al., 2011). Hasta la fecha,
no existen estudios que hayan tenido éxito empleando vacunas de subunidades,
DNA o vivas con vectores viricos frente a la TB en fauna silvestre.

Caracteristicas de una vacuna ideal

Una vacuna ideal para ser utilizada en fauna silvestre deberia cumplir una serie
de requisitos, como tener principalmente eficacia, estabilidad y seguridad, super-
vivencia y excrecion limitadas, ausencia de interferencia con los test diagnésticos,
facilidad de administracién, y una buena relacién coste/efectividad.

La eficacia de las vacunas frente a la TB se valida a menudo evaluando los ni-
veles de excrecidn, las lesiones macro/microscopicas, la carga micobacteriana en
los tejidos (cultivo y aislamiento, tincidén de Ziehl-Neelsen o PCR) o la induccién
de una respuesta inmune protectora (mediada por células o anticuerpos), compa-
rando los resultados entre un grupo de animales vacunados y uno control, ambos
infectados con una micobacteria perteneciente al MTBC.
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La presencia de lesiones macroscépicas compatibles con TB (LTB) se evaluan
a través de una necropsia exhaustiva, incluyendo la inspeccion de todos los 6rga-
nos relevantes (Vicente et al., 2007b). Normalmente se establece una puntuacion
detallada de las lesiones para determinar el grado de proteccién inducido por
la vacuna en ensayos de laboratorio (Palmer et al., 2007, 2009; Ballesteros et
al., 2009a; Lesellier et al., 2011; Garrido et al., 2011; Beltran-Beck et al., 2014a;
Chambers et al., 2017; Thomas et al., 2017), mientras que en los estudios de
campo se emplea la prevalencia total de las lesiones (Nugent et al., 2016; Diez-
Delgado et al., 2017, 2018; Gormley et al., 2017). Un sistema de puntuacién
del cultivo micobacteriano también suele ser utilizado para determinar la carga
micobacteriana en los tejidos en los ensayos de vacunacion (Garrido et al., 2011;
Chambers et al., 2017; Thomas et al., 2017). Los estudios con BCG o con M.
bovis inactivada por calor (parenteral/oral) redujeron en mayor o menor medida
la carga total de la infeccién y especialmente las LTB toracicas en ciervo, jabali
o tejon inoculados experimentalmente con M. bovis (Palmer et al., 2007, 2009;
Corner et al., 2010; Lesellier et al., 2011; Beltran-Beck et al., 2014a; Thomas et
al., 2017, Balseiro et al., 2020a) o infectados naturalmente (Diez-Delgado et al.,
2017, 2018; Gormley et al., 2017; Aznar et al., 2018). Sin embargo, estas vacunas
no confirieron una inmunidad esterilizante.

Con respecto a la estimulaciéon de la respuesta inmunitaria, se ha sugerido
que la evaluacién de las citoquinas producidas por linfocitos T es un marcador
potencial para predecir la eficacia vacunal (McShane, 2009), como en el caso del
IFN-y, y especialmente del ratio de IFN-y e interleuquina (IL)-10, en la vacunacién
con BCG y M. bovis inactivada por calor (Palmer et al., 2007; Garrido et al., 2011;
Thomas et al., 2017). La IL-18 es una citoquina proinflamatoria considerada como
la principal responsable de la produccién del componente C3 del complemento
en los ensayos de vacunacién oral (de la Fuente et al., 2016), donde éste es aso-
ciado de forma natural a la eficacia vacunal frente a la TB en jabali (Beltran-Beck
etal., 2014a) y ciervo (Lopez et al., 2016; Thomas et al., 2017). Los resultados de
la induccion de anticuerpos tras una vacunacion parenteral son variables, obser-
vandose una fuerte respuesta de anticuerpos frente a MPB83 después de la vacu-
nacién con M. bovis inactivada por calor en jabali, pero menor frente al derivado
proteico purificado de M. bovis (PPD bovina) (Garrido et al., 2011). Sin embargo,
si se observa respuesta de anticuerpos frente a PPD bovina y otros antigenos de
MTBC tras la vacunaciéon parenteral con BCG en cérvidos (Griffin et al., 1993;
Waters et al., 2003; Nol et al., 2009) y tején (Chambers et al., 2011). En contraste,
la administracion oral de estas vacunas no induce ninguna respuesta de anticuer-
pos (Nol et al., 2009; Palmer et al., 2009; Garrido et al., 2011; Beltran-Beck et al.,
2014a; Lopez et al., 2016; Chambers et al., 2017; Thomas et al., 2017).

