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RESUMEN

El proposito de la presente tesis fue evaluar y caracterizar la aplicacion actual de
medidas de bioseguridad en explotaciones de vacuno de leche en dos comunidades
autonomas, Cataluiia y Galicia, noreste y noroeste de Espafia respectivamente,
basandose en el estado sanitario frente a la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) y
la diarrea virica bovina (BVD); como segundo objetivo, identificar posibles
asociaciones entre las pautas de manejo y el estado sanitario de los rebafios lecheros
en relacién a la paratuberculosis en Galicia; y en tercer lugar realizar un analisis
semicuantitativo de los factores de riesgo relacionados con la introduccion de
Mycobacterium Avium ssp. Paratuberculosis (MAP) en las explotaciones bovinas de
leche gallegas basdndonos en las opiniones de un grupo de expertos (veterinarios
especialistas en distintas ramas del sector).

Las medidas de bioseguridad aplicadas se obtuvieron de una encuesta realizada
en 31 ganaderias catalanas y 93 gallegas. La encuesta consistia en distintas preguntas
sobre la granja (localizacidn, tamaio, vacunaciones...), los movimientos de animales
(compra, salida a pastos...) y la presencia de otras granjas en el vecindario, los
movimientos de vehiculos y equipamiento, el personal (trabajadores externos) y los
visitantes (técnicos, otros ganaderos etc.). Para el caso particular de la
paratuberculosis bovina, los potenciales factores de riesgo asociados con la
introduccion de MAP en los rebafios lecheros se seleccionaron basandose en la
revision bibliografica. Ademas, para cada factor considerado en el cuestionario se
desarroll6 un arbol de decision y se incluyeron preguntas clave en cada uno de ellos
que los expertos debian puntuar en funcion del riesgo que suponia en su opinion.

En las granjas de Galicia y Catalufia, el estado sanitario frente al virus de la
diarrea virica bovina (BVDV) y el herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1) se determind
mediante ELISA de anticuerpos siguiendo las directrices del Laboratorio de Sanidad
y Produccion Animal de la Xunta de Galicia. Las 93 granjas encuestadas en Galicia
se analizaron también frente a MAP siguiendo el programa sanitario de ADSGs:
ELISA de anticuerpos y PCR en heces de animales ELISA-positivos.

En el primer estudio, los resultados se analizaron utilizando el analisis de
correspondencias multiple y un analisis de conglomerados de dos pasos. Se
identificaron tres grupos de granjas: los grupos 1y 2 incluyeron rebafios de tamafio
pequefio e intermedio. Estos, en particular el grupo 1, mostraron la mayor cantidad
de deficiencias en el control de vehiculos y visitantes. Sin embargo, siempre se
realizaron pruebas de laboratorio en los animales comprados. El grupo 3 incluia los
rebafios mas grandes, con un control de bioseguridad algo mejor de vehiculos y
visitantes. Sin embargo, las granjas de este grupo eran las que compraban mas
animales, a veces sin pruebas, y contrataban trabajadores externos con mayor
frecuencia.



Los 93 rebafios incluidos en el segundo estudio se clasificaron como MAP
positivo o MAP negativo segun los resultados de laboratorio obtenidos en los 2
muestreos anuales realizados antes de completar el cuestionario. Los factores de
riesgo candidatos fueron evaluados para determinar su asociacion con el estado de
infeccion por MAP. Los valores mas altos se observaron para el tamafio de rebafio,
los visitantes por mes gque entraban en contacto con los animales, los empleados
externos, los camiones que podian venir con otros animales (para sacrificio o
engorde) y los vehiculos de estiércol compartidos. El anlisis de regresion indico que
el tamafio del rebafio y las practicas de compra fueron los mejores predictores.

En el tercer estudio se cuantificaron las opiniones del grupo de expertos sobre los
factores de riesgo implicados en la infeccion por MAP en rebafios de ganado lechero.
Para este proposito, se eligieron los factores de riesgo potenciales asociados con la
introduccién de MAP en las granjas en base a una revision de la literatura y
discusiones con investigadores y veterinarios. Para cada factor, se desarroll6 un arbol
de decisiones y en cada uno se incluyeron preguntas clave. Las respuestas a estas
preguntas llevaron a diferentes eventos dentro de cada arbol de decisiones.

Con base en los valores dados por los expertos y la informacion recopilada en los
cuestionarios, a cada granja se le asignd una puntuacion en funcion del riesgo de
introduccion de MAP. A partir de estas puntuaciones (variable de contraste) y
utilizando una curva ROC, se estimd el punto de corte que mejor discriminaba las
fincas MAP-positivas y negativas. Los factores de riesgo mas importantes para la
introduccién de MAP, segln opiniones de expertos, fueron las practicas de compra
y el pastoreo relacionado con animales menores de seis meses. Las puntuaciones
obtenidas por cada granja permitieron discriminar las granjas MAP positivas / MAP
negativas con 68,8% de sensibilidad y 68,7% de especificidad.



RESUMO

O obxectivo desta tese foi avaliar e caracterizar a aplicacion actual de medidas de
bioseguridade en explotacions de vacun de leite en ddas comunidades autonomas,
Catalufia e Galicia, ao nordeste e ao noroeste de Esparia respectivamente, en funcion
do estado sanitario fronte a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e a diarrea virica
bovina (BVD); como segundo obxectivo, identificar as posibles asociacions entre as
pautas de manexo e 0 estado sanitario dos rabafios de leite en relacion coa
paratuberculose en Galicia; e, en terceiro lugar, realizar unha andlise semi-
cuantitativa dos factores de risco relacionados coa introducion de Mycobacterium
Avium ssp. Paratuberculose (MAP) nas explotacions galegas de bovino leiteiro a
partir das opiniéns dun grupo de expertos (especialistas veterinarios en diferentes
ramas do sector).

As medidas de bioseguridade aplicadas obtivéronse a partir dunha enquisa
realizada en 31 rabafios catalans e 93 galegos. A enquisa consistiu en diferentes
preguntas sobre a granxa (localizacion, tamarfio, vacinacions ...), 0s movementos de
animais (compra, sair ao pasto ...) e a presenza doutras granxas na contorna, 0s
movementos de vehiculos e material, o persoal (traballadores externos) e os visitantes
(técnicos, outros gandeiros, etc.). Para o caso particular da paratuberculose bovina,
os factores de risco potenciais asociados a introducion de MAP en rabafios leiteiros
seleccionaronse en funcion da revision da literatura. Ademais, para cada factor
considerado no cuestionario, desenvolveuse unha arbore de decision incluindose en
cada unha de las preguntas clave que os expertos tiveron que puntuar segundo o risco
que representaban na stia opinion.

Nas granxas de Galicia e Catalufia, o estado de saude fronte ao virus da diarrea
virica bovina (BVDV) e o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) determinouse
mediante ELISA de anticorpos seguindo as directrices do Laboratorio de Sanidade e
Producion Animal da Xunta de Galicia. As 93 explotacions enquisadas en Galicia
tamén foron analizadas fronte a MAP seguindo o programa sanitario das ADSGs:
ELISA de anticorpos e PCR en feces de animais ELISA positivos.

No primeiro estudo, os resultados analizaronse mediante o analise de
correspondencias multiple e unha analise de conglomerados en dous pasos.
Identificaronse tres grupos de explotacions: os grupos 1 e 2 incluian rabafios de
tamafio pequeno e intermedio. Estes, en particular o grupo 1, mostraron a maior
cantidade de deficiencias no control de vehiculos e visitantes. Non obstante, sempre
se realizaron probas de laboratorio nos animais comprados. O grupo 3 incluiu os
rabafios mais grandes, cun control de bioseguridade algo mellor dos vehiculos e dos
visitantes. Porén, foron as explotacions deste grupo as que mais animais compraron,
as veces sen probas, e contrataron a traballadores alleos con mais frecuencia.

Os 93 rabafios incluidos no segundo estudo clasificaronse como MAP positivo
ou MAP negativo segundo os resultados do laboratorio obtidos nas dias mostraxes
anuais realizadas antes de completar o cuestionario. Os factores de risco candidatos



foron avaliados para determinar a stia asociacion co estado de infeccion MAP. Os
valores mais altos observaronse para o tamafio do rabafio, visitantes ao mes que
entraron en contacto cos animais, empregados externos, camions que poderian vir
con outros animais (para sacrificio ou engorde) e vehiculos de esterco compartidos.
A analise de regresion indicou que o tamafio do rabafio e as practicas de compra foron
os mellores predictores.

No terceiro estudo cuantificaronse as opinions do grupo de expertos sobre 0s
factores de risco implicados na infeccion por MAP en rabafios de vacun de leite. Para
este proposito, escolléronse os posibles factores de risco asociados a introducién de
MAP en granxas baseandose nunha revision da literatura e en discusions con
investigadores e veterinarios. Para cada factor, desenvolveuse unha érbore de
decision e incluironse preguntas clave en cada un. As respostas a estas preguntas
levaron a diferentes eventos dentro de cada arbore de decision.

En base aos valores dados polos expertos e a informacion recollida nos
cuestionarios, asignéuselle unha puntuacion a cada explotacion en funcion do risco
de introduccion de MAP. A partir destas puntuacions (variable de contraste) e
empregando unha curva ROC, estimouse o punto de corte que mellor discriminou as
explotacions MAP positivas e negativas. Os factores de risco mais importantes para
a introducion de MAP, segundo opinions dos expertos, foron as practicas de compra
e 0 pastoreo relacionado con animais menores de seis meses. As puntuacions obtidas
por cada explotacion permitiron discriminar as explotacions MAP positivas / MAP
negativas cun 68,8% de sensibilidade e un 68,7% de especificidade.



ABSTRACT

The purpose of this thesis was to evaluate and characterize the current application of
biosecurity measures in dairy cattle farms in two autonomous communities,
Catalonia and Galicia, northeast and northwest of Spain respectively, based on the
health status against infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and bovine viral diarrhea
(BVD); as a second objective, to identify possible associations between management
guidelines and the health status of dairy herds in relation to paratuberculosis in
Galicia; and thirdly, perform a semi-quantitative analysis of the risk factors related
to the introduction of Mycobacterium Avium ssp. Paratuberculosis (MAP) in
Galician dairy farms based on the opinions of a group of experts (veterinary
specialists in different branches of the sector).

