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Objetivo: El objetivo general de este proyecto es profundizar en el conocimiento de la
patogénesis de la paratuberculosis, el cual podra ser extrapolado a otras infecciones lentas
de animales y humanos, ademas de obtener informacion que ser utilizada en la mejora

tanto de la elaboracién como de
Objetivos especificos:

la utilizacion de las vacunas frente a paratuberculosis.

1- Estudio de la respuesta inmune especifica e inespecifica en condiciones naturales con

0 sin vacunacion

2- Estudio del efecto de distintas cepas de Map con distinto grado de virulencia

3- Estudio del efecto del tipo de respuestas inmune en

paratuberculosis y su interferencia en el diagnostico
4- Estudio de la posible interferencia de la vacunacion con el diagnostico de la

tuberculosis

la protecciéon frente a
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1. Equipo participante de NEIKER - Tecnalia
= Jefe de Proyecto: Joseba Garrido

= Otros participantes:
Investigadores de Proyecto: Ramon A. Juste, lker
Agirregomoskorta, Marivi Geijo, Esmeralda Minguijon, Elena Molina

OTRAS ENTIDADES PARTICIPANTES O COLABORADORAS
Dr. Valentin Pérez (VP)
Dpto. de Patologia Animal (Sanidad Animal)
Facultad de Veterinaria
Universidad de Leon

2. Informe sobre las actividades mas destacadas de la investigacion en el
proyecto y resultados obtenidos

FASE 1. Estudio de la patogénesis de la paratuber culosis en la especie bovina.
Actividadesy participacion

Toma de muestras J. Garrido, M. Geijo, I. Sevilla
Analisis laboratoriales J. Garrido, M. Geijo, I. Sevilla
Analisis estadistico J. Garrido. R. Juste, 1. Sevilla

Se continué con el trabajo en las ocho explotaciones de ganado bovino seleccionadas del Pais
Vasco. Cinco vacunadas y tres controles. En 2011 se completd el segundo muestreo general
de las explotaciones

Al igual que en el muestreo inicial se tomaron muestras de sangre y heces de todos los
animales mayores de 24 meses y se registraron los resultados de la IntraDermoReaccion (IDR)
comparada (PPD aviar-PPD bovina) llevada a cabo por los Veterinarios de las Campafas
Oficiales de Saneamiento Ganadero con el objeto de medir la interferencia ocasionada por la
vacunacion frente a paratuberculosis en el diagnéstico de la tuberculosis en situaciones de
campo.

Los resultados de la IDR comparativa correspondientes los dos primeros muestreos se
muestran en la Figura 1. En cuanto a las reacciones observadas frente al antigenos PPD bov
se vio un incremento respecto al muestreo inicial en el que los animales todavia no habian sido
vacunados de un 34,51% de animales reaccionantes (positivos y dudosos). Sin embargo, lo
mas relevante que se observd fue que en el muetreo 12 meses el 8,11% de los animales
vacunados presentaron reaccién positiva y el 5,66% dudosa a la PPD bovina, pero cuando se
hizo el analisis comparativo respecto a la PPD aviar s6lo un 1,70% de los animales fueron
calificados como dudosos, no detectandose casos positivos. Teniendo en cuenta el efecto
beneficioso de la vacunacion frente a paratuberculosis para el control de esta enfermedad se

considera un porcentaje insuficiente para no tener en cuenta esta medida de control en
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explotaciones histéricamente libres de Tuberculosis y que se abastecen de su propia recria.
Ademas, hay que tener en cuenta que las explotaciones lecheras tienen unos porcentajes de
renovacién muy altos por lo que al menos un 20% de sus animales se somenten a
inspecciones Postmortem en los mataderos.