La dosis y frecuencia de la vacunacién es importante para el tipo de respuesta
inmunitaria protectora que se establece y para la duracién de dicha proteccion.
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Como ejemplo, niveles inferiores de proteccion fueron observados con dosis muy
altas (~10? UFC), en comparacién con dosis medias y bajas, tras la administracion
parenteral de BCG en ciervos de cola blanca (Griffin et al., 1999). Sin embargo,
la dosis 6ptima de BCG y M. bovis inactivada por calor es mayor en el caso de
administraciéon oral (102-10? UFC) con respecto a la parenteral (10°%-10° UFC) en
las especies estudiadas (Lesellier et al., 2006; Nol et al., 2008, 2009; Corner et
al., 2010; Garrido et al., 2011). En cuanto a la revacunacién oral/parenteral con
BCG, ésta indujo una mayor respuesta protectora en ciervo y jabali que la dosis
Unica (Griffin et al., 1999; Palmer et al., 2007; Gortazar et al., 2014). En la adminis-
tracion por via oral de cebos, la posibilidad de una sobredosis o del consumo de
dosis bajas puede afectar a la eficacia de la vacuna, por lo que para evitar esto,
existen algunos métodos que mitigan el sobreconsumo de cebos vacunales por
un animal dominante, como capturar a los animales en trampas (Gormley et al.,
2017; Aznar et al., 2018), distribuir los cebos mas esparcidamente o mezclar los
cebos de vacuna con cebos placebo (Ballesteros et al., 2010; Buddle et al., 2015;
Casades-Marti et al., 2017; Diez-Delgado et al., 2018). No obstante, se ha pro-
bado que la proteccién inducida por el consumo de mdltiples cebos es similar a
la de un solo cebo oral (Buddle et al., 2006). Por ultimo, otro factor determinante
en la evaluacidn de la eficacia vacunal es el desafio con MTBC, siendo el desafio
experimental normalmente mas severo que la exposicion natural a la micobacte-
ria (Garrido et al., 2011; Beltrdn-Beck et al., 2014a; Chambers et al., 2017; Diez-
Delgado etal., 2017, 2018, 2019; Gormley et al., 2017), lo que puede llevar a una
infravaloracién de la proteccién de la vacuna (Thomas et al., 2017).

La estabilidad de una vacuna es un factor importante para la vacunacién con
BCG, al ser una cepa viva avirulenta. En este sentido, la estabilidad de la cepa
Pasteur fue menor al compararla con la Danesa (Aldwell et al., 2003). La cepa
Danesa mostro ser estable durante 3-5 semanas en condiciones de campo en un
habitat tipo bosque o dehesa y durante 7 semanas en una matriz lipidica a tem-
peratura ambiente (21 °C, aproximadamente) (Cross et al., 2009). En condiciones
laboratoriales de congelacién, la BCG fue estable hasta 8 meses (Cross et al.,
2009). Generalmente, las vacunas inactivadas tienen mayor estabilidad porque
estdn muertas (Tzeng et al., 2018), aunque la estabilidad de M. bovis inactivada
por calor no ha sido aun estudiada en condiciones de campo.

En lo que se refiere a seguridad, la vacunacién parenteral con BCG no suele
presentar ninguna reaccion adversa, salvo abcesos y nédulos en el punto de ino-
culacién o signos clinicos de poca importancia que, por lo general, se resuelven
con relativa rapidez (Buddle et al., 2018). En los estudios de fauna silvestre va-
cunada por via parenteral con M. bovis inactivada no se observaron reacciones
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adversas en el lugar de inoculacién (Beltran-Beck et al., 2014c; Diez-Delgado et
al., 2019). Ninguna de estas vacunas han mostrado reacciones adversas cuan-
do han sido administradas por via oral (Murphy et al., 2008; Beltrdn-Beck et al.,
2014a, 2014c; Thomas et al., 2017).