The applied biosecurity measures were obtained from a survey carried out in 31
Catalan and 93 Galician herds. The survey consisted of different questions about the
farm (location, size, vaccinations ...), the movements of animals (purchase, going to
pasture ...) and the presence of other farms in the neighborhood, the movements of
vehicles and equipment, the staff (external workers) and visitors (technicians, other
farmers etc.). For the particular case of bovine paratuberculosis, the potential risk
factors associated with the introduction of MAP in dairy herds were selected based
on the literature review. In addition, for each factor considered in the questionnaire,
a decision tree was developed, and key questions were included in each of them that
the experts had to score according to the risk they posed in their opinion.

On farms in Galicia and Catalonia, the health status against bovine viral diarrhea
virus (BVDV) and bovine herpesvirus type-1 (BoHV-1) was determined by antibody
ELISA following the guidelines of the Animal Health and Production Laboratory of
the Xunta de Galicia. The 93 farms surveyed in Galicia were also analyzed against
MAP following the ADSGs sanitary program: antibody ELISA and PCR of feces
from ELISA-positive animal.

In the first study, the results were analyzed using a multiple correspondences
analysis and a two-step cluster analysis. Three groups of farms were identified:
Groups 1 and 2 included small and intermediate size herds. These, in particular group
1, showed the greatest amount of deficiencies in the control of vehicles and visitors.
However, laboratory tests were always performed on the purchased animals. Group
3 included the largest herds, with somewhat better biosecurity control of vehicles and
visitors. However, it was the farms in this group that bought the most animals,
sometimes without testing, and hired external workers more often.

The 93 herds included in the second study were classified as MAP positive or
MAP negative according to the laboratory results obtained in the 2 annual samplings
carried out before completing the questionnaire. Candidate risk factors were
evaluated to determine their association with MAP infection status. The highest
values were observed for herd size, visitors per month who came into contact with
the animals, external employees, trucks that could come with other animals (for



slaughter or fattening) and shared manure vehicles. Regression analysis indicated
that herd size and purchasing practices were the best predictors.

In the third study, the opinions of the expert group on the risk factors involved in
MAP infection in dairy cattle herds were quantified. For this purpose, the potential
risk factors associated with the introduction of MAP on farms were chosen based on
a review of the literature and discussions with researchers and veterinarians. For each
factor, a decision tree was developed, and key questions were included in each one.
The answers to these questions led to different events within each decision tree.

Based on the values given by the experts and the information collected in the
questionnaires, each farm was assigned a score based on the risk of introducing MAP.
From these scores (contrast variable) and using a ROC curve, the cut-off point that
best discriminated MAP-positive and negative farms was estimated. The most
important risk factors for the introduction of MAP, according to expert opinions,
were purchasing practices and grazing refered to animals younger than six months.
The scores obtained by each farm allowed to discriminate MAP positive / MAP
negative farms with 68.8% sensitivity and 68.7% specificity.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas tratadas en este estudio, la rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR), la diarrea virica bovina (BVD) y la paratuberculosis bovina, ocasionan
grandes pérdidas econdmicas en las ganaderias de vacuno a nivel mundial, asi como
trastornos tanto en la salud como en el bienestar animal, y debido a ello son objeto
de control en los programas de las Agrupaciones de Defensa Sanitaria Ganadera
(ADSGs) de Galicia.

Las ADSGs estan definidas en el articulo 2 del Real Decreto 1880/1996 como
“aquellas asociaciones constituidas por ganaderos para la elevacion del nivel
sanitario-zootécnico de sus explotaciones mediante el establecimiento y ejecucion de
programas de profilaxis, lucha contra las enfermedades de los animales y mejora de
sus condiciones higiénicas, que permitan mejorar el nivel productivo y sanitario de
sus productos”. Por tanto, el objetivo fundamental de las ADSGs es aumentar la
produccidn, el nivel sanitario y el bienestar de sus animales aplicando medidas de
manejo y de bioseguridad y programas de control frente a diversas enfermedades que,
sin ser objeto de programas nacionales de lucha y erradicacion, producen graves
pérdidas economicas en los rebafios. La aplicacion de dichas actuaciones se traducira
en un aumento de la rentabilidad de las explotaciones.

La regulacion de las ADSGs en Galicia se establecio en el Decreto 91/2001,
modificado por el Decreto 245/2002. Este Decreto se desarrollé en la Orden del 2 de
octubre de 2002, sustituida posteriormente por la Orden de 6 de marzo de 2007 que
establece los procedimientos relativos al reconocimiento, mantenimiento y extincion
de las ADSGs, asi como el reconocimiento de los veterinarios responsables de las
mismas.

Asi, el primer programa sanitario aplicado en las ADSGs de ganado vacuno de
Galicia (en el afio 2003) incluia los siguientes puntos:

1. Cumplir con los programas nacionales de erradicacion.

2. Control de mamitis.

3. Control parasitos internos y externos.

4. Programa de desinfeccidn, desinsectacién y desratizacion (DDD).
5. Control sanitario de la eliminacion de cadaveres.

6. Programa de vigilancia y control de las encefalopatias espongiformes
transmisibles.

7. Programas de prevencion y control frente a las enfermedades del bovino. Desde
el afio 2003, en Galicia, es obligatorio el desarrollo de programas sanitarios para
el control frente a la IBR, la BVD vy la paratuberculosis bovina que provocan
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graves pérdidas econémicas en el ganado gallego y que pueden suponer una traba
en el libre comercio de animales y sus productos.

El programa sanitario obligatorio para el afio 2010 (Orden del 6 de noviembre de

2009) establecia los siguientes puntos:

1.

Cumplir el Real Decreto 784/2009 que establece las bases reguladoras de las
subvenciones estatales destinadas a las ADSGs y cumplir la legislacion vigente
referente a la identificacion animal y el registro de explotaciones.

Colaborar en la Red de epidemio-vigilancia de Galicia y por tanto, con los
Servicios Veterinarios Oficiales (SSVVOO), con la comunicacion de sospechas
de alerta sanitaria y la colaboracion en la recogida de muestras si fuera necesario.

Formacion de los ganaderos con al menos 2 cursos anuales, coordinados por los
veterinarios responsables de la ADSG, que englobardn, como minimo:
prevencion y control de las enfermedades incluidas en los programas sanitarios,
bienestar animal, enfermedades de declaracién obligatoria, bioseguridad en las
granjas y protocolos DDD, gestion ambiental y sostenibilidad, vigilancia pasiva
de EETs

Todas las actuaciones de los veterinarios deben ser comunicadas a los SSVVOO,
en la forma que la Administracion defina.

Realizacion de una encuesta de bioseguridad, en todos los rebafios, que recogera
las caracteristicas de la infraestructura sanitaria y las préacticas de manejo, con el
fin de identificar los puntos criticos que puedan favorecer la entrada de
enfermedades. Posteriormente los veterinarios comunicardn al ganadero,
mediante un informe, las medidas correctoras a aplicar y controlaran su
ejecucion.

Colaborar en las actuaciones correspondientes a los programas nacionales de
erradicacion de enfermedades de los animales (Real Decreto 2611/1996) como
son la aplicacion de medidas de bioseguridad en caso de sospecha o confirmacién
de la enfermedad, tratamiento y manejo de purines, limpieza y desinfeccion
después de la eliminacion de los animales positivos, etc.

Controlar y fomentar entre los ganaderos las buenas practicas en materia de
bienestar animal.

Programa de vigilancia y control de las EETs. Pautas de vigilancia activa,
informacidén a los ganaderos, control de los proveedores de piensos, control y
asesoramiento sanitario en la eliminacion de cadaveres, etc.

Programa DDD, con la formacién de los ganaderos y la supervision de su
aplicacion.
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10. Programa de control de desinfeccion de vehiculos de transporte de ganado o cualquier
otro vehiculo que visite la explotacion.

11. Programa de control de parasitos externos e internos.

12. Programas especificos de prevencion y control frente a determinadas enfermedades
para conocer su nivel de prevalencia y disminuir su presencia. Para el 2010 los
programas incluidos en este punto son:

- Control de la BVD.

- Control de la IBR.

- Control de la paratuberculosis bovina.

- Control de la incorporacion de animales a la explotacion.

En todos los programas sanitarios, las principales herramientas de trabajo son el
diagnostico de laboratorio, y la informacion epidemioldgica y sanitaria.

El Laboratorio de Sanidade e Producion Animal de Galicia (LASAPAGA),
dependiente de la Conselleria do Medio Rural, es el laboratorio responsable de la
realizacion de los analisis de las muestras derivadas de la aplicacion de los programas.

1.1. PARATUBERCULOSIS BOVINA

La paratuberculosis bovina, o enfermedad de Johne, es una patologia crénica que afecta al
ganado vacuno de leche y otros rumiantes, pudiendo producir diarrea crénica y un sindrome
de malabsorcion con malnutricién y debilidad muscular que origina disminucion en la
produccién de leche, descenso de fertilidad y eliminacion prematura de animales de granja
(Sweeney et al., 2012). Esta enfermedad limitante de la produccién ha sido también
implicada como posible causa potencial de la enfermedad de Crohn en humanos
genéticamente susceptibles (Mishima et al., 1996; Naser et al., 2004; Chiodini et al., 2012;
Sweeney et al., 2012). Por lo tanto, la prevencion y control de la enfermedad a nivel de
granja son importantes para asegurar rebafios productivos y sanos, asi como productos
lecheros seguros para las personas (Roche et al., 2019).

1.1.1. Agente etioldgico

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) pertenece al orden de los
Actinomicetales, familia Mycobacteriaceae. Morfol6gicamente se presenta como un bacilo
de 1-2 um de longitud por 0,5 um de ancho (Figura 1), Gram positivo facultativo, acido-
alcohol resistente, que tiende a formar colonias rugosas (Thorel et al., 1990). Pertenece a
las micobacterias de crecimiento lento dado su bajo ritmo metabdlico y su alto tiempo de
generacion, que le permite subsistir en medios adversos y de escasos nutrientes ayudada
por la gruesa pared celular (Juste et al., 2000).
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Al igual que el resto de las micobacterias, las principales propiedades estructurales y
antigénicas de MAP proceden de su compleja pared celular (Grange, 1990) formada
internamente por una capa de peptidoglicanos llamada mureina, responsable de dar rigidez
y forma a la micobacteria. A continuacion, viene una capa de arabinogalactano a la que se
unen acidos micolicos, como sulfolipidos y dimicolato de trehalosa -factor cordon-, que
son los principales responsables de la acido-alcohol resistencia y en los que se ha
demostrado especificidad de especie para el hospedador (Chiodini & Van Kruiningen,
1985). La capa mas externa esta formada por glucolipidos Ilamados micésidos, especificos
de especie y que le confieren la capacidad de resistir a la accion de enzimas lisosémicas
(Grange, 1990).

