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Servicio de Micobacterias

LINEAS DE INVESTIGACION

- Aplicacion de nuevas técnicas de diagnodstico: MGIT, real time PCR,
técnica de extraccion directa de ADN a partir de muestra clinica.

- Estudios de sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnodsticas
de I|la tuberculosis. Interferencia de otras micobacterias
(M.a.paratuberculosis).

- Estudios inmunologicos. Caracterizacion de la respuesta inmune.
Nuevas citoquinas para diagnostico.

Caracterizacion molecular de miembros de los complejos M.
tuberculosis (MLST, spoligotyping, VNTR) y M. avium (PCR, REAs).

- Epidemiologia de la tuberculosis y paratuberculosis. Papel de los
animales salvajes. Control de la enfermedad. Vacunacion.

- Puesta a punto de una técnica de validacion de las tuberculinas sin
uso de animales de experimentacion (EU-RL).
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Servicio de Micobacterias

TRABAJO DE SERVICIO

-Cultivo microbiolégico: tuberculosis y paratuberculosis.

-Identificacion de complejo Mycobacterium tuberculosis y M.
avium mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

-Caracterizacion molecular de aislados del género
Mycobacterium: DVR-spoligotyping, PFGE, VNTR.

-Pruebas inmunologicas:
eDeteccion de interferon-gamma (PPD aviar y PPD
bovina).
eDeteccion de anticuerpos frente a M.a.paratuberculosis.
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Servicio de Micobacterias
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TUBERCULOSIS BOVINA

="Enfermedad consuntiva
=Descenso en las producciones
=Restricciones comerciales
=ZOONOSIS

*\/acunacion

*Eliminacion de animales infectados
(test y sacrificio)

*Bioseguridad

Estrategias disponibles

IMPRESCINDIBLE LA APLICACION DE HERRAMIENTAS DE DIAGNOSTICO FIABLES Y EFICACES

Clinico
Inmunolaégico de base celular: IDTB, y-IFN

Tests serologicos
Anatomopatologico (matadero)
Microbiolégico

SRRSO

CENTRO DE VIGILANCIA SANITARIA VETERINARIA
VISAVET

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

el e o

Servicio de Micobacterias

www.vigilanciasanitaria.es



La erradicacion de la tuberculosis bovina es posible
siempre y cuando se mantenga la integridad del rebaio
(considerado como unidad epidemioldégica) y todos los
reservorios y factores de riesgo se eliminen o controlen
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TECNICAS DIAGNOSTICAS IN VIVO
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Tiempo—

" . Infeccién tuberculosis
- Infeccidén paratuberculosis
- Infeccion mixta
s Vacunacion de paratuberculosis

Interferencias —
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DIAGNOSTIC TOOLS

1. 1. INTRADERMOTUBERCULINIZACION SIMPLE (SIT):

b:“_";"\_“ T

* Valora la respuesta inmune
de base celular (CMI) in-vivo

- Test de diagnédstico oficial en la mayoria de los casos en Espaia

* Reacciones cruzadas con micobacterias ambientales: Especificidad

v
1. 2. INTRADERMOTUBERCULINIZACION COMPARATIVA (SICCT):

- Tiene en cuenta la posible sensibilizacion con otras
micobacterias (MAC)

« especificidad, pero sensibilidad > USO SOLO EN CIERTOS CASOS!!

“Un buen test de rebano, con un valor individual limitado”
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Técnica de deteccion del interferon-gamma
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L Cultivo in vitro de la sangre
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5. Dispensar la sangre

= Invertir el tubo para homogeneizar la sangre

= Para una muestra dispensar en tres pocillos

- ¥
consecutivos:1,5 ml ! [ ¢
g -,

6. Estimulacion sangre con PPDs

= PPDs de campaia de erradicacion
= Concentracion optima: 20 ug PPD/ml sangre
= Concentracion trabajo PPDs = 300 ng/ml
= Volumen: 100 ul PPD/1,5 ml sangre
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7. Incubacion
= Temperatura: 37°C.