La BCG ha sido aislada a partir de tejidos de animales vacunados, dependien-
do su supervivencia del tiempo post-administracion, de la especie animal, de la
ruta de administracién, asi como de la dosis y del tipo de vacuna utilizada. Las
cepas Danesa y Pasteur de la BCG han sido recuperadas a partir de ciervos y tejo-
nes vacunados oralmente hasta 3 meses después de la vacunacién, mientras que
persistieron hasta 9 meses en érganos linfaticos de aquellos vacunados subcuta-
neamente (Palmer et al., 2009, 2010; Balseiro et al., 2020a), no detectandose en
carne (Palmer et al., 2010). Sin embargo, la BCG Danesa no fue hallada en tejidos
de cerdos silvestres examinados a los 30 dias de la vacunacién (Nol et al., 2016)
o en jabalies a los 175-300 dias post-vacunacién (Beltran-Beck et al., 2014c). Por
otro lado, M. bovis inactivada por calor, al ser una vacuna muerta, no causa nin-
gun problema de supervivencia (Beltrdn-Beck et al., 2014c; Balseiro et al., 2020a).

La excrecién o eliminacién de BCG al medio podria incrementar la posibilidad
de transmision a otros animales. Se han proporcionado evidencias de la transmi-
sion de BCG desde ciervos de cola blanca, vacunados oral y parenteralmente,
a ciervos no vacunados en contacto con ellos (Palmer et al., 2009, 2010; Nol et
al., 2013), asi como en tejones vacunados oralmente (Wedlock et al., 2005). Sin
embargo, la magnitud y duracién de la eliminacion de BCG en las excreciones
fueron limitadas en casi todas las especies estudiadas (Wedlock et al., 2005). Por
otro lado, no se observé excrecion de BCG en ciervo rojo (Griffin et al., 1993) o
jabali (Beltrdn-Beck et al., 2014c; Gortazar et al., 2014) después de la vacunacion
oral/parenteral. Obviamente, M. bovis inactivada por calor no tiene riesgos de
excrecion o eliminacién al medio (Beltran-Beck et al., 2014c¢).

La IDTB y el ensayo de liberacién de IFN-y (IGRA) son las pruebas diagnos-
ticas utilizadas oficialmente en el Programa nacional de erradicacion de la TB
bovina (MAPA, 2019a, 2019b), basado en el testaje y sacrificio de los animales
positivos a estas técnicas (Directivas 64/432/CEE y 78/52/CEE). Estas pruebas
pueden verse alteradas por la vacunacién parenteral frente a la TB, comprome-
tiendo asi las estrategias de diagnéstico de los programas oficiales de control
y erradicacién de la enfermedad. Sin embargo, en la fauna silvestre de vida
libre, este hecho no seria tan importante ya que normalmente no se someten a
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pruebas de diagnéstico in vivo, a excepcién de aquellos supuestos que estan
regulados por el Real Decreto 1082/2009 sobre los requisitos de sanidad animal
para el movimiento de animales de explotaciones cinegéticas, de nucleos zoolé-
gicos, asi como de animales de fauna silvestre (Real Decreto 138/2020). En fauna
silvestre, la vacunacién parenteral con BCG induce una fuerte respuesta inmune
celular y humoral frente a PPD bovina en ciervo (Griffin et al., 1993, 1999, 2006),
en ciervo de cola blanca (Nol et al., 2008, 2009; Palmer et al., 2009), en jabali
(Garrido et al., 2011), en tejon (Lesellier et al., 2006, 2011; Chambers et al.,
2011) y en otras especies (Waters et al., 2003; Parlane et al., 2014; Nugent et
al., 2017). Una respuesta similar fue observada en jabalies vacunados parente-
ralmente con M. bovis inactivada por calor (Garrido et al., 2011). En cambio, la
vacunacién oral con BCG y M. bovis inactivada no causé ninguna interferencia
diagnéstica en las especies testadas (Corner et al., 2010; Garrido et al., 2011;
Beltran-Beck et al., 2014a; Murphy et al., 2014; Lépez et al., 2016; Thomas et al.,
2017, Diez-Delgado et al., 2018; Balseiro et al., 2020a). En cuanto a los anticuer-
pos, la vacunaciéon subcutdnea con BCG dié lugar a una alta respuesta frente
a lipoarabinomanano en ciervos de cola blanca, la cual no se observé frente a
CFP-10/ESAT-6 (Palmer et al., 2007).