Generalmente, presenta una tincién homogénea con el método Ziehl-Nielsen
(Figura 1), aunque no es asi en el caso de paredes deficientes o inexistentes (McGee
et al., 1971). Tal y como puede observarse en extensiones de heces y tejidos, los
bacilos tienden a agruparse en grumos supuestamente debido a la disposicion que
adoptan al replicarse dentro de los macréfagos que infectan (Thoen & Muscoplat,
1979).

Figura 1: (A) MAP, teiiido en rojo, dentro de macrofagos. (B) MAP a 50.000 aumentos
(Ratnaiah et al., 2017): Open-acess bajo términos Cretative Commons Attribution License (CC BY)

El genoma de MAP es variable y existen heterogeneidad genética y diferencias
fenotipicas entre cepas. Mediante diversas técnicas moleculares se han identificado
dos grupos principales de cepas conocidas como “tipo-oveja” o “tipo S” y “tipo-
vaca’ o “tipo C”, segun la especie hospedadora de la cual fueron aisladas por primera
vez. Es importante conocer las diferencias que existen entre las cepas y cémo
influyen en el desarrollo y transmision de la enfermedad de cara a mejorar el
diagnostico y control de la misma (Stevenson, 2015).

16



El genotipado de MAP mediante técnicas de biologia molecular puede ser usado
en el estudio de las genéticas poblacionales, la patogénesis y la epidemiologia
molecular, incluyendo la vigilancia de la paratuberculosis y la investigacion de
brotes. (Fawzy et al., 2018).

Por otro lado, indicar que MAP es resistente al frio, sequedad, condiciones acidas
y radiaciones ultravioleta. La pasteurizacion de alta temperatura y corto tiempo (al
menos 71,7°C durante 15 segundos o combinacidn equivalente) no parece inactivar
todo MAP viable (Garcia & Shallo, 2015).

1.1.2. Patogenesis, respuesta inmune y cuadro clinico

La paratuberculosis causa una diarrea crénica caracterizada por un sindrome de
malabsorcién que produce malnutricion y debilidad muscular. Los animales neonatos
y juveniles se infectan principalmente via fecal-oral. La transmision puede también
ocurrir por el consumo de leche o calostro de vacas infectadas (Streeter et al., 1995).
Los terneros hasta los seis meses de edad son los que tienen mayor riesgo de
contagiarse (Windsor & Whittington, 2010).

Modelos en ratones demuestran que, tras la ingestion, la union y translocacién de
la MAP a través de la mucosa intestinal es mediada por los enterocitos y células M
(Bermudez et al., 2010). Ademas, estudios de cultivos en tejidos demostraron que
MAP afecta a la formacion de uniones estrechas en la mucosa intestinal aumentando
su permeabilidad (Bannantine & Bermudez, 2013). Hay una interaccion significativa
entre hospedador y patégeno durante el proceso, pues el antigeno 85 (Kuo et al.,
2012), el antigeno 35 kDa (Bannantine et al., 2003), la oxidoreductasa de MAP
(Alonso-Hearn et al., 2008), la proteina de unién a la fibronectina (Secott et al., 2001,
Secott et al., 2002) y la histona HupB (Lefrancois et al., 2011) juegan importantes
papeles en la adhesion y/o invasion de MAP en las células epiteliales. La
acidificacion de los fagosomas en las células epiteliales infectadas por MAP provoca
la produccion de interleukina 1B, el reclutamiento de macrdfagos y su migracion
transepitelial (Lamont et al., 2012). Los bacilos son fagocitados por estos macrofagos
sub- e intra-epiteliales (Momotani et al., 1988; Fujimura & Owen, 1996; Lugton,
1999); una vez en el interior de las células fagociticas, la habilidad de MAP para
sobrevivir y replicarse dentro de éstas juega un papel fundamental en la patogenia
(Kaufmann, 1993; Zhao et al., 1997).

La terminacion de la secuencia del genoma K-10 de MAP ha mejorado el
entendimiento de la patogénesis y la identificacion de un amplio rango de funciones
de los genes involucradas en la virulencia, el metabolismo lipidico, la regulacion
transcriptomica y los principales patrones metabolicos (Rathnaiah, 2017).

En ganado vacuno, los tipos inmunopatolégicos de paratuberculosis se han
clasificado en cinco tipos en base a la caracterizacion histologica de las lesiones:
focal, multifocal, linfocitico difuso o linfoplasmacitico, intermedio difuso y
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multibacilar difuso o histiocitico. Desde una perspectiva epidemioldgica se realizo la
siguiente clasificacion: libre de infeccion, Infectado (no eliminador), infeccioso
(eliminador de MAP) y afectado (enfermedad clinica y eliminador de MAP)
(Vazquez et al., 2014). Posteriormente, ha sido propuesto reagrupar los tipos
inmunopatoldgicos en dos amplias formas o estados epidemio-patogénicos de
paratuberculosis (Vazquez et al., 2014):

- Latente: infecciones con lesiones focales que constituirian un aparente estado
silente, representando una dificultad para detectar reservorios de la infeccion,
cuyo papel podria ser critico si posteriormente los factores inmunosupresores se
reactivan. La proporcién de formas latentes se encuentra entre un 33,8% y 54,3%
a partir de los 3 afos de edad.

- Patente: casos con lesiones inflamatorias multifocales y difusas con alta
viabilidad y carga micobacteriana que sugiere un riesgo epidemiol6gico més
inmediato. Estas formas son mas frecuentes durante los estadios avanzados de la
enfermedad en animales adultos.

La consecuente respuesta inmune celular produce la tipica enteritis
granulomatosa patognomonica de la paratuberculosis (Lugton, 1999), caracterizada
por el aspecto rugoso y engrosado de la pared intestinal y la inflamacion de los
linfonodos.

Se sabe desde hace mucho tiempo que la respuesta inmune celular mediada por
Th1 tiene un papel crucial en la proteccion frente a la infeccion por MAP; sin
embargo, recientes estudios sugieren que la respuesta inmune innata estd mas
estrechamente relacionada con los efectos protectores que la inmunidad adaptativa
(Park & Yoo, 2016).

En la figura 2 se muestran iméagenes de lo anteriormente descrito.

Figura 2. Enfermedad de Johne causada por Mycobaceriuma avium subsp. paratuberculosis:

(A) Vaca severamente debilitada con sintomas de diarrea crénica, malabsorcién, atrofia
muscular y desnutricion.
(B) La respuesta inmune celular conduce a la enteritis granulomatosa tipica con
engrosamiento de la mucosa intestinal y placas de Peyer prominentes.
(C) Ganglio linfatico que muestra tejido linfoide hiperactivo (manchas blancas).
(A) y (B) propias; (C) Ratnaiah et al., (2017): Open-acess bajo términos Cretative Commons Attribution License (CC BY)
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1.1.3. Epidemiologia

1.1.3.1. Distribucion geogréfica y prevalencia

En Europa, la prevalencia de la paratuberculosis a nivel individual ronda el 20%,
mientras que a nivel de rebafio supera el 50% (Nielsen, 2009).

En una encuesta realizada en 48 paises de todo el mundo se encontré que la
paratuberculosis era muy comun en alrededor de la mitad de los paises y que més del
20% de los rebafios estaban infectados (Whittington et al., 2019).

El agente causal, MAP, es altamente prevalente en muchos paises alrededor del
mundo y acarrea grandes pérdidas econdémicas asociadas con la disminucion de
produccién lactea (Fawzy et al., 2018). Las poblaciones mundiales de rumiantes
estan infectadas con MAP y se ha encontrado que muchas especies de animales no-
rumiantes son portadoras o estan infectadas con ella (Waddell et al., 2016).

En Europa se han llevado a cabo estudios de prevalencia, pero muy pocos
proporcionan estimaciones, interpretables y comparables, de las prevalencias de
MAP a nivel individual y de rebafio en animales de granja. Debido a las limitaciones
de los estudios, las estimaciones de prevalencia intrarrebafio pueden ser solo
establecidas aproximativamente. Asi, la prevalencia individual en animales de
ganado vacuno semejaba ser del 20%, 3-5% en algunos paises, y la prevalencia
estimada por rebafios mayor del 50% (Nielsen & Toft, 2009). En una revision mas
reciente en diversos paises del mundo las prevalencias en animales individuales
variaban entre 0,8% y 41,4%, mientras que a nivel de rebafio estaba entre 7% vy
83,3%. Estas grandes variaciones se deben al tipo de aptitud de los rebafios
estudiados, al numero de rebafios analizados y a los métodos de diagndstico
utilizados, asi como al afio y al pais de realizacion del estudio (Garcia & Shallo,
2015).

La prevalencia media estimada en distintos estudios es generalmente menor del
15% (Verdugo et al., 2015; McAloon et al., 2016b). Sefialar, sin embargo, que estas
estimaciones derivan de andlisis Bayesianos de tipo latente que son por si mismos
problematicos cuando se aplican a la paratuberculosis (McAloon et al., 2019).

En un estudio de seroprevalencias frente a MAP en ganado vacuno en Galicia
(noroeste de Espafia) se comprobd una prevalencia verdadera baja a nivel individual
(3% vacas lecheras, 1% vacas de carne y 2,8% vacas en granjas de aptitud mixta) y
un mayor porcentaje de rebafios bovinos lecheros en comparacion con los de aptitud
carnica o mixta (Diéguez et al., 2007).

La aparente falta de prevalencias validas en la mayoria de los estudios de Europa
sugeriria que algunas decisiones deberian ser revisadas si desean comparar su
situacion con la de otros paises. Dichos estudios deberian ser disefiados para apuntar
a las poblaciones objetivo y los resultados deberian ser interpretados con métodos
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apropiados, idealmente incluyendo evaluaciones de los tests usados con la definicion
del caso en mente. Los informes rigurosos también son importantes. Los requisitos
minimos en la comunicacion de los estudios de prevalencia son: a) las poblaciones
objeto del estudio, incluyendo la edad de distribucién; b) los tests usados, incluyendo
precision, protocolo, etc.; c) periodo de estudio; y d) diferenciar las prevalencias
aparentes y/o reales para cada especie animal (Nielsen & Toft, 2009).

