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Paratuberculosis bovina: evaluacion de técnicas de diagndstico y control
Resumen.

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad infecciosa de los rumiantes,
especialmente en el ganado vacuno lechero, que causa graves pérdidas econdmicas y esta
producida por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Esta Tesis Doctoral
se enmarca en un proyecto de Grupos Operativos "InnoTuber: nuevas medidas y técnicas
de control de la tuberculosis bovina en Andalucia", donde se han evaluado técnicas de
diagnéstico de la tuberculosis y paratuberculosis bovina. Los objetivos planteados en este
trabajo han sido evaluar herramientas de diagndstico rapidas y eficaces que permitan la
deteccion de animales infectados por MAP en una zona endémica de tuberculosis, y en
segundo lugar realizar una propuesta de control de la enfermedad en la ganaderia de
vacuno de leche en Andalucia, con un enfoque practico, que garantice la aplicabilidad de

los resultados obtenidos.

El objetivo 1 ha sido abordado a través de dos trabajos de investigacion a partir
de un estudio epidemioldgico transversal en 228 bovinos sacrificados en el matadero de
los que se tomaron muestras de sangre, heces y tejidos intestinales [valvula ileocecal
(VIC) y nddulos linfaticos ileocecales (NLIC)] para establecer el diagndstico de
paratuberculosis, asi como muestras de nodulos linfaticos retrofaringeos,
traqueobronquiales y mesentéricos para establecer el diagnostico de TBb de los animales
mediante cultivo microbiologico de estos tejidos. La técnica de referencia para determinar
el estatus de infeccion frente a paratuberculosis fue el cultivo microbioldgico en muestras
de VIC y NLIC. Para la qPCR sobre muestras fecales e intestinales y para el ELISA, se
calcul6 la sensibilidad (S), especificidad (E), razones de verosimilitud positiva (RVP) y

negativa (RVN) y la probabilidad post-prueba en base a la prevalencia de infeccion.

En el trabajo se ha evaluado una qPCR multiple, basada en la deteccion de la diana
IS900 y el fragmento F57, sobre muestras fecales y tejido intestinal para la deteccion de
MAP. Los resultados obtenidos muestran que el valor diagnostico de la qPCR fecal para
confirmar la infeccion por MAP fue moderado (S 50,3%, E 93,5%, RVP 7,8), y bajo para
descartarla (RVN 0,5). En las zonas con una prevalencia de PTB superior al 23%, la
credibilidad de los resultados positivos fue superior al 70%. En los resultados negativos,
la credibilidad fue superior al 90% en rebafos con una tasa de infeccion inferior al 19%,
por lo que la qPCR fecal seria muy util en estas zonas para certificar la ausencia de
infeccion. Para el diagnostico post-mortem, la qPCR en muestras de VIC mostré una
buena precision diagndstica para confirmar la enfermedad (S 71,7%, E 93,3%, RVP 10,8),
con una credibilidad superior al 70% en animales procedentes de zonas o rebafios con una
prevalencia de infeccidon mayor o igual al 18%. La mejor estrategia para descartar la
enfermedad fue la combinacion en paralelo de ambos tejidos (VIC+NLIC) (SE 81,3%,
ES 89,5%, RVN 0,2), con una credibilidad de los resultados negativos superior al 95% en

animales procedentes de zonas con una prevalencia de infeccion del 0-20%.



En el segundo trabajo se ha evaluado la precision diagnostica y utilidad de la
técnica ELISA-PTB (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA) en muestras de suero,
obteniendo una SE del 40,7% y una ES del 94,7% en el total de animales. Un animal
positivo al ELISA-PTB tendria una probabilidad >70% de estar infectado en zonas con
una prevalencia de PTB >23%. Un resultado negativo al ELISA-PTB, en zonas con una
prevalencia de PTB <41%, descartaria la enfermedad con mas del 70% de certeza. En
animales positivos a tuberculosis, la SE aumentoé del 25,1%, en animales TBb negativos,
al 94,4% y la ES disminuyd del 99,4% al 82,6%. La prueba ELISA-PTB es una buena
herramienta para descartar la coinfeccion por PTB en animales positivos a TBb, mientras
que en animales negativos a TB permite confirmar la enfermedad con una probabilidad
>70% si la prevalencia de la enfermedad es >6%.

El segundo objetivo de este estudio se centrd en proponer medidas de control de
la paratuberculosis en vacuno lechero. Realizamos un estudio epidemioldgico para
determinar la seroprevalencia de la infeccion en el ganado vacuno lechero de la comarca
de los Pedroches y se disefi6 un cuestionario que permitiera clasificar a las ganaderias en
base al riesgo de infeccion por MAP en tres niveles (nivel I, riego bajo; nivel II, riesgo
moderado; y nivel III, riesgo elevado). El cuestionario incluye 31 factores con respuesta
cerrada agrupados en tres bloques: "Caracteristicas, bioseguridad e instalaciones de la
ganaderia", con diez factores relacionados con infraestructuras y manejo para el control
de enfermedades transmisibles; "Estatus productivo y sanitario™, que abarca siete factores
relacionados con la PTBb; "Manejo del periparto, la recria y la reposicién”, que engloba
14 factores directamente relacionados con la transmision de la enfermedad.

El cuestionario disefiado se utilizd en 41 ganaderias de la comarca en colaboracion
con los veterinarios responsables de las explotaciones, que permitid6 obtener una
clasificacion de las explotaciones. En términos generales se observo que el 51,2 por ciento
de las ganaderias presentaron un nivel de riesgo bajo, el 26,8 por ciento un riesgo
moderado, y el 22 por ciento un riesgo elevado. En base a estos resultados, se propone un
programa de vigilancia y control de la paratuberculosis bovina para las ganaderias de
vacuno lechero del sur de Espafia, con el objetivo de reducir la prevalencia en
explotaciones afectadas y certificar la ausencia de la enfermedad en explotaciones libres.
Estas medidas se han dividido en cuatro grupos:

1. Caracterizar el riesgo de infeccion por MAP a nivel de rebafo, utilizando la encuesta
disefiada y validada que permitird categorizar el riesgo de infeccion por MAP en cada
ganaderia. En base a los resultados de la encuesta, el veterinario responsable de la
explotacion evaluara las practicas de manejo llevadas a cabo durante el parto, la lactacion,
la adquisicion de animales vivos y las medidas de bioseguridad y mantenimiento de
instalaciones.
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2. ldentificar animales infectados en las explotaciones, para la deteccidn de los animales
excretores de MAP. Una vez conocido el estatus sanitario de los animales, se podran
aplicar medidas de control, dependiendo de la situacion epidemiolégica. Para identificar
los animales excretores, recomendamos utilizar ELISA en explotaciones con presencia
de animales que muestren signos clinicos, en granjas con sospecha de alta prevalencia de
paratuberculosis o positivas a tuberculosis bovina. Por otro lado, recomendamos el uso
de la técnica qPCR-fecal en explotaciones con bajo riesgo de paratuberculosis. Los
animales que den positivo en cualquiera de estas técnicas no deberén estar en contacto
con animales jovenes o bien seran eliminados del rebafio.

3. Establecer un sistema de vigilancia de PTB en matadero: los animales sacrificados en
matadero (desvieje, campafias de saneamiento, otras causas) seran sometidos a vigilancia
utilizando la técnica qPCR-tejido intestinal para confirmar el diagnostico en
explotaciones afectadas o descartar la presencia de MAP en explotaciones aparentemente
libres (utilizando muestras de VIC y NLIC). Este sistema de vigilancia aportara datos
valiosos para conocer la evolucion de la enfermedad en la zona y validar la eficacia de
las medidas de control implementadas, ademas de certificar la ausencia de la enfermedad.

4. Adoptar una guia de buenas practicas de manejo en las distintas fases de produccion,
relacionadas con la mayor probabilidad de contagio de la enfermedad, durante el parto,
la lactacion, la cria de novillas y la adquisicion de animales vivos, ademas de un conjunto
de medidas de bioseguridad.

Todos los resultados presentados en esta tesis doctoral suponen un avance para el control
de la paratuberculosis bovina en una zona endémica de tuberculosis. Ante la falta de
directrices oficiales para abordar el control de la paratuberculosis, se debe adoptar un
enfoque holistico que integre diferentes estrategias y fomente la colaboracion entre
ganaderos, servicios veterinarios y administraciones publicas.
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Summary.

Paratuberculosis (PTB) is an infectious disease of ruminants, especially in dairy
cattle, which causes severe economic losses and is caused by Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP). This Doctoral Thesis is part of an Operational Group
project "InnoTuber: new measures and techniques for the control of bovine tuberculosis
in Andalusia”, where diagnostic techniques for bovine tuberculosis and paratuberculosis
have been evaluated. The objectives of this work have been to evaluate rapid and effective
diagnostic tools that allow the detection of MAP-infected animals in a tuberculosis
endemic area, and secondly to make a proposal for the control of the disease in dairy
cattle livestock in Andalusia, with a practical approach that guarantees the applicability
of the results obtained.

The objective 1 has been addressed through two research studies based on a cross-
sectional epidemiological study in 228 cattle slaughtered at the abattoir from which blood
samples were taken, faeces and intestinal tissues [ileocaecal valve (ICV) and ileocaecal
lymph nodes (ICLN] were taken to establish the diagnosis of paratuberculosis, as well as
samples of retropharyngeal, tracheobronchial and mesenteric lymph nodes to establish
the diagnosis of TBb in the animals by microbiological culture of these tissues. The
reference technique to determine paratuberculosis infection status was microbiological
culture on ICV and ICLN samples. For gPCR on faecal and intestinal samples and for
ELISA, sensitivity (Se), specificity (Sp), positive (PLR) and negative (NLR) likelihood
ratios and post-test probability were calculated based on the prevalence of infection.

A multiplex gPCR, based on the detection of the 1S900 target and the F57
fragment, was evaluated on faecal samples and intestinal tissue for the detection of MAP.
The results obtained show that the diagnostic value of faecal g°PCR to confirm MAP
infection was moderate (SE 50.3%, SP 93.5%, PLR 7.8), and low to rule it out (NLR 0.5).
In areas with a PTB prevalence above 23%, the credibility of positive results was above
70%. For negative results, the credibility was above 90% in herds with an infection rate
below 19%, so faecal qPCR would be very useful in these areas to certify the absence of
infection. For post-mortem diagnosis, gPCR on ICV samples showed good diagnostic
accuracy to confirm disease (SE 71.7%, SP 93.3%, PLR 10.8), with a credibility higher
than 70% in animals from areas or herds with a prevalence of infection greater than or
equal to 18%. The best strategy to rule out disease was the parallel combination of both
tissues (ICV+ICLN) (SE 81.3%, SP 89.5%, NLR 0.2), with a credibility of negative
results higher than 95% in animals from areas with an infection prevalence of 0-20%.

In the second study, the diagnostic accuracy and usefulness of the ELISA-PTB
technique (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA) was evaluated in serum samples,
obtaining an SE of 40.7% and an SP of 94.7% in the total number of animals. A PTBb-

ELISA positive animal would have a >70% probability of being infected in areas with a
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PTBDb prevalence >23%. A negative PTBb-ELISA result, in areas with a PTBb prevalence
<41%, would rule out the disease with more than 70% certainty. In TBb-positive animals,
SE increased from 25.1% in TBb-negative animals to 94.4% and SP decreased from
99.4% to 82.6%. The PTBb-ELISA is a good tool to rule out PTBb co-infection in TBb-
positive animals, while in TBb-negative animals it can confirm disease with >70%

probability if disease prevalence is >6%.

The second objective of this study focused on proposing measures to control
paratuberculosis in dairy cattle. We conducted an epidemiological study to determine the
seroprevalence of infection in dairy cattle in the Comarca de los Pedroches and a
questionnaire was designed to classify farms based on the risk of infection by MAP in
three levels (level I, low risk; level Il, moderate risk; and level 11, high risk). The
questionnaire includes 31 closed-response factors grouped into three blocks: "Livestock
characteristics, biosecurity and facilities”, with ten factors related to infrastructure and
management for the control of transmissible diseases; "Productive and sanitary status”,
which covers seven factors related to PTBb; "Management of peripartum, rearing and
replacement”, which includes 14 factors directly related to the transmission of the disease.

The questionnaire designed was used in 41 farms in collaboration with the
veterinarians responsible, and a classification was obtained. In general terms, 51.2% of
the farms showed a low risk level, 26.8% a moderate risk and 22% a high risk. Based on
these results, a surveillance and control programme for bovine paratuberculosis is
proposed for dairy cattle farms in southern Spain, with the aim of reducing the prevalence
in affected farms and certifying the absence of the disease in free farms. These measures
have been divided into four groups:

1. Characterise the risk of MAP infection at herd level, using the designed and validated
survey that will allow categorising the risk of MAP infection in each herd. Based on the
results of the survey, the veterinarian responsible for the farm will evaluate the
management practices carried out during calving, lactation, procurement of live animals,
biosecurity measures and maintenance of facilities.

2. ldentify infected animals, by detecting animals MAP-shedding in faeces animals. Once
the health status of the animals is known, control measures can be applied, ranging from
avoiding contact with susceptible animals to culling of the herd, depending on the
epidemiological situation. Two techniques can be used to identify excreting animals: BT-
ELISA and faecal qPCR. According to the results obtained in the validation of these tests,
we recommend the use of ELISA in farms with the presence of animals showing clinical
signs, in farms with suspected high prevalence of paratuberculosis or positive for bovine
tuberculosis. On the other hand, we recommend the use of the faecal gPCR technique on
farms with a low risk of paratuberculosis. Animals testing positive to either of these
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techniques should not be in contact with young animals or they should be removed from
the herd.

3. Establish a surveillance system for PTBb in slaughterhouses: animals slaughtered in
slaughterhouses (culling, sanitary campaigns, other causes) will be subjected to
surveillance using the qPCR-intestinal tissue technique to confirm the diagnosis in
affected farms or to rule out the presence of PTBb in apparently free farms (using ICV
and ICLN samples). This surveillance system will provide valuable data to know the
evolution of the disease in the area and to validate the effectiveness of the control

measures implemented, as well as to certify the absence of the disease.

4. Adopt a guide of good management practices in the different phases of production,
related to the highest probability of contagion of the disease, during calving, lactation,
heifer rearing and the acquisition of live animals, in addition to a set of biosecurity

measurces.

The results presented in this PhD thesis represent a breakthrough for the control of bovine
paratuberculosis in a tuberculosis endemic area. In the absence of official guidelines to
address the control of paratuberculosis, a holistic approach should be adopted that
integrates different strategies and encourages collaboration between farmers, veterinary

services and public administrations.
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Antecedentes.

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral constituye un ejemplo de investigacion
colaborativa que surge de la cooperacion entre el mundo académico y empresarial. El
proyecto ha contado con la participacion de la Universidad de Cordoba, representada por
el grupo de investigacion PAIDI AGR-256 “Sanidad Animal: diagnostico y control de
enfermedades”, y el grupo PAIDI AGR-263 “Investigacion Agroalimentaria”, del Centro
de Investigacion y Calidad Agroalimentaria del Valle de Los Pedroches (CICAP), un
centro tecnoldgico dotado de un Departamento de 1+D+i y un laboratorio agroalimentario.

CICAP se encuentra ubicado estratégicamente en la Comarca de los Pedroches,
una zona situada al norte de la provincia de Cérdoba, reconocida por su importante
actividad ganadera. El centro cuenta con las infraestructuras necesarias para el
diagnostico de enfermedades infecciosas, convirtiéndolo asi en un referente en materia
de sanidad animal a nivel comarcal como autonémico. Su reputacién se ve respaldada por
la participacion en numerosas convocatorias competitivas de proyectos de I+D+i
nacionales y regionales, donde desempefia un papel fundamental en la transferencia del
conocimiento, promoviendo la creacion de sinergias entre la Universidad y la Empresa e
impulsando al avance cientifico y tecnologico de la zona.

Ambos grupos de investigacion han trabajado previamente en el desarrollo de
proyectos de I+D+i en el &mbito de la sanidad animal y la seguridad alimentaria. Algunos
se pueden relacionar con el tema de esta Tesis Doctoral como son “BIODHESA: impacto
y medidas de control de la linfadenitis del cerdo ibérico en la dehesa™ y “Linfadenitis
caseosa en ganado porcino en extensivo: desarrollo y evaluacion de herramientas
diagnosticas rapidas™?, cuyos resultados han puesto de manifiesto la importancia de la
linfadenitis en los animales criados en la dehesa y el impacto causado por la infeccion del
complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) en el cerdo ibérico (Cardoso-Toset,
Gomez-Laguna, et al., 2015; Cardoso-Toset, Luque, et al., 2015). Por otro lado, en el
proyecto “CAPRITEC: tecnologias para la optimizacion de la sanidad animal,
produccién y productos de leche de cabra en Andalucia®, donde se investigo, entre otros
temas, la seroprevalencia y factores de riesgo asociados a la infeccion por Mycobacterium
avium subspecie paratuberculosis (MAP) en la cabafia ganadera de caprino de Andalucia
(Barrero-Dominguez et al., 2019).

! Proyecto financiado por el Centro para el Desarrollo Tecnoldgico Industrial (CDTI) (referencia: IDI-
20111633).

2 Proyecto financiado por la Consejeria de Economia, Innovacion, Ciencia y Empleo de la Junta de
Andalucia (referencia: AGR-2685).

3 Proyecto subvencionado por el Programa FEDER-INTERCONECTA vy cofinanciado por CDTI
(referencia: 1TC-20131070).
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En linea con el estudio de enfermedades causadas por micobacterias, colaboramos
en los trabajos del Grupo Operativo autondmico "InnoTuber: nuevas medidas y técnicas
de control de la tuberculosis bovina en Andalucia™*. En este proyecto se han estudiado
nuevas técnicas de diagnostico de la tuberculosis bovina, asi como las posibles
interferencias con otras enfermedades causadas por micobacterias como la
paratuberculosis bovina, causada por MAP (Sanchez-Carvajal et al., 2021). Esto ha
permitido Ilevar a cabo el muestreo y analisis de una parte de las muestras utilizadas en
los estudios de esta Tesis Doctoral, que se han centrado en el diagnostico de la
paratuberculosis bovina.

El conocimiento previo adquirido por ambos grupos de investigacion ha revelado
que las enfermedades causadas por micobacterias siguen presentando un desafio para la
cabafia ganadera en Andalucia. Hasta el momento, el control de la paratuberculosis
bovina no se ha abordado en la regidn, lo cual es preocupante debido al posible impacto
significativo que esta enfermedad podria tener en la cabafia ganadera, especialmente en
el ganado vacuno lechero. Es por ello, que, ante las exigencias de los mercados
internacionales para la exportacion de animales vivos y productos derivados, las
perspectivas de futuro sobre la intensificacion de los sistemas productivos y la
idiosincrasia de los sistemas ganaderos andaluces, sea necesario aportar al sector
herramientas para abordar el control de la paratuberculosis bovina.

En base a estos antecedentes, esta Tesis Doctoral profundiza en el diagndstico de
la paratuberculosis bovina, evaluando herramientas de diagnéstico rapidas y eficaces que
permitan la deteccion de animales infectados en una zona endémica de tuberculosis, asi
como propuestas de control de la enfermedad en la ganaderia de vacuno de leche en
Andalucia, con un enfoque practico que garantice la aplicabilidad de los resultados
obtenidos. Los resultados y hallazgos logrados nos permitirdn conocer mejor los aspectos
clave de la paratuberculosis bovina y su repercusion en el ganado vacuno en general,
desarrollando estrategias de control mas efectivas y adaptadas a las necesidades
especificas de cada region, mejorando su rentabilidad y contribuyendo a fortalecer la
vision y el desarrollo del sector ganadero en su conjunto.

4 Proyecto subvencionado con fondos FEADER y por la Junta de Andalucia a través de la Consejeria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible (referencia: GOP21-CO-16-0010GOP2I-CO-16-
0010-SUBP).
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Introduccion
Aproximacion al sector vacuno

El sector bovino, tanto en su aptitud carnica como lechera, ha desempefiado un
papel fundamental en la ganaderia nacional a lo largo de la historia. Desde los primeros
tiempos de la humanidad, hemos aprovechado la capacidad del ganado bovino para
utilizar recursos derivados de los pastos, lo cual nos ha permitido obtener carne, leche,
cuero y utilizar su fuerza de trabajo (MAPA, 2019). Es importante destacar que tanto la
produccion céarnica como la lechera presentan caracteristicas distintivas que requieren
enfoques y sistemas de produccion especificos. En el caso de la produccion carnica, el
objetivo principal es criar y engordar al ganado bovino para obtener carne de alta calidad.
Por otro lado, la produccion lechera se enfoca en la obtencion de leche de calidad para
consumo humano y otros productos lacteos.

En cuanto al sector de vacuno carnico, la Union Europea (UE) se sitia como el
tercer productor mundial de carne de vacuno, después de Américay Asia. En el afio 2021,
la UE-27° produjo 6,8 millones de toneladas de carne, lo que representa el 18,3 por ciento
de la produccion global (FAOSTAT, 2023). En Espafia, el sector de vacuno carnico
actualmente constituye el 16,5 por ciento de la produccion final ganadera del pais,
posicionandose como el tercer sector mas importante en términos econémicos, por detras
del sector porcino y el sector lacteo (MAPA, 2022). Esta produccién ganadera se sostiene
sobre dos grandes actividades complementarias, la cria y manejo de vacas nodrizas y la
cria y engorde de terneros. En el afio 2021, se contabilizaban un total de 144.540
explotaciones, con un censo de 6 millones de cabezas, concentradas en cuatro
comunidades auténomas, Castilla y Leon, Galicia, Extremadura y Catalufia (MAPA,
2022). Andalucia, representa el 11 por ciento de la cabafia ganadera de vacas nodrizas de
Espafiay el 8,5 por ciento del censo total de vacuno de carne, siendo la quinta comunidad
en importancia. El vacuno carnico es producido en Andalucia bajo régimen extensivo,
aprovechando la existencia de mas de 1,2 millones de hectéreas de dehesa, un ecosistema
mediterraneo unico, predominante en el suroeste de Espafia. Es relevante destacar que, en
el desglose por provincias, Cdrdoba alberga el mayor nimero de explotaciones y censo
de este tipo de ganaderias, siendo la comarca de Los Pedroches (Cérdoba) responsable
del 19,6 por ciento del total de Andalucia (SGAGYA, 2021) (Figura 1).

5 UE-27: este término hacer referencia a los 27 Estados miembro que constituyen la Unién Europea tras la salida de
Reino Unido en febrero de 2020. (Alemania, Bélgica, Croacia, Dinamarca, Espafia, Francia, Irlanda, Letonia,
Luxemburgo, Paises Bajos, Suecia, Bulgaria, Eslovaquia, Estonia, Grecia, Malta, Polonia, Republica Checa, Austria,
Chipre, Eslovenia, Finlandia, Hungria, Italia, Lituania, Portugal y Rumania).
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Figura 1. Distribucién del censo de vacas nodrizas de carne y explotaciones de vacuno de
carnico en Andalucia. Fuente: SGAGyA, 2021; elaboracion propia.

En relacion al sector vacuno lechero, la UE-27 es reconocida como una
importante productora de leche y productos lacteos, siendo el alimento méas producido en
su territorio (FAOSTAT, 2023). En 2021, la UE-27 produjo 143,83 millones de toneladas
de leche, que supone el 19,3 por ciento de la produccién mundial (FAOSTAT, 2023;
SGPGyC y DGPyMA, 2022), siendo considerada la mayor exportadora de leche y
productos lacteos del mundo (SGACE, 2022). Dentro de Europa, Espafia se encuentra en
la séptima posicion, con una produccién total de 7,49 millones de toneladas, lo que
representa el 5 por ciento de la produccion total de la UE-27 (SGPGyC & DGPyMA,
2022a). Por otro lado, Andalucia alberga el 7,5 por ciento del censo nacional de ganado
vacuno lechero, situandose como la sexta comunidad auténoma en términos de censo y
la quinta en importancia productiva. Todas las explotaciones de vacuno de leche en
Andalucia son de tipo intensivo, con una media de animales por explotacién superior a la
nacional y europea. Al igual que en el sector de vacuno de carne, la provincia de Cérdoba
destaca como la mas relevante, concentrando el 64,7 por ciento del censo de ganado
vacuno lechero en Andalucia y el 64,1 por ciento en nimero de ganaderias. De manera
especifica, la comarca de Los Pedroches representa el 60 por ciento del censo bovino
lechero de toda Andalucia, e este (SGAGYA, 2021) (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion del censo de vacas de leche mayores de 24 meses y explotaciones de
vacuno lechero en Andalucia. Fuente: SGAGYA, 2021; elaboracion propia.

En términos generales, tanto el sector vacuno carnico como el lechero representan
una actividad ganadera estratégica y de gran importancia desde diferentes perspectivas,
ya sea economica, social o medioambiental (MAPA, 2022; SGPGYC & DGPyMA,
2022a). Sin embargo, ambos sectores enfrentan desafios significativos, especialmente en
relacién con la adaptacién al cambio climético. En este sentido, en mayo de 2020, la
Comisién Europea presentd el Pacto Verde Europeo (European Green Deal)(European
Commission, 2020), un acuerdo que tiene como objetivo reducir la huella
medioambiental y climatica del sistema alimentario de la Unidn Europea y que regira las
perspectivas de futuro del sector ganadero.

Como resultado, se espera una disminucion continua en el nimero de animales y
explotaciones (INLAC, 2022; MAPA, 2022). Se prevé que las explotaciones con un
menor nuimero de animales tenderan a desaparecer, dando lugar al predominio de
explotaciones mas grandes y tecnificadas, especialmente en el sector de vacuno lechero.
Sin embargo, el numero de animales por granja estara limitado por las politicas del Pacto
Verde, con su objetivo de alcanzar el 25% de produccion ecologica en 2050 (INLAC,
2022).