La administracién de una vacuna en la fauna silvestre es un problema impor-
tante debido a las dificultades logisticas y técnicas, que incluyen la captura de los
animales y el amplio tamafio de la poblaciéon diana (Fischer et al., 2016). A pesar
de que se ha demostrado que en las vacunas frente a la TB la ruta de administra-
cion parenteral produce una proteccion significativamente mayor ante inéculos
experimentales e infecciones naturales (Palmer et al., 2009, 2014; Garrido et al.,
2011; Diez-Delgado et al., 2018), la administracion oral es la opcién mas conve-
niente y econémica cuando se busca una vacunacién a gran escala. Asi, en la fau-
na silvestre, a diferencia del ganado doméstico, los requisitos de una vacuna son
que pueda ser autoadministrada por via oral, que la dosis ingerida se encuentre
dentro de los limites de seguridad y que se evite la propagacién a otros animales
domésticos o silvestres, aunque la proteccién de los animales vacunados no sea
completa.

En la vacunacién oral, la BCG debe administrarse viva para generar inmu-
nidad, por lo que se verad afectada por la degradacién en el estémago del
animal (Buddle et al., 2006). Asi, la administracién oral de un cultivo liquido
de BCG indujo menos proteccién que cuando fue administrada intraduodenal
o intragastricamente después de un tratamiento para reducir la degradacion
enzimatica (Buddle et al., 2006). La inmunizacién efectiva por via oral puede
lograrse protegiendo la BCG mediante encapsulacion en una matriz lipidica
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(cebos orales) y utilizando cajas selectivas de alimentacién para su reparto
(Ballesteros et al., 2009b, 2011). Se han empleado una gran variedad de trans-
portadores para proteger las dintintas vacunas en cebos disefiados para la
fauna silvestre, tales como capsulas, bolsitas, ampollas (Knobel et al., 2003)
y formulaciones lipidicas (Aldwell et al., 2003), dependiendo de la adminis-
tracion oral, la estabilidad, el hospedador y la Sp segun la edad. En todos los
casos, un factor importante a tener en cuenta es su atractivo y palatabilidad.
Asi, los cebos con alfalfa fueron mas palatables para el ciervo (Casades-Marti
et al., 2017), mientras que en el ciervo de cola blanca fueron empleados los
cebos con manzana (Nol et al., 2008) (Figura 71). En cuanto al jabali, se han
usado cebos de galleta de pienso aromatizada con cereales, azlcar y parafina
(Ballesteros et al., 2009b, 2011). En tejones, los cebos suelen incluir a su vez
una base de manteca de cacahuete.

Figura 71. Ejemplos de cebos utilizados para vacunar de tuberculosis

a ungulados silvestres. A) Cebos de galleta de pienso aromatizada (flecha negra),

de melaza (flecha gris) y alfalfa (flecha blanca) para la vacunacién de fauna silvestre.

B) Jabali adulto y rayones comiendo pienso y cebos. C) Ciervos comiendo pienso y cebos.
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La administracion de la BCG en cebos fue efectiva en ensayos laboratoriales
con ciervos de cola blanca (Nol et al., 2008, 2009). Este tipo de administracion
también fue efectiva en ensayos experimentales y de campo en jabalies vacuna-
dos con BCG (Ballesteros et al., 2009b; Gortazar et al., 2014; Diez-Delgado et al.,
2018) y M. bovis inactivada por calor (Beltran-Beck et al., 2014a; Diez-Delgado et
al., 2018), asi como en tejones vacunados con BCG (Corner et al., 2010; Murphy
et al., 2014; Chambers et al., 2017; Gormley et al., 2017, Aznar et al., 2018). Sin
embargo, existe el riesgo de que los cebos orales que contienen BCG para la
vida silvestre puedan ser ingeridos por el ganado, lo que podria resultar en una
posterior respuesta positiva a la IDTB, por lo que es esencial tener especial cui-
dado con la distribucién de dichos cebos (Sorensen et al., 2014).

Perspectivas futuras

Actualmente, la vacunacién frente a la TB esta prohibida para el ganado bo-
vino en la UE (Directiva 78/52/CEE), por su incompatibilidad con las pruebas de
diagnéstico oficiales para la calificacién de las explotaciones (Directiva 64/432/
CEE). Sin embargo, la vacunacién en animales que no estadn sometidos a los pro-
gramas oficiales de erradicaciéon de la TB, como la fauna silvestre, se percibe
como una alternativa en zonas con alta prevalencia para el control de la enferme-
dad. En estas areas se ha evidenciado que el contacto entre diferentes especies
domésticas criadas en sistemas extensivos y los reservorios silvestres de MTBC
favorece la circulacion y el mantenimiento de micobacterias en el medio (Bailey
et al., 2013; Cowie et al., 2016).