1.1.3.2. Factores de riesgo

La susceptibilidad a la paratuberculosis es dependiente de la edad y determina la
base de los programas de control en granja. Un metaandlisis concluyd que habia una
considerable diferencia entre la susceptibilidad de los adultos y la de los terneros
menores de 6 meses y entre los adultos y los animales de entre 6 y 12 meses de edad
(Windsor & Whittington, 2010). En un estudio reciente de infeccion experimental en
terneros, estos podian ser infectados con altas o bajas dosis de MAP hasta los doce
meses de edad (Mortier et al., 2013); sin embargo, la dosis mas baja utilizada en este
estudio, 5x107 unidades formadoras de colonias UFC, administrada dos dias
consecutivos, fue mas alta que la dosis minima, 1.5x10® UFC, utilizada en otros
estudios (Sweeney et al., 2006). No obstante, esta observacion puede tener
considerables consecuencias para los programas de control: un reciente estudio
francés de modelizacion advierte que el ritmo de descenso en la susceptibilidad a la
infeccion con la edad tiene un evidente efecto en la transmision intrarebafio (Ben
Romdhane et al., 2017).

El tamafio del rebafio ha sido identificado como un factor de riesgo para la
positividad (Vilar et al., 2015; Garcia & Shallo, 2015; Donat et al. 2016; McAloon
etal., 2017a). Este descubrimiento no es Unico de la paratuberculosis y es interesante
dado que el incremento del tamafio del rebafio es una tendencia global en las
ganaderias lecheras (Barkema et al., 2015). Las razones de esta observacion no estan
claras. En algunos casos, los rebafios grandes pueden ser fruto de la fusién de rebafios
mas pequefos, y por tanto el efecto del tamafio en la prevalencia de MAP es
confundido con el comportamiento de compra. Ademas, los rebafios de mayor
tamafio pueden facilitar el contacto entre animales y llevar asociadas practicas de
manejo que facilitan el establecimiento de la infeccion una vez la MAP ha sido
introducida (McAloon et al., 2019).

Otra explicacion, en estudios seroldgicos, puede estar relacionada con la
defectuosa especificidad de los tests de diagnostico. Los valores del punto de corte
de los animales reaccionantes se usan para tratar de contrarrestar la falta de
especificidad (por ejemplo, considerar el rebafio positivo basandose en dos animales
reaccionantes mejor que en uno solo); sin embargo, a medida que el tamafio del
rebafio aumenta, la probabilidad de observar dos o mas falsos positivos también
aumenta, independientemente del estatus del rebafio (McAloon et al., 2019).
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Por otro lado, MAP puede sobrevivir y replicarse en amebas de vida libre en
ambientes acuéticos y podrian volverse mas resistentes al efecto de la clorina;
ademas, parasitos como los nematodos pueden también actuar como vectores en la
transmision de MAP (Garcia & Shallo, 2015).

Las siguientes practicas de manejo constituyen los principales factores de riesgo
para la transmision de MAP: la utilizacion de calostro de vacas con un diagndstico
previo positivo a paratuberculosis y que las terneras de reposicion menores de 6
meses se alojen con las vacas adultas (Diéguez et al., 2008).

El riesgo de seroconversidon frente a MAP fue 2 veces més alto entre las terneras
nacidas de vacas seropositivas y eliminadoras fecales, y entre 1,5-1,6 veces si lo son
de hembras Unicamente seropositivas (Mato et al., 2017b).

Otras préacticas de manejo que presentan un alto riesgo para la transmision de la
paratuberculosis fueron el uso de las areas de parto para mas de un parto
simultaneamente, la no limpieza de estas entre partos, el uso del area de partos para
el aislamiento de vacas enfermas, la utilizacion de mezclas de calostro o leche de
varias vacas y leche de desecho para los terneros, y la despoblacion de rebafios
después de la eliminacion de animales por control de enfermedades (Garcia & Shallo,
2015; Kennedy et al., 2014).

1.1.3.3. Transmision de MAP

La principal via de adquisicion de la enfermedad es la oral, al ser ingerida la
micobacteria por animales susceptibles con el agua, alimento o superficies
contaminadas a las que puedan tener acceso (Gerlach, 2002); no obstante, MAP
puede introducirse en el organismo del hospedador bovino por diferentes rutas de
transmision (Barkema et al., 2017):

- Ingestion de material fecal: el hecho de que MAP pueda sobrevivir en las heces
hasta 55 semanas, en ambientes himedos por encima de las 48 semanas y en el
suelo hasta 47 meses, apoya el riesgo asociado con el estiércol (Garcia & Shallo,
2015).

- La excrecion en heces se considera habitualmente moderada en vacas con
enfermedad subclinica, por debajo de 10® UFC/gr, aunque en algunos casos
pueden encontrarse animales que aun estando en esta fase de la enfermedad
actian como grandes excretores (Whitlock et al., 2006). El riesgo de infeccién es
mucho mas elevado cuando aparece un animal clinicamente enfermo pues la
eliminacion de bacilos es mucho mayor (Chiodini et al., 1984a).

- Beber calostro o leche contaminada. Los animales lactantes pueden infectarse al
mamar directamente de ubres contaminadas con materia fecal, ademaés de por el
calostro o la leche; debido a la mayor susceptibilidad de estos animales solo es
necesaria una pequefia dosis para ser infectados (Diéguez, 2007). Investigando la
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eliminacién de micobacterias en vacas clinicamente sanas, pero positivas a
cultivo fecal, se encontrd que el 22,2% excretaban MAP en el calostro y un 8,3%
también lo hacian en la leche, observandose una relacion directa entre la cantidad
de micobacterias encontradas en heces y la deteccidn en calostro y leche (Streeter
et al., 1995). Un estudio sobre la excrecion de MAP en leche de vacas positivas
a la prueba de ELISA ha estimado una media de 42,3 UFC por cada 100 ml de
leche (Herman et al., 2006).

La transmisién ternero-ternero ocurre, y el contacto con animales infectados
incrementa la probabilidad de que los terneros sean infectados con MAP; no
obstante, para obtener datos definitivos son necesarios estudios longitudinales
que cuantifiquen el riesgo de transmisién de MAP entre terneros mediante la
medicion de la eliminacion de MAP, la contaminacion ambiental y los niveles en
tejidos de terneros infectados de forma natural (Barkema et al., 2018).

Infeccion intrauterina. La transmision intrauterina ha sido suficientemente
documentada y demostrada, ya que se ha aislado MAP de tejidos fetales y
maternos, aungue esta via parece limitarse, en su mayoria, a madres clinicamente
enfermas (Lamberte et al., 2004).

Un estudio retrospectivo de Aly y Thurmond en 2005 demostré que la
probabilidad de que un animal sea seropositivo es 6,6 veces mayor para las hijas
de vacas seropositivas que para las de vacas seronegativas, ya sea por transmision
congénita o via calostro/leche, aunque la principal via de transmisién se considera
siempre la fecal-oral (Clarke, 1997).

Transmisién ambiental: MAP ha sido aislada a partir de muestras de polvo en
suspension, tomadas en granjas que alojan animales infectados lo que podria
sugerir la posibilidad de transmision mediante aerosoles (Eisenberg, 2010). La
supervivencia de MAP en el ambiente parece depender de varios factores,
incluyendo el pH del suelo, contenido fecal, concentraciones de macro- y
micronutrientes (ej., hierro y cobre), temperatura y exposicion a luz solar
(Barkema et al., 2018). Son necesarios mas estudios para investigar el papel de
la transmision ambiental teniendo en cuenta las caracteristicas de supervivencia
de MAP vy la estructura de contacto entre animales en un rebafio.

1.1.3.3.1. Transmision entre rebafios

La introduccion de MAP en los rebafios ocurre méas frecuentemente después de

la incorporacion de nuevos animales al rebafio. Una reciente revision sistematica
sobre los factores de riesgo asociados con la introduccion de MAP en rebafios de
vacuno lechero informo de una asociacion positiva entre la compra de animales y la
positividad del rebafio en 6 de cada 14 estudios revisados (Rangel et al., 2015). En
estudios publicados posteriormente a este, 3 de cada 6 demostraron asociacion
positiva con la incorporacion de animales (Kinzler et al., 2014; Wolf et al., 2016;
Puerto-Parada et al., 2018) mientras otros tres no encontraron tal efecto (Vilar et al.,
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2015; Donat et al., 2016; McAloon et al., 2017a). Estudios demostrativos revelaron
que varios factores, ademas de la compra de nuevos animales, regulan el riesgo de
que una infeccion persista 0 desaparezca cuando un animal infectado ha sido
introducido. En un estudio piloto se predijo la desaparicion de la infeccidn después
de la incorporacion de un unico animal infectado en el 66% de los casos (Marcé et
al., 2011).

Aunque el testaje de animales previo a la compra previene la introduccion de
animales positivos, el largo periodo de incubacion podria resultar en animales falsos-
negativos. Por ello, el testaje a nivel de rebarfio en el rebafio de origen, en un programa
de vigilancia y certificacion, es probablemente mas eficaz en reducir el riesgo
asociado con el comercio de animales entre rebafios (Barkema et al., 2018).

MAP se ha aislado en diferentes especies de animales salvajes, rumiantes y no
rumiantes (Godfroid et al., 2000; Kopecna et al., 2008; Nugent et al., 2011; Rangel
et al., 2015) y en cabras y ovejas (Behr et al., 2010), que pueden compartir pastos
con vacas infectadas (Barrett et al., 2011). En un estudio, la cepa aislada en los
animales silvestres fue la misma que en el ganado doméstico (Stevenson et al., 2009),
lo que hace pensar en el posible rol de la fauna silvestre en la epidemiologia y
transmision de MAP al ganado vacuno (Rangel et al., 2015). No obstante, en diversos
estudios, la prevalencia media de MAP notificada en fauna silvestre fue de 2,4%, por
lo que pueden existir reservorios de MAP localmente pero su importancia para el
control de la paratuberculosis en explotaciones ganaderas es bastante limitada (Carta
etal., 2013).

Las practicas de manejo con el objetivo de prevenir la introduccion de nuevos
animales infectados en el rebafio y la reduccion del contacto entre los terneros recién
nacidos y los animales adultos y sus heces, son elementos clave para minimizar la
introduccién y la transmision dentro de un rebafio (Puerto-Parada et al., 2018).

1.1.4. Diagnostico
1.1.4.1. Tests de deteccion de MAP

La deteccidn de animales infectados en fase subclinica de forma precoz permitiria
minimizar las pérdidas y evitar que los animales permanezcan en el rebafio
desarrollando la enfermedad y excretando micobacterias (Gonzéalez et al., 2004).

Cuando la infeccidn se detecta en la fase clinica la enfermedad ya se ha extendido
a otros animales. Se estima que por cada caso clinico hay entre 5 y 25 excretores
subclinicos (Whitlock & Buergelt, 1996; Magombedze et al., 2013).