A pesar de la disminucién de unidades productoras, se pronostica un aumento
progresivo tanto en la produccion de carne de vacuno como en la produccion de leche.
Todos los esfuerzos se centraran en mejorar el rendimiento productivo de los animales
bajo la estrategia de «producir mas con menos» (INLAC, 2022) . En este contexto, la
sanidad animal desempefiara un papel decisivo, ya que las producciones ganaderas
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pueden verse afectadas por enfermedades infecciosas que causan grandes pérdidas
econOmicas y perjuicios para la salud y el bienestar animal, ademas del riesgo que
representan estas enfermedades para la salud publica debido a su capacidad de
transmitirse al ser humano, ya sea de forma directa o indirecta (Raszek et al., 2016).

Por este motivo, las autoridades competentes en materia de sanidad animal aplican
diferentes programas de vigilancia, control y erradicacion de enfermedades con los que
se pretende garantizar un nivel elevado de sanidad animal y salud publica para fomentar
la mejora de la productividad del sector ganadero y contribuir a la sostenibilidad
economica (Tribunal De Cuentas Europeo, 2016). La normativa de Sanidad Animal,
incluida en el Reglamento (UE) 2016/429 del Parlamento Europeo y del Consejo de 9 de
marzo de 2016°, relativo a las enfermedades transmisibles de los animales, establece
normas para la prevencion y el control de las enfermedades de los animales transmisibles,
incluidas las zoonosis. Este reglamento, base de la nueva legislacion de sanidad animal
en la Union Europea, se desarrolla mediante diferentes reglamentos derivados, que
establecen la clasificacidn de las enfermedades por categorias (Reglamento de Ejecucién
(UE) 2018/1882 de la Comision, de 3 de diciembre de 20187).

Entre las enfermedades infecciosas que pueden afectar al ganado bovino, Espafia
es un pais libre de algunas, como la leucosis bovina enzodtica, dermatosis nodular
contagiosa, fiebre aftosa, peste bovina, perineumonia contagiosa bovina, fiebre del Valle
del Rift y fiebre hemorragica del Congo-Crimea. En el afio 2021, nuestro pais fue
declarado oficialmente libre de brucelosis, tanto en bovino como en pequefios rumiantes,
lo que supone un éxito de los programas de lucha llevados a cabo desde la década de los
noventa (LOpez, 2021). Sin embargo, otras enfermedades como la lengua azul,
tuberculosis bovina, rinotraqueitis infecciosa bovina o encefalopatia espongiforme
bovina, entre otras, estdn actualmente sujetas a medidas de vigilancia, control y
erradicacion en todo el territorio nacional (MAPA, 2023).

De todas las enfermedades incluidas en planes de control, la tuberculosis bovina
resulta de especial interés, por el impacto econémico y sanitario para el ganado bovino,
pero también por su implicacion zoonoésica. Esta enfermedad, producida por
micobacterias incluidas en el complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) esta sometida

6 Reglamento (UE) 2016/429 del Parlamento Europeo y del Consejo de 9 de marzo de 2016 relativo a las
enfermedades transmisibles de los animales y por el que se modifican o derogan algunos actos en materia
de sanidad animal. https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/?uri=celex%3A32016R0429 (Acceso
14 mayo 2023)

7 Reglamento de ejecucién (UE) 2018/1882 de la Comisién de 3 de diciembre de 2018 relativo a la
aplicacién de determinadas normas de prevencion y control a categorias de enfermedades enumeradas
en la lista y por el que se establece una lista de especies y grupos especies que suponen un riesgo
considerable para la propagacién de dichas enfermedades de la lista. https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:32018R1882 (Acceso 14 mayo 2023)
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a un programa nacional de erradicacion desde el afio 1996, y segun los datos publicados,
en el afio 2022 se obtuvieron valores de prevalencia de rebafios del 1,4 por ciento, con
una incidencia de rebafios del 0,8 por ciento y del 0,3 por ciento en animales (DGSPA,
2022). No obstante, la situacion no es homogénea en todo el territorio, ya que Asturias,
Canarias, Galicia y Pais Vasco se consideran zonas libres, mientras que, en ciertas
comunidades autonomas, entre ellas Andalucia, Castilla La Mancha, Extremadura, o La
Rioja, presentan datos de prevalencia de rebafio superiores al 4 por ciento.

En Andalucia, la prevalencia de la enfermedad a nivel de rebafio se mantiene por
encima del 6% desde 2014 (DGSPA, 2022). Hay que tener en cuenta que la tuberculosis
es una enfermedad compleja y persistente, y que su erradicacion puede estar influenciada
por diversos factores, como el estrecho contacto con la fauna silvestre, el estado
inmunoldgico de los animales y la coinfeccion con otras micobacterias (Morales et al.,
2020).

En este contexto, tanto la tuberculosis como la paratuberculosis, causada por
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP), son enfermedades crdnicas
producidas por micobacterias que tienen un largo periodo de incubacion. Ademas,
comparten similitudes en su mecanismo de accion patdgena (Raffo et al., 2020). Varios
estudios han demostrado que la coinfeccién con CMT y MAP, puede influir en la
respuesta inmunolégica y, por lo tanto, interferir en las pruebas de diagndstico utilizadas
para detectar animales positivos a tuberculosis y paratuberculosis (Julio Alvarez et al.,
2009; Raffo et al., 2020). Por lo tanto, es importante tener en cuenta la situacion de ambas
enfermedades antes de implementar un programa de control basado en el diagnostico.

A pesar de su importancia, la paratuberculosis bovina no estd sujeta a control
oficial. Sin embargo, se considera una enfermedad de declaracion obligatoria para la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OMSA) y en Espafia se encuentra incluida en
la «Categoria E» de las enfermedades sometidas a vigilancia segin el Reglamento de
Ejecucion (UE) 2018/1882 de la Comision, de 3 de diciembre de 2018.

Paratuberculosis

La paratuberculosis, producida por MAP, también conocida como Enfermedad de
Johne es una enfermedad infecciosa cronica e incurable que origina una enteritis
granulomatosa progresiva que afecta fundamentalmente a rumiantes domésticos y
silvestres (Salem et al., 2012; R. Whittington et al., 2019). La infeccion también ha sido
descrita en otras especies no rumiantes como conejos y cerdos, que pueden actuar como
reservorios de la enfermedad (Daniels et al., 2003; Miranda et al., 2011). Debido a su
caracter cronico, la mayoria de los casos son subclinicos y solo un grupo reducido de
animales desarrolla sintomas como debilitamiento irreversible, diarrea crénica, pérdida
de peso vy, finalmente, la muerte. Tanto los animales clinicamente enfermos como los
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asintomaticos son la principal fuente de infeccion a través de la eliminacion del agente
patdgeno en las heces (McAloon et al., 2019a; S. S. Nielsen & Toft, 2008).

La historia de la paratuberculosis se remonta a finales del siglo XIX, cuando se
describid por primera vez la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes en el intestino
de vacas con diarrea (Johne & Frothingham, 1895). Durante los siguientes 25 afios, la
enfermedad se notifico en Europa y América (Lienuax & van den Eeckhout, 1906;
McFadyean, 1906; Pearson, 1908), y fue en este periodo cuando se identifico su agente
etioldgico (Twort & Ingram, 1912). Inicialmente se denomind Mycobacterium enteritidis
chronicae pseudotuberculosis bovis johnei, pero posteriormente recibié los nombres de
Bacterium paratuberculosis (Bergey et al., 1923), Bacillus paratuberculosis
(Krasil’nikov, 1941), Mycobacterium johnei (Francis, 1943) y finalmente se establecid el
nombre con el que se reconoce actualmente (M. F. Thorel et al., 1990). Se trata de una
enfermedad de distribucion mundial y se considera de gran importancia debido a su
impacto en el bienestar y la salud animal, la economiay la salud publica (R. Whittington
etal., 2019).

Aunque resulta dificil cuantificar el impacto econdémico exacto de la
paratuberculosis en el ganado vacuno, esta enfermedad se considera una de las mas
devastadoras para la industria lactea a nivel mundial (Mallikarjunappa et al., 2021). La
infeccion por MAP compromete el sistema inmunologico de los animales afectados, lo
gue aumenta su susceptibilidad a otras infecciones (Raizman et al., 2007). Estudios
previos han demostrado un aumento en la incidencia de mastitis clinica en vacas
infectadas con MAP (Pritchard et al., 2017; Rossi et al., 2017a) e incremento en el
recuento de células somaticas (K. Donat et al., 2014; Machado et al., 2018; Martins et al.,
2018; Pritchard et al., 2017). Ademas, se ha observado una reduccién en la fertilidad de
las vacas infectadas (Garcia-Ispierto & LoOpez-Gatius, 2016; Ozsvari et al., 2020).
Asimismo, la paratuberculosis bovina también se asocia con otras pérdidas productivas
directas, como la disminucion en la produccién y calidad de la leche (Machado et al.,
2018; Martins et al., 2018; Ozsvari et al., 2020; Pritchard et al., 2017; Wiszniewska-
Laszczych et al., 2020), un aumento en la tasa de mortalidad y sacrificio, la merma en el
rendimiento de la canal y los gastos relacionados con las pruebas de diagndstico y
tratamiento (Garcia & Shalloo, 2015; Kudahl & Nielsen, 2009; Ozsvari et al., 2020;
Raizman et al., 2007; Richardson & More, 2009).

Desde el punto de vista sanitario, es una enfermedad muy similar a la enfermedad
de Crohn en el hombre: se trata de una enteritis granulomatosa que comparte signos de
localizacion intestinal, tipo de lesiones y manifestaciones clinicas con la paratuberculosis
bovina (McNees et al., 2015; Sechi & Dow, 2015). Aunque no existen evidencias que
demuestren el papel de MAP en la enfermedad de Crohn u otras enfermedades
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autoinmunes, su potencial zoonético no puede ser ignorado (Waddell et al., 2016),
especialmente cuando se ha detectado la presencia de esta micobacteria viable en leche
pasteurizada y en férmulas infantiles, como leche en polvo (Botsaris et al., 2016; Gill et
al., 2011). Sin embargo, las autoridades internacionales no establecen directrices oficiales
para su control debido a la falta de evidencias cientificas que confirmen de manera
definitiva el caracter zoondtico de la enfermedad (Mallikarjunappa et al., 2021).

El género Mycobacterium se emple6 en 1896 para designar a las bacterias
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae (Lehman & Neumann, 1896).
Actualmente, gracias a los avances en biologia molecular y genética bacteriana, se ha
logrado clasificar un total de 266 especies, las cuales estan registradas en la lista de
nombres procariotas con base en la nomenclatura [List of prokaryotic names with
standing in nomenclatura, (LPSN, 2023) (Parte et al., 2020)]. Desde una perspectiva
taxondmica, las micobacterias se incluyen en el phylum Actinobacteria, clase
Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden Actinomycetales, suborden
Corynebacterineae, familia Mycobacteriaceae y género Mycobacterium (Shinnick &
Good, 1994). Este género es el Unico presente en la familia Mycobacteriaceae y abarca
especies patdgenas clave como Mycobacterium avium, M. bovis, M. leprae y M.
tuberculosis.

Las bacterias del género Mycobacterium son bacilos pleomorficos rectos o
ligeramente curvados, con dimensiones que oscilan entre 0,2 y 0,6 um de ancho, y de 1,0
a 10 um de largo. En ocasiones, pueden presentar formas ramificadas, filamentosas o
similares a micelios, que tienen la capacidad de fragmentarse en elementos bacilares o
cocoides. Estas bacterias son aerobias, inmoviles y no forman esporas. Su temperatura
Optima de crecimiento se encuentra entre los 30 °C y 45 °C (Garcia-Martos & Garcia-
Agudo, 2012; Shinnick & Good, 1994).

Son bacterias Gram positivas, aunque no se tifien facilmente con los colorantes
anilinicos habituales debido a la elevada composicion de lipidos de la pared celular
(40%), por ello, se emplean para su tincién otros colorantes, como la tincion de Ziehl-
Neelsen, y se tifien con la fucsina béasica fenicada, apareciendo en las preparaciones con
un color rosa intenso (Reynolds et al., 2009). La pared celular de las micobacterias
presenta una estructura distintiva, compuesta por una capa interna y una capa externa que
rodean a la membrana citoplasmatica. La capa externa estd formada por lipidos y
proteinas, los cuales se asocian a la capa interna de la pared celular mediante &cidos grasos
de cadena corta y larga. Entre los lipopolisacaridos presentes en esta capa, se encuentran
el lipoarabinomanano (LAM), el lipomanano y diversos lipidos tioceroles (Hett & Rubin,
2008). EI LAM es el principal componente antigénico de superficie de las micobacterias,
atraviesa toda la pared celular y su composicion difiere entre las diferentes especies del
género (Nigou et al., 2003). Estas proteinas y lipidos externos son componentes solubles
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de la pared celular y desempefian una funcién esencial en la interaccion entre las
micobacterias y el sistema inmunolégico del huésped (Brennan, 2003).

En la practica y en el ambito cientifico, se han utilizado varios criterios para
clasificar las especies de este género, siendo uno de los mas empleados su velocidad de
crecimiento en medios de cultivo sélido, pudiéndose distinguir micobacterias de
crecimiento rdpido (aquellas que dan lugar a colonias visibles en menos de 7 dias) y
micobacterias de crecimiento lento (que tardan mas de 7 dias en producir colonias
visibles). Dentro de estas Ultimas se incluyen las micobacterias de mayor importancia en
medicina humanay veterinaria, las llamadas micobacterias tuberculosas que forman parte
del CMT (Figura 3) y las micobacterias atipicas no tuberculosas, entre las que se
encuentran las especies del complejo Mycobacterium avium (CMA) (Levy-Frebault &
Portaels, 1992).

CMT CMA

¢ Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium avium

¢ Mycobacterium bovis e M. avium subsp. avium
¢ M. bovis Bacillus Calmette- e M. avium subsp. paratuberculosis
Guérin e M. avium subsp. silvaticum

e Mycobacterium africanum
e Mycobacterium microti

¢ Mycobacterium canettii

¢ Mycobacterium pinnipedii
¢ Mycobacterium caprae

¢ Mycobacterium orygis

e Mycobacterium mungi

Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium chimaera
M. lepramurium

Figura 3. Diagrama simplificado con las principales especies que albergan el CMT y el
CMA. elaboracion propia.

El CMA comprende varias especies de micobacterias de crecimiento lento que se
encuentran principalmente en entornos medioambientales, veterinarios y clinicos (Eslami
etal., 2019; Falkinham, 2002; M. Thorel et al., 1997). Hasta la fecha, se han identificado
doce especies dentro del CMA mediante métodos de taxonomia molecular: M. avium, M.
intracellulare, M. chimaera, M. colombiense, M. arosiense, M. vulneris, M. marseillense,
M. timonense, M. bouchedurhonense, M. yongonense, M. paraintracellulare y M.
lepramurium (Stevenson & Kapur, 2020). Todas estas especies muestran un alto grado
de conservacion en los genes del ARN ribosomico (16S, 23S y 5S) (Rogall et al., 1990;
Van der Giessen et al., 1994), lo que dificulta su diferenciacion a nivel de especie. De
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hecho, debido a su homologia, se han propuesto que M. yongonense y M. chimaera se
consideren subespecies de M. intracellulare para simplificar su clasificacion (Castejon et
al., 2018; Nouioui et al., 2018). La especie mas relevante en veterinaria es M. avium, la
cual se divide a su vez en tres subespecies en funcion de sus caracteristicas bioquimicas,
como son M. avium subesp. avium (agente causal de la tuberculosis aviar), M. avium
subesp. silvaticum y MAP (Van Ingen et al., 2018). Es importante mencionar que se ha
descrito una subespecie adicional, M. avium subesp. hominissuis, la cual tiene como
objetivo distinguir las cepas de M. avium aisladas en humanos y cerdos. Sin embargo,
esta subespecie no ha sido oficialmente validada (Stevenson & Kapur, 2020).

El agente causante de la paratuberculosis, MAP, es un pequefio bacilo Gram
positivo, acido-alcohol resistente, aerobio e inmdvil, con dimensiones aproximadas de 1-
2 um de longitud y hasta 0,5 um de ancho (Fernandez, 2017; Harris & Barletta, 2001;
Manning & Collins, 2001). Forma colonias rugosas no pigmentadas y se caracteriza por
su crecimiento lento, que puede requerir un periodo medio de 8 a 16 semanas (Bull et al.,
2017; Dane et al., 2023; Richard J. Whittington et al., 2013). Debido a su lento
crecimiento, las pruebas bioquimicas tienen un valor limitado y no se utilizan para su
identificacion (De Juan Ferré, 2005).

En cuanto a sus caracteristicas nutricionales, MAP depende de la adicién de
micobactina, lo que ha sido utilizado como una caracteristica distintiva de esta subespecie
en el cultivo in vitro, sii bien, no supone una caracteristica especifica de la misma.
Actualmente se requiere confirmar el crecimiento microbiolégico con técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Dane et al., 2023). El
conocimiento del genoma completo de MAP ha permitido detectar la presencia de los
genes relacionados con la sintesis de micobactina (gen mtbA) en MAP, existiendo
diferencias significativas en su tamafio al comparar estos genes entre MAP, M.
tuberculosis y M. avium, siendo el gen mtbA mas reducido en aminoécidos en MAP. Esta
diferencia podria explicar por qué la sintesis de micobactina esta atenuada en la mayoria
de las cepas de MAP (Li et al., 2005).

La secuenciacion del genoma de MAP realizada por Li et al. (2005) ha
proporcionado informacion sobre las caracteristicas de su genoma, incluyendo su
secuencia circular Unica compuesta por 4.829.781 pares de bases. Ademas, esta
secuenciacion ha permitido identificar las relaciones entre linajes, lo que ha brindado una
vision méas completa para la clasificacion de las cepas de MAP (Bryant et al., 2016).

Se reconocen dos grupos principales de cepas de acuerdo con el origen: las cepas
"Tipo S" (Sheep-type u ovinas) y las cepas "Tipo C" (Cattle- type o bovinas) (Bryant et
al., 2016; D. M. Collins et al., 1990). Sin embargo, no siempre existe una correlacion
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entre el tipo de cepa y el hospedador. Por esta razon, algunos investigadores prefieren
designar las cepas "Tipo S" como Tipo | y las cepas "Tipo C" como Tipo I, con el
objetivo de evitar confusiones (Bryant et al., 2016; Mizzi et al., 2021).

La paratuberculosis bovina es una enfermedad endémica en la mayoria de los
paises, con una prevalencia notificada en los rebafios que varia entre el 10 y el 90 por
ciento. Solo tres paises, Tailandia, Noruega y Suecia afirman estar libres de la
enfermedad, con prevalencias inferiores al 1 por ciento. Sin embargo, es importante
considerar que la ausencia de la enfermedad es dificil de documentar y requiere un amplio
sistema de vigilancia sanitaria. Por lo tanto, es necesario tratar esta informacion con
cautela (Stevenson & Kapur, 2020; R. Whittington et al., 2019).

RUSSIA

Dairy cow herd-level
prevalence

B >40%
B 20-40%
w20 ™ !
1-10% - )
~ 7\fl'USVR.\IIh
. <1% UKRAINE
B unknown -"
prevalence not / '
reported/unknown
Coctod it mepeharnet©

Figura 4. Prevalencia mundial de la infeccion por MAP a nivel de rebaiio en ganado lechero
(Fuente: Stevenson y Kapur, 2020; adaptado de Whittington et al., 2019)

La mayoria de los paises desarrollados presentan una prevalencia a nivel de rebafio
superior al 20 por ciento (R. Whittington et al., 2019), con valores de hasta el 71y 85 por
ciento para Pises Bajos o algunas regiones de Alemania, respectivamente (Geraghty et
al., 2014; Johannes Lorenz Khol & Baunmgartner, 2012; Stevenson & Kapur, 2020). A
nivel individual, las prevalencias detectadas oscilan entre el 5y el 15 por ciento (R.
Whittington et al., 2019). En Espafia, los estudios publicados son limitados, con
prevalencias del 10 por ciento utilizando muestras de tanque de leche (S. S. Nielsen &
Toft, 2009; Sevilla et al., 2002). Por otra parte, un estudio realizado en Galicia, utilizando
muestras de suero de animales mayores de doce meses, estimo una seroprevalencia a nivel
de granja del 10 por ciento en ganado vacuno lechero y cercano al 3 por ciento en
ganaderias mixtas, no detectando animales seropositivos en ganaderias de aptitud carnica
(Diéguez et al., 2007)
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Ademas de los bovinos, los pequefios rumiantes también sufren y transmiten la
enfermedad. La transmisidn entre rumiantes ha sido previamente descrita y puede suponer
un factor de riesgo en aquellas ganaderias donde ambas especies cohabitan o en zonas de
pastos comunales (Verdugo et al., 2014). Asimismo, el uso de pastos compartidos con
bovinos de otras explotaciones (Fecteau et al., 2010) o el abonado con estiércol
procedente de otras ganaderias también puede ser una via de entrada de MAP en la
ganaderia (Salgado et al., 2011).

Por otro lado, se esta generando un interés creciente por conocer el papel que juega
la fauna silvestre como reservorio de MAP (R. Whittington et al., 2019). La bibliografia
consultada demuestra la elevada frecuencia de aislamiento de MAP en especies animales
de vida silvestre. Se ha observado que los ciervos y los conejos podrian ser posibles
reservorios de la bacteria (Carta et al., 2013). En el caso especifico de los conejos, se ha
demostrado que pueden excretar en promedio 7,6 x 10° unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo de heces (Daniels et al., 2003). Sin embargo, aun se requieren mas
estudios para determinar con precision el verdadero papel de la fauna silvestre en el ciclo
de infeccidn de los animales de produccion (McAloon et al., 2019a; R. Whittington et al.,
2019).

Para comprender la epidemiologia de la paratuberculosis, es fundamental tener en
cuenta que se trata de una enfermedad incurable y que MAP es un patdgeno intracelular
obligado, lo que significa que no puede replicarse en el medio ambiente. En consecuencia,
el riesgo de contagio esta estrechamente relacionado con la cantidad de micobacterias que
excretan los animales infectados, y la supervivencia de la bacteria en el medio.

Por otro lado, hay que considerar que los animales infectados no presentan sintomas
clinicos durante un periodo prolongado, que puede variar de 2 a 10 afios, y estos sintomas
suelen estar asociados a situaciones de estrés fisiologico como el parto, la lactacién, o a
la presencia de otras enfermedades, que debiliten su sistema inmune, como son las
parasitaciones o enfermedades infecciosas (Stevenson & Kapur, 2020). Durante este
periodo, los animales infectados son portadores asintomaticos, y pueden excretar la
bacteria intermitentemente en las heces (McAloon et al., 2019b; S. S. Nielsen & Tofft,
2008) .

Se ha observado que la dosis infectiva juega un papel fundamental en la transmisién
de la enfermedad y en la modulacién de la respuesta inmune del hospedador (Mortier et
al., 2013, 2015). Sin embargo, hasta el momento, no se ha establecido una dosis minima
que sea capaz de causar la infeccion (Fernandez, 2017; McAloon et al., 2019a); aunque
hay estudios que indican que dosis superiores a 1,5x10® UFC pueden generar una
infeccion (Sweeney et al., 2006).
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La principal ruta de transmision de la enfermedad en bovinos es la via fecal-oral.
Los animales jovenes son més susceptibles a la infeccion (McAloon et al., 2019b; Mortier
et al.,, 2013). Esta mayor susceptibilidad puede estar relacionada con la mayor
permeabilidad del intestino en el animal recién nacido (Sweeney, 1996). Por otro lado, se
ha observado que los animales que se infectan de adultos presentan una respuesta inmune
mas intensa, lo que podria conferirles una mayor resistencia a sufrir la enfermedad
(Mortier et al., 2015). Asi mismo, se ha planteado que la exposicion repetida a MAP a
medida que los animales envejecen puede fortalecer su resistencia a la infeccion (Delgado
et al., 2013). Por ultimo, también se ha planteado la hipdtesis de que el efecto dilucion
del rumen, que aumenta con la edad, podria contribuir a disminuir la probabilidad de
infeccion (Windsor & Whittington, 2010).

Teniendo en cuenta la mayor susceptibilidad de los terneros durante sus primeros
dias de vida y considerando que la principal via de transmision de la enfermedad es fecal-
oral, se ha establecido que el calostro y la leche son los principales vehiculos de contagio
debido a una contaminacion fecal. Las malas practicas de higiene durante el ordefio, el
proceso de amamantamiento y el alojamiento de los terneros aumentan potencialmente el
riesgo de infeccion (Karsten Donat et al., 2016; Kinzler et al., 2014; Wolf et al., 2016).
También se ha observado que la ausencia de un corral de partos y la lactancia natural,
entre otros factores, pueden contribuir a la transmisién de la enfermedad de la madre a
los terneros (McAloon et al., 2019a; Wolf et al., 2016).

Por otro lado, se ha observado que MAP puede encontrarse directamente en el
calostro y la leche, ya que es excretado por la glandula mamaria. Sin embargo, este
fendmeno es poco frecuente y ocurre principalmente en animales en etapas avanzadas de
la enfermedad (J. L. Khol et al., 2013; Stabel et al., 2014). En consecuencia, Se cree que
gran parte del MAP presente en el calostro y la leche se debe a la contaminacion
ambiental, relacionada con malas practicas de higiene, y no a la propia excrecion de la
bacteria a través de la leche (Beaver et al., 2017).

Otras vias alternativas de transmision descritas, aunque con menor importancia
epidemioldgica, incluyen la transmision via uterina (Eisenberg et al., 2015), via
respiratoria, basada en la capacidad de MAP para "esporular” en determinadas (Beaver et
al., 2017; McAloon et al., 2019b)condiciones (Corner et al., 2004; Lamont et al., 2012),
y la transmision de ternero a ternero (Corbett et al., 2017). Esta Gltima ha sido demostrada
experimentalmente, mostrando una fase inicial de excrecion con potencial para transmitir
la enfermedad a otros terneros, por lo que el alojamiento en el mismo compartimento
podria ser un factor de riesgo (Corbett et al., 2017; McAloon et al., 2019b).