= Tiempo: 18-24h.

i X . X“ it s . 7~|
8. Recogida plasma tras centrifugacion a_;‘f‘,?\ |
:500-800 g / 10-15 minutos w G
9. Realizacion del ELISA .
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http://www.biocorah.com/diag/b1.shtml
http://www.biocorah.com/diag/b2.shtml
http://www.biocorah.com/diag/b4.shtml
http://www.biocorah.com/diag/b6.shtml

10. Interpretacion de los resultados

IFN-y bovino POSITIVO:

DO PPDbov - DO PBS > 0,05
DO PPDbov > PPDav

IFN-y bovino NEGATIVO

=Cualquier otra posibilidad

DO PBS DO PPDav|DO PPDbov| IFNav | IFNbov | RESULTADO IFN bovino
0,0086 0,0132 0,1717 0,0046 | 0,1631

0,0089 0,0325 0,0681 0,0236 | 0,0692

0,0072 0,0067 0,0077 -0,0005 | 0,0005 NEGATIVO
0,0072 0,0779 0,0763 0,0707 | 0,0691 NEGATIVO
0,0077 0,2071 0,0086 0,1994 | 0,0009 |NEGATIVO-REACTORAVIAR
0,0101 0,2539 0,1606 0,2438 | 0,1505 |NEGATIVO-REACTORAVIAR

“
VISAVET
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Ensayo IFN-y: dos fases distintas
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MANUAL DE PROCEDIMIENTO
PARA LA REALIZACION DE LAS PRUEBAS
DE INTRADERMOTUBERCULINIZACION

Y GAMMA-INTERFERON

EN EL AMBITO DEL PROGRAMA NACIONAL
DE ERRADICACION DE LA TUBERCULOSIS BOVINA 2003-2010

F

@ PROGRAMA NACIONAL DE ERRADICACION DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

Indice

Pag.:

Ambito de aplicacion (3

Intradermotuberculinizacion de comparacion /g
Justificacién y objetivos
Técnica de administracidn de las tuberculinas

Interpretacion de los resultados

Intradermotuberculinizacion simple | 9

Utilizacion en paralelo del test del gamma-interferon (10

Test de gamma-interferon
Descripeion de la tecnica
Realizacion del ensayo

PROGRAMA NACIONAL DE ERRADICACION DE LA TUBERCULOSIS BOVINA
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1. IDTB
= Hace mas de 60 dias IDTB

= Animales hipersensibilizados por la IDTB — Falsos positivos

= Animales > 6 meses IFN

= Tomar las muestras de sangre antes de inocular las tuberculinas

2. Extraccion de sangre

= Material estéril, agujas para extraccion de sangre I‘I“-

= Tubos con anticoagulante (heparina de litio) -

» Volumen sangre > 4,5 ml (recomendado 5 ml) -
= Volumen de los tubos: 10 ml. '

= Invertir el tubo para homogeneizar la heparina

= Personal especializado
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3. Transporte al laboratorio

= Temperatura ambiente (no refrigerada)

4. Tiempo de estimulacion 6\& s

= Inferior a 8h tras su recogida xy
= Soporte cientifico: Se ha demostrado que es un factor

que afecta al ensayo de IFN-y en boviBno

» Retraso de 24 horas: disminucion demiqos valores de DO

500 4

(ODs0)

1.000 4

Absorbance
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v-IFN: Bovigam
- Prueba complementaria

- Recomendado por la Task Force en situaciones de
alta prevalencia

Ventajas de la técnica:

- Detecta animales en una fase de infeccion mas
temprana — detecta una mayor proporcion de
animales.

- Interpretacion menos subjetiva e influenciable por
causas que interfieren con la IDTB.

- Obtencion de valor numeérico (definicion de punto
de corte).

Inconvenientes de la técnica:

- Muy sensible a alteraciones del protocolo
- Especificidad (ojo!!)
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> La existencia de Falsos Positivos/Negativos puede ser debida
a factores relacionados con:

1. Tuberculinas (uso deficiente)

> Evitables (mdas o menos!!