El diagndstico en animales vivos se basa en la deteccion directa de MAP,
generalmente en heces, o por valoracion indirecta de la respuesta del hospedador.
Las técnicas mas frecuentemente usadas para la deteccion directa de MAP son el
diagnostico molecular (PCR), la microscopia y el cultivo (Chaubey et al., 2016). El
cultivo se considera el “gold standard” (prueba de referencia) e identifica el estado
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de la enfermedad cuantificando la carga bacteriana en heces ya que esta aumenta
durante el curso de la infeccidn. Sin embargo, MAP crece muy lentamente “in vitro”
y por lo tanto la infeccion solo puede ser descartada después de meses (NRC, 2003).
Aunque el cultivo tiene una alta especificidad, la sensibilidad es baja en las fases
subclinicas debido a la excrecion intermitente y a la baja carga bacteriana (Nielsen
& Toft, 2008). Los PCRs fecales son mas rapidos que el cultivo, pero susceptibles a
contaminantes inhibitorios lo cual reduce la sensibilidad de la prueba (Wells et al.,
2006). Recientemente la fiabilidad de los tests PCR ha sido mejorada pero su
sensibilidad no supera a la del cultivo (Plain et al., 2014).

Una combinacion de ELISA de anticuerpos y cultivo fecal en terneras/os mayores
de un afo, junto al testaje de animales mayores de 36 meses cuando se realiza un
cribado en el rebafio, podria mejorar la deteccion de animales infectados con MAP
(Mortier et al., 2015).

Dadas las limitaciones de los actuales métodos de diagnostico hay una
considerable investigacién para la consecucion de pruebas diagndsticas de MAP:
andlisis de bacteridéfagos, nuevos antigenos especificos de MAP, deteccion de
proteinas del hospedador, analisis transcriptomaticos, micro ARN, anélisis del
microbioma (Britton et al., 2016; Chaubey et al., 2016). El anélisis de transcriptomas
bacterianos puede llevar a la identificacion de antigenos novedosos y también de
especies de ARN circulante por lo que son objetivos prometedores (Van den Esker
& Koets, 2019).

1.1.4.2. Tests de deteccidn de respuesta inmune frente a MAP

La deteccidn de la respuesta del hospedador se basa en la observacion de sintomas
clinicos combinado con tests inmunoldgicos que incluyen la medicion de la
produccion de anticuerpos y el test de reaccion retardada de deteccion de interferon
gamma. La aplicacion de tests ELISA solo se recomienda para animales en fase
avanzada de la enfermedad puesto que la reaccién humoral ocurre relativamente tarde
en la infeccidn. La especificidad de esta prueba es alta, mientras la sensibilidad es
limitada (Nielsen & Toft, 2008).

La prueba del interferon gamma es utilizada para la deteccion de la exposicién a
MAP y de la infeccion en los estados iniciales. Esta prueba detecta la respuesta
celular después de la estimulacion por antigenos especificos (Jungersen et al., 2012).

En un estudio realizado en 2006 en el que se evaluaron cuatro ELISAS
comerciales para la deteccidn de anticuerpos frente a MAP se observd que ninguno
de los tests fue efectivo para la deteccidn precoz de infecciones por MAP en vacas
lecheras. (Diéguez et al., 2009).

Aunque los niveles de anticuerpos frente a MAP en leche de tanque estaban
relativamente bien correlacionados con la seroprevalencia intrarebario, la utilidad
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practica del testaje de la leche de tanque para MAP es limitado, especialmente en
relacion con la especificidad (70,5-53%) (Pesqueira et al., 2017).

1.1.5. Control de MAP

El control de la paratuberculosis puede mejorar la sanidad y el bienestar animal,
incrementando la productividad, reduciendo problemas potenciales e incrementando
la rentabilidad global de la empresa ganadera. Todos estos beneficios deben ser
comunicados a todas las partes interesadas de la industria para promover la
implementacion de programas de control (Garcia & Shallo, 2015). Las
recomendaciones relacionadas con la forma de comunicarse con los ganaderos y la
motivacion de los diversos grupos de ganaderos de acuerdo con las percepciones
especificas seran esenciales para optimizar las medidas de prevencion y control, y,
por tanto, para incrementar el éxito de los programas voluntarios de control (Ritter et
al., 2016).

El control de la paratuberculosis es un reto y aunque la erradicacion se ha
comunicado en rebafios de cabras (Gavin et al., 2018), no hay informes publicados
de su erradicacion en rebafios de vacuno infectados (Barkema et al., 2018). Las
opciones de control de la paratuberculosis en los rebafios infectados fueron
necesariamente establecidas en funcién de la probabilidad bioldgica basada en las
vias de excrecién conocidas y en la susceptibilidad por la edad. Debido a los largos
periodos de incubacion de la enfermedad y a la baja sensibilidad de los tests de
diagndstico, la eficacia de las pruebas de control en el campo es insuficiente
(McAloon et al., 2019b). En nueve rebafios de EE. UU. se demostrd una disminucion
de la prevalencia después de un tiempo tras la aplicacion de siete medidas de control:
1) aislamiento de partos; 2) separacion del ternero en las primeras dos horas; 3)
seleccién y recogida higiénica del calostro; 4) alimentacion con leche pasteurizada o
sustitutivo lacteo; 5) separacion del rebafio adulto; 6) eliminacidn de positivos fuertes
a ELISA; 7) seleccion de novillas para reposicion hijas de vacas ELISA negativas
(Collins et al., 2010). En otros casos, la disminucidon de la prevalencia en el tiempo
se demostro en rebafios inscritos en programas nacionales de control. Una reduccion
en la deteccion de nuevos animales excretores, en un periodo de 6 afios, se demostro
en 25 rebafos lecheros de Alemania (Donat et al., 2016). En Minnesota, en seis
rebafios, los terneros nacidos después de 12 meses de la iniciacion de un programa
de control tenian menos riesgo de contraer la infeccion que aquellos nacidos de 12 a
24 meses antes de la instauracion de dicho programa (Ferrouillet et al.,2009).

Para estudiar el impacto de las medidas de control de una manera mas econémica,
distintos investigadores han desarrollado modelos de transmision de las
enfermedades infecciosas que permiten a los investigadores estudiar los efectos de
las medidas aisladamente (Marcé et al., 2010).

Debido a las pérdidas econdmicas y a la posible asociacion con la enfermedad de
Crohn, se han desarrollado muchos programas de control en todo el mundo. Muchos
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de estos programas se centraban en rebafios infectados con MAP y se basaban en la
realizacion de tests y la posterior eliminacion de los animales positivos, ademés de
adaptaciones de manejo (Benedictus, 1984; Collins, 1994; Rossiter & Burhans, 1996;
Kennedy, 2001). Otros programas se centraban en identificar rebafios MAP-
negativos con el objetivo de mantenerlos negativos, y en el caso de Australia,
Noruega y Suecia una region entera negativa, que ademas servian para abastecer de
ganado de reposicion negativo (Kalis et al., 2004; Kennedy, 2011; Frossling et al.,
2013; Whist et al., 2014). Los tests incluian aquellos de hipersensibilidad retardada
en piel, tests serologicos, deteccion directa de MAP por microscopia y mediante
cultivo o reaccién en cadena de la polimerasa, PCR, para detectar MAP en heces.
Actualmente el cultivo en heces se considera la prueba méas sensible y especifica
ante-mortem para identificar infecciones por MAP (Whitlock et al., 2000; Kalis et
al., 2002). Sin embargo, como el cultivo fecal es caro y se prolonga en el tiempo, la
mayoria de los programas usan el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas,
ELISA, para detectar animales potencialmente infectados (Lavers et al., 2014). Otra
razén para usar ELISAs es que la magnitud de la excrecion se correlaciona bien con
los titulos del ELISA (Dagartz et al., 2001) y por lo tanto la eliminacion de positivos
a ELISA puede ser una opcion efectiva y relativamente barata de eliminar grandes
excretores. Actualmente el cultivo fecal es a menudo sustituido por la PCR en heces
(Plain et al., 2014; Laurin et al., 2015).

En general, los programas de control incluyen los siguientes objetivos (Geraghty
etal., 2014):

- Mejorar la seguridad alimentaria y proteger areas/rebafos libres como Australia
y Holanda.

- Demostrar y proteger la ausencia de enfermedad a nivel nacional, regional o de
rebafio como en Noruega (Whist et al., 2014), Suecia (Frossling et al., 2013), y
norte y oeste de Australia (Kennedy 2011).

- Proteger la exportacién de leche y productos genéticos como Canada (Mckena et
al., 2016).

- Disminuir la prevalencia de la infeccion por MAP vy limitar las pérdidas
econdmicas a nivel de granja como Dinamarca (Nielsen et al., 2007), Gran
Bretafia (Pritchard et al., 2017), Irlanda (McAloon et al., 2016) y EE. UU. (Wells
et al., 2008), Canada y Holanda.

- Proporcionar acreditacion de rebafios de bajo riesgo como Canada, Dinamarca,
Holanda y Gran Bretafa.

- Reducir el impacto negativo de la infeccion sobre el bienestar animal y/o social,
legal y financiero como Australia, Canada, Holanda, Gran Bretafiay EE. UU.

La erradicacion es un objetivo a largo plazo en Dinamarca y Holanda (Geraghty
etal., 2014).
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La clasificacion de rebafios en base a la prevalencia intrarebafio facilita el control
coordinado regionalmente mediante el seguimiento del comercio basado en el riesgo
y proporciona el reconocimiento de progresos en granja individual y a nivel regional;
este sistema esta siendo aplicado en Australia, Dinamarca, Holanda y Gran Bretafia
(Geraghty et al., 2014).

Medidas de bioexclusion enfocadas en la introduccion de animales de reposicion,
como restricciones oficiales al comercio en rebarios infectados, se han implementado
en Australia, Holanda, Gran Bretafia, Dinamarca y EE. UU., ademas de medidas de
biocontencion, como préacticas de cria de terneras para minimizar el riesgo e
identificacion y eliminacion preferencial de animales de alto riesgo de estar
infectados (Geraghty et al., 2014).