Por todo ello, ha crecido el interés en el desarrollo y uso de vacunas contra
la TB en la fauna silvestre, la cual también se ha visto favorecida por una mejor
comprension de la respuesta inmunitaria frente a la enfermedad, el desarrollo de
pruebas DIVA y la mayor inversién en el desarrollo de vacunas para humanos y
animales domésticos. Como ya se ha comentado, los ensayos experimentales de
vacunacioén frente a la TB en fauna silvestre han aumentado considerablemente
en los Ultimos tiempos, obteniéndose resultados de eficacia vacunal muy intere-
santes. Sin embargo, la proteccién inducida por las vacunas frente a la enferme-
dad podria disminuir con el paso del tiempo, siendo importante mantener dicha
proteccion mediante la revacunacion.

Entonces, por qué no se aplican ya vacunas para control de TB en fauna sil-
vestre espafiola? Responder a esta pregunta llevaria varias paginas. Resumiendo,
porque no existe la vacuna perfecta (siempre necesitara otras actuaciones parale-
las), porque vacunar fauna resulta caro si se pretende una buena tasa de vacuna-
cién, y porque existen dificultades para poder cumplir con la compleja normativa
relacionadas con la consideracién, o no, de M. bovis inactivado por calor como
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medicamento. Una alternativa a explorar para soveltar estas dificultades seria la
posibilidad de su utilizaciéon en forma de autovacuna de acuerdo con la legisla-
ciéon aplicable y su elaboracién en centros especificamente autorizados siguiendo
un Procedimiento Normalizado de Trabajo.

En todo caso, la vacunacion no debe implementarse de forma aislada, sino
que debe estar incluida en un plan de lucha integrada frente a la TB, donde tam-
bién se incluyan otras medidas como la mejora de la bioseguridad en las fincas,
para evitar o disminuir el contacto entre animales domésticos y silvestres, o el
control poblacional de la fauna silvestre, para evitar sobreabundancias que pue-
dan favorecer el mantenimiento de la enfermedad.
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Tras los descubrimientos de Koch, Calmette y Guérin y otros investigadores de
finales del siglo XIX'y principios de siglo XX se iniciaron, a partir de 1930, esque-
mas de control de la TB animal en el ganado bovino cuyas esencias permanecen
practicamente inalteradas bien avanzado el siglo XXI. Desafortunadamente, un
siglo méas tarde la TB animal continlia estando de plena actualidad.

En Espana, el Programa nacional de erradicacién tuvo plena implantacion te-
rritorial a partir de mediados de los 90 del siglo pasado y desde entonces, anual-
mente, es actualizado, conforme a la evolucion de la enfermedad y a los avances
cientificos. La enfermedad contintia siendo una preocupacién para la salud piblica
y la sanidad animal, de forma que las principales agencias internacionales relacio-
nadas han elaborado, como ya se ha mencionado en varios capitulos, una “Hoja de
Ruta” para la erradicacién de la TB zoondsica, bajo el concepto de “One Health”.

De 2009 a 2018 se duplicé la prevalencia de TB en rebafios de ganado bovino
de la UE, a pesar de una inversién sustancial para su erradicaciéon. Entre otras
causas, este incremento ha sido atribuido a las debilidades de las pruebas de
diagnéstico y al mantenimiento de la infeccion en la propia cabafa bovina, asi
como al papel de los hospedadores de mantenimiento no bovinos, tanto domés-
ticos como silvestres.

El impacto econémico de las campafias de saneamiento es innegable, en am-
bos sentidos. Por una parte, los productores consideran que el coste de produc-
cion de los animales dedicados a la reproduccién en una explotacién de ganado
bovino, unidos al coste de oportunidad que supone su pérdida no programada,
supera las compensaciones recibidas de la administraciéon y el valor de la carne.
Por otra parte, un aumento descontrolado de la TB bovina pondria en peligro el
comercio y la exportacién, con efectos draméticos sobre el mercado.

En este libro ha quedado patente que, como principales avances cientificos
que actian como herramientas complementarias de los programas de vigilancia,
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control o erradicacién de la TB animal, se encuentran las pruebas de caracteri-
zacion molecular, que proporcionan un poder de discriminacion creciente para
realizar investigaciones epidemioldgicas de los casos. Una vez realizada la plena
implantacion de la WGS se culminaré este proceso.