2. Realizacion de la prueba

J

3. El estado inmunitario del animal analizado

Q > Tenemos que enfrentarnos a ellos!!
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Animales falsos negativos

Estado real Test status
\-—-J\_-d \__d\-d
= = -7 ~ iy, ity
-« Mantienen la infeccidon en el rebafo “~a™— = (o -t
2 o~ - -
L I— \-?—‘ I
[ | [ —
L — (- -

- Ralentizan la erradicacion - implicaciones economicas

« Varias posibles causas > las mas comunes y conocidas:

>Demasiado pronto (pre-alérgico) / demasiado tarde (anérgico)

>Infeccion con (Mico)bacterias ambientales

A VECES MUY DIFICILES DE CARACTERIZAR!!!
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Animales falsos positivos

Estado real Test status
ge = o= - - e’ R
* Sacrificio innecesario de animales _s—c S c - -
- e
e \--::_)--d S = \--:?—}_-d
g S St
L— e S e

- Origen complejo (reacciones de hipersensibilidad inespecificas)
>Vacunacion vs. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

>Infeccion con (Mico)bacterias ambientales

- Pérdidas economicas

* Disminuye la confianza y el compromiso de los ganaderos
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DIAGNOSTICO DE TBC BOVINA IN VIVO EN ESPANA

 Precision aproximada de las pruebas diagnosticas utilizadas (variabilidad)

IDTB simple 63.2-100% (83.9%)  75-99% (96.8%)
IFN-y 73-100% (87.6%) 85-99% (95%)

- Estrategia diagndstica actual:
Utilizacion de prueba muy sensible a nivel de rebafio (IDTBs)
«Aplicacion complementaria de prueba muy sensible a nivel individual
(IFNy) en rebanos infectados

Q / ‘Buena especificidad a nivel de rebano (>95%)
Buena sensibilidad a nivel individual...
\ y especificidad individual?
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N° anim Animales + Animales + Animales +a

explotaciones analizados IDTBs IFN-y ambas pruebas

54 7364 226 871 150

L Tuberculosis confirmada 1169 animales sacrificados
(794 cultivados)

1. Explotaciones

= 54 explotaciones positivas en cultivo bacteriolodgico

> Proporcion de explotaciones C+ con reactores a ambas: 34/54 (62,9%)
> Proporcién de explotaciones C+ con reactores a IDTBs: 35/54 (64,8%)

> Proporcion de explotaciones C+ con reactores en IFN-y: 53/54 (98,1%)
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19 explotaciones con reactores
SOLO a IFN-y: (35,2%)

Explotaciones con cultivos+ (tuberculosis incuestionable) (n=54)

1,8 veces mas 53 veces mas
probabilidad de tener < > probabilidad de tener
reactores reactores

Explotaciones IDTBs+ tienen 4,5 veces mas riesgo de tener cultivos que
las IDTBs negativas

Explotaciones IFN-y + tienen 14,6 veces mas riesgo de tener cultivos que las
IFN-y negativas
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2. Anhimales

= 1120 animales con cultivo bacterioldgico y resultados a las pruebas
diagnosticas (251 cultivos positivos)

> Proporcion de animales C+ detectados por IDTBs: 58/251 (23,1%)
> Proporcion de animales C+ detectados por IFN-y: 218/251 (86,5%)

> Proporcion de animales C+ detectados por ambas: 44/251 (17,5%)

174 animales detectados SOLO por IFN-y: (69,3%)

M IDTB+ solo
MIDTB y IFN +
I IFN+ solo

M Negativos a
ambas
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» 130 explotaciones analizadas con IDTB y IFN-y

» 15.243 animales testados (IDTBs/IDTBc + IFN-y)

> 959 animales sacrificados y analizados por bacteriologia

E{)G% animales con resultados de cultivo (139 cultivos ositivos)

_ IDTBs IDTBC* IFN-y

Analizados

. 40+ 20+ 126+
Positivos 106 47 511

66- 27- 385-

_ 48+ 69+ 13+
negativos 358 366 143

310- 297- 130-

INVAN:T W Proporcion de animales C+ detectados: 40/88 (45,45%)
iNdAN-Tsl Proporcion de animales C+ detectados: 20/89 (22,47%)
ild\BA"A  Proporcion de animales C+ detectados: 126/139 (90,65%)
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> IDTBs - proporcion de animales C+ detectados: 40/88 (45,45%)
> IFN-y > Proporcion de animales C+ detectados: 81/88 (92,04%)

> Ambas = Proporcion de animales C+ detectados: 85/88 (96,6%)