Algunos factores que dificultaron el éxito de estos programas fueron la falta de
cumplimiento de los protocolos de manejo, el uso de tests con insuficiente
sensibilidad para detectar animales infectados, la persistencia de MAP en el medio
ambiente, la inadecuada frecuencia en la realizacion de tests, la aparicion de nuevas
infecciones inesperadas y la compra de animales de reposicion que provocaron
nuevas introducciones (Benedictus, 1984; Collins, 2001). En un estudio alternativo
se demostr6 que la constancia en la aplicacion de medidas preventivas era
fundamental para el éxito, aungue solamente testar y eliminar no era definitivo para
controlar la paratuberculosis (Groenendaal et al., 2003). Sin embargo, testar y
eliminar puede permitir y acelerar la eliminacion de la infeccion de un rebafio que a
la vez aplique buenas medidas de manejo (Kudahl et al., 2011). Debido a que no hay
cura, ni tampoco vacunas que prevengan eficazmente la infeccion por MAP, excepto
para las ovejas, el control de la paratuberculosis se basa primordialmente en las
estrategias de manejo que reduzcan el riesgo de infeccidn en los terneros jovenes y
limitar la transmisién dentro del rebafio y entre rebafios (Barkema et al., 2018).
Ademas, los programas que incluyen tests individuales de los animales, generalmente
recomiendan la eliminacion de los animales positivos a MAP. Aunque los programas
de control de paratuberculosis se han implementado en los paises mas desarrollados,
las lecciones aprendidas con la experiencia de los programas de prevencion y control
son poco citadas a nivel mundial. Los programas de control de la paratuberculosis
son tipicamente evaluados en un pequefio nimero de rebafios (Collins et al., 2010;
Pillars et al., 2011) y muchos programas de control no han incluido al ganado de
aptitud carnica. Ademas, particularmente en vacuno, los resultados de un programa
de control solo pueden ser evaluados después de al menos 5 afios (Caldow & Gunn,
2001; Nielsen & Toft, 2011), aunque la mayoria de los programas bien disefiados han
sido implementados durante ese tiempo. Excepto para las cabras en Noruega (Nagel-
Alne et al., 2014) no se encontrd ningun informe sobre la erradicacién con éxito de
la infeccion con MAP en ningun rebafio (Barkema et al., 2018).

La vacunacion es el método mas eficiente y coste-efectivo para la prevencion de
la aparicion de casos clinicos en los rebafios. Las principales razones para no usar
vacunas son probablemente debidas a la interferencia con las pruebas serolégicas de
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diagnostico para la tuberculosis bovina (Coad et al., 2013; Serrano et al., 2017). El
control de la paratuberculosis usando la vacunacion, testaje y eliminacion o
combinaciones de ambos, resultd econémica y ha sido usada como herramienta para
ayudar en los programas de control de Australia, Nueva Zelanda, Holanda, Canada,
Islandia e India (Bastida & Juste, 2011; Singh et al., 2015; Shephard et al., 2016;
Whittington et al., 2019). Sin embargo, la vacunacion ha sido prohibida en
Dinamarca, Noruega y Suecia, y la eliminacion ha sido utilizada como método de
control en su lugar. Como ejemplo Australia, en donde usando vacuna disminuyé la
infeccion de >35% a <1% (Hore et al., 1971; Dhand et al., 2016; Whittington et al.,
2019). El control mediante la vacunacion produjo pérdidas minimas a largo plazo
resultando coste-efectivo en un horizonte vista de 10 afios (Lamont et al., 2014). En
la India, la vacunacion usando cepas locales administradas a los animales domésticos
mejoro la productividad individual y ayudo a conservar las razas nativas de animales
domeésticos amenazadas, especialmente las razas lecheras, debido a las condiciones
de la paratuberculosis (Singh et al., 2017; Gupta et al., 2019; Whittinghton et al.,
2019).

1.1.6. Pérdidas de produccion asociadas a MAP

La paratuberculosis es un importante problema de salud que produce diarrea
intermitente, pérdida de condicion corporal y disminucion de la productividad
(Tiwari et al., 2006; Pesqueira, 2017). El agente causal de la enfermedad de Johne
en rumiantes acarrea severas pérdidas a nivel mundial (Van den Esker et al., 2019).
Ademas, la alta endemicidad de la enfermedad en los rebafios afecta adversamente a
las razas de alta produccién reduciendo la vida productiva de las mismas, asi como
su produccion individual (Gupta et al., 2019).

Los rumiantes infectados excretan MAP en las heces y en la leche en cantidades
crecientes a medida que progresa la enfermedad (Whitlock & Buergelt, 1996;
Pesqueira, 2017).

La seropositividad a MAP estuvo relacionada con elevado recuento de células
somaticas en la leche de tanque e incremento de la incidencia de mamitis clinicas
(Diéguez et al., 2008).

Aunqgue no se observé un efecto significativo entre el serostatus frente a MAP y
los parametros de calidad de la leche de cada vaca (Pesqueira et al., 2015), las vacas
seropositivas a MAP son mas probablemente eliminadas de la granja debido a
muerte, sacrificio urgente, baja productividad, infertilidad u otras causas (Mato et al.,
2015). Ademas, la probabilidad de dificultades en el parto fue casi 3 veces méas
elevada y el intervalo parto-primera inseminacion se incrementd una media de 14
dias en las vacas seropositivas (Mato et al., 2015; Pesqueira et al., 2015).

Las vacas seropositivas a MAP presentaban un peso medio de la canal 58,45 Kg.
mas bajo, peor puntuacion de conformacion de la canal y capas de grasa mas delgadas
que las vacas seronegativas (Mato et al., 2017a). En la fase terminal, a la que muchos
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animales no llegan por ser eliminados antes, los animales mueren con una condicion
corporal muy pobre.

La enfermedad estd ampliamente difundida entre los rumiantes, tanto domésticos
como salvajes y en casi todos los paises del mundo, causando grandes pérdidas
econdmicas, no solo por la merma en la productividad sino también como resultado
de la pérdida de la futura progenie debido al descarte prematuro (Mckena et al., 2006;
Garcia & Shalloo, 2015).

Una reduccidn en la produccién, corregida para el nimero de lactacion y rebafio
de origen, de 1,87 kg/dia, equivalente al 5,9% de la produccién, fue asociado con
cultivo o PCR positivos en animales individuales (McAloon et al., 2015).

En una revision en 2015, Garcia y Shalloo informaron de pérdidas substanciales
debido a la infeccion por MAP, las cuales aumentan a medida que lo hace la
prevalencia y la incidencia de la enfermedad clinica dentro del rebafio. En Canada el
dafio econdémico causado por la enfermedad se estimd en 50 ddlares canadienses,
unos 32 €, por vaca y afo en los rebanos infectados, resultando una media de cerca
de 3000 délares canadienses anuales por rebafio (Chi et al., 2002; Tiwari et al., 2008).
Raizman et al., (2009), estimaron pérdidas por sobrealimentacion de 366 ddlares
canadienses por vaca excretora y lactacién, mientras que Bhattarai et al. en 2014
calcularon una pérdida de 1644 délares EE. UU. por cada 100 vacas para una
prevalencia del 7%. El coste de la enfermedad en EE. UU. en la industria del ganado
vacuno se estimé en 250 millones de délares por afio (Ott et al., 1999).

1.1.7. Potencial zoondtico

En relacion a la importancia de la paratuberculosis como enfermedad del ganado
lechero, el efecto mas significativo tal vez sea la potencial relacion con la enfermedad
de Crohn en humanos (McAloon, et al., 2019).

Las personas que padecen la enfermedad de Crohn (CD) son un grupo
heterogéneo y la etiologia puede no ser la misma para todos los individuos, existiendo
tres teorias sobre su etiologia, e incluso combinacion de varias de ellas: la
autoinmunitaria, la inmunodeficitaria y la micobacteriana (Pesqueira, 2017). MAP se
encuentra entre el listado de agentes patdgenos que han sido asociados con la CD.
Siguiendo la colonizacion del hospedador, MAP evade el sistema inmune del
hospedador mediante mimetismo molecular, exhibiendo secuencias de péptidos
similares a aquellas de las células del hospedador causando una interrupcion de las
auto-versiones no auto-reconocidas; el fallo para reconocer a MAP como distinto de
las células del hospedador podria resultar en diversas condiciones autoinmunes
(Garvey, 2018).

MAP ha sido también postulado de estar implicado en el progreso de la infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana y otras enfermedades de disfuncién
inmune: la esclerosis maltiple, la sarcoidosis, la diabetes mellitus tipo 1 y 2, la
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tiroiditis de Hashimoto y la enfermedad de Parkinson (Waddell et al., 2015;
Rathnaiah et al., 2017; Garvey, 2018).

Los humanos son expuestos a MAP por distintas fuentes que pueden estar
contaminadas con heces de animales infectados como son el agua de bebida, la leche,
los quesos, la carne cruda, etc. (Waddell et al., 2016; Garvey, 2018); sin embargo,
aun existe bastante desconocimiento de la informacion cuantitativa sobre la
prevalencia y concentracion de MAP en fuentes contaminadas, la cual es esencial
para entender el riesgo de exposicion, las oportunidades de intervencion para mitigar
el riesgo y valorar la importancia de diversas fuentes de exposicion de humanos a
MAP, incluyendo el contacto directo con animales y ambiente, asi como el consumo
de alimentos y agua contaminada (Waddell et al., 2016). La aplicacion de la
pasteurizacion estdndar destruye a MAP, sin embargo, algunas bacterias sobreviven
al tratamiento térmico de la subpasteurizacion a bajas temperaturas usado para la
fabricacion de quesos (Rathnaiah et al., 2017).

Actualmente se wusa la combinacion de farmacos antiinflamatorios,
antimicobacterianos e inmunosupresores para el tratamiento de la enfermedad.
Estudios in vitro utilizando la combinacion de antimicrobianos e
inmunomoduladores muestran un efecto sinérgico que podria ser aplicado al
tratamiento de la CD (Rathnaiah et al., 2017). Son necesarios mas estudios para
encontrar nuevos farmacos que mejoren las terapias frente a MAP y asi poder acortar
y simplificar tratamientos.

La potencial relacion entre la paratuberculosis en rumiantes y la CD en humanos
necesita ser clarificada pues no existe consenso sobre el riesgo zoonotico de MAP en
el contexto de las enfermedades de humanos.