Igualmente se han constituido en herramientas imprescindibles los modelos
de transmision adaptados a la situaciéon espafiola, tanto basados en la férmula
de Reed-Frost como compartimentados, que han inspirado buena parte de las
adaptaciones realizadas en los programas nacionales anuales de erradicacién de
la TB. Asi, se han determinado pardmetros basicos, de plena actualidad por la
irrupcion del virus SARS-CoV-2 en el mundo, como son el nimero reproductivo
basico Ry, la tasa de transmisiéon By la duracion media de los periodos de latencia,
oculto y reactor. Mediante la utilizacidon de simulaciones matematicas se obtiene
informacion de enorme utilidad para planificar, por ejemplo, la frecuencia de las
pruebas en funcién de la prevalencia de la enfermedad.

Una asignatura ain pendiente es la realizaciéon de las encuestas epidemiolé-
gicas por profesionales especificamente formados para tal fin y siguiendo una
metodologia comun. Alcanzar dicho objetivo serd un importante apoyo para el
Programa de erradicacién, pues éste se actualiza con medidas encaminadas a
combatir las vias mas probables de entrada de la infeccion, a partir de los princi-
pales factores de riesgo identificados en las encuestas epidemiolégicas realiza-
das a los nuevos rebafios infectados. Asimismo, los estudios socioldgicos identi-
ficaran perfiles de opinidn o actitudes hacia el programa de erradicacién, lo que
complementard el conocimiento de las causas que pudiesen suponer un obsta-
culo para el avance de éste.

Pruebas de diagnéstico y el reservorio bovino

En lo que a epidemiologia se refiere, el ganado bovino continla representan-
do un reservorio importante, mas por su naturaleza que por su niimero. Un aspec-
to frecuentemente debatido de los programas de erradicacion es la Se y Sp de las
pruebas. La prueba IDTB, que continta utilizdndose como diagndstico de rutina
de esta enfermedad, cuenta hoy en dia con una estandarizacién de procedimien-
tos y reactivos (las PPDs o tuberculinas), que tiene como finalidad maximizar su
capacidad diagnéstica. Como alternativa a ser considerada prueba de rutina, y
hasta ahora considerada como prueba complementaria a la IDTB para incremen-
tar la Se global del diagnéstico, debe ser tenida en cuenta la prueba IGRA. No
obstante, existen alin cuestiones pendientes de solventar para poder extender su
uso. Entre ellas, destacan la limitacién de tiempo entre la toma de muestras y la
estimulacion de la sangre en el laboratorio, o la armonizacién y estandarizacién
de los protocolos.
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Por su parte, las pruebas basadas en la respuesta inmune humoral (deteccién
de anticuerpos) han emergido como una herramienta adicional para mejorar la
capacidad de identificar animales infectados o enfermos a partir de la deteccién
de anticuerpos mediante el uso de distintos antigenos. Destaca el complejo multi-
proteico P22, en torno al que se siguen realizando los estudios necesarios para su
validacion y autorizacién. En algunas especies, sobre todo silvestres, las pruebas
seroldgicas se postulan como las técnicas rutinarias de eleccién, ya que aportan
notables ventajas, como un menor manejo de los animales y la posibilidad de uso
tanto ante mortem como post mortem.

Finalmente, la deteccién de lesiones en matadero juega un papel clave en los
programas de erradicaciéon, aunque también es susceptible de mejorar. Por ejem-
plo, el diagnéstico anatomopatoldgico inicial ayuda a descartar o confirmar de
forma relativamente rapida la sospecha y proporciona, ademas, diagnésticos al-
ternativos muy valiosos. En Estados Unidos, por ejemplo, se incentiva la remision
de muestras sospechosas desde los mataderos a fin de aumentar la deteccion.
Asimismo, préximamente estaran disponibles protocolos armonizados y valida-
dos para la realizaciéon de PCR sobre tejidos a partir de muestras de matadero,
con una elevada Se y Sp. Esto posibilitara el acortamiento del tiempo de respues-
ta del laboratorio, lo que permitiré realizar actuaciones més inmediatas sobre los
animales o las explotaciones bajo sospecha.