45 animales detectados SOLO por IFN-y: (55,5%)

Animales cultivo+ detectados solo por IDTBs
Animales cultivo+ detectados por ambas

Animales cultivo+ detectados solo por IFN-y

Animales cultivo+ no detectados
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Utilizacion cuidadosa de las herramientas diagndsticas

Analisis de todos los animales (n=250) mediante IDTBs y IFN-y (211)

Sacrificio de todos los animales positivos (n=97), cultivo bacteriologico

gomm—

»]DTBs (criterio severo): 33/50 (66%)

Proporcion de animales _ =IDTBs (criterio standard): 27/50 (54%)
C+ detectados «IFN-y (0,05): 45/49 (91,8%)

_-IFN-y (0,1): 31/49 (63,3%)

IFNy (0.05) IFNy+  IFNy- IFNy (0.1) IFNy+  IFNy-

IDTBs + 28 A 32 IDTBs + 0 12 32
IDTBs - @ 0 17 IDTBs - 6 17

45 4 49 31 18 49
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Valores mas bajos d$IFN
1

IFN 0.05: 45/49 (91,8%)

La aplicacion

en paralelo de
las pruebas
aumenta la
sensibilidad
diagnostica

Servicio de Micobacterias

www.vigilanciasanitaria.es



DIAGNOSTICO DE TBC BOVINA IN VIVO EN ESPANA

-Especificidad “"aparente” del IFNy (SIT) es baja:
muchos reactores no tienen lesiones (cultivo)

1iISOLO ES APARENTE!

- Repeticion abundante de pruebas: TODAS LAS INFECCIONES
SERAN RECIENTES (ausencia de lesiones, | carga bacteriana que
complica el aislamiento...)

- Cultivo y/o presencia de lesiones macroscopicas NO son un
indicador fiable de infeccidon en animales recientemente infectados!!

- Maneras alternativas de evaluar las pruebas...
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DIAGNOSTICO DE TBC BOVINA POST-MORTEM

Explotaciones calificadas — hallazgo de matadero

Resultados| E | F | M [ A [my [ 3 [ 3 | & En a|gunaS CCAA ~ 50% de
Dia 20 25 ==l CASOS NUevos se detectan
NO animales | 24 23
— en matadero
IFNbov | ND
Pchek ND

Cultivo ND
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Explotaciones suspendidas — confirmacién
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Animales positivos a pruebas diagndsticas sin lesiones evidentes.

Problema de los NVLRs: se magnifica a medida que el % de los animales
positivos a la tuberculina disminuye (a menor n de animales positivos a la
tuberculina, mayor numero de animales positivos sin lesiones).
Cortez,1975; Benet, 1984; Garcia Diez, 1985).

Es importante intentar aplicar la inspeccion al mayor nimero de 6rganos de
cada animal (a pesar de que las lesiones pueden no ser Vvisibles
macroscopicamente o encontrarse en otros organos distantes no
examinados).
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Manual de procedimiento para
la toma y envio de muestras

para el cultivo microbiolégico de
tuberculosis

- Ambito de aplicacién.

MANUAL DE PROCEDIMIENTO

PARA LA TOMA Y ENVIO DE MUESTRAS g
PARA EL CULTIVO MICROBIOLOGICO - Muestras cle teficlo ¥ Crganes paira el culidve
DE TUBERCULOSIS mﬁ@mbﬁ@ﬂ@ﬁ@@o

EN EL AMBITO DEL PROGRAMA NACIONAL DE
RRRRRRRRRR ON DE LA TUBERCULOSIS BOVINA 2006

- Envio de cultivos de M. bovis/M. caprae.
- Envio de ADN de M. bovis / M. caprae.

=~ -Envio de perfiles de espoligotipado.