La adquisicion de animales infectados es la principal via de entrada de la
enfermedad en una explotacion libre (Kirkeby et al., 2017; Rangel et al., 2015), existiendo
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un mayor riesgo en granjas que realizan reposicion externa anualmente, riesgo que se
incrementa debido a la limitacion de las técnicas de diagnostico actuales para detectar la
infeccion en las primeras fases (S. S. Nielsen & Toft, 2008). Para mitigar el riesgo de
introduccién de la paratuberculosis en el rebafio, algunos paises han implementado un
sistema de certificacion (Dufour et al., 2004; Kirkeby et al., 2017; Sgren Saxmose
Nielsen, 2011). Este sistema de certificacion garantizaria que los animales adquiridos
provengan de explotaciones libres de paratuberculosis. De esta manera, se reduciria
significativamente la posibilidad de introducir la enfermedad en el rebafio (Weber et al.,
2004).

Una vez ingerido, MAP atraviesa las células M que tapizan los foliculos linfoides
de las placas de Peyer del epitelio intestinal. Al llegar a la submucosa, la bacteria es
fagocitada por los macrofagos subepiteliales del hospedador, donde finalmente reside en
los fagosomas (Bermudez et al., 2010). Las cepas virulentas de MAP han desarrollado
estrategias que le permiten sobrevivir y multiplicarse en el interior de los macrofagos
(Arsenault et al., 2014). Durante el transcurso de la infeccion, algunos de los macrofagos
infectados pueden activarse y secretar citoquinas y quimioquinas que desencadenan una
respuesta inflamatoria que favorecen el reclutamiento de nuevos macréfagos y linfocitos
T procedentes de la sangre y tejidos hacia el sitio de la infeccion. Por ello, la bacteria
puede persistir en el interior de las células durante varios afios (Yoo & Shin, 2012). En
condiciones estresantes para el animal, por ejemplo, después del parto, MAP puede llegar
a reactivarse, escapar de los granulomas y originar nuevas lesiones en otras zonas del
tejido intestinal y otros 6rganos (Vazquez et al., 2014).
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En las etapas tempranas de la infeccion, las lesiones se encuentran restringidas a
las paredes del intestino delgado y provocan el drenaje de los nddulos linfaticos
mesentéricos. Cuando progresa la enfermedad, aparecen lesiones macroscépicas en el
yeyuno, ileon, valvula ileocecal, ciego y colon y en los nodulos linfaticos mesentéricos.
Las lesiones intestinales son responsables de la pérdida de proteinas y del sindrome de
malabsorcion proteica, lo que conduce a un desgaste muscular (WOAH, 2022).

Los signos clinicos de la enfermedad suelen ser poco evidentes y estan asociados
a las diferentes fases de la misma: fase | o infeccion silente, fase Il o infeccion subclinica,
fase 111 o infeccion clinica 'y fase IV o clinica avanzada (Tabla 1) (S. S. Nielsen & Tofft,
2008)(S. S. Nielsen & Toft, 2008). A nivel general, tras varias semanas de infeccion,
comienza una fase de multiplicacién de MAP en las paredes del intestino delgado.
Dependiendo de la resistencia natural del individuo, se elimina la infeccidn o el animal
permanece infectado como portador asintomatico (fase ). A medida que evoluciona la
infeccion los animales asintomaticos comienzan a excretar MAP de forma intermitente
(fase I1), hasta que tras un proceso que comprometa la inmunidad del animal, como un
proceso de estrés fisiologico, los animales alcanzan la fase clinica, donde es comdn la
pérdida progresiva de peso, aunque el animal afectado tenga un apetito normal, ademas
se observa una diarrea (Olsen et al., 2002). Algunas veces se observa fiebre leve y edema
secundario a la hipoproteinemia, visible en la region submandibular. A medida
intermitente que la infeccidn progresa, puede producirse la diseminacion de la bacteria a
otros 6rganos, como el Utero y la glandula mamaria (Stevenson & Kapur, 2020). Se estima
que por cada caso clinico avanzado de paratuberculosis hay de 15 a 25 animales
afectados: de uno a dos animales con signos clinicos leves (fase 1l1), 4 a 8 casos con
infeccion subclinica (I1) y 10 a 14 bovinos con infeccion silente (fase 1), es lo que se ha
denominado el “fenémeno iceberg”, donde la parte visible del problema es minima,
mientras que la parte invisible estd compuesta por la mayoria de casos, que estan en la
fase silente y subclinica, y que generalmente no son detectados (Magombedze et al.,
2013)

33



Tabla 1. Fases de la infeccion causada por MAP y sintomas clinicos causados en bovinos.

Fase de infeccion Caracteristicas y sintomatologia

Fase | Presente en terneros, novillas y ocasionalmente en animales
adultos.

Silente . . -
Ausencia de signos clinicos de enfermedad.
Animales adultos portadores de MAP.
No presentan sintomatologia.

Fase Il La mayoria de los animales son negativos al cultivo de heces,

Subclinica pero excretan carga micobacteriana baja intermitente.

Pueden mostrar anticuerpos circulantes o respuestas inmunes
celulares alteradas.
Animales adultos tras varios afios de infeccion.

Fase Il Signos clinicos iniciales: pérdida de la produccion de leche y

. peso, pelo hirsuto y diarrea intermitente.

Clinica . ] )
Se detectan por técnicas directas como el cultivo y la gPCR fecal
y técnicas indirectas como el ELISA.
Transicion rapida desde la fase anterior.
Letargo debilitacion y emaciacion

Fase 1V g y

Edema submandibular, hipoproteinemia, caquexia y diarrea

Clinica avanzada
profusa.

Sacrificio o muerte de los animales.

Esta clasificacion de la enfermedad en fases de infeccidn proporciona una estructura
conceptual clara y precisa para la definicion de casos y la interpretacion de los resultados
de las pruebas diagndsticas (S. S. Nielsen & Toft, 2008). De esta manera, se utiliza la
terminologia de "animal infectado" para aquellos animales en los que MAP ha colonizado
los tejidos (fase 1), "animal infeccioso” cuando MAP se encuentra presente en las heces
(fase 11), y "animal afectado por MAP" cuando los animales presentan sintomas clinicos
de la enfermedad y excretan MAP en las heces u otras secreciones fisioldgicas (fase I11-
IV) (Reddacliff et al., 2006).

El diagndstico de la paratuberculosis, al igual que el de otras micobacterias, es
complejo, especialmente en la deteccidén de animales en fase subclinica. El diagnéstico
clinico-lesional puede orientar al diagndstico definitivo. Los primeros sintomas se
observan generalmente durante los periodos de lactacion, de manera que en algunos
animales se observa una excesiva pérdida de la condicion corporal, adelgazamiento
progresivo, sin perder el apetito. En algunos animales hay hipertermia y la diarrea se
presenta de forma intermitente (Raizman et al., 2007). No obstante, estos signos pueden
ser compatibles con otras enfermedades, por ello, el diagnéstico clinico individual se tiene
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que completar siempre con un estudio epidemiologico dentro del rebafio. Asi, la
persistencia de bajas a lo largo del tiempo, junto con la observacién de varios casos con
cuadro de adelgazamiento progresivo, caquexia y diarreas intermitentes o continuas,
afectando generalmente animales de entre 2 y 4 afios, fundamentalmente hembras
inmediatamente después del parto son datos caracteristicos de la presencia de
paratuberculosis en un rebafo (Stevenson & Kapur, 2020).

Para el diagnostico laboratorial, existen muchas pruebas diagnoésticas disponibles,
enfocadas a detectar la presencia y viabilidad del agente causal, o la respuesta inmune
celular y humoral que origina (Gilardoni et al., 2012; S. S. Nielsen & Toft, 2008; R.
Whittington et al., 2019)EI diagnostico de la paratuberculosis en animales que presentan
signos clinicos se basa en los hallazgos tipicos, que deben ser confirmados detectando la
presencia de MAP en las heces mediante microscopia, cultivo o la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). La tincion &cida rapida con Ziehl-Neelsen es el método de
diagndstico mas simple, rapido y econémico, pero la especificidad y la sensibilidad son
bajas, ya que es dificil diferenciar entre MAP y otros bacilos &cido-alcohol resistentes.
La tincién de Ziehl-Neelsen se puede usar para el cribado inicial de MAP, pero debe
confirmarse mediante otras pruebas especificas, como PCR o inmunoensayos (WOAH,
2022).

Dentro de las técnicas directas, el cultivo microbioldgico es el método utilizado
para aislar MAP viable, y proporciona un diagnostico definitivo o asertivo, siendo
considerado tradicionalmente la técnica de referencia para el diagnostico de la
paratuberculosis (R. J. Whittington et al., 2000). El cultivo se puede realizar utilizando
diferentes tipos de muestras, como son las heces, la leche y el calostro y el tejido
intestinal, entre otros.

El aislamiento de MAP a partir de muestras fecales permite diagnosticar la
enfermedad en animales vivos, mientras que el aislamiento del microorganismo a partir
de muestras de tejidos permite confirmar la enfermedad tras la muerte o sacrificio de los
animales. Sin embargo, es importante destacar que el cultivo fecal solo permite el
diagndstico de animales en fase infecciosa, es decir, animales que estan excretando MAP.
Esto ha planteado un obstaculo para los estudios de validacion de técnicas de diagnostico
que han utilizado el cultivo fecal, ya que solo permite validar la capacidad de las técnicas
para detectar animales excretores (McKenna et al., 2005).

Se ha observado que la monitorizacion continuada del ganado mediante cultivo
fecal puede detectar entre el 40 y el 60 por ciento de los animales subclinicos hasta tres
afios antes de que manifiesten signos clinicos (R. H. Whitlock et al., 2000; R. J.
Whittington et al., 2000). En este sentido, la sensibilidad del cultivo fecal ha mostrado
valores que oscilan entre el 13 por ciento en animales asintomaticos, hasta el 74 por ciento
en animales que presentan signos clinicos de la enfermedad. En cuanto a su especificidad,
se considera del 100%, a excepcion de los casos en los que se aplica en animales
expuestos a altas concentraciones de MAP. En estas situaciones, teGricamente se pueden
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encontrar animales excretores no infectados debido al consumo de alimentos
contaminados con MAP, lo que reduce la especificidad del cultivo fecal al 98 por ciento
(R. H. Whitlock et al., 2000; R. J. Whittington et al., 2000).

Por otro lado, el aislamiento microbioldgico a partir de muestras de leche se utiliza
para determinar el riesgo de presencia de MAP viable en esta matriz. Se estima que su
sensibilidad es del 28 por ciento y su especificidad del 32 por ciento. También es posible
analizar la presencia de MAP en muestras de calostro, las cuales han demostrado ser mas
sensibles que la leche (Streeter et al., 1995). Los mejores resultados para el aislamiento
de MAP en muestras de tejido se han obtenido mediante raspados de la VIC y NLIC o
nodulos yeyunales (Ayele et al., 2004; Hasonova et al., 2009). La sensibilidad del cultivo
microbiologico a partir de muestras de tejido ha sido del 70 por ciento, con valores de
especificidad del 95 por ciento (Gilardoni et al., 2012).

Independientemente de la matriz utilizada, el aislamiento de MAP consta de varias
fases, entre las que deberiamos destacar, la preparacion de la muestra y la
descontaminacién del inoculo como pasos cruciales para mejorar la precision del cultivo
microbiologico de MAP (Dane et al., 2023) y eliminar asi otros géneros bacterianos y
fangicos de crecimiento rapido que prevalecen sobre MAP. Para ello, se han utilizado
varios métodos como son los tratamientos con acido oxalico, NaOH, hipoclorito sédico,
fenol, cloruro de benzalconio y cloruro hexadecil piridinio (HPC) (Dane et al., 2023;
WOAH, 2022).

Los medios de cultivo mas utilizados contienen yema de huevo, como el medio de
Herrold con micobactina (HEY M) o el Léwestein-Jensen con o sin micobactina. También
hay medios elaborados a base de suero, como el Dubos, e incluso medios sintéticos, como
el de Middlebrook y sus variantes (7H10, 7H11 o 7H9), o el de Watson-Reid (Dane et al.,
2023; WOAH, 2022).

El cultivo en el medio de agar HEYM es ampliamente utilizado y considerado el
método estandar para detectar MAP en muestras fecales. Los medios sintéticos, como el
Middlebrook, permiten un crecimiento mas rapido del microorganismo en comparacién
con el HEYM (Kuenstner et al., 2017; WOAH, 2022). Por esta razén, el Middlebrook es
el mas utilizado, especialmente en su variante en medio liquido Middlebrook 7H9
(Pozzato et al., 2011). Ademas, se ha confirmado que los medios de Middlebrook, cuando
se complementan con é&cido oleico-albumina-dextrosa-catalasa/albimina-dextrosa-
catalasa y micobactina, son los mas compatibles con una amplia gama de cepas de MAP
(Richard J. Whittington et al., 2011)

El cultivo en medio liquido es ampliamente utilizado en los laboratorios de
diagnostico veterinario debido a su eficacia. Se realiza mediante el uso de equipos
automatizados que ofrecen ventajas significativas en comparacion con los métodos de
cultivo convencionales (WOAH, 2022). Entre los sistemas de cultivo automatizados mas
destacados se encuentran los radiométricos BACTEC y los no radiométricos como el
MGIT 960 (fluorométrico), que se utiliza ampliamente debido a su capacidad para medir
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el agotamiento de oxigeno como indicador del crecimiento bacteriano (Laurin et al.,
2015), y el MB/BacT, que utiliza métodos colorimétricos (Stich et al., 2004).

La confirmacion del crecimiento obtenido en el cultivo se realiza mediante PCR,
basada en la amplificacion de secuencias especificas de MAP, como 1S900 o F57. Esta
técnica, altamente sensible y especifica, permite identificar pequefios segmentos de ADN
(Laurin et al., 2015) y cuantificar la presencia de MAP (Gilardoni et al., 2012; Irenge et
al., 2009). La PCR, ademas de su precision diagnostica, destaca por su rapidez al
proporcionar resultados en 24 a 72 horas y por su habilidad para identificar cepas de
MAP, facilitando el estudio de la epidemiologia y variabilidad genética de la enfermedad
(Gilardoni et al., 2012)

Existen diferentes variantes de la PCR, como alternativas a la PCR convencional,
el modelo més utilizado en el diagnédstico de rutina veterinario se encuentra la PCR en
tiempo real (JPCR), que presenta la ventaja de poder cuantificar el ADN y se propone
como técnica de referencia en sustitucién del cultivo microbioldgico (R. D. Berghaus et
al., 2006; Kawaji et al., 2020). La sensibilidad y especificidad de la gPCR dependera
principalmente de la naturaleza de la muestra utilizada, del proceso de extraccion de
ADN, del tipo de PCR empleado y de las dianas utilizadas.

En cuanto a la naturaleza de la muestra, las heces son cominmente empleadas para el
diagndstico antemortem basado en qPCR, ya que son faciles de recolectar de forma no
invasiva. Sin embargo, trabajar con muestras fecales puede ser complicado debido a que
presentan abundante microbiota fecal y restos no digeridos, entre otros componentes, que
pueden inhibir las reacciones de qPCR debido a interacciones con los componentes
involucrados en la amplificacién del ADN, lo que puede conducir a resultados falsos
negativos. Asi pues, en terminos generales, la gPCR fecal ha sido considerada una técnica
valores de sensibilidad similares o superiores empleando la qPCR fecal respecto al cultivo
(Prendergast et al., 2018)

En el caso de las muestras de tejido, la sensibilidad de la qPCR es mayor que a
partir de heces, al producirse menos efectos inhibidores de la reaccion (J. M. Garrido et
al., 2000). Otra matriz utilizada para el diagnostico por qPCR es la leche, tanto para el
diagnostico individual como a nivel de rebafio mediante muestras de leche de tanque para
la identificacion de animales altamente infecciosos o en explotaciones con prevalencia
elevada (Stabel et al., 2014).

El cuanto al proceso de extraccion de &cidos nucleicos supone una fase clave para
el exito de la gPCR, por un lado, se debe obtener una muestra lo més pura posible y por
otro debemos asegurar un proceso de extraccion eficaz, asi evitaremos resultados falsos
negativos. Para abordar estos problemas, se han disefiados método de purificacion de
ADN basados en perlas magnéticas, que permiten recuperar fisicamente las moléculas de
acido nucleico del lisado de muestra, eliminando asi posibles contaminantes. Ademas, los
métodos de extraccion para MAP suelen combinar un proceso de extraccion fisico y
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enzimatico para asegurar la rotura de la pared celular (Acharya et al., 2017; Fock-Chow-
Tho et al., 2017)

En el caso de los cebadores utilizados, se han identificado diferentes secuencias
para reconocer de forma especifica a MAP. El cebador mas cominmente utilizado es la
frecuencia de insercion 1S900, una secuencia de 1451 pb presente en 14-18 copias en el
genoma de MAP, lo que facilita su deteccidn frente a genes de una sola copia (Li et al.,
2005). Sin embargo, se han registrado resultados positivos con este cebador en otras
micobacterias distintas a MAP y en bacterias del género Lactococcus spp., lo que indica
la existencia de secuencias genéticas similares a IS900 en microorganismos relacionados
que pueden generar falsos positivos (Fawzy et al., 2015). Como alternativa, se han
identificado otras secuencias, como ISMAP02, ISMAV2, hspX o F57. Esta ultima,
consiste en una secuencia de 620 pb presente en una Unica copia en todo el genoma de
MAP, se considera altamente especifica para su deteccion (Mdbius et al., 2008).

Ademas de las técnicas directas, para el diagndstico se utilizan pruebas indirectas
basadas en la respuesta inmune generada por el animal infectado con el microorganismo;
en concreto las técnicas serologicas permiten detectar anticuerpos generados frente a
MAP en muestras de suero o leche. Estas pruebas incluyen la prueba de fijacion de
complemento (FC), inmunodifusion en gel de agar (IDGA) y ELISA. De entre ellas la
méas empleada es el ELISA, que destaca por su bajo coste, rapidez, simplicidad,
reproducibilidad y capacidad de analizar grandes cantidades de muestras
simultaneamente (Blanco Vazquez et al., 2020), siendo la técnica de diagndstico mas
utilizada en los programas de control de la enfermedad (R. Whittington et al., 2019).

EL Los antigenos mas utilizados en los tests ELISA para el diagnéstico de la
paratuberculosis bovina son el PPA-3 o el LAM, aunque se siguen probando otros
antigenos candidatos y biomarcadores relacionados con la fase inicial de la infeccion
(Blanco Vazquez et al., 2020). La sensibilidad del ELISA varia segun la fase clinica de
los animales. En general, se considera que la respuesta humoral detectable mediante
ELISA se desarrolla una vez que los animales empiezan a excretar MAP en las heces, lo
que explica la falta de sensibilidad en las fases iniciales de la enfermedad. La sensibilidad
del ELISA también se ha evaluado en muestras de leche individual y de tanque, siendo
menor que en muestras de suero sanguineo (Lavers et al., 2014). En cuanto a su
especificidad, se ve limitada ante reacciones cruzadas por la infeccion con otras
micobacterias, para lo cual se ha incorporado un paso de preadsorcién de los sueros con
antigenos de Mycobacterium phlei que reduce dichas interferencias (Bech-Nielsen et al.,
1992).

Para la deteccion de la inmunidad celular se ha utilizado la prueba de
intradermotuberculinizacion (SIT) y la prueba de liberacion de interferon gama (IFN-y),
pero la interpretacion es dificil en ambos casos (WOAH, 2022). La técnica SIT se basa
en una respuesta de hipersensibilidad retardada de tipo IV que desarrolla el animal tras la
inoculacion de 0,1 o 0,2 ml de derivado proteico purificado (PPD) de jonhnina (PPD de
MAP) o la PPD aviar (PPD de M. avium), preferentemente en las tablas del cuello. Esta
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reaccion se valora midiendo el pliegue dérmico en el momento de la inoculacion y a las
72 horas de haber efectuado la misma, la mayor respuesta a esta técnica se encuentra en
animales en sus fases iniciales o latentes de la enfermedad, disminuyendo la respuesta en
las fases clinicas. Por otro lado, la prueba del gamma-interferén mide los niveles del IFN-
v liberados por las células sanguineas tras su estimulacién con la PPD johnina o PPD
aviar, que serian més elevados si el animal esta sensibilizado frente a MAP (Stevenson &
Kapur, 2020).

Tabla 2. Métodos analiticos disponibles para el diagndstico de la paratuberculosis y su
proposito. Fuente: WOAH, 2022

Propésito
Demasirar Daterminar Daterminar el
Demostrar ausencla. de la estado
Método i i i
ausencia de '"h.o':'ﬂn en Comirfiuira lnx | Confirmar prevalencia inmunitaric en
) ) animales politicas de CASOS
infeccidn en ) . ] dela animales o
) individuales erradicacidn clinicos ) )
la poblacidn antes da los infeccién - | poblaciones tras
) vigilancia la vacunacidn
desplazamientos
Deteccldn del agente™
Histopatologia® + = + +++ - -
Tincién fecal por ZM - = - + - -
Cultive - + + +++ + -
PCR -+ +4+ + +- + -
Deteccidn de respuesta inmunitaria
AGID™ ++ + + ++ +++ +++
ELISA -+ +4+ +++ + -t +-+

Los programas de control de la paratuberculosis bovina existen desde principios
del siglo XX, aunque su aplicacion ha sido heterogénea. Los principales paises
productores de leche, como Alemania, Paises Bajos o ltalia, entre otros, cuentan con
programas de control establecidos (R. Whittington et al., 2019). Sin embargo, en Espafia,
solo existe un programa de control voluntario en la Comunidad Foral de Navarra
(Munarriz et al., 2018). El control de la paratuberculosis presenta desafios significativos,
factores como la resistencia de MAP en el medio ambiente, el largo periodo de incubacién
de la enfermedad, la falta de precision en el diagndstico de casos subclinicos, la brecha
en el conocimiento epidemiologico y patogénico, y la falta de un codigo zoosanitario
internacional dificultan su control en la actualidad (McAloon et al., 2019b; R.
Whittington et al., 2019).
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En los programas de control de la paratuberculosis bovina, se emplean medidas
habituales con el proposito de reducir la prevalencia de MAP en los rebafios y, en algunos
casos, lograr la erradicacion completa de la enfermedad (R. Whittington et al., 2019).
Entre las medidas mas comunes se encuentran el sacrificio de los animales que diseminan
la bacteria y la implementacion de medidas higiénico-sanitarias (M. T. Collins et al.,
2010; S. S. Nielsen & Toft, 2011). La combinacion de ambas medidas se ha demostrado
como la estrategia més efectiva para el control de la paratuberculosis bovina (Kirkeby et
al., 2017)

La estrategia de identificacion y eliminacién de animales clinicamente enfermos
o subclinicamente infectados, conocida como "test-and-cull”, implica realizar pruebas de
diagndstico para detectar la presencia de la enfermedad y sacrificar a los animales
infectados. Esta estrategia es efectiva para reducir la propagacion de MAP y disminuir la
prevalencia de la paratuberculosis, sin embargo, es una estrategia costosa cuando la
prevalencia es elevada y por si sola no garantiza la erradicacion a largo plazo, por lo que
se requieren acciones adicionales (Bates et al., 2019; Jubb & Galvin, 2000).

También pueden plantearse medidas de manejo y bioseguridad para evitar la
contaminacion fecal del alimento, agua y ambiente (Beaver et al., 2017; Doré et al., 2012;
McAloon et al., 2019b). Entre ellas, las mejoras en las practicas de manejo e higiene en
el &rea de parto y en la zona de recria, son puntos criticos. Esto incluye mantener un area
de parto aislada de los animales en produccion y asistencia durante el parto para evitar
que los animales mamen directamente, segregacién de animales positivos, ordefio
higiénico, pasteurizacion del calostro, y limpieza y desinfeccion de instalaciones, entre
otras medidas (Wolf et al., 2016).

Ademas, en los programas de control de la paratuberculosis bovina, se pueden
considerar otras medidas complementarias que contribuyen a fortalecer los esfuerzos de
control. Una de ellas es el sacrificio de la progenie de vacas infectadas, ya que existe
riesgo de transmision uterina o infeccion durante el parto (Eisenberg et al., 2015). Otra
medida importante, especialmente en la ganaderia extensiva, es el control de los pastos
para reducir la exposicion al patdgeno. Esto implica evitar el contacto con fauna silvestre,
regular el abonado con purines de vacuno y prevenir la confluencia de diferentes especies
(Bates et al., 2019; Doré et al., 2012). Por otra parte, la adquisicion de ganado procedente
de explotaciones certificadas como libres de paratuberculosis disminuiria
significativamente el riesgo de introducir el patdégeno en el rebafio (Kirkeby et al., 2017;
Rangel et al., 2015).

Por otro parte, una de las principales herramientas para el control de la enfermedad
es la vacunacion, en la actualidad, existen vacunas disponibles para combatir esta
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enfermedad en el ganado (Juste et al., 2021a). Aunque se ha demostrado que es una
estrategia efectiva en estudios controlados, es importante tener en cuenta que no garantiza
la erradicacion de la enfermedad y su eficacia puede verse afectada por factores como la
variabilidad de las cepas de MAP vy las condiciones locales (Bastida & Juste, 2011;
Reddacliff et al., 2006). Hay evidencia suficiente que respalda los beneficios
epidemioldgicos y econdmicos de la vacunacion con vacunas inactivadas en todas las
especies de rumiantes (Cho et al., 2012; Juste et al., 2021a). Sin embargo, su uso en el
ganado bovino sigue siendo restringido e incluso esta prohibido en la mayoria de paises
debido al riesgo de interferencia con las pruebas de diagndstico de la tuberculosis que se
basan en pruebas intradérmicas (Serrano et al., 2017; R. Whittington et al., 2019).