Los grupos de investigacion también estan centrando sus esfuerzos en el estu-
dio de la presencia del MTBC en el medio ambiente y en su posible papel en la
epidemiologia de la TB animal. Por otra parte, el estudio e identificacion de otras
micobacterias ambientales o atipicas puede ayudar a discriminarlas y prevenirlas
en territorios préximos a la erradicacion, en explotaciones con una evaluacién de
riesgo favorable y alli donde se detecten animales reaccionantes en los que, tras
su sacrificio, se cultiven dichas micobacterias ambientales.

Hospedadores no bovinos

En la Peninsula lbérica el nimero estimado de hospedadores no bovinos in-
fectados (domésticos y silvestres) es muchas veces mayor al de bovinos infecta-
dos. Esto determina la necesidad de continuar adaptando las estrategias para un
control mas efectivo de la TB animal.

Entre los hospedadores domésticos no bovinos, sélo la especie caprina esta
incluida en las actuaciones del Programa nacional de erradicacién, y exclusiva-
mente cuando conviven o tienen relacién epidemioldgica con bovinos infecta-
dos. Ademés, existen programas de erradicacién a nivel autonémico. El control
en esta especie seria mas eficaz si existiese un programa nacional de erradicacién
especifico para tal fin. No obstante, se estd avanzando en otras posibles medidas
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de control como la vacunacién. En cuanto a los ovinos, cuando comparten insta-
laciones o cohabitan estrechamente con ganado bovino o caprino infectado de
TB, deberian tenerse en cuenta como fuentes potenciales de infeccién residual
para esos rebafos y deberian analizarse para comprobar su estado. En los ultimos
afios, también se viene evidenciando la presencia de TB en el porcino extensivo.
Afortunadamente, las pruebas de diagndstico serolégico resultan de especial uti-
lidad en esta especie.

Durante mucho tiempo se pensé que la transmisién de micobacterias del
MTBC se producia exclusivamente por via aerégena y de forma directa, pero re-
cientemente se ha observado que la via digestiva también juega un papel impor-
tante en su transmisién, sobre todo indirecta, por la capacidad de permanencia
de la micobacteria viable en pastos, alimentos, agua o barro, entre otros. Este
es el mecanismo méas probable para la transmisién bidireccional de la infeccién
entre el ganado doméstico y la fauna silvestre.

Existen multiples evidencias cientificas que sefalan al jabali, ciervo, gamo y
tejon como fuentes de infeccién o reinfeccién para el ganado, especialmente en
el cuadrante suroccidental de la Peninsula Ibérica en el caso de los ungulados y,
en la Espafa atlantica en el caso del tején. La gestion de fauna silvestre difiere del
manejo ganadero en que, por regla general, no existe la posibilidad de aplicar
técnicas diagndsticas de prueba y eliminacién, ni hay marcaje individual, y mu-
chas veces ni tan siquiera un propietario o responsable de los animales silvestres.
En consecuencia, mientras no sea posible recurrir a la vacunacioén, las opciones
de control sanitario en la interfaz fauna-ganado se reducen a la gestion cinegé-
tica sensata, a la vigilancia pasiva y activa y a la implementacién de medidas de
bioseguridad.

Nuevas vias para controlar la tuberculosis

Afortunadamente, los sistemas de gestion de la ganaderia y de la fauna
silvestre pueden ser manipulados para fortalecer la bioseguridad y disminuir
los contactos directos e indirectos entre especies, reduciendo asi la transmi-
sion interespecifica del MTBC. Asi lo dispone el recién aprobado Real Decreto
138/2020, de 28 de enero, que a su vez deriva del PATUBES (MAPA, 2017). Las
posibles actuaciones para la mejora de la bioseguridad afectan a la gestion de
la fauna; a la gestion del agua, del alimento y de la suplementacién mineral; a la
gestion del pastoreo y del rebafio; a actuaciones sobre otras especies domésti-
cas; asi como a la gestion de residuos. Los casos de éxito de algunos programas
de mejora de la bioseguridad ya puestos en marcha, como el de COVAP en el
sur de Espafia o el de Andia en Navarra, indican que éste es uno de los caminos
a seqguir en la lucha contra la TB.
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La normativa nacional ha recogido ademas buena parte de las posibles ac-
tuaciones preventivas para el control sanitario en especies cinegéticas: el control
en los traslados, la gestién de los residuos de caza, el control poblacional, la
regulacion del manejo del agua o del alimento, etc. Ha llegado el momento de
su aplicacion efectiva y de abordar cuestiones pendientes como la utilizacién de
cepas inactivadas como vacunas, autovacunas u otras férmulas que se puedan
encuadrar en la legislacion vigente.