1.2. DIARREA VIRICA BOVINA

La BVD es una de las enfermedades infecciosas mas severas del ganado vacuno
ocasionando serias pérdidas econdmicas a la industria (Gunn et al., 2004). El virus
de la diarrea virica bovina (BVDV) ocasiona toda una serie de manifestaciones
clinicas. Los sindromes reproductivos son particularmente perjudiciales, resultando
pérdidas econdmicas significativas debidas a abortos y mortalidad perinatal en los
animales infectados. Un aspecto serio del sindrome reproductivo es el nacimiento de
terneros persistentemente infectados (PI). Los animales P1 son el principal reservorio
del virus y la principal fuente de transmision del BVDV. Ademas, pueden desarrollar
la fatal enfermedad de las mucosas (MD) (Bianchi et al., 2017). El BVDV también
puede producir enteritis durante la enfermedad aguda o transitoria que, aunque
generalmente no es severa, puede ocasionalmente ser fatal incluso en animales
adultos. La infeccion transitoria (TI) puede causar inmunosupresion y es probable
que contribuya al desarrollo del sindrome respiratorio bovino (SRB) (OIE, 2017).
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1.2.1. Agente etioldgico

El BVDV es un importante agente infeccioso que afecta a la productividad y
reproduccion del rebafio ocasionando importantes pérdidas econdémicas (Larghi,
2018). Presenta distribucion mundial y afecta al ganado vacuno de todas las razas y
edades (OIE, 2017). Pertenece al género Pestivirus, familia Flaviviridae (Simmonds
etal., 2011).

El BVDV es un virus con RNA monocatenario que codifica para 4 proteinas
estructurales, 3 localizadas en la envoltura lipidica y otra en la nucleocapside
icosaédrica, y 7 proteinas no estructurales (Figura 3). Dentro de las proteinas no
estructurales la mas estudiada es la denominada NS3 (p80), ya que es inmunogénica
y los anticuerpos que se generan frente a ella son la base de diversos ELISAs
comerciales para detectar anticuerpos frente al BVDV (Arnaiz et al., 2015). En la
figura 3 se representan la estructura del virus y las regiones que codifican para cada
proteina.
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Figura 3. Estructura del BVDV y region del RNA que codifica para cada proteina.
Elaboracion propia

Han sido descritos dos genotipos principales: BVDV-1y BVDV-2, clasificados
como dos especies diferentes dentro del género Pestivirus. En Europa predomina el
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BVDV-1 mientras que en Norteamérica la prevalencia de ambos, BVDV-1y 2 es
similar (Lindberg et al., 2006a).

Actualmente, el Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus (ICTV)
reconoce cuatro especies de Pestivirus: BVDV-1, BVDV-2, virus de la peste porcina
clasica (CSFV) y enfermedad de la frontera (BDV), (Simmonds et al., 2017).
Ademas, un namero creciente de candidatos a especie de Pestivirus de varios
animales domésticos y salvajes han sido descritos: a) virus de la “Giraffe”, que
comprende un aislado obtenido de una jirafa en Kenia que causé sintomas similares
a los de la enfermedad de las mucosas, asi como un aislado de bovino (Becher et al.,
2003; Becher et al., 2013); b) virus “Pronghorn Antelope”, aislado de un antilope
ciego en EE.UU. (Vilceck et al., 2005); ¢) virus “Bungowannah”, que fue aislado en
cerdos de Australia (Kirkland et al., 2015); y d) los atipicos “HoBi-like” o BVDV-
3, pestivirus detectados en suero y otras muestras de bovino y bufalo (Bauerman et
al., 2013). Recientemente, mas supuestos Pestivirus han sido descritos, incluyendo
Aydin-like virus, aislado de ovejas y cabras en Turquia (Postel et al., 2015),
Pestivirus porcino atipico, causante de temblor congénito en lechones (Hause et al.,
2015; Postel et al., 2016), un Pestivirus de un murciélago (Wu et al., 2012) y un
Pestivirus de ratas (Firth et al., 2014).

Por otra parte, el BVDV se clasifica en dos biotipos diferentes: citopatico (CP) y
no citopatico (NCP) (Ridpath & Bolin, 1998), segun el tipo de proteinas codificadas
desde el RNA de su genoma (Neill, 2013) y el efecto que producen sobre los cultivos
celulares “in vitro” (Heinz et al., 2000; Lackner et al., 2004; Friedgut et al., 2011,
Ridpath et al., 2013).

Los cambios gendmicos en los pestivirus resultan de tres procesos diferentes: 1)
acumulacion de mutaciones puntuales propias de la naturaleza de la polimerasa RNA,
dependiente del RNA virico; 2) recombinaciones de RNA no homologo; y 3)
recombinaciones de RNA homdlogo. Asumiendo que el ritmo de mutacién de los
pestivirus es similar al de otros virus RNA podemos estimar que, aproximadamente,
se introduce una mutacién puntual por cada ciclo de replicacion. (Domingo et al.,
1985; Becher et al., 1999). Recombinaciones de RNA no homologo pueden dar lugar
a la formacion de variantes CPs del BVDV y una gran diversidad de alteraciones
gendmicas se han descrito para pestivirus CPs (Chernick et al., 2014).

Después de la descripcion de dos tipos genéticos de BVDV-1 a principio de los
afios noventa (Ridpath et al., 2010), al menos 21 tipos genéticos del BVDV-1
(BVDV-1a, a BVDV-1r) y 4 del BVDV-2 (BVDV-2a, a BVDV-2d) se han descrito
hasta la fecha (Vilcek et al., 2001; Giangaspero et al., 2008; Nagai et al., 2008;
Jackova et al., 2008; Yesilbag et al., 2008; Xue et al., 2010; Yesilbag et al., 2014;
Deng et al., 2015; Giammarioli et al., 2015; Yesilbag et al., 2017).
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1.2.2. Patogenia, respuesta inmune y cuadro clinico

La patogenia de la infeccion por el BVDV es compleja, ocasionando diferentes
resultados segun las infecciones sean pre- o post- gestacion (Lanyon et al., 2014):

- La infeccion de las hembras gestantes susceptibles origina infeccion fetal que
puede llevar a muerte embrionaria, efectos teratdgenos o al nacimiento de
descendencia PI.

- La infeccién aguda transitoria con BVDV ocasiona viremia transitoria previa a
la seroconversibn 'y puede ocasionar alteraciones reproductivas e
inmunosupresion que incrementa la incidencia de enfermedades secundarias.

1.2.2.1. Infeccion aguda transitoria

El vacuno de cualquier edad es susceptible de contraer una T1 como resultado de
una transmision horizontal o a través de fomites contaminados (Thurmond, 2005). El
periodo de incubacion es de 6 a 12 dias tras la exposicion al virus, pero puede variar
dependiendo de la cepa virica, de su virulencia y de la dosis de virus transmitida
(Evermann & Barrington, 2005). Una vez infectados, los animales con TI eliminan
bajas cantidades de virus con las secreciones corporales, normalmente desde el dia 3
al 15 post-infeccion, aunque se ha comprobado que puede durar hasta tres semanas
(Thurmond, 2005). Una vez que los animales con Tl dejan de ser infectivos y la
excrecion cesa, se estimula una respuesta seroldgica de anticuerpos y células T contra
la cepa virica infectante que confiere inmunidad de por vida (Evermann &
Barrington, 2005; Lanyon et al., 2014; Brodersen, 2014).

Las manifestaciones clinicas de las Tls pueden ser variables y se reconocen como
dependientes de la cepa virica infectante, asi como de la edad y el estado
inmunoldgico y reproductivo del animal en el momento de la infeccion. Los terneros
y vacas no gestantes susceptibles transitoriamente infectados con BVD, 0 no
presentan sintomas o lo hacen de manera leve, como: fiebre, disminucion del apetito
y diarrea (Grooms, 2004). Sin embargo, las Tls también reducen la produccion y casi
siempre resultan en disminucién de la produccion de leche en adultos y retraso en el
crecimiento en terneros y animales jovenes. Los toros susceptibles con T1 pueden ver
reducida su fertilidad y servir de reservorios para las hembras susceptibles (Brock et
al., 2005; Houe 2005; Schweizer & Peterhans, 2014).

La infeccion aguda transitoria continda siendo una de las manifestaciones mas
importantes de la infeccion por el BVDV (Carman et al., 1998; Liebler-Tenorio et
al., 2004; Lunardi et al., 2008; Friedgut et al., 2011). Cepas altamente virulentas del
BVDV pueden producir lesiones similares a aquellas vistas en la MD, como severas
ulceraciones extendidas por orofaringe, laringe y esofago, asi como enteritis
hemorragica (Stoffregen et al., 2000; Lunardi et al., 2008; Friedgut et al., 2011,
Hessman et al., 2012). Los sintomas clinicos observados consisten en inapetencia,
letargia y reduccion de la produccion de leche, con un amplio rango de severidad.
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Las Tls han mostrado ocasionar una reduccion en las células blancas circulantes
entre 3 y 14 dias después de la infeccion (Bolin et al., 1985; Liebler-Tenorio et al.,
2004). Esta reduccion se asocia con inmunosupresion y aumento de la susceptibilidad
a infecciones secundarias en los animales infectados, como mastitis y complejo
respiratorio bovino (Kapil et al., 2005; Grisset et al., 2015). La mortalidad, como
resultado de una TI, es rara; sin embargo, mortalidades superiores al 50% se han
comprobado en brotes de BVDV-2 que inducen sindrome hemorragico (Pellerin et
al., 1994; Gethmann et al., 2015). No obstante, donde un brote de BVD ocurre
concomitantemente con infecciones secundarias, como se vio con el complejo
respiratorio bovino, la mortalidad se incrementa (Kapil et al., 2005). La enfermedad
respiratoria es exacerbada por la infeccién con BVDV (Fulton et al., 2000) y el aborto
se ha asociado con coinfecciones por BVDV y Neospora caninum (Bjorkman et al.,
2000; Quinn et al., 2004). La inmunosupresion se asocia con efectos directos del
BVDV en los linfocitos T y B circulantes (Bolin et al., 1985; Chase, 2013) y
apoptosis de los linfocitos intestinales asociados al tejido linfoide (Pedrera et al.,
2012). La apoptosis de los linfocitos (Wilhelmsen et al., 1990) y la supresién de la
funcion fagocitica de los macréfagos (Marshall et al., 1996) via caspasa-9 (Pedrera
et al.2012) en los linfonodos, tejido linfoide asociado a bronquiolos e intestino,
disminuye la capacidad del sistema inmune de responder a otros agentes infecciosos.

El ganado infectado de manera aguda puede reponerse en tres semanas si otras
infecciones no se superponen (Muller-Doblies et al., 2004). El ganado vacuno
infectado con BVDV recuperado clinicamente e inmunizado continda, sin embargo,
portando virus en las células mononucleares de la sangre periférica durante 98 dias o
mas y la transferencia de la infeccion parece posible experimentalmente (Collins et
al., 2009), aunqgue la transferencia natural de la infeccion parece improbable (Lanyon
etal., 2014).