A pesar de las recomendaciones de organismos internacionales como, la
Organizacion Mundial del Comercio (OMC) y la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), en relacion con el control y vigilancia de la paratuberculosis en el
comercio de animales vivos y alimentos, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(WOAH) no proporciona informacion especifica sobre la paratuberculosis. En este
trabajo se han evaluado técnicas de diagnostico réapidas y eficaces que permitan la
deteccion de animales infectados en una zona endémica de tuberculosis, asi como
propuestas de control de la enfermedad en la ganaderia de vacuno de leche en Andalucia,
con un enfoque préactico que garantice la aplicabilidad de los resultados obtenidos.
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Esta tesis doctoral se enmarca en el proyecto autonomico “InnoTuber: nuevas
medidas y técnicas de control de la tuberculosis bovina en Andalucia”, donde se han
evaluado pruebas de diagnostico rapidas para el diagndstico de la tuberculosis y
paratuberculosis en ganado bovino, asi como medidas de control en Andalucia. Los
objetivos especificos propuestos son los siguientes:

1. Evaluar técnicas de diagndstico rapidas para detectar la presencia de
paratuberculosis en el ganado bovino.

2. Proponer medidas de control de la paratuberculosis bovina en
explotaciones de vacuno lechero en una zona endémica de tuberculosis.
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Estudio 1.

RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DE LA QPCR MULTIPLEX 1S900/F57 SOBRE
MUESTRAS FECALES Y TEJIDO INTESTINAL PARA LA DETECCION DE
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis EN GANADO BOVINO.

Francisco Jurado-Martos, Fernando Cardoso-Toset, Carmen Tarradas, Angela Galan-Relafio,
José Maria Sanchez-Carvajal, Inés Ruedas-Torres, Eduardo Vera, Fernanda Larenas-Mufioz,
Lidia Gdmez-Gascon, Irene Magdalena Rodriguez-Gémez, Librado Carrasco, Jaime Gomez-
Laguna, Belén Huerta-Lorenzo, Inmaculada Luque.

Publicado en Research in Veterinary Science (2023) doi: 10.1016/j.rvsc.2023.06.007
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Palabras clave: gPCR, 1S900, F57, paratuberculosis, diagndstico.

Resumen

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) es responsable de la
paratuberculosis bovina (PTBb), enfermedad que causa elevadas pérdidas productivas en
el ganado vacuno. En este trabajo se realiz6 un estudio transversal en 228 bovinos para
evaluar la validez y utilidad diagnodstica de una PCR multiplex en tiempo real (QPCR) en
muestras fecales e intestinales [valvula ileocecal (VIC) y nodulos linfaticos ileocecales

(NLIC)], utilizando el cultivo de tejido intestinal como prueba de referencia.

Basandose en la sensibilidad, especificidad y razones de verosimilitud (RV)
obtenidos, el valor diagnostico de la qPCR fecal para confirmar la infeccion por MAP fue
moderado (sensibilidad 50,3%, especificidad 93,5%, RV positivo 7,8), y bajo para
descartarla (RV negativo 0,5). En las zonas con una prevalencia superior al 23%, la
credibilidad de los resultados positivos fue superior al 70%. En los resultados negativos,
la credibilidad fue superior al 90% en rebafos con una tasa de infeccion inferior al 19%,
por lo que la qPCR fecal seria muy 1til en estas zonas para certificar la ausencia de
infeccion. Para el diagnostico post-mortem, la qPCR en muestras de VIC mostré una

buena precision diagnostica para confirmar la enfermedad (sensibilidad 71,7%,
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especificidad 93,3%, RV positivo 10,8), con una credibilidad superior al 70% en animales
procedentes de zonas o rebafios con una prevalencia de infeccion mayor o igual al 18%.
La mejor estrategia para descartar la enfermedad fue la combinacion en paralelo de ambos
tejidos (VICH+NLIC) (sensibilidad 81,3%, especificidad 89,5%, RV negativo 0,2), con una
credibilidad de los resultados negativos superior al 95% en animales procedentes de zonas
con una prevalencia de infeccion del 0-20%. En este trabajo se muestra como las técnicas
de qPCR fecal y tisular pueden ser utilizadas para monitorizar el diagnostico de la PTBbD,
interpretando los resultados obtenidos en base a la situacion epidemiologica del rebafio o

el area de estudio.

Introduccion

La paratuberculosis bovina (PTBb), también conocida como enfermedad de
Johne, es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis (MAP), que afecta tanto a rumiantes domésticos como salvajes
provocando una enteritis granulomatosa cronica progresiva. Los terneros se infectan por
via fecal-oral a una edad temprana, pero solo el 10-15% de ellos muestran signos clinicos
(Barkema et al., 2018; McAloon et al., 2019a). La enfermedad esta muy extendida en
todo el mundo (S. S. Nielsen & Toft, 2009), con tasas de prevalencia de rebafios
superiores al 40 por ciento en muchos paises desarrollados (R. Whittington et al., 2019).
Las pérdidas econdmicas asociadas a la enfermedad (Kirkeby et al., 2017), y su posible
relacion con la enfermedad de Crohn en humanos (Eslami et al., 2019; Kuenstner et al.,
2017), han centrado la atencion en esta enfermedad y su control en animales.

La vacunacion se considera la medida mas eficaz para controlar la PTBb, ya que
reduce los casos clinicos y la excrecion bacteriana. Sin embargo, no previene la infeccion
y puede interferir con la técnica de intradermotuberculinizacion bovina, por lo que esta
prohibida en muchos paises (Juste et al., 2021a). Por lo tanto, la estrategia estandar de
control de la PTBb implica la aplicacion de programas basados en diagnostico y sacrificio
(R. Whittington et al., 2019), con dos enfoques diagndsticos principales: el diagnostico
indirecto, que estudia la respuesta inmunitaria humoral, y el diagnostico directo, que
utiliza técnicas como el cultivo microbiolégico o la reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real [denominada PCR cuantitativa (QPCR)] en muestras fecales. Sin embargo,
estos enfoques de diagndstico tienen limitaciones, especialmente en las primeras etapas
de la enfermedad (Barkema et al., 2018), lo que pone de relieve la necesidad de utilizar
métodos alternativos. El analisis de muestras de tejido intestinal en el sacrificio mediante
gPCR puede proporcionar una mayor sensibilidad diagnéstica (SE) y especificidad (ES),
permitiendo la confirmacién de la PTBb en animales sacrificados sin signos clinicos o
lesiones compatibles con la enfermedad. En este sentido, el diagnostico post-mortem de
animales subclinicos con sistemas de vigilancia epidemioldgica en el matadero puede ser
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una estrategia eficaz para facilitar el control de la PTBb, ayudando a identificar rebafios
positivos o a validar la eficacia de medidas de control previamente implementadas.

El cultivo bacteriano se considera el método de referencia para el diagndstico de
la PTBb, aunque presenta diferentes limitaciones relacionadas con el procesamiento de
las muestras y el tiempo de respuesta (Dane et al., 2023). En este sentido, la g°PCR ha
demostrado ser una herramienta eficaz para la deteccion rapida y precisa de MAP en
muestras fecales o de tejido intestinal (Beinhauerova et al., 2021; Gilardoni et al., 2012)
La secuencia de insercion 900 (1S900) es la diana de qPCR mas utilizada para la deteccion
de MAP, ya que esta presente en 14-20 copias del genoma de MAP y confiere una elevada
SE al ensayo de qPCR (M0bius et al., 2008). Sin embargo, la ES de la gPCR se ve influida
por la presencia de secuencias similares en otras micobacterias. Para abordar este
problema, se han desarrollado ensayos de qPCR multiplex dirigidos tanto a 1IS900 como
al fragmento F57, que es una diana muy especifica para la deteccién de MAP, si bien,
solo esta presente en una copia en el genoma de MAP (Keller et al., 2014; Slana et al.,
2008).

En el enfoque clésico, la idoneidad de las pruebas de diagnostico para confirmar
o descartar una enfermedad se ha basado en su capacidad para diferenciar entre animales
sanos y enfermos, estimada por su SE y ES (Gardner et al., 2021). Sin embargo, dado que
ninguna prueba tiene SE y ES perfectas, se recomienda la evaluacion de su eficacia
mediante las razones de verosimilitud (RV), que permiten comparar la probabilidad de
éxito y fracaso de la técnica en un Unico parametro (Bandos et al., 2010). Sin embargo, la
eleccion de la técnica depende en Gltima instancia del coste y la credibilidad de los
resultados obtenidos (R. Whittington et al., 2019), que viene determinada por los valores
predictivos (VP), que a su vez estan influidos por la prevalencia de la infeccién en la
poblacién de estudio (Gardner et al., 2021). Por lo tanto, la interpretacion precisa de los
resultados requiere una consideracion adecuada de los VP (WOAH, 2019). Ademas, el
valor predictivo positivo (VPP) es especialmente Gtil en la gestion de los programas de
control, ya que su inversa puede ayudar a estimar el coste asociado al sacrificio de
animales verdaderos y falsos positivos por cada animal verdaderamente infectado
detectado. Por ello, es crucial monitorizar este parametro de forma continua a lo largo de
un programa de control para evaluar la eficacia de las técnicas aplicadas y como criterio
de modificacion (WOAH, 2019).

El objetivo de este estudio fue estimar la validez, en relacion con el cultivo
microbiologico de tejido intestinal, y la utilidad, en funcion de la prevalencia de PTBDb,
de una gPCR multiplex [1S900/F57/control enddgeno (CE)] para el diagnéstico ante-
mortem de la PTBb a partir de muestras fecales, incluido el coste asociado a su aplicacion
en un programa de vigilancia, y para el diagndstico post-mortem a partir de la valvula
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ileocecal (VIC) y los nddulos linfaticos ileocecales (NLIC), incluido un protocolo para la
combinacidn paralela de los resultados de ambos tejidos.

Material y métodos

Para realizar este trabajo se disefio un estudio transversal utilizando como técnica
de referencia la deteccion de MAP mediante cultivo microbioldgico en muestras de tejido
intestinal. El estudio se realizé de acuerdo con las directrices de las normas para la
notificacion de la exactitud diagndstica (STARD 2015, del inglés, Standards for
Reporting Diagnostic Accuracy), las cuales permiten mejorar la calidad de los informes
de los estudios de precision diagnostica (Bossuyt, 2015).

Poblacién objeto de estudio y recogida de muestras

La poblacion diana del estudio fue el ganado sacrificado de rebafios ubicados en
el suroeste de Espafia en el periodo 2018-2019. El tamarfio de la muestra se calcul6 con el
programa informatico Winepi 2.0 (Universidad de Zaragoza, Espafia) para una
prevalencia esperada del 15% (R. Whittington et al., 2019), un nivel de confianza del 95%
y un error aceptado del 5%. En total se seleccionaron al azar 228 bovinos (10
animales/dia). Tras el sacrificio, se solicitaron datos relacionados con el origen de los
animales, la edad y la aptitud productiva.

Durante los examenes veterinarios post-mortem rutinarios, de acuerdo con la
normativa nacional y europea, se recogieron muestras de VIC, NLIC y heces de animales
sacrificados. Las muestras de tejido (VIC y NLIC) se cultivaron inmediatamente después
de la recogida, mientras que las muestras fecales se mantuvieron congeladas hasta la
extraccion de ADN.

Cultivo microbiologico de tejidos VIC e NLIC

El cultivo bacteriano para MAP se realiz6 en el Laboratorio de Produccion y
Sanidad Animal de Cérdoba (LPSACo, Junta de Andalucia). Las muestras de cada tejido
fueron procesadas de forma independiente. Brevemente, se introdujeron 4-7 g de cada
muestra de tejido en un tubo de 15 ml (Falcon™, Fisher Scientific, Madrid, Espafa) con
el mismo volumen (p/v: 1/1) de NaCl estéril al 0,85% y se homogeneizaron hasta obtener
una mezcla uniforme utilizando un homogeneizador de tejidos (Fisherbrand™, Fisher
Scientific, Madrid, Espafia) con sondas desechables para evitar la contaminacion entre
muestras (Fisherbrand™ Plastic Disposable Generator Probe, Fisher Scientific, Madrid,
Espafia). EI homogeneizado se descontamind con un volumen igual (p/v: 1/1) de solucion
de cloruro de hexadecilpiridinio al 0,75% (Corner’ & Trajstman, 1988) en agitacion
durante 30 minutos (min) y posterior centrifugacion durante 30 min a 1.500 g. El
precipitado se cultivé en medios liquidos (MGIT™ 960) utilizando un sistema automatec
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BD Bactec™ MGIT™, y en medios sélidos [Agar Yema de Huevo de Herrold con
micobactina J y anfotericina B, &cido nalidixico y vancomicina (ANV) y sin micobactina
J'y con ANV] (Becton Dickinson, Madrid, Espafia). Tras la incubacion, el crecimiento
bacteriano compatible con MAP se confirmé mediante qPCR (Timms et al., 2015).

Pruebas qPCR MAP en tejidos y muestras fecales
Extraccion de ADN

El ADN se extrajo a partir de un homogeneizado tisular y de las muestras fecales
utilizando el kit DNA Extract-VK (Vacunek S.L., Bizkaia, Espafia), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para las muestras de tejido, se mezclaron 300 mg de
homogeneizado con 250 pl de agua destilada estéril, 250 pl de tampdn de lisis de muestras
VK-SB y 300 mg de microesferas de vidrio de 0,5 mm. La mezcla se disgreg6 en un
disruptor de tejidos (Scientific Industries SI™ Disruptor Genie™, Fisher Scientific,
Madrid, Espafia) (30 Hz durante 10 min) y luego se centrifugd a 7.000 g durante 5 min.
Posteriormente, se tom6 una muestra de 200 pl del sobrenadante resultante y se afiadio a
un tubo de lisis de PCR conteniendo 25 pl de proteinasa K. A continuacion, se realizo
una incubacion a 56 °C durante 15 min. Después, se agregaron 200 pl de buffer de lisis
VL-LB3 y se volvié a incubar a 70 °C durante 10 min. Para precipitar el ADN, se
afiadieron 210 pl de etanol a la mezcla, que luego se carg6 en una columna de purificacion
de acidos nucleicos con membrana de silice. La columna se centrifugé a 11,000 g durante
1 miny se desecho el colector, colocando uno nuevo. Se procedio a centrifugar la columna
a 11,000 g durante 1 min dos veces consecutivas, utilizando 500 pl de solucién de lavado
buffers VK-WB1 y VK-WB2, respectivamente. Finalmente, se coloco la columna en un
tubo de microcentrifuga y se afiadieron 90 pl de buffer de elucion precalentado a 70 °C
en el centro de la membrana de silice. La muestra se incubd durante 3 min a temperatura
ambiente y posteriormente se centrifugd a 11,000 g durante 3 min para obtener el ADN
purificado.

En cuanto a las muestras fecales, se realiz6 la homogeneizacion de 1 g de muestra
utilizando un depresor lingual y 5 ml de agua destilada estéril en un tubo Falcon de 15
ml. La mezcla se homogeneiz6 mediante vortex (Scientific Industries Vortex Genie 2
Mixer, Fisher Scientific, Madrid, Espafia) durante 3 min, se dejo reposar la dilucién
durante 15 min a temperatura ambiente y luego se pipetearon 500 ul del sobrenadante,
los cuales se transfirieron a un tubo de microcentrifuga. Este tubo se centrifugd a 11,0009
durante 5 min. Despues de desechar el sobrenadante, el sedimento obtenido se suspendio
en 250 ul de agua destilada estéril con tampon de lisis de muestras VK-SB y microesferas
de vidrio de 0,5 mm, y se sigui6 el mismo procedimiento descrito para las muestras de
tejido.

gPCR
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El rendimiento diagnéstico de la qPCR tisular y fecal se realiz6 con EXOone
Paratuberculosis (multiplex) oneMIX (EXOPOL Diagnostic, Zaragoza, Esparia). Este kit
contiene una sonda marcada con FAM para la deteccion del F57, una sonda marcada con
Cyb5 para la deteccion del 1S900, y una sonda marcada con HEX para la deteccion del
control enddgeno (CE) para evitar resultados falsos negativos debidos a la presencia de
inhibidores de la reaccion. Las amplificaciones se realizaron en Applied Biosystems™
7500 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia) bajo las siguientes
condiciones de amplificacién: 95 °C durante 5 min seguido de 42 ciclos de 95 °C durante
15 segundos y 60 °C durante 30 segundos. Segun los criterios del fabricante, una muestra
se consider6 MAP-positiva si el ciclo de cuantificacion (Cq) 1S900 era <33 y F57 Cq <33;
MAP no confirmada si 1S900 era Cq <33y F57 Cq >33; y MAP-negativa si 1S900 era Cq
>33 y F57 Cq >33. Nunca se obtuvo la condicion 1S900 Cq >33 y F57 Cq <33. Las
muestras que no mostraron amplificacién del CE se volvieron a analizar haciendo una
dilucion 1/5 del producto de extraccion.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para determinar la validez y utilidad de la gPCR
para confirmar y descartar MAP, utilizando diferentes muestras diana (VIC, NLIC y
heces). Para determinar el estado de infeccion de los animales (SE 70% y ES 99%) se
empled el cultivo microbioldgico de tejidos intestinales como técnica de referencia
(Gilardoni et al., 2012; Timms et al., 2015). Teniendo en cuenta que las dos muestras de
tejido se analizaron de forma independiente, se consideré que un animal era positivo a
MAP cuando se aisl6 MAP en al menos una de las muestras de tejido. La prevalencia real
de PTBb y el intervalo de confianza del 95% (ICges%) Se determinaron mediante el
software WinEpi 2.0.

La SE y la ES ajustadas, con un ICose%, Se estimaron mediante el programa
informético EPIDAT 3.1 (SERGAS, Espafia), siguiendo la férmula:

(a+b)B—b _(ctda-c

SE:(a+c)—(1—,B)N ES_Na—(a+c)

Siendo: a = verdadero positivo; b = falso positivo; ¢ = falso negativo; d =
verdadero negativo; a = SE de la prueba de referencia; p = ES de la prueba de referencia.

La validez para confirmar la presencia de infeccion por MAP se estimo a partir de
la razén de verosimilitud positiva (RVP) [RVP = SeD /(1 — EsD)], mientras que su
capacidad para descartarla se estim6 con la razén de verosimilitud negativa (RVN)
[RVN = (1 — SeD)/EsD]segun lo establecido por Sackett et al. (2001) (Tabla 1).

55



Tabla 1. Criterios para la interpretacion de la razon de verosimilitud positiva (RVP) y la razon
de verosimilitud negativa (RVN).
RVP RVN  Interpretacion RV

La técnica permitird normalmente discriminar entre animales sanos y
>10 <0.1  enfermos, permitiendo asi confirmar y descartar la enfermedad en casi
todos los casos.

La capacidad de la técnica para confirmar o descartar la enfermedad seria

510 0102 i derada y su utilidad dependera de la prevalencia.
La técnica tiene un valor diagnéstico bajo y su utilidad estard muy
2-5 0.2-0.5 - .
condicionada por la prevalencia.
10-2.0 505 La técnica tiene dificultades para discriminar entre animales sanos y

enfermos, por lo que tendria escaso valor diagnostico.

A partir de los RV, se estimaron el VPP y el VPN (probabilidad posterior a la
prueba) para un intervalo de prevalencia de la infeccion del 0% al 100% (probabilidad
previa a la prueba) como sigue (Sackett et al., 2001):

VPP = 0dds post "enfermo"/(1 + Odds post "enfermo")

VPN = 0dds post " no enfermo"/(1 + Odds post "no enfermo")
Odds post = RV = Odds pre

Odds pre = Pre test probabilidad /(1 — Pre test probabilidad)

En el caso de la gPCR en muestras fecales, también se determiné la inversa del
VPP frente a la prevalencia para evaluar el coste del sacrificio de verdaderos y falsos
positivos por animal verdaderamente enfermo detectado (WOAH, 2019). Los resultados
se representaron graficamente mediante el software GraphPad Prism 9 (California,
EEUU), generando una herramienta que permite determinar la utilidad diagndstica de la
prueba en funcion de la prevalencia de PTBb en la zona (probabilidad pre-test).

Tras establecer la validez y utilidad de la gPCR para cada tejido independiente, se
evaluo un protocolo paralelo considerando el resultado de ambos tejidos (VIC+NLIC).

Por ultimo, la concordancia entre las pruebas diagndsticas y la prueba de
referencia se evalué mediante el estadistico Kappa de Cohen (x) y se interpret6 de la
siguiente manera: x« = 0,00 - 0,20, deficiente; « = 0,21 - 0,40, débil; « = 0,41 - 0,60,
moderada; k = 0,61 - 0,80, buena; y « = 0,81 - 1,00, excelente (McHugh, 2012) Software
WinEpi 2.0.
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Resultados

Se analizaron heces y tejidos de un total de 228 animales, todos mayores de 6
meses de edad, procedentes de 94 explotaciones del suroeste de Espafia; 127 (55,7%) de
vacuno de carne y 101 (44,3%) de vacuno de leche (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucion del nimero de animales positivos a la paratuberculosis bovina segun la
edad y la técnica de diagndstico.

Edad (meses)

Animales
<I2 >12;<30 >30 pOsitivos
Técnica de diagndstico (n=10) (n=12) (n=206)

Cultivo tisular (Test de referencia) 0 3 50 53
gPCR VIC* 2 5 56 63
gPCR NLIC 2 4 54 60
gPCR protocolo paralelo tejidos 2 5 69 76
gPCR fecal 0 4 43 47

*VIC, valvula ileocecal; ICLN, nodulo linfatico ileocecal

Cultivo microbioldgico de tejidos VIC e NLIC

La presencia de MAP se confirmé en 41 (18%) de las 228 muestras de VIC y en
32 (14%) de las 228 muestras de NLIC mediante cultivo microbioldgico. Para el estudio,
se considerd que un animal era positivo a MAP cuando se detectaba la presencia de la
micobacteria en al menos una muestra de tejido, VIC y/o NLIC. Asi, 53 de 228 animales
se consideraron MAP positivos y 175 MAP negativos. En 20 de los 53 animales positivos
(37,7%), se confirmd la presencia de MAP en ambas muestras de tejido, mientras que en
21 (39,6%) y en 12 (22,6%) sblo se detectd6 MAP en la VIC o el NLIC, respectivamente.
La prevalencia real de la infeccion fue del 32,2% (ICgs0%: 26,2-38,3%).

Tres de los 53 animales positivos (5,7%) tenian entre 12 y 30 meses y 50 (94,3%)
mas de 30 meses. En ningln animal menor de 12 meses se detectd la presencia de MAP
por cultivo microbioldgico (Tabla 2).

Rendimiento diagndstico de la gPCR multiplex dirigida a 1IS900/F57 en muestras fecales

La gPCR multiplex en muestras fecales identifico MAP en 47 muestras de los 228
animales (20,6%), todos ellos mayores de 12 meses de edad (Tabla 2). La presencia de
MAP no pudo ser confirmada en 10 animales 1S900-positivos debido a la ausencia de
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amplificacion de F57 (Cq >33). Estos animales se consideraron MAP-negativos para los
calculos de validacion de la técnica.

Tabla 3. Estimacién de las medidas de precision diagnostica de la qPCR tisular y fecal

. CUI.“V,O . Medidas de precision diagndstica (ICgse)
gPCR microbiolégico  Tqq
+° - %SeD %EsD RVP RVN K
+ 37 26 63
71.7 93.3 1038 03 0.516
VIC - 16 149 165  (58.2-  (86.5-  (0.0- '

841 1000) 69.3) (209 Moderada
Total 53 175 228

+ 31 29 60

509 897 58 . 0.401
NLIC - 22 146 168 (463  (829- (31 '
740)  96.6) 58'7) (0-308) Moderada
Total 53 175 228 :
protocole ~ = % a3 g5 77
rotocolo .
' ' 0.2 0.520
paralelo - 11 141 152 (69.5- (82.1- (4.1- M
T 1-0, derad
tejidos ® 9027) 974) 268 (104) Moderada

Total 53 175 228

+ 26 21 47
50.3 93.5 7.8 0.386

Fecal - 27 154 181  (36.4- (875 (2.5 05

646) 909) 481 407 Devil
Total 53 175 228

+: positivo; -: negativo; gPCR: PCR en tiempo real; SeD: sensibilidad diagndstica; EsD: especificidad
diagnostica; RVP: razdn de verosimilitud positiva; RVN: razon de verosimilitud negativa; k: concordancia;
ICgsv: intervalo de confianza del 95%; ICV: valvula ileocecal; ICLN: nddulo linfatico ileocecal. 2Un animal
se considera positivo si presenta crecimiento microbiolégico de MAP confirmado por gPCR en al menos
uno de los dos tejidos analizados. ®Un animal se considera positivo si se detecta ADN de MAP en al menos
uno de los dos tejidos analizados.

En comparacion con la prueba de referencia, la qPCR fecal clasifico
correctamente 26 de 53 animales positivos a MAP (SE ajustada 50,3% I1Cos%: 36,4-
64,6%) y 154 de 175 animales negativos a MAP (ES ajustada 93,5% 1Cgs%: 87,5-99,9%).
Segun estos datos, el valor diagnostico de la prueba en muestras fecales seria moderado
para confirmar la enfermedad (RVP 7,8) y bajo para descartar la infeccién por MAP
(RVN 0,5) (Tabla 3). La credibilidad de los resultados positivos de la g°PCR en muestras
fecales sera inferior al 30% en areas con una prevalencia individual de PTBb de 0 a 5%;
del 46-58% en areas con una prevalencia individual del 10 al 15% y mayor al 60% en
areas con una prevalencia mayor al 15% (Figura 1). Por otro lado, los resultados negativos
tendran una credibilidad mayor o igual al 92% en areas con una prevalencia individual
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entre el 0% y el 15% (Figura 2). Finalmente, se observo una concordancia débil entre la
prueba de referencia y el ensayo de qPCR fecal (x = 0,386) (Tabla 3).

En cuanto al coste asociado al sacrificio de animales positivos, estimado a partir
de la inversa del VPP, observamos que en zonas de baja prevalencia (<5%) se
sacrificarian entre 3 y 13 animales positivos por cada animal realmente infectado
detectado. Por el contrario, en zonas con una prevalencia superior al 20% la credibilidad
de este resultado seria superior al 70 % y se sacrificarian como maximo 1,5 animales por
cada animal verdaderamente infectado.

Rendimiento diagnostico de la gqPCR multiplex dirigida a 1S900/F57 con diferentes
muestras de tejido

Se detecto ADN de MAP mediante qPCR en 63 (27,6%) de 228 muestras de VIC
y 60 (26,31%) de 228 muestras de NLIC, incluidos 2 animales menores de 12 meses
(Tabla 2). Por otro lado, en 8 muestras de tejido (5 VIC y 3 NLIC) de 7 animales, no se
pudo confirmar la presencia de MAP (1S900 Cq <33 y F57 Cq >33).