La vacunacién de animales domésticos y silvestres es una herramienta que
debera ser utilizada en el futuro dentro del sistema integrado de medidas de
control frente a la TB. Actualmente, se prohibe la vacunacién a nivel europeo
en ganado bovino, principalmente porque cuando se utiliza BCG la vacunacion
interfiere con las pruebas de diagnéstico oficiales y porque no existen a dia de
hoy técnicas de diagnéstico que permitan diferenciar los animales vacunados
de los infectados (técnicas DIVA). Sin embargo, excluyendo al ganado bovino,
prototipos como la vacuna basada en M. bovis inactivada por calor podrian
tener muchas ventajas, a la vista de los resultados de eficacia obtenidos en
diferentes especies domésticas y silvestres, y dada la minima interferencia que
produce esta vacuna en las pruebas de diagnoéstico. Su uso por via parenteral
en ganado caprino y ovino podria estar justificado en areas de alta prevalen-
cia de TB animal, donde no se lleven a cabo otros programas de control y
erradicacién. Asi mismo, los beneficios de su uso mediante cebos en animales
silvestres como jabali y tejéon son evidentes, siempre que esté justificado por
la presencia de una alta tasa de infeccién. Sin embargo, no hay que olvidar
que la TB es una enfermedad compleja, que no se resolverd con el empleo
de una Unica medida de control sobre una Unica especie. Tenemos que ser
conscientes de que es necesario trabajar en equipo (servicio veterinario oficial,
veterinarios privados, empresas, ganaderos, cazadores...) y utilizar en paralelo
todas las herramientas disponibles a nuestro alcance: diagnésticas, vacunas,
encuestas epidemioldgicas, etc. Solo asi conseguiremos minimizar y controlar
esta enfermedad.

Mucho por hacer

Con este libro hemos querido recordar el camino recorrido desde el descu-
brimiento del patégeno causante de la TB hasta la actualidad, destacando los
principales avances cientificos realizados en el dltimo lustro. Espafa se encuentra
a la cabeza de la investigacion mundial de esta enfermedad, entre otras razones,
porque las personas que trabajamos en ello creemos que solo a través del avance
del conocimiento y la tecnologia lograremos avanzar en el control de la TB. Pero
aun queda mucho camino por recorrer y se requeriran nuevas inversiones y refor-
zar las existentes en investigacién y desarrollo.
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La crisis derivada de la emergencia de la COVID viene a afiadir incertidum-
bres sobre el actual nivel de financiacién existente para los programas sanitarios,
que en Espafia siempre han sido priorizados; pero puede suponer también una
oportunidad, procurando un méaximo aprovechamiento de nuestros recursos y
capacidades. Pero sobre todo los ganaderos y, en menor medida, los cazadores,
tendran que poner mucho de su parte, ya sea en forma de un desvieje més tem-
prano de los animales o renunciando al aporte de alimento a la caza en terrenos
abiertos, respectivamente.

Los editores de este libro queremos dar las gracias, por su compromiso con
esta causa, a todos los servicios veterinarios oficiales y privados, investigadores,
asi como al sector ganadero y demés actores que trabajan dia a dia con la vision
de un futuro sin TB.
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Tuberculosis animal
Una aproximadén desde la perspectiva de la ciencla y la administracién

La tuberculesis ha acempanadeo al ser humane y a les animales a lo large
de toda su historia y evolucién. Tras los descubrimientos de Hoch, Calmette
y Guérin y otros investigadores de finales del siglo XIX y principios de
sigle XX, se iniciaron esquemas de control de la tubereulosis animal en el
ganado bovino cuyas esencias permanecen practicamente inalteradas bien
avanzade el siglo XX

Hoy sigue estando de plena actuclidad y ya no se entiende como una
enfermedod bovina, sino como uno enfermedad que aofecta o un gron
abanico de especies animales domésticas y silvestres, y por supuesto, al
hombre.

Con este libro hemos querido recordar el camino recorrido desde el
descubrimiento del potégeno cousante de la tuberculosis hosto lo
actualidad, destocando los principales avances dentificos reclizados en el
Gltimo lustro. Espafia se encuentra a la cabeza de la investigacion mundial
de esta enfermedad, pero ain queda mucho caming por recorrer Y se
requerirdn nuevas inversiones y reforzar las existentes en investigacion y
desarrollo.
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