Al medir la respuesta inmune celular mediante la cuantificacién del gamma interferén producido
previa estimulacion de las muestras con los mismos antigenos utilizados en la prueba in vivo se
observaron resultados desconcertantes. Las muestras de sangre heparinizada se procesaron el
mismo dia de su recogida, se hicieron tres alicuotas de cada una de ellas y se estimularon con
PBS, PPD bov y PPD av, tras su incubacion durante una noche a 37°C se recogio el plasma y
se congeld hasta la realizaciéon del ELISA. En el muestreo 12 meses el porcentaje de animales
reaccionantes era del 2,01%, similar al encontrado con la IDR, sin embargo los andlisis
realizados sobre las muestras obtenidas en el muestreo inicial presentaron prevalencias del
20%, algo epidemiol6gicametne inverosimil y que solo se puede explicar por la falta de
consistencia del método en si (probablemente por falta de especificidad de los antigenos). Los
resultados obtenidos hacen necesario retestar las muestras positivas del muestreo inicial, y de
mantenerse los resultados obtenidos haria necesario plantear un analisis sobre la utilidad de
esta técnica, al menos como diagnéstico diferencial en explotaciones con paratuberculosis
(independientemetne de la vacunacion). De hecho, es posible que la vacunacion frente a
paratuberculosis y el incremento de la respuesta a la PPDaviar haya conseguido, en los
muestreos post-vacunacion, enmascarar otras reacciones inespecificas que podrian ocasionar
resultados confusos en el diagnéstico de la tuberculosis.

Los resultados del ELISA frente a paratuberculosis se muestran en la Figura 2. Como era de
esperar aunque en el muestreo inicial las prevalencias oscilaban entre el 13% en las
explotaciones control y el 15% en las que iban a ser vacunadas, en el muestreo realizado a los
12 meses estas diferencias se vieron incrementadas por efecto de la vacunaciéon. En las
explotaciones control, en las que se sacrificaban animales en base a los resultados
laboratoriales, se observd una reduccion del porcentaje de positivos del 18,47%, mientras que
por el contrario en las explotaciones vacunadas se observo un incremento del 257,83%. Estos
resultados indican que mientras que no se disponga de vacunas marcadas y diagndsticos DIVA
el diagnéstico de la paratuberculosis en explotaciones vacunadas debe basarse en técnicas
microbiolégicas.

Los resultados obtenidos con la PCR a tiempo real se muestran en la Figura 3. Se observan
reducciones de la tasa de excrecion de micobacterias del 87,43% en las explotaciones control y
del 84,71 en las explotaciones vacunadas. Ambos resultados son mas que satisfactorios pero
el coste econdmico soportado por los ganaderos fue muy diferente. Esta diferencia se debi6 a
que los ganaderos de las explotaciones control tuvieron que sacrificar todos aquellos animales
que presentaron resultado positivo en el muestreo inicial, mientras que los que fueron incluidos
en el programa de vacunacion no tuvieron esa obligacion. Teniendo en cuenta que la mayor

parte de los animales positivos fueron animales jovenes, de primera o segunda lactacion, esto
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supuso que los ganaderos incluidos en el programa de vacunacion pudieron focalizar el
desvieje en otras patologias distintas a la paratuberculosis.

Se recogié en matadero el intestino de ocho animales procedentes de las explotaciones en
seguimiento, tanto de animales con sospecha clinica de paratuberculosis como eliminados por
otras causas. En la sala de necropsias de Neiker se tomaron muestras de valvula ileocecal,
ileon proximal, nédulo linfatico ileocecal y nédulo linfatico yeyunal caudal. Parte de la muestra
se fijo formol para la realizacion de estudios histopatoldgicos y parte se destind a analisis

microbiolégicos.

Dentro de esta Fase 1 también se contemplaba el seguimiento mensual durante el primer afio y
trimestral durante el segundo de un grupo de 14 terneras de aproximadamente dos meses de
edad en el muestreo inicial, 7 vacunadas y 7 sin vacunar, en cada una de las explotaciones
participantes. De esta manera se pretendia evaluar la respuesta inmune del hospedador, tanto
local como periférica, e innata como especifica, en el desarrollo lesional de la paratuberculosis.
Se completaron los muestreos correspondientes al primer afo, si bien no en todas las
explotaciones se pudo completar el grupo de 14 animales en un espacio corto de tiempo, por lo
que en algunas explotaciones el nimero de terneras en seguimiento se redujo a 10. Los
muestreos del primer afio finalizaron en diciembre y se analizaron todas las muestras al mismo

tiempo pero queda pendiente el analisis estadistico

FASE 2: Estudio de la interferencia de la vacunacion frente a paratuberculosis con el
diagndstico de la tuberculosis