Se calcularon los valores SE y ES ajustados de la g°PCR multiplex (Tabla 3). La
prueba mostré la mayor precision diagndstica cuando se analizaron muestras de VIC (SE
ajustada 71,7% y ES 93,3%). Basandonos en los valores obtenidos para el RVP (>10), la
deteccion de ADN de MAP en VIC tendria un alto valor diagndstico para confirmar la
enfermedad. La credibilidad de un resultado positivo (VPP) en la muestra de VIC sera
<36% en &reas con una prevalencia individual entre el 0 y el 5% y >65% si la prevalencia
es >15% (Figura 1). En el caso de resultados negativos, las RVNs obtenidas para ambas
muestras (VIC 0,3; NLIC 0,5) implican una baja capacidad para descartar la enfermedad,
por lo que la utilidad del diagnostico por gPCR dependera en gran medida de la
prevalencia de la zona (Figura 2).
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Figura 1. Representacion grafica del valor predictivo positivo estimado en funcion de la validez
de las pruebas y de la prevalencia de la paratuberculosis bovina.

Una vez validada la qPCR para cada una de las muestras tisulares, se evalud el
rendimiento diagndstico de un protocolo en paralelo que combinaba ambos resultados
con el objetivo de aumentar la SE. Segun este protocolo de gPCR, 76 (33,3%) de 228
animales se consideraron positivos para MAP, mientras que 152 se clasificaron como
negativos (66,7%). Un total de 42 animales se consideraron verdaderos positivos cuando
se utilizé el protocolo en paralelo de gPCR, obteniéndose una SE ajustada del 81,3%
(Closy: 69,5-92,7%). Por otra parte, un total de 34 animales se clasificaron como falsos
positivos, obteniendo una ES ajustada del 89,5% (IC 95%: 82,1-97,4%) para el protocolo
en paralelo. La RVN disminuy6 de 0,3 a 0,2 (Tabla 3), y un resultado negativo en el
protocolo paralelo permitiria descartar PTBb con una certeza >96% en prevalencias
<15% (Figura 2). La RVP obtenida para este protocolo fue moderada (7,7) (Tabla 3), y
no se observo ninguna ventaja en la utilidad de los resultados positivos con respecto al
analisis individual de la VIC (Figura 1).

La concordancia entre el cultivo microbiolédgico (prueba de referencia) y la gPCR
multiplex fue moderada tanto en la prueba de tejido individual como en el protocolo
paralelo (x = 0,40-0,52) (Tabla 3).
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Figura 2. Representacion grafica del valor predictivo negativo estimado en funcion de la
validez de las pruebas y de la prevalencia de la paratuberculosis bovina.

Discusion

El diagndstico de animales subclinicos en el control de la PTBb representa un reto
debido a la limitada SE de las técnicas de diagndstico ante-mortem. El diagnéstico post-
mortem, basado en el andlisis del tejido intestinal, muestra una SE mas alta y podria ser
una buena estrategia para la clasificacion de los rebafios y mejorar el control de la PTBb
(McAloon et al., 2019b). La qPCR se ha posicionado como una técnica de diagnostico
mas ventajosa que el cultivo microbioldgico. Presenta una elevada precision diagndstica
y puede utilizarse tanto para muestras fecales como tisulares, entre otras muestras
(Barkema et al., 2018; Prendergast et al., 2018) Sin embargo, la excrecién tardia e
intermitente de MAP vy su distribucion aleatoria y dispersa a lo largo del intestino son
factores que afectan la precision diagnéstica de esta técnica y, en consecuencia, la eficacia
de su aplicacion como estrategia de control de la enfermedad (Ayele et al., 2004; Barkema
etal., 2018).

Las heces son la matriz mas utilizada, ya que permiten un muestreo no invasivo
(Gilardoni et al., 2012; R. Whittington et al., 2019). La deteccion de MAP en muestras
fecales mediante cultivo microbioldgico es el método habitual para confirmar el
diagnostico de PTBb. Sin embargo, esta técnica solo detecta animales en fases avanzadas
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de la enfermedad (McAloon et al., 2019b), por lo que su SE puede oscilar entre el 23% y
el 74% (S. S. Nielsen & Toft, 2008). Ensayos previos para validar esta prueba compararon
la gPCR con el cultivo fecal, reflejando una SE en muestras individuales del 73,5% al
96% (Prendergast et al., 2018). Estos resultados difieren notablemente de los obtenidos
en este estudio, utilizando el cultivo de tejido intestinal como prueba de referencia (SE
50,3%) (McKenna et al., 2005). En base a la ES (93,5%) y a las RVs estimadas (RVP 7,8
y RVN 0,5), la capacidad de la qPCR para confirmar y descartar la infeccion por MAP
en muestras fecales seria moderada y baja, respectivamente. La credibilidad de sus
resultados estaria condicionada por la prevalencia de PTBb en la zona o rebafio. Asi, en
zonas con una prevalencia individual de PTBb superior al 23%, los resultados positivos
de gPCR en muestras fecales tendrian una credibilidad superior al 70% y se sacrificaria
un maximo de 1,5 animales por cada animal realmente infectado, lo que la convertiria en
una herramienta Util para el control y erradicacion de la enfermedad. Por el contrario, en
zonas de baja prevalencia (<5%), la credibilidad de este resultado seria inferior al 29% y
se sacrificarian entre 3 y 13 animales positivos por cada animal realmente infectado
detectado, lo que requeriria un protocolo con mayor ES (WOAH, 2019). En caso de
resultados negativos, la gqPCR permitiria descartar la PTBb con méas del 90% de confianza
en rebafios con tasas de infeccion entre el 0 y el 19 por ciento y seria muy util para
certificar la ausencia de infeccién. Sin embargo, en rebafios con una alta prevalencia de
infeccion (>46%), la credibilidad de un resultado negativo seria menor o igual al 70%,
por lo que la probabilidad de mantener un animal infectado en la explotacién seria
considerable.

Por otra parte, el andlisis del tejido intestinal permite detectar animales infectados
de forma subclinica. Aunque el cultivo microbioldgico es la prueba estandar para
identificar MAP a partir de tejido intestinal (Dane et al., 2023) la gPCR es hoy en dia la
mejor opcidn para el diagnostico post-mortem, detectando la presencia de MAP en
animales jovenes, menores de 12 meses de edad. Sin embargo, al tratarse de un método
de muestreo invasivo, su aplicacion se limita a la confirmacion del diagndstico en
animales después del sacrificio y en el contexto de la vigilancia pasiva en mataderos
(Karuppusamy et al., 2021). No obstante, puede ser una herramienta util para confirmar
el estatus negativo de los rebafios mediante el anélisis a lo largo del tiempo de los
animales sacrificados por el rebafio en cuestion. Conocer el estatus de PTBb del rebafio
es esencial para prevenir la transmision de la enfermedad entre rebafios a través de la
introduccion de animales portadores y para certificar el estatus de paratuberculosis con
fines de seguridad alimentaria y exportacion, lo que se traduce en una mayor confianza
en los productos comercializados (R. Whittington et al., 2019).

La validez y utilidad de la gPCR tisular varié en funcion del tejido utilizado. La
SE y la ES fueron mayores con VIC (71,7% y 93,3%) que con NLIC (59,9% y 89,7%),
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aungue la diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0,05). Esta variacién en la
precision de la técnica en funcion de la muestra también fue descrita por Hasonova et al.
(2009) para el cultivo microbioldgico, detectandose un 1,5% mas de animales infectados
en las muestras de VIC que en las de NLIC. En el caso de VIC, la validez obtenida en
nuestro trabajo fue similar a la descrita previamente para cultivo microbioldgico (SE 70%
y ES 99%) (Gilardoni et al., 2012; Timms et al., 2015) La ES de la gPCR tisular se
mantuvo por debajo del 95%, como consecuencia de un elevado nimero de muestras con
cultivo negativo que dieron positivo por qPCR multiplex. Con el protocolo en paralelo,
la SE de la gPCR aumento al 81,3% (I1Cos%: 69,5-92,7%), pero la ES disminuyo al 89,5%
(ICos%: 82,1-97,4%). En cuanto a la idoneidad de la técnica para detectar animales
infectados (SE) con el menor nimero posible de falsos positivos (1-ES), el protocolo mas
adecuado seria la gPCR en muestras de VIC (RVP 10,8). Un resultado positivo de VIC
mediante qPCR permitiria confirmar la infeccién por MAP con una credibilidad mayor o
igual al 70% en &reas con una prevalencia de infecciébn mayor o igual al 18%,
independientemente de que el animal muestre signos clinicos o lesiones compatibles. Sin
embargo, con las tasas de infeccion habituales (5-15%), la credibilidad del resultado
positivo en animales subclinicos oscilaria entre el 36% y el 65%. En el caso de un animal
que muestre signos clinicos o lesiones compatibles con PTBb, un resultado positivo
derivado del analisis de una muestra de VIC mediante gPCR confirmaria la enfermedad
con una alta credibilidad.

La comparacion de los resultados obtenidos en muestras de tejido intestinal
mediante qPCR y cultivo microbiol6gico mostrd una mayor capacidad de la gPCR para
detectar animales positivos (Butot et al., 2019; Prendergast et al., 2018). Aunque para la
validacién de la técnica estos animales se consideraron falsos positivos, se obtuvieron
mas resultados positivos por gPCR fecal, siendo una limitacion de este estudio la falta de
confirmacion por secuenciacién gendmica. Asimismo, también se observo que el hecho
de utilizar gPCR mudltiple limitaba la SE de la técnica, ya que la mayoria de las muestras
de tejido y heces que mostraron amplificaciéon de la diana 1S900 y ausencia de
amplificacion de la diana F57 fueron confirmadas por cultivo. Segun las recomendaciones
del fabricante, estos resultados no permitirian confirmar la presencia de MAP, sin
embargo, son caracteristicos de muestras con baja carga bacteriana y no se asocian a una
falta de ES de la diana 1S900 (Mdbius et al., 2008; Sidoti et al., 2011).

La PTBbD en la explotacion de origen puede limitar el comercio internacional de
productos animales. En la actualidad, no existen recomendaciones oficiales para llevar a
cabo la certificacion del estatus sanitario del rebafio, y es el veterinario de la explotacién
quien debe certificar la ausencia de la enfermedad basandose en la ausencia de signos
clinicos y pruebas diagndsticas negativas (R. Whittington et al., 2019). Basandose en los
valores de RVP, se podria implementar un sistema de vigilancia en los mataderos para
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descartar la enfermedad en los animales sacrificados. Los mejores resultados se
obtendrian aplicando la gPCR en paralelo sobre muestras de VIC e NLIC (RVN 0,2). La
validez de la prueba para este fin es alta, permitiendo descartar la enfermedad con una
confianza >95% en animales procedentes de zonas con una prevalencia de infeccion del
0-25%. Al conocer la situacion del rebafio, se pueden aplicar medidas de control
adecuadas para minimizar cualquier riesgo potencial de transmision y garantizar la
seguridad de los consumidores, ademéas de contribuir a mantener la reputacion de la
industria lactea (Hosseiniporgham et al., 2020).

Conclusiones

Se ha demostrado la idoneidad de la qPCR fecal para la identificacion de la
infeccion por MAP en animales vivos. Ademas, cabe destacar la idoneidad de la gPCR
para el diagndstico post-mortem en muestras de VIC para confirmar la infecciéon por MAP
y el protocolo paralelo con VIC e NLIC para descartarla. Los resultados obtenidos aportan
informacidn sobre el valor diagnostico y la utilidad de la qPCR en muestras fecales y
tisulares, en funcion de la prevalencia de la enfermedad en la zona o el rebafio.
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Resumen

Antecedentes. La prueba ELISA es la herramienta de diagndstico mas utilizada en la
lucha contra la paratuberculosis bovina (PTBb), aunque su precision diagnéstica puede
verse comprometida por la tuberculosis bovina (TBb).

Métodos. Se determiné el estado de infeccion frente a PTBb y TBb de 228 bovinos
utilizando el cultivo microbioldgico de tejidos como técnica de referencia. Se evalué el
rendimiento diagnostico (sensibilidad, especificidad, cocientes de probabilidad y valores
predictivos) de la prueba ELISA-PTBb en muestras de suero sanguineo, teniendo en
cuenta la prevalencia de la PTBb en los animales de la zona y la situacion de los animales
respecto a la TBb.

Resultados. Para el ELISA-PTBb se obtuvo una sensibilidad del 40,7% (IC 95%: 27,5-
53,9%) y una especificidad del 94,7% (1C 95%: 91,4-98,0%) en el total de animales. Un
animal positivo al ELISA-PTBbD tendria una probabilidad >70% de estar infectado en
zonas con una prevalencia de PTBb >23%. Un resultado negativo al ELISA-PTBD, en
zonas con una prevalencia de PTBb <41%, descartaria la enfermedad con mas del 70%
de certeza. En animales positivos a PTBD, la sensibilidad aumento [94,4% (1C 95%: 81,4-
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100%) frente a 25,1% (IC 95%: 11,8-38,4%)] y la especificidad disminuyé [82,6% (IC
95%: 71,8-93,4%) frente a 99,4% (1C 95%: 98,0-100%)]. La prueba ELISA-PTBb es una
buena herramienta para descartar la coinfeccion por PTBb en animales positivos a TBb,
mientras que en animales negativos a TBb permite confirmar la enfermedad con una
probabilidad >70% si la prevalencia de la enfermedad es >6%.

Limitaciones. Las diferencias observadas podrian verse aumentadas por el efecto de la
aplicacion frecuente de la intradermotuberculinizacién (SIT), desconocida en los
animales estudiados.

Conclusiones. Estos resultados proporcionan una orientacion atil para la aplicacion e
interpretacion del ELISA como herramienta para el control de la PTBb.

Introduccion

La paratuberculosis bovina (PTBb), también llamada enfermedad de Johne, es una
enfermedad de los rumiantes domésticos y salvajes causada por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP), que provoca una enteritis granulomatosa cronica,
caracterizada por diarrea intermitente, pérdida grave de peso y muerte. Causa importantes
pérdidas econdmicas a los ganaderos, repercute en el bienestar de los animales y suscita
preocupacion en la salud puablica, ya que puede estar implicada en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes humanas, como la enfermedad de Crohn, siendo los productos
lacteos y la carne las principales fuentes de infeccion para el ser humano (Barkema et al.,
2018; Kuenstner et al., 2017; R. Whittington et al., 2019). Existe una alta prevalencia
mundial de PTBb, que puede ser superior al 50% a nivel de rebafio en muchos paises
europeos. En consecuencia, cada vez mas paises estan aplicando programas de control
frente a esta enfermedad (Jain et al., 2022; S. S. Nielsen & Toft, 2009; R. Whittington et
al., 2019).

Aunque se han desarrollado vacunas que ayudarian a controlar la infeccion por
MAP, su uso esta restringido o prohibido en la mayoria de los paises, debido a la posible
interferencia con el diagnostico de la tuberculosis bovina (TBb), causada por las
micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) (Juste et al., 2021a;
McAloon et al., 2019b). Actualmente, el control de la PTBb se basa en estrategias de
diagnostico y sacrificio de los animales infectados que excretan MAP, y en la aplicacion
de medidas higiénicas para prevenir la infeccion de los terneros (McAloon et al., 2019b;
R. Whittington et al., 2019).

La complejidad para detectar MAP, ya sea mediante cultivo o PCR en tiempo real
[también llamada PCR cuantitativa (QPCR)], asi como la dificultad de aplicar estas
herramientas de forma rutinaria, ha llevado al uso generalizado de pruebas de diagnostico
serologico. El ensayo inmunoenzimatico indirecto (ELISA) es una herramienta
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diagndstica réapida y rentable para el seguimiento de la PTBb, que permite el analisis de
un gran numero de muestras (Blanco Vazquez et al., 2020; Gilardoni et al., 2012; Jain et
al., 2022; McAloon et al., 2019b; R. Whittington et al., 2019). Sin embargo, la precisién
diagnostica de la técnica se ve afectada por varios factores, que pueden dificultar la
interpretacion de los resultados (Barden et al., 2020; Blanco Vazquez et al., 2020;
McKenna et al., 2005). Los valores de sensibilidad (SE) obtenidos en estudios previos
para la técnica ELISA frente a la PTBb oscilan entre el 7-94%, diferencias que han sido
relacionadas con el estadio de la infeccion (5,8,12). Por otra parte, los valores de
especificidad (ES) publicados oscilan entre el 40-100%, diferencias relacionadas
principalmente con la exposicion a micobacterias no tuberculosas (MNT), la coinfeccién
con micobacterias del CMT o la realizacion previa de la prueba SIT (Barden et al., 2020;
Kennedy et al., 2014; W. Lilenbaum et al., 2009; Walter Lilenbaum et al., 2007; S. S.
Nielsen & Toft, 2008; C. Picasso-Risso et al., 2019; Varges et al., 2009).

Estudios previos han demostrado que MNT, donde se incluye M. avium subsp.
paratuberculosis, y los miembros del CMT, incluido Mycobacterium bovis, comparten
proteinas estructurales y factores de virulencia (Abdallah et al., 2007; Varges et al., 2009).
Lejos de ser una ventaja para el control de ambas enfermedades, la homologia de
estructuras que representan sus dianas diagnosticas genera interferencias cruzadas que
comprometen la precision diagndstica de las pruebas (McAloon et al., 2019b; S. S.
Nielsen & Toft, 2008). En este sentido, se ha descrito que la infeccion por MAP o la
exposicion a MNT ambientales afectan a la precision diagnostica de las pruebas de
cribado de la TBb (Julio Alvarez et al., 2009; Raffo et al., 2017). Sin embargo, pocos
estudios han determinado la interferencia de la infeccion por micobacterias del CMT con
el diagnostico seroldgico de MAP en condiciones de campo. Asi, se ha sugerido que el
kit comercial IDEXX ELISA-PTBb no puede distinguir entre animales infectados por
TBb y PTBb (Olsen et al., 2001) a pesar de incluir un paso de preincubacion con
Mycobacterium phlei para eliminar los anticuerpos de reaccién cruzada y mejorar la ES
de la prueba (Bech-Nielsen et al., 1992). Otros autores describen que los animales
sometidos a inoculaciones frecuentes y repetidas de proteinas derivadas de M. bovis (PPD
bovina), como parte de la prueba SIT, tienen una alta probabilidad de positividad en el
ELISA frente a PTBb (Julio Alvarez et al., 2009; W. Lilenbaum et al., 2009; C. Picasso-
Risso et al., 2019). Esto dificulta la interpretacion de los resultados de esta técnica en
zonas donde coexisten ambas enfermedades.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la precision diagnostica y la
utilidad de un ELISA para el diagnéstico de PTBb considerando una posible interferencia
de la infeccion por micobacterias del CMT (TBb), con el fin de mejorar la relevanciay la
interpretacion de los resultados de la prueba ELISA.
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Material y métodos
Poblacion del estudio y muestreo

Para realizar este estudio, se incluyeron un total de 228 bovinos sacrificados
durante los afios 2018-2019 en el marco del programa nacional espafiol de erradicacion
de la TBb en Andalucia, region del sur de Espafia (Real Decreto 2611/1996, de 20 de
Diciembre, Por El Que Se Regulan Los Programas Nacionales de Erradicacion de
Enfermedades de Los Animales., 1996). Ningun animal fue sacrificado para este estudio,
por lo que no se requirio aprobacion ética ni consentimiento del ganadero.

Segun el resultado de la prueba SIT, se seleccionaron aleatoriamente un total de
137 animales SIT positivos y 91 SIT negativos. Se registraron datos sobre el origen de
los animales, su edad y su aptitud (cérnica o lechera). Los 228 animales incluidos en el
estudio procedian de 94 explotaciones situadas en el suroeste de Espafia, correspondiendo
127/228 animales a vacuno de carne y 101/228 a vacuno de leche. Todos ellos eran
mayores de 6 meses (< 12 meses n = 10; > 12 <30 meses n = 12; > 30 meses n = 2006).

De cada animal se recogieron asépticamente muestras de nodulos linfaticos
retrofaringeos, traqueobronquiales, mesentéricos e ileocecales, asi como de la valvula
ileocecal. Las muestras de tejido se recogieron independientemente en recipientes
estériles y se procesaron para cultivo el mismo dia de la recogida de muestras. Ademas,
para el diagndstico serolégico de PTBb, se tomaron muestras de sangre durante el
sangrado de los animales en tubos Vacutainer® estériles sin anticoagulante (Vacuette,
Kremsmunster, Austria). EI suero se separo tras la coagulacion por centrifugacion [2.500
g durante 20 minutos (min)] (Blanco Vazquez et al., 2020) y se conservo a 20°C hasta su
analisis.

Cultivo bacteriolégico de tejidos

El estado de infeccion por MAP se determind mediante cultivo microbioldgico de
los nodulos linfaticos ileocecales y de la valvula ileocecal, y el estado de infeccion por
micobacterias del CMT se determind mediante cultivo microbioldgico de nddulos
linfaticos retrofaringeos, traqueobronquiales y mesentéricos de forma individual. De los
228 bovinos, se cultivaron 456 (dos muestras/animal) y 684 (tres muestras/animal)
muestras de tejido para el diagnéstico de PTBb y TBb, respectivamente. El cultivo
bacteriano selectivo para MAP y CMT se realiz6 en el Laboratorio de Produccion y
Sanidad Animal de Cérdoba (LPSACo, Junta de Andalucia).

Brevemente, se colocaron 4-7 g de cada tejido en un tubo de 15 ml (Falcon™) con
el mismo volumen (p/v: 1/1) de NaCl esteéril al 0,85% y se tritur0 hasta obtener una mezcla
homogénea utilizando un homogeneizador de tejidos (Fisherbrand, Fisher Scientific,
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Madrid, Espafia) con sondas desechables para evitar la contaminacion entre muestras
(Fisherbrand™ Plastic Disposable Generator Probe, Fisher Scientific). El homogeneizado
se descontamind con un volumen igual de solucion de cloruro de hexadecilpiridinio al
0,75 (p/v: 1/1) en agitacion durante 30 min. (Corner’ & Trajstman, 1988). Las muestras
se centrifugaron durante 30 min a 1.500 g. Los pellets se recogieron con torundas y se
cultivaron en medio solido [Agar Yema de Huevo de Herrold con micobactina J y
Anfotericina B, Acido Nalidixico y Vancomicina (ANV) y sin micobactina J y con ANV]
(Becton Dickinson, Madrid, Espafia) para el aislamiento de MAP y en medio liquido
(MGIT™ 960) utilizando un sistema automatizado BD Bacter™ MGIT™ System para el
aislamiento de MTC. Los cultivos se consideraron positivos para PTBb o TBb cuando los
aislados se identificaron como MAP o MTC mediante qPCR respectivamente (Thierry et
al., 1990; Wilton & Cousins, 1992).

Ensayo inmunoenzimaético (ELISA) para la deteccion de anticuerpos especificos de
MAP

Todas las muestras de suero se analizaron en los laboratorios de CICAP, sin
conocer el resultado de las pruebas de referencia y utilizando el kit comercial
Mycobacterium paratuberculosis Antibody ELISA Test (IDEXX Laboratories,
Westbrook, ME, EE.UU.), segun las instrucciones del fabricante, incluida una fase inicial
de preabsorcién de plasma con Mycobacterium phlei para eliminar los anticuerpos de
reaccion cruzada (Bech-Nielsen et al., 1992). La densidad éptica (DO) en cada pocillo se
midi6 a 450 nm utilizando un lector de absorbancia de microplacas IMARK™ ELISA
(Bio-Rad, California, EE. UU). Los resultados se expresaron calculando la relacion
muestra/positivo (S/P) segun la formula siguiente S/P = 100 x [(OD muestra - OD control
negativo) / (OD control positivo - OD control negativo)]. Aquellos con valores de S/P >
55% se clasificaron como positivos, aguellos con valores 55% < S/P > 45% se clasificaron
como dudosos y aquellos con valores de S/P < 45% se clasificaron como negativos. Los
resultados dudosos se consideraron negativos en aquellos animales procedentes de
explotaciones sin antecedentes de PTBb clinica en los dltimos 5 afios y sin lesiones
macroscopicas de PTBb.

Andlisis estadistico

La precision diagndéstica del ELISA-PTBD [SE y ES ajustados con un intervalo de
confianza (IC) del 95%], se calculd utilizando el cultivo microbioldgico de tejidos
(ndédulos linfaticos ileocecales y valvula ileocecal) como técnica de referencia imperfecta
(SE 70% y ES 99%) (8,10,24).

Se utilizo el programa informéatico EPIDAT 3.1 (Servicio Gallego de Salud,
Espafia) para realizar los calculos mediante la siguiente formula:

71



(a+b)B—>b _(c+d)a-c

SE:(a+c)—(1—ﬁ)N " Na—(a+c)

Siendo: a = verdadero positivo; b = falso positivo; ¢ = falso negativo; d = verdadero
negativo; o = SE de la prueba de referencia; f = ES de la prueba de referencia.

Para evaluar el efecto de la TBb en la precision de la prueba ELISA para PTBD,
se compararon el SE y el ES en animales con y sin cultivo positivo para TBb segln su IC
del 95%. Ademas, se estimaron e interpretaron los cocientes de probabilidad para los
resultados positivos (LRP) y negativos (LRN) siguiendo los criterios previamente
publicados (Sackett et al., 2001): PRL> 10 o LRN <0,1, técnica de alto valor diagnostico
que normalmente permitira discriminar entre animales sanos y enfermos; 5 <PRL <10 o
0,1 < LRN < 0,2, técnica que implica cambios moderados en la probabilidad y cuya
utilidad diagnostica dependera de la prevalencia a nivel animal; 2 <PRL <50 0.2 <LRN
< 0,5, técnica que implica pequefios cambios en la probabilidad y cuya utilidad
diagnostica dependera de la probabilidad previa; 1 < LRP < 2 o LRN > 0,5, cambios
raramente discernibles. A partir de los LR, se estimaron posteriormente los valores
predictivos positivo y negativo (VPP y VPN) para diferentes niveles de prevalencia de
PTBb en animales utilizando metodologia bayesiana (EPIDAT 3.1). Los resultados se
representaron graficamente mediante el programa GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Prism
software 9.0, California, EE.UU.).