PROGRAMA NACIONAL DE ERRADICACION DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

- Decumentacion a adjuntac:
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19lIMMel GIE MMAESEIfeS
Directiva 64/432/CEE (Anexo B)

1. Cabeza: retrofaringeo y mandibular.

2. Cavidad toracica: mediastinico y bronquial.

3. Miembro tordcico: preescapular (cervical superficial).

4. Cavidad abdominal: mesentérico y hepatico (higado).

5. Glandula mamaria: supramamario.
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HIVAIIPOIRTAINTTE

N A

sin

Recogida aséptica, botes roscados y
seccionar si fuera posible.
(separar mesentéricos)
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DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

- Imprescindible confirmar la infeccion mediante cultivo

- Cultivo mas sensible que lesiones (lesion-, cultivo+)

- Permite estudios epidemioldgicos

Ziehl-Neelsen
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Homogeneizacion de la muestra

S
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IDENTIFICACION POR PCR Y

CARACTERIZACION MOLECULAR

PCR Muiltiple o
. Identificacion

Género Mycobacterium

Complejo Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

A7l
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Direct Variable Repeat - Spacer Oligonucleotide Typing
DVR-SPOLIGOTYPING

Cepal

Cepa 2

Locus DR
espaciador
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Transmision entre explotaciones

Movimiento de un animal?
Fallo diagnostico?
Nueva infeccion?
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Isolate Search: M. bovis en salvajes

HOME
VISAVET
INVESTIGACION
DOCENCIA
DIVULGACION
SERVICIOS
NOTICIAS
CONTACTO
LINKS

HOME \, Servicies \ Bases de datos Y myceDB \ Isclate Search

|SOLATE SE .
2i.. MYCO
L]
Bisqueda por distintos criterios

BD Macional de Micobacteriosis Animal
Datos actualizados a 5 de octubre de 2010

Copyright @ 2010 VISAVET
Espoligotipo | EI Afio :

Identificacién |M. bovis

CCAA | El Provincia : SPOLIGOTYPE SEARC

Municipio | El Spoligotyple Search: :l.'!squeda de un espoligotipo
por su cédigo estandarizado.

[4]

Especies animales:

r ALPACA (Lama paces) r AMAZONA REAL (Amazona ochrocephaia) I SOLATE r‘f‘l AP

r BOVIMA (Bes taurus) |__C-*—.I"II NA (Canis lupus fa 1

rCﬁPRI”* (Capra us hircus) ;?;CIER'*"G (Cervus elaphus) Isolate Maps: mapas anuales de distribucién de
I FELINA (Felis silvestris catus) ¥ Gamo (Dama dama) aislamientos de micobacterias en Espafia.

v JABALI (Sus screfa) r LINCE IBERICO (Lynx pardinus)

[ MUFLONM (Owis musimen) [ OVINA (Ovis aries)

r PECARI (Tayassusu sp.) r PORCINA (Sus screfa demestica)

r REBECO (Rupicapra rupicapra) |_TEJON (Meles meles) #=| Manual de usuario

u WATUSSI (Bos taurus) [ ZORRO (Vulpes vulpes)

Resultados por pagina 50 Buscar
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Isolate Search: M. bovis en salvajes

HOME

VISAVET

INVESTIGACION

DOCENCIA
DIVULGACION
SERVICIOS
NOTICIAS
CONTACTO

LINKS

ISOLATE Resultados
AISLADOS: 85a
MAPA Ciervo, Gamo, Jabali » M. Bovis CCAA: 9
PROWVINCIAS: 22
k53 Mo mostrar leyendas - MUNICIPIOS: 95
J@ @ ‘{-’ (al. ¥ SP. ANIMALES: 3
SP. MYCO.: |
b i
z N TERD
o Accesos directos
o ’ Isolate
Region |
s % Animal =
riv Spoligo
*u ; Data
o L
e
ey
LT
o A, Informacion
P
'

BD Nacional de Micobacteriosis Animal
{’ Datos actualizados a 5 de octubre de 2010
Copyright ® 2010 VISAVET

Si no puede ver el mapa, haga click agqui

w0.80 Basado en ALOV Map Applet () 2003
ALOV Software y TimeMap Project,
Municipios University of Sydnay
Show »
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En conclusion...

- Tuberculosis bovina es enfermedad cronica, lenta... DIFICIL DTO

- Herramientas diagnosticas disponibles MUY BUENAS, pero hay que
utilizarlas (e interpretarlas!) correctamente

- Fundamental prevenir reinfecciones (movimientos, fauna salvaje...)

- A pesar de todo... situaciones problematicas (animales anérgicos,
FP...) 2 % muy reducido del total (y sigue bajando!)
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