Infeccién con M. bovis J. Garrido, M. Geijo, I. Sevilla
Toma de muestras J. Garrido, M. Geijo, I. Sevilla
Andlisis laboratoriales J. Garrido, M. Geijo, I. Sevilla
Analisis estadistico J. Garrido. R. Juste, I. Sevilla

Los terneros seleccionados se muestrearon por primera vez durante la primera semana de
Agosto de 2010 en las explotaciones de origen y se introdujeron en las instalaciones de alta
seguridad un mes mas tarde. Tras concederles un periodo de aclimataciéon fueron muestreados
en dos ocasiones antes del momento de la infeccidon de uno de los grupos. Todos los animales
fueron vacunados a los dos meses de edad, por lo que unos fueron vacunados en la
explotacién de origen y otros tras su llegada a Neiker. La infecciéon con Mycobacterium bovis se
llevé a cabo via traqueal y se utilizé una suspension de 10° bacterias en 2 ml de solucién salina.
Inicialmente los animales se muestrearon semanalmente para pasar posteriormente a
muestreos quincenales. Los resultados de la evolucién de la respuesta inmune celular medida
mediante la cuantificacion del IFN gamma se muestra en las Figuras 4 y 5. La Figura 4 hace
referencia al lote control, animales vacunados frente a paratuberculosis pero no infectados con
M. bovis y la Figura 5 hace referencia al grupo formado por animales vacunados frente a
paratuberculosis e infectados con M. bovis. Los resultados obtenidos no permiten sacar
conclusiones claras ya que en el grupo infectado no se observa un cambio en la tendencia de

las curvas a partir del momento de la infeccién, solamente se puede observar un mayor
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solapamiento entre las curvas correspondientes a la PPD av y PPD bov en el grupo infectado
respecto al control. Ademas, de la misma forma que ocurria con los animales adultos, en el
muestreo inicial en la explotacién se detectaron reacciones positivas, cuando los animales
todavia no habian sido ni siquiera vacunados.

Una vez finalizado el experimento se sacrificaron los animales que hasta entonces habian
permanecido en las intalaciones de alta seguridad de Neiker y se realiz6 una detallada
necropsia de cada uno de ellos. En el lote control no se observaron lesiones macroscépicas
compatibles con tuberculosis. En el lote infectado se observaron lesiones macroscépicas con
diferente grado de extension en cinco de los seis animales. En dos de los animales se vieron
lesiones solamente en los linfonodos cervicales profundos, ubicados en una zona préxima al
punto de inoculaciéon. En otros dos las lesiones fueron mas evidentes viéndose afectados
ademas de los LN cervicales, los I6bulos craneales del pulmén derecho, e incluso en uno de
estos los nodulos linfaticos traqueobronquial derecho y mediastinico. Finalmente, el quinto de
los animales que presentaba lesiones, era el que se encontraba mas afectado, con lesiones en
LN retrofaringeo izquierdo, LN cervical profundo, LN traqueobronquial izquierdo, LN
mediastinico caudal y en los I6bulos pulmonares craneal izquierdo y caudal derecho. En estos
momentos se ha finalizado el tallado de las muestras y se ha iniciado el estudio histopatol6gico.
De todas las lesiones macroscépicas observadas se consiguié el aislamiento de M. bovis y

mediante espoligotipado se confirmé que la cepa aislada era la misma que la inoculada.

Las conclusiones que se sacaron tras la necropsia fueron que la eleccién de la via de
inoculacién fue correcta ya que se provoco la lesion en cinco de los seis animales infectados.
Sin embargo, se considerd necesario repetir este experimento ya que las lesiones observadas,
salvo en uno de los individuos, eran reducidas teniendo en cuenta la dosis de M. bovis
inoculada. Un factor que no se tuvo en cuenta es el posible efecto protector de la vacuna de
paratuberculosis también en la infeccidn tuberculosa debido a la proximidad filogenética de sus
agentes etiologicos. Por este motivo se considerd necesario repetir el experimento incluyendo
un lote mas de animales, los cuales serian infectados, pero no vacunados. Adicionalmente, se
considera que es necesario tratar de mejorar el método del IFN-g mediante el uso de antigenos
mas especificos (proteinas recombinantes, en lugar de mezclas complejas de antigenos como
son las PPD) con el fin de lograr la diferenciacion de los animales con infeccién natural o