Por altimo, el area bajo la curva (AUC) y el valor de corte 6ptimo de la prueba
PTBb-ELISA, para animales positivos y negativos a TBb, se determind mediante el
analisis de la curva ROC (Blanco Vazquez et al., 2020). Los valores de corte 6ptimos
para SE y ES se basaron en el indice de Youden maximo (J). Se consideraron: Valores de
AUC > 0,9, la prueba tiene un excelente poder discriminatorio; 0,8 < AUC < 0,9 buen
poder discriminatorio; 0,7 < AUC < 0,8 poder discriminatorio justo; y AUC < 0,7 mala
discriminacion. Los calculos se realizaron mediante el programa informéatico SPSS (Park
etal., 2017).

Resultados

El cultivo microbioldgico de los nddulos linfaticos ileocecales y de la valvula
ileocecal detectd6 MAP en 53 (23,3%) animales, siendo 17 (32,1%) positivos a la SIT. Por
otra parte, se detect6 CMT mediante cultivo microbiolégico de nddulos linfaticos
retrofaringeos, traqueobronquiales y mesentéricos en 59 (25,9%) animales, de ellos 51
(86,4%) eran positivos a la SIT.
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Se detectd coinfeccidn de ambas enfermedades en 12 de los 228 animales (5,3%),
41 fueron positivos solo a PTBb y 47 a TBb, mientras que 128 animales fueron negativos
a ambas enfermedades.

Rendimiento diagnostico del ELISA frente a PTBb

De las 228 muestras de suero sanguineo analizadas, el ELISA-PTBb detect6 la
presencia de anticuerpos frente a MAP en 38 animales (16,7%); 3 animales resultaron
dudosos (1,3%) y se consideraron negativos. Considerando el aislamiento microbiologico
de MAP como técnica de referencia, el ELISA clasifico correctamente 21 de los 53
animales positivos al cultivo de MAP [SE ajustada 40,7% (IC 95%: 27,5-53,9%)] y 158
de los 175 animales negativos al mismo [SE ajustada 94,7% (IC 95%: 91,4-98,0%)]
(Tabla 1).

Tabla 1. Estimacion de las medidas de precision diagnostica de bPTB-ELISA.

Estatus Cultivo Valores precision diagndstica
TBb ELISA MAP Total (Intervalo de confianza del 95%)
+7 - SE SP LRP LRN
Total + 21 17 38
animales 32 158 190 40.7% 94.7% r.7 0.6

(n=228) Total 53 175  opg (275539  (914980)  (32-269)  (0508)

Animales + 11 12 23
TBb + 1 35 36 94.4% 82.6% 54 0.1

(n=50) Total 12 47 5o (814:1000)  (718-934)  (29-151) (0-0.26)

Animales + 10 5 15
TBb - - 31 123 154
(n=169) Total 41 128 169

25.1% 99.4% 38.7 0.8
(11.8-38.4)  (98.0-100.0) (5.9-0) (0.61-0.9)

MAP, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis; bTB, tuberculosis bovina; +, positivo; -, negativo;
SE, sensibilidad; SP, especificidad; LRP, cocientes de probabilidad positivos; LRN, cocientes de
probabilidad negativos. ¥Un animal se considera positivo si se obtuvo crecimiento microbiologico de PAM
en al menos uno de los dos tejidos analizados. £ Un animal se considera positivo si se obtuvo crecimiento
microbioldgico de Mycobacterium bovis en al menos uno de los tres tejidos analizados.

Basandonos en la RVP [7,7 (IC 95%: 3,2-26,9)], el valor diagnostico del ELISA-
PTBb se considera moderado, y la probabilidad del resultado depende de la prevalencia.
Asi, en zonas con una prevalencia individual de PTBb igual o superior al 23%, un animal
positivo a ELISA-PTBb tendria una probabilidad post-prueba de estar infectado por MAP
muy alta (>70%) (Figura 1). En el caso de un resultado PTBb-ELISA-negativo raramente
implicara cambios perceptibles en la probabilidad de infeccion previa a la prueba [LRN
= 0,6 (IC 95%: 0,5-0,8)]. Asi, con una prevalencia de PTBb a nivel animal < 41%, la
enfermedad podria descartarse con una seguridad superior al 70% (Figura 2).
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También se determind el rendimiento diagnostico de la prueba ELISA para PTBb
en funcion del estado de los animales respecto a la TBb. La capacidad de ELISA para
detectar animales seropositivos a la PTBb fue significativamente mayor en los animales
seropositivos a la TBb [SE ajustada: 94,4% (1C 95%: 81,4-100,0%)] que en los animales
seronegativos a la TBb [SE ajustada: 25,1% (IC 95%: 11,8-38,4%)]. En cambio, la ES
fue significativamente mayor en los animales TBb- [99,4% (IC 95%: 98,0-100,0%)] que
en los TBb+ [82,6% (IC 95%: 71,8-93,5%)] (Tabla 1).
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Figura 1. Representacion grafica del valor predictivo positivo estimado en funcion de la validez
de las pruebas y de la prevalencia de la paratuberculosis bovina.
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Figura 2. Representacion grafica del valor predictivo negativo estimado en funcion de la
validez de las pruebas y de la prevalencia de la paratuberculosis bovina.

En animales infectados por PTBb, la probabilidad de resultados positivos
empleando el ELISA-PTBb [NRL = 5,4 (IC 95%: 2,9-15,1)] dependera en gran medida
de la prevalencia de PTBb (VPP > 70% con prevalencia individual > 30%) (Figura 1).
Sin embargo, un resultado negativo al ELISA-PTBb descartara la infeccion con la misma
certeza en zonas con una prevalencia de PTBb individual <81% [NRL = 0,1 (IC del 95%:
2,9-15,1)] (Figura 2).

En animales no infectados por PTBb, el ELISA-PTBb mostr6 un alto valor
diagndstico para confirmar la PTBb [NRL = 38,7 (IC 95%: 5,9-0)]; La probabilidad de
resultados positivos fue superior al 70% para una prevalencia de PTBb individual > 6%.
Por el contrario, los resultados negativos tienen escaso valor diagndstico y raramente
mejoraran nuestra certeza inicial para descartar la enfermedad [NRL =0,8 (IC 95%: 0,6-
0,9)].

A partir de las diferencias observadas en la SE y ES del ELISA-PTBb en animales
positivos y negativos a TBb, se estudié el punto de corte 6ptimo de esta técnica en cada
grupo, asi como su validez y precision (Tabla 2). En los animales infectados por CMT, el
punto de corte estimado para el ELISA-PTBb coincidié con el recomendado por el
fabricante, mostrando un buen poder discriminatorio entre animales seropositivos y
seronegativos a PTBb (AUC > 0,7). En los animales negativos a TBb, el punto de corte
optimo estimado (64,7) fue superior, pero no estadisticamente diferente del recomendado
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por el fabricante (55). El poder discriminatorio del ELISA-PTBb fue escaso para los
animales negativos al aislamiento microbiologico de CMT (AUC < 0,5) (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis de la curva ROC del ELISA-PTBb en animales TBb+ y TBb-.

TBb + (n = 59) TBb - (n = 169)
1,07 — 1.0
08 0,8
0,67 0,671
CuvaROCde % . o
ELISA-PTBb |
0,2 027}
0,0 | T T I | 0,0 I
00 02 04;-53‘6 08 10 00 02 0,1-5’9‘6 08 10
AUC (IC 95%) 087(0.73-10) 047 (0.35-0.58)
Corte (%) 55.0 64.7
SE (%) 917 24.4
SP (%) 745 98.4
] 0.66 0.23

ROC: receiver operator characteristic, AUC: éarea bajo la curva; SE: sensibilidad; SP:
especificidad; J: indice de Youden. TUn animal se considera positivo si se obtuvo crecimiento
microbioldgico de Mycobacterium bovis en al menos uno de los tres tejidos analizados.

Discusion

La PTBb es responsable de pérdidas econdmicas directas e indirectas para la
produccion de rumiantes, debido a la reduccion de la produccion de leche y de la
fertilidad, al aumento de la susceptibilidad a otras enfermedades, impacto sobre el
comercio internacional y la salud publica (R. Whittington et al., 2019). El control de esta
enfermedad infecciosa se ha visto obstaculizado por los programas de erradicacion de la
TBb. Las costosas estrategias basadas en la realizacion de pruebas y el sacrificio de los
animales infectados han primado sobre las estrategias de control de la PTBb. Ademas, se
ha considerado que la aplicacion de programas de control basados en estrategias de
vacunacion contra la TBb no es viable debido a la posible interferencia con la SIT para el
diagnostico de la TBb (Joseba M. Garrido et al., 2013; Juste et al., 2021a; McAloon et
al., 2019b).

Existen varios métodos de diagnéstico para la deteccion de la infeccion por MAP
en el ganado bovino, y cada uno de ellos tiene sus aplicaciones relativas segun la
estrategia de control que se vaya a llevar a cabo (Barkema et al., 2018; S. S. Nielsen &
Toft, 2008). EI SE y el ES son parametros de validez que ayudan a seleccionar la técnica
mas adecuada, en funcidn de su capacidad para discriminar correctamente entre animales
infectados y sanos (Catalina Picasso-Risso et al., 2019). Sin embargo, la certeza del
diagnostico viene determinada por los PV, que también dependen de la probabilidad
inicial de la enfermedad, condicionada por la prevalencia de la infeccion en un area
determinada y las condiciones clinicas de los animales (Barden et al., 2020; Sackett et al.,
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2001). La precision diagnostica es una cuestion clave en los programas de diagndstico y
sacrificio (Julio Alvarez et al., 2009). El conocimiento de estos parametros facilita la
interpretacion de los resultados de las pruebas de diagndéstico y la toma de decisiones,
evitando el fracaso de los programas de control (Barden et al., 2020; R. Whittington et
al., 2019). En este estudio se ha evaluado la precision diagndstica del ELISA frente a la
PTBb, teniendo en cuenta el estatus de TBb de los animales y su utilidad mediante el
calculo de los PVs y LRs, estos ultimos de gran valor por ser valores inherentes a la
prueba diagndstica e independientes de la prevalencia de la enfermedad (Florkowski,
2008).

La monitorizacion de la respuesta inmunitaria humoral mediante ELISA-PTBb
proporciona resultados mas rapidos y es una alternativa mas barata que otras herramientas
de diagnostico para detectar animales infectados (Barden et al., 2020; Blanco Vazquez et
al., 2020). Sin embargo, diferentes estudios han cuestionado la utilidad de la técnica
debido a su limitada precisién (Barden et al., 2020; Bridges & van Winden, 2021;
Didkowska et al., 2021; W. Lilenbaum et al., 2009; S. S. Nielsen & Toft, 2008) que debe
tenerse en cuenta a la hora de disefiar un programa de control de la PTBb (McAloon et
al., 2019b; R. Whittington et al., 2019). Diferentes estudios han demostrado que los
valores de sensibilidad y especificidad del ELISA para PTBb oscilan entre el 7-94% vy el
40-100%, respectivamente (Blanco Vazquez et al., 2020; S. S. Nielsen & Toft, 2008)
dependiendo de la prueba, la muestra utilizada en la prueba de referencia (heces o tejidos
intestinales), la edad o el estadio clinico de la infeccion (Blanco Véazquez et al., 2020;
McKenna et al., 2005) la interferencia con otras micobacterias (W. Lilenbaum et al.,
2009; Walter Lilenbaum et al., 2007; C. Picasso-Risso et al., 2019) o el tiempo
transcurrido entre la prueba y la prueba SIT (Bridges & van Winden, 2021; Didkowska
et al., 2021; Kennedy et al., 2014; Varges et al., 2009). En el presente estudio, se utiliz6
el cultivo microbioldgico de tejido intestinal (nédulos linfaticos ileocecales y vélvula
ileocecal, respectivamente) como prueba de referencia, a diferencia de la mayoria de los
estudios que utilizan muestras fecales. Sin embargo, el cultivo de tejidos es mas sensible
que el cultivo de heces, permite detectar animales en las primeras fases de la infeccion,
es una técnica postmortem para confirmar el diagnostico de los animales positivos
(McKennaet al., 2005) y también se utiliza para validar las pruebas de diagndéstico rapido
(Jain et al., 2022; S. S. Nielsen & Toft, 2008).

El ELISA utilizado mostré una SE ajustada del 40,7% (IC 95%: 27,5-53,9%),
superior a otras obtenidas (McKenna et al., 2005) en condiciones similares [SE 8,8% (IC
95%: 4,4-13,1%)]; los valores de ES obtenidos fueron similares, siendo superiores al 90%
en ambos estudios. Las diferencias observadas podrian explicarse por dos hipotesis no
excluyentes. En primer lugar, en este estudio, el SE y la ES se han ajustado
estadisticamente teniendo en cuenta que la técnica de referencia es imperfecta. En
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segundo lugar, diferentes estudios han sugerido que la validez del ELISA para el
diagnostico de esta enfermedad podria verse afectada por la coinfeccion con CMT (Julio
Alvarez et al., 2009; Kennedy et al., 2014). En este sentido, estos estudios (McKenna et
al., 2005) se llevaron a cabo en un pais libre de TBb, mientras que en este estudio el
25,9% de los animales estaban infectados con micobacterias del CMT, lo que puede haber
influido en la reactividad del ELISA frente a PTBb (C. Picasso-Risso et al., 2019). En
consonancia con esta observacion, se observé un aumento de la SE de la prueba ELISA
en el grupo de animales infectados por CMT [94,4% (IC 95%: 81,4-100%) en animales
positivos para TBb, frente a 25,1% (IC 95%: 11,8-38,4%) en animales negativos para
TBb], asi como una disminucion significativa de la ES [82,6% (IC 95%: 71,8-93,4%),
frente a 99,4% (1C 95%: 98,0-100%), respectivamente].

Los miembros de la familia Mycobacteriaceae comparten muchos factores de
virulencia y proteinas que se utilizan como dianas de diagnéstico (Kennedy et al., 2014;
W. Lilenbaum et al., 2009; Catalina Picasso-Risso et al., 2019; Raffo et al., 2017). Se han
notificado interferencias en el diagnostico de la TBb en bovinos infectados por MAP. En
general, se ha observado una disminucion de la ES de la prueba del interferén-gammay
del analisis seroldgico (Julio Alvarez et al., 2009; C. Picasso-Risso et al., 2019; Raffo et
al., 2020; Roupie et al., 2018). Sin embargo, la relacién inversa (interferencia de CMT
con el diagndstico de la MAP) sigue siendo en gran medida desconocida (C. Picasso-
Risso et al., 2019; Catalina Picasso-Risso et al., 2019). Otros autores (Julio Alvarez et al.,
2009) observaron una menor SE de ELISA frente a PTBb en animales coinfectados. Estos
resultados difieren de los observados en otros estudios (Kennedy et al., 2014, 2017), que
detectaron una mayor SE de las pruebas serol6gicas como consecuencia del aumento de
los niveles de anticuerpos. Por otra parte, se ha observado un mayor nimero de reactores
en la prueba ELISA para PTBb en rebafios positivos a TBb en comparacion con rebafios
libres de TBb (Catalina Picasso-Risso et al., 2019). Esto podria deberse a la reactividad
cruzada entre MAP y CMT (Julio Alvarez et al., 2009; Varges et al., 2009). Estudios
experimentales mostraron un aumento de anticuerpos especificos anti-MAP durante 50-
100 dias tras la inoculacién con M. bovis (Eda et al., 2006). Por otra parte, la inoculacion
intradérmica de PPD bovina también podria modular la respuesta inmunitaria frente a
MAP, mejorando la SE del ELISA y disminuyendo su ES con un aumento del numero de
animales falsos positivos (Catalina Picasso-Risso et al., 2019; Varges et al., 2009). Este
estudio tiene algunas limitaciones, ya que no se pudo evaluar el efecto de la inoculacién
de PPD bovina sobre la precision de la técnica diagndstica porque se desconocia la
frecuencia y el momento de la inoculacion de PPD bovina en los animales del estudio.

Pocos estudios se han centrado en la utilidad (LRs y PVs) del ELISA para el
diagnostico de PTBb dependiendo de la prevalencia de la enfermedad (Barden et al.,
2020). Los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren que la deteccion de
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anticuerpos especificos frente a MAP en un animal confirmaria el diagndstico de PTBb
con una certeza > 70% en areas con una prevalencia individual de PTBb > 23% (Figura
1). Por otra parte, los resultados negativos permitiran descartar la enfermedad con la
misma certeza (> 70%) en zonas con una prevalencia individual de PTBb <41% (Figura
2).

Al analizar la utilidad de la prueba ELISA-PTBb segln el estatus frente a la TBb,
esta técnica seria una buena herramienta diagnostica para detectar la enfermedad (PRL
38,7) en animales negativos a TBb, ya que un resultado positivo confirmaria la PTBb con
una certeza > 70% en zonas con una prevalencia individual de PTBb > 6% (frente al 23%
de prevalencia necesario si se desconoce el estatus frente a la TBb). Asi, en zonas de bajo
riesgo de TBb, siempre que no se sospeche que el animal esté infectado por CMT, no
seria necesario confirmar el diagnostico seroldgico de PTBb con pruebas adicionales,
como recomiendan la mayoria de los programas de control (Barden et al., 2020; R.
Whittington et al., 2019). Por otro lado, en animales positivos a TBb, se observo una
notable mejora en la utilidad de los resultados negativos al ELISA (70% de certeza con
una prevalencia individual de PTBb < 81%, frente al 41% si se desconoce el estatus de
TBb); aunque los programas de control de TBb exigen el sacrificio inmediato de los
animales infectados, esta herramienta permitiria descartar la coinfeccion con una alta
fiabilidad antes del sacrificio de los animales positivos a TBb. A pesar de las diferencias
observadas en la precision y utilidad diagnostica entre animales positivos y negativos a
la TBb, la estimacién de los puntos de corte 6ptimos del ELISA-PTBb no mostré cambios
significativos respecto a los valores recomendados por el fabricante, mostrando un buen
poder discriminatorio en animales positivos a la TBb y un pobre poder discriminatorio en
animales negativos a la TBb.

En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la infeccion
por micobacterias del CMT interfiere en la precision y utilidad del diagndstico seroldgico
de la PTBb. Por lo tanto, el estatus de TBb debe tenerse en cuenta para la interpretacién
de los resultados del ELISA frente a PTBb. El célculo de los valores predictivos en
funcion de la prevalencia de la PTBb y del estado de la TBb facilitard la toma de
decisiones y mejorard la eficacia de los programas de control. Estos resultados
proporcionan orientaciones Utiles para la aplicacion e interpretacion del ELISA-PTBb
como herramienta de control de la enfermedad.
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Resumen

La falta de directrices internacionales ha limitado la adopcion de programas de
control de la paratuberculosis bovina (PTBb) en algunos paises. Con el objetivo de
abordar esta problematica, se llevo a cabo un estudio epidemioldgico en la comarca de
Los Pedroches (Cordoba) para determinar la seroprevalencia de la infeccion y desarrollar
una encuesta epidemioldgica que permitiera evaluar el riesgo de infeccion por MAP en
las explotaciones en base a las caracteristicas y factores de riesgo de la PTBb. En el
estudio participaron 41 ganaderias, y se recogieron 832 muestras de suero sanguineo. Se
disefid un cuestionario con 31 items que permitieron clasificar a las ganaderias en tres
niveles de riesgo (riesgo bajo, moderado o elevado) en funcion de factores agrupados en
tres bloques principales: i) caracteristicas, bioseguridad e instalaciones de la ganaderia;
ii) estatus productivo y sanitario; iii) manejo durante la recria, el periparto y la reposicion.
Ademas, se establecid una clasificacion general teniendo en cuenta todos los items
incluidos.

Se obtuvo una seroprevalencia del 20,1% (ICos0: 17,4-22,8%) a nivel individual
y una dispersion del 68,3%. La clasificacion general de las ganaderias revel6 que el 51,2%
tenian un riesgo bajo, el 26,8% un riesgo moderado y el 22,0% un riesgo elevado de
infeccion por MAP. Se encontrd una asociacion significativa entre la clasificacion general
y la seropositividad del rebafio. En conclusion, el cuestionario disefiado se considera una
herramienta Gtil para identificar factores de riesgo y aplicar estrategias eficaces para el
control de la enfermedad.
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Introduccion

La paratuberculosis bovina (PTBb) es una enfermedad de distribucion mundial,
causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), que afecta
principalmente a rumiantes (Nielsen y Toft, 2009). En muchos paises desarrollados, se
estima que su prevalencia a nivel de rebafio supera el 40% (R. Whittington et al., 2019).
Ademas, se le atribuyen importantes pérdidas productivas en la industria ganadera
(Kirkeby et al., 2017) y se ha planteado una posible relacion con la enfermedad de Crohn
en humanos (Eslami et al., 2019; Kuenstner et al., 2017).

Muchos paises han adoptado estrategias de control frente a esta enfermedad a lo
largo de los afios (Geraghty et al., 2014; Robert H. Whitlock, 2010), la mayoria se centran
en el diagndstico y sacrificio de animales infectados, asi como en la implementacion de
medidas para reducir la transmision fecal-oral, especialmente en el area de recria (M. T.
Collins et al., 2010; S. S. Nielsen & Toft, 2011). No obstante, su implementacion puede
originar costes significativos, especialmente en zonas de alta prevalencia (Bates et al.,
2019; Jubb & Galvin, 2000).

La identificacion de los factores de riesgo asociados a la infeccion por MAP es
esencial para abordar el control de la enfermedad de forma efectiva (R. Whittington et
al., 2019). Para lograrlo, se pueden desarrollar modelos de prediccion basados en el
analisis estadistico de una gran cantidad de datos, como los modelos de regresion logistica
(Woolhouse, 2011). En este contexto, un cuestionario epidemioldgico de evaluacion de
riesgo puede representar una herramienta costo-efectiva para el control de la enfermedad
en areas con recursos limitados (USDA, 2005).

Andalucia ocupa el quinto lugar como productor de leche de vaca a nivel nacional
y alberga aproximadamente el ocho por ciento del censo de vacuno lechero del pais y en
particular, la comarca de Los Pedroches concentra alrededor del 60% de dicho censo
(SGPGyYC & DGPyMA, 2022a). Aungue hasta la fecha no se han publicado estudios que
evallen el impacto de la enfermedad en la region, existen factores como son la elevada
prevalencia de tuberculosis bovina (DGSPA, 2022), la coexistencia de ganado con otras
especies en produccion, el manejo de la recria y las caracteristicas generales de las
explotaciones (tamafio, entorno, infraestructuras, etc.) (SGAGyYDR, 2007) que podrian
estar influyendo en una situacion epidemioldgica particular en relacion con la transmisién
de la paratuberculosis en esta zona.

En este estudio se ha disefiado una encuesta epidemiologica para identificar los
principales factores de riesgo descritos para esta infeccion y determinar la dispersion de
la paratuberculosis en las explotaciones lecheras de la comarca de Los Pedroches. El
objetivo principal es conocer la situacion epidemioldgica de la paratuberculosis y
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proporcionar informacion relevante para el disefio de estrategias eficaces de control en
las ganaderias de la region.

Material y métodos
Disefio del estudio y plan de muestreo

Durante los meses de febrero a junio de 2022, se llevé a cabo un estudio
epidemioldgico transversal descriptivo en las ganaderias de vacuno de leche de la
comarca de Los Pedroches. La seleccion de las ganaderias se realizé en colaboracion con
los veterinarios responsables y se inscribieron de forma voluntaria 41 ganaderias.

La situacion sanitaria frente a PTBb se determind mediante un andlisis seroldgico
de los animales con mayor riesgo de infeccion, vacas en produccion que tuviesen al menos
un parto. Considerando que el nimero total de animales de las explotaciones estudiadas
oscilé entre 32 y 635, para un nivel de confianza del 95% y una prevalencia minima
esperada del 15% (R. Whittington et al., 2019), se consider6 que habia que analizar 20
animales para para detectar al menos un individuo infectado (Winepi 2.0 Facultad de
Veterinaria, Universidad de Zaragoza, Espafa). Los animales de cada ganaderia fueron
seleccionados mediante un muestreo aleatorio simple, salvo en una ganaderia que se
muestrearon todos los animales.

La obtencién de las muestras de sangre se realizd mediante puncion de la vena
coxigea utilizando tubos estériles sin anticoagulante (Vacutainer®, Vacuette, Austria).
Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al laboratorio en condiciones de
refrigeracion, donde se dejaron coagular y luego se centrifugaron a 2.500 g durante 20
minutos para la obtencién del suero (Blanco Vazquez et al., 2020). Los sueros obtenidos
fueron almacenados en congelacion a -20 °C hasta su analisis.

Se han obtenido un total de 832 muestras de suero sanguineo bovino.
Considerando un censo de 50000 cabezas de vacuno de leche en la comarca de Los
Pedroches y una prevalencia esperada del 15% (R. Whittington et al., 2019), esta muestra
permitio estimar la seroprevalencia de paratuberculosis en el ganado bovino de la region
con un nivel de confianza del 95% y una precision del 97,5% (error del 2,5%).

Disefio y validacion del cuestionario

Para disefiar el cuestionario se realizé una revision bibliografica para identificar
los factores de riesgo asociados a la paratuberculosis en vacuno lechero utilizando tres
bases de datos en linea: PubMed, Scopus y WOS. El cuestionario incluye 31 factores con
respuesta cerrada agrupados en tres bloques. ElI primer bloque, denominado
"Caracteristicas, bioseguridad e instalaciones de la ganaderia”, incluye un conjunto de
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diez factores relacionados con infraestructuras y manejo para el control de enfermedades
transmisibles. El segundo bloque, titulado "Estatus productivo y sanitario”, abarca siete
factores relacionados con la PTBb. Por ultimo, el tercer bloque, denominado *Manejo del
periparto, la recria y la reposicion”, engloba 14 factores directamente relacionados con la
transmision de la enfermedad.