vacunacion frente a paratuberculosis de aquellos infectados con M. bovis.
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Figura 1. Resultados obtenidos con la IntraDermoReaccién (IDR). Av: IDR usando como
antigeno PPD aviar, Bov: IDR usando como antigeno PPD bovina, Comp: Calculo de la IDR
comparada Bovina-Aviar.
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Figura 2. Resultados obtenidos con el ELISA indirecto para la deteccién de anticuerpos frente
a Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
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Figura 3. Resultados obtenidos con la PCR a tiempo real para la deteccién de Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis.
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Figura 4. Resultados obtenidos con el IFN gamma en base a la media de las DO del grupo
control en cada uno de los muestreos realizados. CPBS: linea correspondiente a la sangre
estimulada con PBS. CAV: linea correspondiente a la sangre estimulada con PPD aviar. CBO:
linea correspondiente a la sangre estimulada con PPD bovina
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Figura 5. Resultados obtenidos con el IFN gamma en base a la media de las DO del grupo
Infectado en cada uno de los muestreos realizados. CPBS: linea correspondiente a la sangre
estimulada con PBS. CAV: linea correspondiente a la sangre estimulada con PPD aviar. CBO:
linea correspondiente a la sangre estimulada con PPD bovina

10,000

1,000 + -
> - LI LT N P ™ 3 a.
L L i S R A

e

0,100 4t S LA L L

0,010

Infectados

INPBS —%—INAV ——INBO

neikery

www.neiker.net tecnalia




3. Informacion cientifica generada

Publicaciones Cientificas Internacionales
+ Publicaciones Cientificas Nacionales
+ Comunicaciones a Congresos, Reuniones, Simposios
+ Articulos de Divulgacion

+ Monografias
+ Informes Técnicos

4. Actividades de formacion y transferencia realizadas

Colaboraciones con otros grupos de investigacion directamente relacionadas con €l
proyecto

Se ha abierto una linea de colaboracion con el grupo de Martin Vordermaier del VLA
del R.Unido para compartir informacion sobre interferencias en el diagnostico de la
tuberculosis bovina por el cual ellos nos proporcionaran antigenos recombinantes
especificos de M. bovis y nosotros aportaremos los resultados de los ensayos de
vacunacion/infeccién con M. bovis experimetnales y de vacunacion frente a
paratuberculosis de campo.

Colabor aciones con empr esas 0 sector es socioeconomicos
Los resultados sobre interferencia de la vacunacion frente a paratuberculosis seran de
utilidad para el registro de la vacuna por la empresa fabricante.

Actividades de formacién y movilidad de per sonal

Nombre Tipo (becario, técnico, contratado con | Descripcion de las
cargo al proyecto, posdoctoral, otros) | actividades de
formacion
1 |Larraitz Fernadndez Becario en practicas Master de Se le ensefiaron las
Microbiologia de la UPV técnicas

microbioldgicas y
seroldgicas utilizadas
en el proyecto y
participo en algunos
ensayos.

2
Cree tantas filas como necesite

Otras colabor aciones relacionadas con el proyecto

Indique si ha concurrido y con qué resultado a alguna de las convocatorias de ayudas
(proyectos, formacion, infraestructuras, otros) del Programa Marco de I+D de la UE y/o a
otros programas internacionales, en teméticas relacionadas con la de este proyecto. Indique el
programa, socios, paises y tematica y, en su caso, financiacion recibida.

Se solicito un proyecto en la convocatoria EMIDA coordinado por el Dr. Martin VVordermaier
del VLA del Reino Unido que ha sido concedido pero por las caracteristicas de la convocatoria
Neiker no tiene financiacion.

“Development of novel diagnostic strategies for the ante-mortme immunodiagnosis of bovine
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tuberculosis and Johne’s disease.” Acronimo “Mycobactdiagnosis”

5. Desviaciones con respecto a la memoria del proyecto

Los retrasos sufridos en el inicio del proyecto fueron explicados en informes anteriores.

Se va a repetir la infeccidon experimental en terneros. Se esta a la espera de recibir los
nuevos antigenos que se quieren utilizar. Se tienen localizados los terneros y se ha
acondicionado el animalario de las instalaciones de alta seguridad para comenzar con el
nuevo experimento.
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