Para la validacion del cuestionario, se solicitd la participacion de veterinarios
especializados en el campo del vacuno lechero. Estos profesionales evaluaron la
fiabilidad y validez de las preguntas planteadas. Como resultado de este proceso de
validacion, algunas preguntas que resultaron confusas fueron reformuladas, mientras que
otras fueron eliminadas debido a la falta de validez en las respuestas que podrian generar.
De esta manera, se buscd garantizar la calidad y la precision del cuestionario final
utilizado en el estudio y se considero6 que el cuestionario era valido.

Criterios para asignar puntuaciones de riesgo y clasificacion de las ganaderias

Siguiendo el método descrito por Lesmanawati et al. (2020), asignamos valores
del uno al tres a las respuestas de cada variable para indicar el nivel de riesgo asociado a
las mismas. Un valor de "1" correspondio6 con "riesgo bajo", "2" con "riesgo moderado"
y "3" con "riesgo alto". Para las variables dicotomicas, se diferenciaron Gnicamente dos
niveles de riesgo, asignando un valor de "1" para la ausencia de riesgo y un valor de "3"
para la presencia de riesgo.

Los criterios para asignar las puntuaciones se basaron en los resultados
previamente publicados por otros autores. Cuando no habia datos disponibles para un
pardmetro se siguieron criterios epidemioldgicos y sanitarios (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios para la puntuacion del riesgo de los factores incluidos en el cuestionario.

Puntuacion de riesgo

Factor de riesgo Justificacion

Bloque |

1 2 3
Un mayor nimero de animales
esta relacionado con una mayor
Tamario de Ia presion de infeccion y riesgo
explotacion <100 100-300 >300 para los  terneros. Un
(animales) incremento de 100 vacas
aumenta 2,8 veces la
probabilidad de positividad del
rebafio (Wolf et al., 2016).

Presencia de otras imal domeésti
especies de Otros animales omésticos
roduccion en el pueden ser reservorios de la
P No - Si enfermedad  (Cardoso-Toset,

mismo perimetro
(ovejas, cabras y
cerdos)

Luque, et al., 2015; Verdugo et
al., 2014).

Sin vallado o La ausencia de vallado

Vallado .
S L vallado que perimetral aumenta en 2,2
. Vallado cinegético  cinegético con . - N
Vallado perimetral - . permite veces la probabilidad de rebafio
bien conservado reas en mal o .
estado contacto con la  positivo para MAP (Jiménez-

fauna silvestre  Martin et al., 2022).
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Bloque Il

Presencia de fauna

MAP ha sido detectado en
fauna silvestre como jabalies,
gamos, conejos y cabras
montesas (J. Alvarez et al.,

cinegética No ) Si 2005; Astorga Marquez et al.,
2014; Carta et al., 2013; Maio
etal., 2011)
. Balsa cementada y Balsa . Balsa no
Foso de purines . cementada, sin .
cubierta aislar cementada La falta de higiene en los
. . animales, los bebederos vy
Material agricola . .
. No - Si comederos, asi como el uso
compartido : . .
compartido de material agricola
Bebederos de facil si ) No para la dispersion de purines en
limpieza !os _ _pastos, han sido
identificados como factores de
Pasillo de riesgo para la transmision de
. . Si - No MAP (Wolf et al., 2016).
alimentacion de
material no poroso
. Una gestion deficiente en la
En una zona sin En zona de : )
. ; . retirada de cadéaveres, aumenta
Retirada de escorrentias y cerca escorrentias o : s
) - L el riesgo de transmisiéon de
cadaveres de la puerta de en el interior de
. L enfermedades (Gwyther et al.,
recogida la explotacion
2011).
La exposicion de los terneros a
Al lado o . .
. . Al lado o animales infectados es una
Aislado del resto de comunicado

Presencia de
lazareto

areas de la
explotacion

con las vacas
en produccion
0 reposicién

comunicado con
larecriaoel
corral de partos

practica de riesgo para la
transmision de MAP vy otras
enfermedades (McAloon et al.,

2019bi.

Las vacas infectadas pueden

Media de tener una disminucion en la
produccion (Kg >10.000 10.000-9.000 <9.000 L
leche/vaca/afio) prodyccmn de leche de hasta 2
kg/dia (Beaudeau et al., 2007).
Intervalo entre La infeccion por MAP se asocia
<450 - >450 con un aumento de 30 dias el

partos (IEP)

IEP (Ansari-Lari et al., 2012)

Estatus sanitario

Tuberculosis

Tuberculosis

La tuberculosis induce un
estado de inmunosupresion que

de tuberculosis negativa (T3) - positiva (TS, podria favorecer la infeccion

bovina TR, T2) por MAP (Julio Alvarez et al.,
2009).

Se ha demostrado que tener un

historial de casos sospechosos

Historico de No _ si esta  asociado con  una

paratuberculosis

probabilidad 6,7 veces mayor
de tener la enfermedad (Ansari-
Lari et al., 2009).
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Presencia de otras

La infeccibn por  otros
microorganismos puede verse

enfermedades No - Si favorecida por el estado de
infecciosas inmunosupresion causado por
MAP (Byrne et al., 2017).
Incidencia anual
de mastitis <5% 5-10% >10% La paratuberculosis puede
causar un aumento de las
Incidencia anual mastitis y de mortalidad en
mortalidad <5% 5-10% >10% terneros (Juste et al., 2021b;
predestete Rossi et al., 2017b).

Al lado 0 Al lado o
Aislado del resto de comunicado .
. comunicado con
Corral de partos areas de la con vacas .
L e larecriaoel
explotacion produccién o
reposicion lazareto
P Una correcta gestién del corral
Coinciden varios ggntamiﬁ:\rct%sn de Iec;/slt?ernercl;';1
animales en el recién nacidos con materia
corral de partos . .
fecal y tiene un impacto
Otros usos del Nunca o poco Ocurre entre el zlognntlrfc:fa(tjlg Olaegargiugé(rlézlo(:?sl,
-400 i >5009,
corral de partos frecuente (<10%) 10 436/2626 las Siempre (>50%) (Karsten Donat et al., 2016).
Frecuencia de
nacimientos fuera
del corral de
partos
Frecuencia NUNCA 0 DOCO Ocurre entre el El calostro y la leche son los
animales que P 10-40% de las  Siempre (>50%) principales  vehiculos  de
frecuente (<10%) . .
maman veces contagio debido a su
contaminacion fecal (McAloon
Encalostramiento et al.,, 2019b). La lactancia
dirigido Si - No natural y practicas deficientes
de higiene durante el ordefio
Origen del calostro Congelado una Mezcla de aumentan el riesgo de infeccion
Madre : .
vaca varias vacas (Karsten Donat et al., 2016;
Pasteuriza el si ) No Kinzleretal., 2014; Wolfetal.,
calostro 2016). Ademéas, se ha
documentado la presencia de
MAP viable en el calostro y la
. Leche de -
Origen leche Lactoreemplazante ) tanque/leche de leche de madres infectadas (S.
terneras P qdesecho S. Nielsen et al., 2008)(Fechner
et al., 2019; Godden et al.,
2005).
La transmisién de ternero a
Alojamiento de las Individual Hermandas Grupo ternero ha sido descrita

terneras

experimentalmente (Corbett et
al., 2017).
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Area de recria
préxima a nucleos
de vacas en
produccién

Novillas y vacas
adultas comparten
instalaciones

>30 m de las vacas
en produccion y sala
de ordefio

No

<30 m de las
vacas en

produccion y

sala de ordefio

Si

La distancia menor a 30 metros
entre el area de recria y la zona
de ordefio y/o vacas en
produccion favorece la
transmision de MAP (Verdugo
etal., 2020). Las novillas que se
mantienen junto a los animales
adultos tienen mas probabilidad
de infectarse por MAP
(McAloon et al., 2019b).

Alimentacion a

base de forrajes

fertilizados con
estiércol

No

Si

El uso de purines como
fertilizante es un factor de
riesgo cuando los animales se
alimentan de cultivos o pastan
en dreas tratadas con estos
purines (Salgado et al., 2011).

Reposicién

Propia

Externa

La introduccién de animales de
otras explotaciones se ha
identificado como el principal
factor de riesgo para la
introduccién de la enfermedad
(Rangel et al., 2015).

En relacion con la clasificacion de riesgo, se obtuvo una agrupacion por niveles
para cada uno de los tres bloques estudiados, ademas de una clasificacidén general que
tuvo en cuenta todos los factores evaluados en el cuestionario.

Para determinar el nivel de riesgo en cada bloque, se calculé el promedio de puntos
de los factores correspondientes. Teniendo en cuenta que la puntuacion promedio minima
para cada bloque era de un punto (todas las preguntas un punto) y la maxima de tres
puntos (todas las preguntas tres puntos), se calculd una desviacion de + 10 por ciento
sobre el promedio de la puntuacion minima y maxima. De esta manera, se definieron tres
niveles para cada bloque: "nivel 1", asociado a riesgo bajo, para las ganaderias con una
puntuacion inferior a 1,8; "nivel 11", asociado a riesgo moderado, para aquellas ganaderias
con una puntuacion entre >1,8 y <2,2; y "nivel III", asociado a riesgo elevado, para
aquellas ganaderias con una puntuacion mayor a 2,2

Para establecer la clasificacion general, se calculo la siguiente formula:

BIx + BlI% + (2 x BIlI%)
3

Clasificaciéon general x =
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Donde BIX corresponde a la puntuacion promedio del bloque I; BIIX corresponde
a la puntuacion promedio del bloque II; y BIlIX corresponde a la puntuacion promedio
del bloque Ill. La puntuacién promedio del bloque Il se puntué doble debido a la
importancia directa de estos factores con la transmision de MAP.

Al igual que en los distintos bloques, los limites de los niveles de la clasificacion
general se calcularon mediante el promedio entre la puntuaciéon méxima y minima, con
un margen de +10% sobre esta puntuacion. En consecuencia, se asigno el "nivel I" a las
ganaderias con una puntuacion promedio inferior a 2,4; "nivel II" a las ganaderias con
una puntuaciéon entre >2,4 y <2,9; y "nivel III" a las ganaderias con una puntuacion
superior a 2,9.

Realizacién del cuestionario

Para cumplimentar el cuestionario se programaron visitas a las explotaciones,
durante las cuales, el ganadero y el veterinario responsable respondieron activamente a
las preguntas, siendo preciso en ocasiones consultar los registros productivos y sanitarios
del rebafio.

El cuestionario fue realizado siempre por la misma persona para asegurar la
homogeneidad en la recopilacion de los datos. En explotaciones donde coexistian areas
expuestas y no expuestas a un determinado factor de riesgo, se considerd que el colectivo
estaba expuesto y se puntud en consecuencia. Los datos recopilados se introdujeron en el
programa SPSS (version 15.0, SPSS Inc., Chicago, USA) para realizar el analisis
estadistico correspondiente.

Andlisis ELISA de las muestras de suero

Todas las muestras de suero se analizaron en el laboratorio de CICAP utilizando
el kit comercial Mycobacterium paratuberculosis Antibody ELISA Test (IDEXX
Laboratories, EE. UU.). Siguiendo las instrucciones del fabricante y previamente descrito
en el material y métodos del Estudio 2 de esta Tesis Doctoral.

Andlisis estadistico

Se estimo la dispersion real de la paratuberculosis en las explotaciones de vacuno
lechero de la comarca de los Pedroches y la seroprevalencia real de la infeccion en el
ganado vacuno de leche, con sus correspondientes intervalos de confianza (I1Ces%), para
una sensibilidad y especificidad del test ELISA en muestras de suero del 25,1% vy el
99,4%, respectivamente (Sackett, D.L.; Straus, S.E. ; Richardson, W.S.; Rosenberg, W.;
Haynes, 2001). Para realizar los calculos, se utilizé el programa estadistico Winepi 2.0,

Se llevé a cabo un analisis estadistico, mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para valorar diferencias significativas en el estado de infeccion por MAP
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de los rebafios (positivo/negativo a MAP) en funcién del nivel de riesgo asignado, para
una probabilidad de error tipo | del 5% (P <0,05). En caso de asociacion, se realizaron
comparaciones multiples 2x2 mediante la prueba U de Mann-Whitney, acompafiada de la
correccion de Bonferroni, para determinar qué niveles de riesgo presentaban entre si
diferencias significativas en su estado de infeccion.

Finalmente, se estimd la fuerza y el sentido de esta asociacion mediante el calculo
de la Odds Ratio y su correspondiente 1Ces%. Todos los calculos y analisis estadisticos
fueron realizados con el software estadistico SPSS.

Resultados y discusion
Seroprevalencia

De las 832 muestras de suero sanguineo analizadas, se diagnosticaron 46 animales
seropositivos (5,5%), lo que supone una seroprevalencia real de la infeccion por MAP del
20,1% (ICos%: 17,4-22,8%). Este estudio proporciona el primer dato de seroprevalencia
de paratuberculosis bovina en vacuno lechero de Andalucia y los resultados son similares
a la estimacion realizada por Whittington et al. (2019), quienes reportaron una
seroprevalencia del 15% para el vacuno de leche en nuestro pais.

En 28 de los 41 rebafios analizados (68,3%), se encontré al menos un animal
seropositivo, lo que se consideré como criterio para clasificar al rebafio positivo a la
paratuberculosis (prevalencia minima en la explotacién 15%). Este porcentaje es superior
a las estimaciones de prevalencia a nivel de rebafio que han sido notificadas para nuestro
pais, que se sittan alrededor del 40% (R. Whittington et al., 2019). Sin embargo, es
importante tener en cuenta que estos resultados podrian estar influenciados por el proceso
de seleccién de las ganaderias participantes, ya que su incorporacion en el estudio fue
voluntaria.

Clasificacion de las ganaderias

Bloque I: factores relacionados con las caracteristicas, la bioseguridad y las
instalaciones de la ganaderia.

Segun este criterio de clasificacion, se obtuvo que el 34,1% de las ganaderias
presentaban un riesgo bajo, mientras que el 48,7% tenian un riesgo moderado y el 17,1%
mostraban un riesgo elevado para la infeccion por MAP. En este bloque, el mayor
porcentaje de ganaderias fueron clasificadas con riesgo moderado-alto para la infeccion
por MAP, con un 65,8% de las ganaderias analizadas.
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Nievel de clasificacion Bloque | . .
Numero total de bovinos [N : ' ' ' ' ' .

Presencia de otras especies de produccidén I
Vallado perimetral I 4 ! 4 [ R —

Presencia fauna cinegética |

Foso de purines |GG ' ' ' ' ' ' I

Retirada de cadaveres | EE— e —

Presencia de lazareto | ' ! ' ! ' .

Material agricola compartido I
Bebederos de facil limpieza |

Pasillo alimentacién de facil limpieza |

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Porcentaje de ganaderias

Nivel 1 Nivel I = Nivel lll

Figura 1. Nivel de clasificacién bloque | y factores de riesgo

Entre los factores identificados que podrian estar asociados con la seroprevalencia
de MAP, destaca el gran tamafio de las explotaciones en la comarca. El 92,7% de las
explotaciones encuestadas tenian mas de 100 cabezas (Figura 1), observandose un
tamafio promedio cercano a 130 vacas en produccidn, lo que supone un tamafio tres veces
mas grande que la media nacional (SGPGyC & DGPyMA, 2022b). Esto implica que la
prevalencia de la enfermedad podria ser mayor en la poblacion de estudio, ya que un
elevado nimero de animales por explotacion puede favorecer el hacinamiento y, por
consiguiente, la exposicion de los terneros a material fecal (Bolton et al., 2011; Wolf et
al., 2016).

Por otro lado, se detectd la presencia de otras especies en produccion en un 41,5%
de las ganaderias (Figura 1), especialmente ovejas y cerdos en sistemas de produccion
extensivos. Es importante mencionar que todas las explotaciones de vacuno de leche de
Andalucia se consideran sistemas de produccién intensiva (Garcia de Tena et al., 2018).
Sin embargo, es frecuente que en muchas ganaderias los animales que no estan en
produccion, como vacas secas Yy novillas, pasten en cercas colindantes en contacto con
otras especies productivas. Verdugo et al. (2014) describieron que la transmision de la
paratuberculosis puede ocurrir entre diferentes especies de rumiantes cuando hay una
convivencia estrecha. En el caso de las ovejas, un estudio realizado en Andalucia
determino una seropositividad en el 66,3% (1Cos%: 56,1-76,4%) de los rebafios (Jiménez-
Martin et al., 2022). Este resultado sugiere que las ovejas pueden actuar como fuente de
infeccion de MAP para el ganado vacuno.

La presencia de fauna silvestre en las explotaciones ganaderas tambien fue un
hallazgo comun en el 92,7% de las explotaciones (Figura 1), especialmente conejos,
jabalies y zorros. Aunque no se ha investigado exhaustivamente el papel que desempefia
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la fauna silvestre en la transmision de MAP a las especies ganaderas (McAloon et al.,
2019b), se ha documentado la infeccion por MAP en diversos animales de vida silvestre,
como conejos, cabras montesas, ciervos o jabalies (J. Alvarez et al., 2005; Astorga
Marquez et al., 2014; Maio et al., 2011). En relacion a los conejos, varios autores los han
identificado como posibles reservorios de la enfermedad, ya que se ha comprobado que
pueden excretar altas concentraciones de MAP en sus heces (Carta et al., 2013; Daniels
et al., 2003; Maio et al., 2011). El riesgo de transmision a través de la fauna silvestre se
ve potenciado por la falta de un vallado perimetral Optimo. Todas las ganaderias
encuestadas contaban con un vallado perimetral (Figura 1), si bien, en el 68,3% de las
explotaciones, la conservacion, altura o el material utilizado para su construccion no eran
apropiados para evitar el contacto con la fauna silvestre (Jiménez-Martin et al., 2022).

Al igual que ocurri6 con el vallado, se observo que el 90,2% de las explotaciones
contaban con un foso de purines. Sin embargo, en el 80,5% de las mismas, este foso no
estaba aislado de los animales (Figura 1), lo cual representa un riesgo de escorrentias en
caso de lluvias o desbordamientos (Wolf et al., 2016).

Ademas, se encontrd que el 85,4% de las ganaderias no realizaban un uso
adecuado del lazareto (Figura 1). Concretamente, el 26,8% de las ganaderias no contaban
con un corral definido para este propésito, se compartia con el corral de partos o estaba
conectado con la zona de recria. Esta falta de aislamiento y el contacto con otros animales
pueden aumentar el riesgo de transmision de la enfermedad y comprometer la efectividad
del control de la paratuberculosis en la explotacién. Por ultimo, la frecuente
contaminacion fecal del agua o los alimentos puede representar un riesgo de infeccion
incluso en animales adultos (Wolf et al., 2016). En este sentido, se encontr6é que en un
56,0% de las ganaderias, el pasillo de alimentacion de las vacas propiciaba la acumulacion
de suciedad debido a su superficie porosa o de dificil limpieza (Figura 1).

El 80,5% de las explotaciones contaban con bebederos de acero inoxidable de facil
limpieza (Figura 1), lo cual evitaba la acumulacion de estiércol. Ademas, se observo que
no era comun compartir material agricola para la manipulacién de purines entre las
ganaderias (Figura 1), lo que descarta que esta practica pueda estar implicada en la
transmision de MAP en el area de estudio (McAloon et al., 2017; Obasanjo et al., 1997).

Bloque Il: factores relacionados con los parametros productivos y sanitarios

En base a los parametros productivos y sanitarios evaluados, los resultados de la
encuesta revelaron que el 56,1% de las ganaderias analizadas fueron clasificadas como
nivel I, mientras que 34,1% se clasificaron como nivel Il y el 9,8% como nivel Il (Figura
1). En general, los indices productivos y sanitarios se encontraron en niveles 6ptimos a
pesar del alto nimero de granjas seropositivas detectadas. Esto podria estar asociado con
la ausencia de animales en etapas avanzadas de la enfermedad, ya que en su mayoria, las
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pérdidas productivas ocurren a medida que la enfermedad progresa (Machado et al., 2018;
Martins et al., 2018; Ozsvari et al., 2020; Pritchard et al., 2017; Wiszniewska-t.aszczych
et al., 2020).

Nievel de clasificacion Bloque 11

Media de produccion anual por vaca
Intervalo entre partos

Estatus tuberculosis

Histdrico de paratuberculosis

Otras enfermedades infectocontagiosas

Incidencia anual de mamitis

Incidencia anual muertes predestete
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B80% 90% 100%

Porcentaje de ganaderias

Nivel | Nivel Il m Nivel 11l

Figura 2. Nivel de clasificacion bloque Il y factores de riesgo

A nivel productivo, se observo que el 48,8% de los ganaderos informaron
rendimientos superiores a 10.000 kg de leche por vaca al afio (Figura 2), lo cual supera
el rendimiento medio nacional (9.286 kg de leche por vaca al afio) (SGPGYC &
DGPyMA, 2022b). La produccién media de leche se ha utilizado como un indicador para
predecir el estado de paratuberculosis de los animales (Machado et al., 2018), ya que se
han observado reducciones significativas en la produccion, incluso en animales
subclinicos (Martins et al., 2018). En este sentido, todas las ganaderias de este estudio
que obtuvieron una puntuacién de "3" para este factor (menos de 9.000 kg de leche por
vaca al afo) tenian al menos un animal seropositivo.

Por otro lado, también se evalué la capacidad reproductiva en funcion del
intervalo entre partos. Se ha observado que las vacas infectadas por MAP presentan un
aumento de 30 dias en dicho intervalo (Ansari-Lari et al., 2012) y una disminucién
general en la fertilidad (Garcia-Ispierto & Lépez-Gatius, 2016; Ozsvari et al., 2020), Sin
embargo, los resultados obtenidos mostraron que el 63,4% de las ganaderias presentaron
un intervalo entre partos inferior a 450 dias. (Figura 2).

En cuanto a los parametros sanitarios evaluados, se identificaron tres ganaderias
(7,3%) con un estatus positivo de tuberculosis bovina (Figura 2), de las cuales dos tenian
al menos un animal seropositivo a la paratuberculosis. Sin embargo, es importante
destacar que la ganaderia positiva a tuberculosis que no present6é animales seropositivos
a la paratuberculosis podria deberse a que recientemente habia sacrificado a gran parte de
su rebafio como parte del Programa Nacional de Erradicacion de Tuberculosis Bovina.
Esta ganaderia presentaba factores de riesgo importantes y un historial de animales con
sintomas de paratuberculosis. La coinfeccion de ambas enfermedades es frecuente en las
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explotaciones positivas a tuberculosis y debe ser considerada al disefiar medidas de
control (Julio Alvarez et al., 2009; Raffo et al., 2017).

Por otro lado, el 36,6 por ciento de los responsables de explotaciones afirmaban
tener sospecha de casos de paratuberculosis en los cinco afios anteriores (Figura X), si
bien desconocian aspectos clave de la epidemiologia de la enfermedad. En cuanto al
estatus sanitario general, se incluyd una pregunta sobre la presencia de enfermedades
infectocontagiosas, como la diarrea virica bovina, la fiebre Q o la rinotraqueitis infecciosa
bovina, asociadas a un estatus sanitario deficiente (Byrne et al., 2017). Solo en ocho
ganaderias se habian diagnosticado otras patologias, lo que indicaria un buen estatus
sanitario, pero puede ser que en el resto no se hicieran pruebas de rutina para valorar la
presencia de otras enfermedades, pudiendo comportarse como una variable confundente
en el cuestionario.

A nivel sanitario, destacé que un 90,2% y un 61,0% de las ganaderias registraban
un porcentaje superior al 5 por ciento respecto a la incidencia anual de mamitis y de
muertes antes del destete, respectivamente (Figura 2). Varios estudios han reportado que
ambos factores aumentan en presencia PTB (Juste et al., 2021b; Rossi et al., 2017b). Si
bien, la inclusidn de estos factores en la encuesta tuvo como objetivo evaluar de forma
indirecta la higiene en las explotaciones. Tanto la mamitis como la mortalidad predestete,
podrian indicar la existencia de précticas inadecuadas en el manejo, la limpieza y la
desinfeccidn, lo cual favoreceria la transmision del MAP (Wolf et al., 2016).

Bloque IlI: factores relacionados con el manejo durante el periparto, la recria y la
reposicion.

Bajo este criterio de clasificacion, se obtuvo que el 43,9 por ciento de las
ganaderias se ubicaban en el nivel I, el 34,1% ganaderias en el nivel 11y el 22,0% de las
ganaderias en el nivel 11, siendo el bloque que méas ganaderias clasifico en nivel I11.
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Figura 3. Nivel de clasificacién bloque I11y factores de riesgo

El manejo durante el periparto y la recria ha sido reconocido como un factor de
riesgo importante para la trasmision de la enfermedad (Barkema et al., 2018; McAloon et
al., 2017, 2019b). En este trabajo, se detectaron deficiencias en el manejo del corral de
partos, a pesar de que la mayoria de las explotaciones contaba con dicha area. En el 46,3
por ciento de las explotaciones, el corral de partos tenia una ubicacién inadecuada, en el
51,2% se utilizaba para otros fines y en el 43,9% era comUn que varias vacas coincidieran
pariendo en el mismo corral. Ademas, en el 19,5% de las ganaderias era frecuente que las
vacas parieran fuera del area designada (Figura 3). En general, se observé una falta de
conocimiento sobre el manejo adecuado del corral de partos y su importancia en la
transmision de la enfermedad. Por lo tanto, consideramos que es necesario formar a los
ganaderos sobre el manejo adecuado del corral de partos y su importancia en la
prevencion de la enfermedad (Karsten Donat et al., 2016).

En relacion con el manejo del ternero lactante, se observé una gran heterogeneidad
en cuanto a su control. Por lo general, los ganaderos contaban con un protocolo definido,
aungue no siempre se cumplia, y basaban sus decisiones en factores como la carga de
trabajo, el dia o la hora del parto. Se observd que el 63,4 por ciento de las ganaderias
practicaba el encalostramiento dirigido, mientras que el 36,6 por ciento permitia que los
terneros mamaran directamente de la madre durante las primeras horas de vida (Figura
3). En la mayoria de las explotaciones (85,4%), se suministraba calostro de la misma
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madre, pero solo una de las ganaderias aplicaba la pasteurizacion del calostro como
medida para reducir el riesgo de transmision de enfermedades. En cuanto a la
alimentacion posterior a la separacion de la madre, el 34,1% de las ganaderias
suministraba leche de tanque o leche de desecho en lugar de un lactoreemplazante
artificial (Figura 3).

Considerando estos resultados y los riesgos descritos previamente, es necesario
tomar medidas adicionales. En las ganaderias donde se permite a los terneros mamar de
la madre, es importante asegurar la limpieza de los pezones de las vacas si no es posible
realizar una separacion inmediata (Puerto-Parada et al., 2018). Asimismo, si los terneros
no son separados inmediatamente después del nacimiento y permanecen en el corral de
partos, es fundamental contar con un corral aislado y establecer un protocolo de limpieza
y desinfeccion adecuado (Karsten Donat et al., 2016). En relacién al uso de leche de
tanque, leche de desecho o0 mezcla de calostro de varias madres, es importante destacar el
importante papel que pueden tener en la transmision (S. S. Nielsen et al., 2008). La
pasteurizacion ha sido descrita en la literatura como un método eficaz para reducir la
transmision de MAP (Fechner et al., 2019; Godden et al., 2005), por tanto se recomienda
su aplicacion para controlar la enfermedad.

Todas las explotaciones contaban con un area de recria definida, y en mas del 56,1
por ciento de las ganaderias se encontraba a una distancia de mas de 30 metros de las
vacas en produccion o la sala de ordefio (Figura 3), lo cual se considera una medida
positiva para evitar la transmision de MAP (Verdugo et al., 2020). Ademas, el 58,5% de
las explotaciones alojaba a las terneras en cubiculos individuales (Figura 3), que previene
la transmision entre terneros (Corbett et al., 2017). En cuanto al manejo de las novillas,
se observd que solo el 34,1 por ciento de las ganaderias disponia de instalaciones
especificas para ellas (Figura 3). En el resto de las explotaciones, era comun que las
novillas compartieran instalaciones con otros animales de diferentes edades, lo que
aumenta el riesgo de transmision (McAloon et al., 2019b).

En relacion con la alimentacion, se encontrd que en el 87,8 por ciento de las
ganaderias se utilizaban pastos y forrajes fertilizados con purines (Figura 3). Esta practica
es habitual, ya que los purines se utilizan como fertilizante en los terrenos colindantes
destinados al cultivo de alimentos para las vacas, y podria ser un factor de riesgo
importante, debido a la elevada resistencia ambiental de MAP. Por lo tanto, se recomienda
evitar el pastoreo o el consumo de estos forrajes por parte de las vacas durante un periodo
de al menos 12 meses para reducir el riesgo de transmision (Salgado et al., 2011).

Por otra parte, se ha descrito que el principal factor de riesgo para la introduccion
de MAP en un rebafio negativo es la adquisicion de animales infectados (Rangel et al.,
2015). En el caso de las ganaderias incluidas en el estudio, la mayoria (68,3%) practican
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la reposicion propia (Figura 3). Sin embargo, aquellas con alta tasa de reposicion externa,
no eran conscientes de este riesgo y no aplicaban medidas adicionales para evitar la
introduccion de animales infectados.

Clasificacion general y nivel de significacion entre niveles

La clasificacion general de las ganaderias en diferentes niveles de riesgo, revelo
que el 51,2 por ciento se encontraban en un nivel bajo de riesgo de paratuberculosis (nivel
1), el 26,8 por ciento presentaba un riesgo medio (nivel 11) y el 22, por ciento tenian
précticas o caracteristicas asociadas a un riesgo elevado de paratuberculosis (nivel I11).

Se encontrd una asociacion significativa entre la clasificacion general de la
encuesta y la seropositividad del rebafio (p < 0,05). De las 21 ganaderias clasificadas en
nivel 1, se observé que el 42,9% de ellas presentaron al menos un animal seropositivo en
el rebafio. En el caso de las 11 ganaderias clasificadas en nivel Il, se encontré que el
90,9% de ellas fueron seropositivas. Por otra parte, las nueve ganaderias clasificadas en
nivel I11 resultaron ser seropositivas.

Mediante la prueba de U de Mann-Whitney se determind una asociacion
significativa entre las ganaderias del nivel 1'y el nivel 111 (p < 0,02). Sin embargo, debido
al reducido numero de ganaderias clasificadas en nivel 1ll, no fue posible estimar la
relacion de probabilidad (odds ratio) de las explotaciones de los niveles Il y | en relacion
con la infeccion por MAP. No obstante, la tendencia observada confirma la utilidad del
cuestionario para estimar el riesgo de infeccion por MAP. Este hallazgo, representa un
primer paso en el abordaje del control de la enfermedad, ya que proporciona informacion
para identificar factores de riesgo y dirigir los esfuerzos para su control (Roy D. Berghaus
et al., 2005).
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La paratuberculosis es una enfermedad de distribucion mundial que afecta
principalmente a los rumiantes domésticos, con un impacto econdémico y sanitario
importante en paises desarrollados, debido a las pérdidas de produccion y los gastos
derivados de su control (Dufour et al., 2004; McAloon et al., 2019b; R. Whittington et
al., 2019), sin olvidar su posible vinculacion con la enfermedad de Crohn en el hombre
(Waddell et al., 2016). Asimismo, la presencia de esta enfermedad puede afectar al
mercado internacional, pues hay paises de economia emergente, que exigen
certificaciones de salud animal para importar productos de origen animal, incluyendo
carne y productos lacteos (R. Whittington et al., 2019).

La prevalencia de esta enfermedad puede superar el 30 por ciento en paises
desarrollados, pero se estima que la importancia real estaria subestimada porque muchos
casos no son bien diagnosticados (R. Whittington et al., 2019). El largo periodo de
incubacidn, los signos clinicos inespecificos hasta las fases finales, y la ausencia de
pruebas de diagnostico rapidas y fiables, condicionan la aplicacion de adecuadas medidas
de control, que ademas estan condicionadas por el estatus sanitario frente a tuberculosis
(Mallikarjunappa et al., 2021; Stevenson & Kapur, 2020). En este trabajo nos propusimos
evaluar técnicas de diagnostico rapidas, como qPCR y ELISA indirecto, para detectar
animales infectados in vivo en heces o suero, respectivamente, utilizando también una
gPCR para confirmar la enfermedad en animales post mortem, en muestras obtenidas de
tejido intestinal (VIC y NLIC), en una zona endémica de tuberculosis, como es Andalucia
(DGSPA, 2022)

Para validar ambas técnicas hemos utilizado el cultivo microbioldgico de tejido
intestinal como técnica de referencia. En este sentido, algunos autores afirman que el uso
del cultivo fecal se consideraria la técnica de referencia para el diagnéstico de la PTB en
animales vivos (Dane et al., 2023). No obstante, el cultivo fecal no identifica animales en
estadios tempranos de la infeccidn, y es menos sensible que la muestra a partir de tejidos,
siendo esta ultima la recomendada para confirmar el diagnostico de animales en el
matadero (McKenna et al., 2005; S. S. Nielsen & Toft, 2008; WOAH, 2022).

Se ha evaluado la utilidad de una g°PCR mudltiple basada en la deteccion de la diana
I1S900 y el fragmento F57 (Keller et al., 2014; Slana et al., 2008). Para ello, se obtuvieron
muestras fecales (QPCR-fecal) y muestras de tejido intestinal (QPCR-tejido intestinal),
calculando los valores de Sensibilidad (SE), Especificidad (ES), y las razones de
verosimilitud (RV). La qPCR-fecal ha mostrado unos valores de SE del 50,3% (ICgs0%:
36,4-64,6) y ES del 93,5% (ICgs%: 87,5-99,9), para la deteccion de animales infectados.
Hemos comprobado que su utilidad diagndstica depende de la prevalencia de la
enfermedad en la zona de estudio. En zonas con prevalencia inferior al 19 por ciento, la
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gPCR-fecal podria demostrar la ausencia de infeccion en animales, con una credibilidad
superior al 90 por ciento. Ademas, esta técnica podria detectar animales positivos en
zonas con una prevalencia superior al 23 por ciento, con una credibilidad mayor al 70 por
ciento.

Por otra parte, la qPCR-tejido intestinal se realizo utilizando dos muestras
diferentes, valvula ileocecal (VIC) y nodulo linfatico ileocecal (NLIC), consideradas las
muestras de eleccion para el diagnostico de la PTB (Sackett et al., 2001; Gonzalez et al.,
2005), debido a que son los tejidos diana de la bacteria y también por su facil
identificacion durante la inspeccidn del paquete visceral tras el sacrificio. Si comparamos
los resultados obtenidos en funcidn de la muestra, comprobamos que la gPCR-tejido
intestinal con muestras de VIC mostré una mayor precision diagnostica [SE 71,7%
(ICos0%: 58,2-84,1%) y ES 93,3% (ICgs%: 86,5-100,0)] en comparacion con la obtenida
con muestras de NLIC [SE 59,9% (ICgs%: 46,3-74,0%) y ES 89,7% (ICos%: 82,9-96,6)].
En consecuencia, se ha considerado que el andlisis de la VIC es la mejor opcion para
confirmar la infeccion por MAP (RVP 10,8), con una credibilidad superior al 70 por
ciento en animales procedentes de zonas o rebafios con una prevalencia de infeccion
mayor o igual al 18 por ciento. Sin embargo, cuando el objetivo es demostrar la ausencia
de la enfermedad, es recomendable realizar la qPCR-tejido intestinal utilizando muestras
de VIC y NLIC en paralelo (VIL+NICL) (SE: 81,3%, ES: 89,5%, RVN:0,2), que nos
permitira descartar la enfermedad en zonas con prevalencias que oscilan entre el 0 y el 20
por ciento, con una credibilidad del 95 por ciento.

Segun nuestros resultados, la gPCR-tejido intestinal es una técnica de diagndstico
util para confirmar o descartar la enfermedad con alta credibilidad en animales muertos o
sacrificados, siendo una herramienta adecuada para aplicar sistemas de vigilancia en
mataderos, que han resultado Gtiles para el control de otras enfermedades cronicas, de
largo periodo de incubacion, como la tuberculosis bovina (Gilardoni et al., 2012; S. S.
Nielsen & Toft, 2008).

Por otro lado, esta Tesis aborda la validacién de la técnica ELISA-PTBb (IDEXX
Laboratories, Westbrook, ME, USA) en muestras de suero sanguineo obtenidas de ganado
vacuno. Esta técnica puede detectar anticuerpos frente a la PTB en animales vivos, siendo
muy utilizada por su facilidad de realizacion, rapidez y su bajo coste (Whittington et al.,
2019; Blanco Vazquez et al., 2020). Sin embargo, es importante destacar que su precisién
diagnostica se afecta por la edad de los animales, el estadio de la infeccion o la
coinfeccion con otras micobacterias (Blanco Vazquez et al., 2020; Gilardoni et al., 2012;
S. S. Nielsen & Toft, 2008). Estos factores comprometen la utilidad diagndéstica de la
prueba y dificultan la toma de decisiones ante un resultado positivo o negativo. En este
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trabajo, se obtuvieron unos valores de SE del 40,7 por ciento (ICes%: 27,5-53,9%) y una
ES del 94,7 por ciento (ICos%: 91,4-98,0%). Atendiendo a la prevalencia de la
paratuberculosis bovina en la zona, un animal positivo tendria una probabilidad >70 por
ciento de estar infectado en zonas con prevalencias > 23 por ciento, mientras que un
animal negativo a la prueba se descartaria la enfermedad con una certeza superior al 70
por ciento en zonas de prevalencias <41 por ciento.

Ademas, al comparar la precision diagnostica del ELISA-PTBb teniendo en
cuenta el estatus sanitario de los animales frente a tuberculosis (TB+ o TB-), se
observaron diferencias significativas en los valores de SE y ES. En animales TB+, se
obtuvieron valores de SE del ELISA-PTBb del 94,4 por ciento (ICgs%: 81.4-100.0) y ES
del 82,6% (ICos%: 71,8-93,4) mientras que para los animales TB-, se obtuvieron valores
de SE del 25,1 por ciento (ICgs%: 11,8-38,4) y ES del 99,4 por ciento (ICgse%: 98.0-100).
Segun estos resultados, la técnica ELISA-PTBb es adecuada para descartar la coinfeccion
por paratuberculosis en animales TB+, mientras que en animales TB- permite confirmar
la enfermedad con una probabilidad > 70 por ciento si la prevalencia de la enfermedad es
>6 por ciento.

Hasta la fecha, el nimero de trabajos donde se haya evaluado la precision
diagnostica del ELISA-PTBb en animales coinfectados por MAP y CMT ha sido muy
limitado (C. Picasso-Risso et al., 2019). Algunos estudios han sugerido que en animales
coinfectados, la SE de las técnicas basadas en la respuesta inmune humoral serian
mayores (Julio Alvarez et al., 2009; Raffo et al., 2017, 2020), mientras que otros habian
destacado las limitaciones del ELISA-PTBb para poder diferenciar entre animales
positivos a tuberculosis y paratuberculosis (Olsen et al., 2001). Los resultados obtenidos
en este estudio indican que la presencia de tuberculosis interfiere en la precision
diagndstica del ELISA-PTBD, y deben ser tenidos en cuenta para la interpretacién de los
resultados en zonas endémicas de tuberculosis (Julio Alvarez et al., 2009), por lo que se
recomienda confirmar el diagnéstico utilizando otras técnicas, como la qPCR-tejido
intestinal sobre muestras de VIC.

Una vez conocidas la precision y utilidad diagnostica de las pruebas disponibles,
el segundo objetivo de este estudio se centré en proponer medidas de control de la
paratuberculosis en vacuno lechero, donde la enfermedad tiene un mayor impacto
(McAloon et al.,, 2019b; R. Whittington et al., 2019), en una zona endémica de
tuberculosis. El primer paso para disefiar un programa de control es conocer las
caracteristicas epidemiologicas de la enfermedad en el &rea geogréfica de estudio
(McAloon et al., 2019b). Para ello, realizamos un estudio epidemioldgico para determinar
la seroprevalencia de la infeccion en el ganado vacuno lechero de la comarca de los
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Pedroches y disefiar un cuestionario que permitiera clasificar a las ganaderias en base al
riesgo de infeccion por MAP en tres niveles (nivel I, riego bajo; nivel 11, riesgo moderado;
y nivel 111, riesgo elevado). Para la clasificacion se tuvo en cuenta un conjunto de factores
de riesgo agrupados en tres bloques (caracteristicas, bioseguridad, instalaciones de las
ganaderias; estatus productivo y sanitario; y manejo en el periparto, recria y reposicion),
que habian sido previamente definidos (Beaver et al., 2017; Corbett et al., 2017; Karsten
Donat et al., 2016; Kirkeby et al., 2017; Kinzler et al., 2014; McAloon et al., 2019b;
Rangel et al., 2015; Wolf et al., 2016).

El cuestionario disefiado se utilizd en 41 ganaderias de la comarca de Los
Pedroches en colaboracion con los veterinarios responsables de las explotaciones. En
términos generales se observé que el 51,2 por ciento de las ganaderias presentaron un
nivel de riesgo bajo, el 26,8 por ciento un riesgo moderado, y el 22 por ciento un riesgo
elevado. La clasificacion obtenida proporciona una vision general de las caracteristicas
de las explotaciones en la zona y nos proporciona una base para la implementacién de
estrategias de control y prevencion especificas, dirigidas a corregir los factores de riesgo
identificados en cada bloque.

En base a estos resultados, se propone un programa de vigilancia y control de la
paratuberculosis bovina para las ganaderias de vacuno lechero del sur de Espafia, con el
objetivo de reducir la prevalencia en explotaciones afectadas y certificar la ausencia de la
enfermedad en explotaciones libres. Los programas de control implementados en otros
paises se basan en la combinacidn de estrategias de diagndéstico y sacrificio, asi como en
la implementacion de medidas higiénico-sanitarias en el manejo, con el objetivo de
reducir el riesgo de exposicién de la recria a MAP. El veterinario responsable de cada
ganaderia podra decidir, segun la situacion y los recursos disponibles, la aplicacion de las
medidas més adecuadas.

De acuerdo con nuestros resultados, proponemos la combinacién de técnicas de
diagnostico de la enfermedad en animales vivos (qQPCR-fecal y ELISA-PTB) para la
deteccion de animales infectados y seguimiento en matadero para confirmar la
enfermedad y animales muertos o sacrificados (QPCR-tejido intestinal con muestras de
VIC y NLIC), ademas de la aplicacion de medidas de manejo para reducir el riesgo de
mantenimiento y transmision de MAP dentro y entre granjas de ganado vacuno lechero.
Estas medidas se han dividido en cuatro grupos:

Caracterizar el riesgo de infeccion por MAP a nivel de rebafio: se utilizara la
encuesta disefiada y validada que permitira categorizar el riesgo de infeccion por MAP
en cada ganaderia y detectar posibles deficiencias en las practicas de manejo. En base a
los resultados de la encuesta, el veterinario responsable de la explotacion evaluara las
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practicas de manejo llevadas a cabo durante el parto, la lactacién, la adquisicién de
animales vivos y las medidas de bioseguridad y mantenimiento de instalaciones.

Identificar animales infectados en las explotaciones: esta medida se fundamenta
en la deteccidn de los animales excretores de MAP, que constituyen la principal fuente
de contagio y mantenimiento de la enfermedad en el rebafio. Una vez conocido el estatus
sanitario de los animales, se podran aplicar medidas de control, que pueden variar desde
evitar que tengan contacto con animales sensibles hasta la eliminacion del rebafio,
dependiendo de la situacién epidemioldgica.

Para identificar los animales excretores, se pueden utilizar dos técnicas: ELISA-
PTB y qPCR-fecal. Segun los resultados obtenidos en la validacion de estas pruebas,
recomendamos utilizar ELISA en explotaciones con presencia de animales que muestren
signos clinicos, en granjas con sospecha de alta prevalencia de paratuberculosis o
positivas a tuberculosis bovina. Por otro lado, recomendamos el uso de la técnica qPCR-
fecal en explotaciones con bajo riesgo de paratuberculosis. Los animales que den positivo
en cualquiera de estas técnicas no deberan estar en contacto con animales jovenes o bien
seran eliminados del rebafio.

Establecer un sistema de vigilancia de PTB en matadero: los animales
sacrificados en matadero (desvieje, campafias de saneamiento, otras causas) seran
sometidos a vigilancia utilizando la técnica gPCR-tejido intestinal para confirmar el
diagnostico en explotaciones afectadas o descartar la presencia de MAP en explotaciones
aparentemente libres (utilizando muestras de VIC y NLIC). Este sistema de vigilancia
aportara datos valiosos para conocer la evolucion de la enfermedad en la zona y validar
la eficacia de las medidas de control implementadas, ademas de certificar la ausencia de
la enfermedad.

Adoptar una guia de buenas practicas de manejo en las distintas fases de
produccién

1. Durante el parto:

v Disponer de un corral de partos ubicado en una zona fisicamente aislada de las vacas en
produccion y de la recria.

v' Evitar que varias vacas compartan el mismo corral de partos al mismo tiempo.

v Disefiar e implantar un protocolo de limpieza, desinfeccién y mantenimiento del corral de
partos.

v’ Las vacas con resultados positivos y no se sacrifiquen deben ser identificadas y separadas en
otro corral durante el momento del parto. Ademas, se debe descartar su descendencia como
futura recria y desechar el calostro de estas vacas para alimentar a los terneros.
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Mantener una adecuada higiene de las vacas, especialmente de las ubres y los pezones.
Separar a los terneros de sus madres tan pronto como sea posible.
Obtener el calostro siguiendo buenas practicas de higiene y limpieza durante el proceso de
ordefio.
En explotaciones con una alta prevalencia de paratuberculosis, se recomienda pasteurizar el
calostro o reemplazarlo por calostro comercial.
Se debe evitar la mezcla de calostros de diferentes vacas. En caso necesario, se debe intentar
mezclar unicamente calostro de vacas menores de 4 afios, con el fin de reducir el riesgo de
eliminacion MAP en el calostro.

2. Durante la lactacion:
Ubicar el area de recria en una zona aislada de las vacas en produccién, el corral de partos,
el lazareto y la sala de ordefio, evitando también la presencia de escorrentias de estiércol.
En caso de una alta prevalencia de la enfermedad, es preferible alojar a los terneros en
cubiculos individuales.
Aplicar buenas practicas de higiene y limpieza en los cubiculos donde se alojan los terneros,
asi como en los utensilios utilizados para su alimentacion, los cuales deben desinfectarse
entre cada toma.
Utilizar un lactoreemplazante artificial. Descartar la leche de vacas enfermas o con residuos
de antibidticos y leche de tanque no pasteurizada.

3. Durante la cria de novillas y la adquisicion de animales vivos:
Evitar el contacto de las novillas con vacas adultas y minimizar su exposicion al estiércol
dentro de la explotacion.
En caso de pastoreo, se recomienda evitar la mezcla con vacas adultas u otras especies en
produccién. También se debe evitar pastar en areas previamente utilizadas por rumiantes o
donde se hayan aplicado purines de vaca en un periodo de al menos 12 meses.
Limitar el acceso a agua estancada y suministrar agua de calidad.
Control en la adquisicion de animales vivos (diagnéstico y procedencia de granjas
controladas).
Disponer y utilizar salas de cuarentena para la introduccion de animales, hasta confirmar la
ausencia de excrecion fecal de MAP mediante qPCR-fecal, si proceden de explotaciones no
controladas.

En esta guia de buenas préacticas no pueden faltar un conjunto de medidas de

Bioseguridad en las instalaciones que completan las actuaciones anteriormente llevadas
a cabo, entre ellas destacamos:

v

Establecer en cada explotacion un circuito para la entrada y salida de vehiculos, animales y
personas.

Disponer de un vallado cinegético que impida el contacto con la fauna silvestre.

Utilizar correctamente y mantener en buen estado el vado sanitario.

Aplicar protocolos de limpieza y desinfeccion adecuados.
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v' Separar los animales muertos y evitar que el servicio de recogida acceda a la explotacién
para la retirada de los cadaveres.

v Revisar periddicamente las instalaciones para evitar la posible entrada de vectores (roedores,
pajaros, etc.), controlar de puntos de agua y alimento.

v’ Establecer un protocolo para la gestion de purines

v Retirar periédicamente el material de las camas y contar con infraestructuras que permitan
realizar el secado de estiércol en una zona alejada de la recria.

Todos los resultados presentados en esta tesis doctoral suponen un avance para el
control de la paratuberculosis bovina en una zona endémica de tuberculosis. Ante la falta
de directrices oficiales para abordar el control de la paratuberculosis, se debe adoptar un
enfoque holistico que integre diferentes estrategias y fomente la colaboracion entre
ganaderos, servicios veterinarios y administraciones publicas. Se recomienda la
implementacidn de un sistema de vigilancia en mataderos utilizando la técnica de gPCR
en muestras de tejido intestinal para determinar la prevalencia de la enfermedad y su
impacto, lo que servira de base para el disefio de un programa de control que involucre a
todos los ganaderos y promueva su aplicaciéon. Por otro lado, es fundamental que la
comunidad cientifica continGe investigando en estas areas. Se necesita un mayor
conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad, asi como la mejora y el desarrollo
de técnicas de diagnostico méas precisas. También se deben explorar otras posibilidades
de control, como la vacunacién y la resistencia genética a la enfermedad.

En el binomio conocido como Universidad-Empresa la transferencia del
conocimiento alcanza su mayor compromiso en la formacién doctores en empresas, estos
doctorados permiten establecer vinculos estables, fortalecen los departamentos 1+D+i y
acercan los conocimientos a la sociedad. La incorporacion de doctores en las empresas
confiere una vision mas cientifica de los procesos gestionados, ademas posicionar al
tejido productivo a la vanguardia del conocimiento
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1. Los resultados obtenidos proporcionan informacion sobre la precision
diagnostica y la aplicabilidad de la gqPCR mudltiple 1S900/f57 en muestras fecales y de
tejidos intestinales para la deteccion de Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis. Es importante destacar la idoneidad de la gPCR para el diagndstico
post-mortem utilizando muestras de valvula ileocecal y nodulo linfatico ileocecal. para
confirmar o descartar la infeccion. Ademas, segun los resultados obtenidos, la gPCR
tisular podria considerarse una herramienta adecuada para aplicar sistemas de vigilancia
en mataderos para el diagndstico de la paratuberculosis.

2. Se obtuvieron unos valores de sensibilidad para el ELISA-PTB del 40,7 por
ciento (IC95%: 27,5-53,9%) y una especificidad del 94,7 por ciento (IC95%: 91,4-
98,0%). En animales positivos a tuberculosis, la SE fue més elevada [ES 94,4% (1C95%:
81.4-100.0)], y en animales negativos a tuberculosis, la SE fue inferior [SE 25,1%
(1C95%: 11,8-38,4)]. Los resultados obtenidos en este estudio indican que la presencia de
tuberculosis interfiere en la precisién diagnostica del ELISA-PTBD, y deben ser tenidos
en cuenta atendiendo a las caracteristicas epidemioldgicas de la zona.

3. En este trabajo se ha disefiado y validado un cuestionario que ha permitido
clasificar las ganaderias de la zona atendiendo al nivel de riesgo de la paratuberculosis
(riesgo bajo, moderado, elevado). La mitad de las ganaderias presentaron un riesgo
moderado (26,8%) o elevado (22%), datos que proporcionan una vision general de las
explotaciones de la zona. El cuestionario elaborado puede ser una herramienta util para
implementar medidas de control que disminuyan la prevalencia de la paratuberculosis
bovina.

4. Se propone un programa de vigilancia y control de la paratuberculosis bovina
para las ganaderias de vacuno lechero del sur de Espafia, con el objetivo de reducir la
prevalencia en explotaciones afectadas y certificar la ausencia de la enfermedad en
explotaciones libres, basado en cuatro pilares: i) caracterizar el riesgo de infeccion por
MAP a nivel de rebafio; ii) identificar animales infectados en las explotaciones; iii)
establecer un sistema de vigilancia de PTB en matadero; iv) adoptar una guia de buenas
practicas de manejo en las distintas fases de produccion.
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