El BVDV puede mantener infecciones crénicas o prolongadas en lugares
protegidos de la respuesta inmune después de una Tl en una vaca, un ternero o un
toro. Estas localizaciones son el tejido ovarico (foliculos ovéricos, células granulosas
y ooquistes), tabulos seminiferos de los testiculos, sistema nervioso central y
leucocitos sanguineos (Givens & Marley, 2013). El papel de las infecciones crdnicas
en mantener y diseminar el BVDV dentro de la poblacion bovina ain no se entiende
completamente.

1.2.2.2. Infeccidn fetal

La infeccion de la madre en el primer trimestre puede dar lugar al nacimiento de
un ternero persistentemente infectado (PI) (Brownlie et al., 1998). La “ventana” para
la creacion de Pls se produce generalmente entre los dias 40 y 125 de gestacién,
aproximadamente, con ocurrencias ocasionales tan tempranas como el dia 18 y tan
tardias como el dia 125 (Grooms, 2004; Brodersen, 2014). La ventana puede variar
de feto a feto como ilustran informes de un ternero PI con su gemelo seropositivo
(Schoder et al., 2004). La habilidad de las cepas NCP del BVDV para inhibir el
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interferdn tipo 1 en el feto (Charleston et al., 2001; Peterhans & Sheizer, 2013)
capacita al virus para sobrevivir en el hospedador y establecer animales Pls. Los
animales Pls pueden ser clinicamente sanos, pero algunos son pequefios, débiles y
sin crecimiento (Baker 1995) y son generalmente declarados como susceptibles a
infecciones secundarias, sugiriendo una pobre funcién inmunitaria (Voges et al.
2006). Esto, combinado con la susceptibilidad a la MD, lleva a una escasa
supervivencia de la mayoria de los animales Pls (Houe, 1993; Voges et al., 2006),
aungue datos recientes sugieren que hasta un 28% de los Pls de una poblacién pueden
pasar de los dos afios de edad (Booth & Brownlie, 2012). Los animales Pls son
generalmente transmisores mucho mas eficientes del BVDV que los animales
infectados transitoria 0 agudamente, pues son capaces de eliminar grandes cantidades
de virus durante su vida y son considerados el principal reservorio del BVDV
(Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017).

En los animales Pls pueden ocurrir mutaciones de cepas NCPs persistentes junto
con inserciones genémicas, resultando en poblaciones mutantes del virus CP. Esto
conduce a que ambos biotipos, CP y NCP, circulen en animales Pls y den como
resultado el desarrollo de la enfermedad de las mucosas (MD), que es
invariablemente letal para el animal (Peterhans & Schweizer, 2010; Peterhans et al.,
2010; Decaro et al., 2014).

1.2.2.3. Enfermedad de las mucosas

Existen clinicamente dos formas de MD, aguda y cronica, cuya presentacion
parece estar relacionada con el grado de homologia existente entre las dos cepas que
intervienen en el proceso (Factor, 2017):

- LaMD aguda afecta a animales entre los 6 meses y los 2 afios de edad. Cursa con
fiebre, depresion, debilidad, anorexia, taquicardia, polipnea y disminucién de la
produccién lactea, y posteriormente diarrea acuosa profusa y sanguinolenta de
olor nauseabundo con emaciacion y deshidratacion. Se observan erosiones y/o
Ulceras en labios, encias, lengua, paladar, ollares, cavidad nasal y espacios
interdigitales con ptialismo, flujo nasal y cojeras. Es frecuente que el proceso se
complique con infecciones secundarias que agravan el estado del animal. La
letalidad es practicamente del 100% y se produce entre el segundo dia y la tercera
semana post-infeccion.

- La MD crédnica se caracteriza por inapetencia, mal aspecto y pérdida progresiva
de peso hasta la emaciacion con diarrea continua o intermitente. En ocasiones se
observan alopecias e hiperqueratosis en cuello, piel perineal, prepucial y vulvar,
y en la insercion de cuernos y pezufias. Son frecuentes, igualmente, las
infecciones secundarias. Los animales pueden vivir durante meses y mueren
como consecuencia de su extrema debilidad.

En la figura 4 se reflejan los diferentes cuadros clinicos que puede ocasionar la
infeccion por BVDV.
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Figura 4. Ciclo de infeccion del BVDV con sus diversas formas clinicas (de la Fuente et al.,
1996). Se dispone de permiso del autor.

Por otro lado, estudiar la interaccion del BVDV con el sistema inmunitario es
complicado debido a la diferente naturaleza de la infeccion (hiperaguda, aguda o
persistente), la cepa del virus (cepas de laboratorio frente a cepas de campo, de alta
virulencia frente a baja virulencia) y el biotipo (NCP frente a CP). Las infecciones
agudas e hiperagudas interactian con sistemas inmunes intactos mientras que los
animales PIs tienen sistemas inmunotolerantes al BVDV.

Las infecciones agudas con cepas CPs son raras en el campo, ya que las cepas
NCPs son las que predominan y las interacciones de los virus NCPs con el sistema
inmune son completamente diferentes de las cepas de virus CPs (Chase, 2013). Las
cepas NCPs del BVDV activan la inmunidad humoral adquirida méas rapidamente
(Lambot et al., 1997; Lambot et al., 1998) y circulan por mas 6rganos inmunes,
particularmente aquellos asociados a la inmunidad en mucosas; asi mismo, el
antigeno de cepas NCPs persiste méas tiempo que el de las cepas CPs (Spagnuolo-
Weaver, 1997).

Para los animales con T1 se ha demostrado que la respuesta inmunitaria es distinta
segun la infeccién sea con virus CP o NCP, y que hay una mas rapida y efectiva
eliminacion de las cepas CPs, comparadas con las NCPs, en estos animales
(Peterhans & Schweizer, 2010); sin embargo, independientemente de la cepa
presente, el biotipo NCP predomina en el campo.

1.2.3. Epidemiologia

Aunque los Pestivirus fueron designados inicialmente de acuerdo con su
hospedador original, las infecciones con BVDV han sido detectadas en diversas
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especies domeésticas y salvajes incluyendo vacuno, ovino, caprino, porcino, ciervos,
bafalo, bisonte y alpaca. (Becher et al., 1997; Becher et al. 1999; Aguirre et al.,
2014).

1.2.3.1. Distribucidn geogréafica y prevalencia

Los estudios serologicos han encontrado considerables variaciones en el numero
de animales positivos, con prevalencias que van del 18 al 90% (Bolin et al., 1985;
Durham & Hassard, 1990; Houe et al., 1995; Eiras, 2009) y prevalencia de rebafios
seropositivos desde el 0,15% en Finlandia al 98% en Sicilia, Italia (Eiras, 2009). Por
otro lado, la prevalencia de animales Pls se encuentra entre el 1y 2% de la poblacién
bovina (Houe et al., 1995).

Se encontré que la prevalencia de anticuerpos anti-BVDV a nivel de rebafio, antes
de la implementacion de programas de control o erradicacion variaba del 95% en
Inglaterra y Gales al 1% en Finlandia (Greiser-Wilke et al., 2003). En los paises
escandinavos, las regiones del sur con alta densidad de ganado vacuno y grandes
rebafios tenian una prevalencia mayor del BVDV que las regiones del norte con
densidades de poblacién menores y rebafios de tamafio mas pequefio (Houe, 1999).

En un metaanalisis sobre la prevalencia del BVD en la poblacién bovina mundial
se determinaron los siguientes rangos de prevalencia de animales Pls (Scharnbdck et
al., 2018):

- Bajo (<0,8%) en Europa, Norteamérica y Australia.
- Medio (>0,8% a 1,6%) en el este de Asia
- Alto (>1,6%) en el oeste de Asia

Las prevalencias de animales Pls y de animales seropositivos ha decrecido en
Europa, mientras que la prevalencia del BVDV se incrementdé en Norteamérica
(Scharnbdck et al., 2018).

En Europa, se encontr6 que la BVD era endémica en todos los paises en los que
no se habia implementado un control sistematico de la enfermedad. En dichos paises,
hasta un 50% de los rebafios tenian animales Pl y el 90% del ganado vacuno habia
sido expuesto al BVDV durante su vida (Lindberg et al., 2006a).

La prevalencia de los diferentes grupos genéticos solo ha sido publicada por
aquellos paises que tienen programas de control en marcha y la presencia de BVDV-
2 ha sido detectada en Alemania (Figura 5) (con importantes brotes clinicos en los
ultimos afios), Bélgica, Francia, Holanda, Austria, Eslovaquia, Reino Unido e Italia
(Lindberg et al., 2006) y recientemente en Polonia y Espaiia (Factor et al., 2016;
Factor, 2017).
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Figura 5. Genotipado de BVDV en Alemania entre 2008-2014. Elaboracion propia,
adaptado de Schirrmeier (2014)

La prevalencia de la BVD en Espafia no esta clara debido al hecho de que se han
Ilevado a cabo pocos estudios a nivel nacional, y los existentes tienden a basarse en
la seroprevalencia, que al menos confirma la circulacion del virus. Dichos estudios
muestran una variada seroprevalencia, si bien, generalmente alta. Las variaciones en
la prevalencia de anticuerpos se cree que son debidas a la densidad de ganado, las
medidas de control y el uso de vacunas (Grooms et al., 2014), asi como a la posible
influencia del climay la temperatura (Botner & Belsham, 2012).

Todos los estudios identifican al BVDV-1 como la cepa circulante (Larghi, M.,
2018). Asi, en dos estudios de analisis filogenético del BVDV realizados en Galicia
en los periodos 2013-2015 y 2015-2017, la mayoria de los aislados correspondieron
al genotipo 1 (98,8% y 100% respectivamente), y solamente uno al genotipo 2. De
los aislados estudiados, 73 (84,9%) y 137 (87,3%) fueron tipificados como BVDV-
1b, mientras que la Gnica cepa BVDV-2 fue clasificada como 2a (Factor et al., 2016;
Eiras et al., 2019).

1.2.3.2. Factores de riesgo

Generalmente hay una alta correlacién entre la densidad de ganado y la
prevalencia de BVD en zonas endémicas (Lindberg et al., 2006a). Por lo tanto, un
factor importante que puede incrementar la prevalencia global de BVD es el
incremento de la ganaderia intensiva que se esta produciendo en muchos paises
(Castel et al., 2011; Guevara & Grlnwalt, 2012; Scotish Government, 2016a), pues
incrementa la densidad animal y el riesgo de proliferacion de la infeccion de BVD
(Houe, 1999).
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Los factores de riesgo de introduccion del BVDV incluyen tamafios grandes de
rebafio, rebafios vecinos cercanos, contacto por encima del vallado, alto nimero de
rebafos vecinos infectados, tenencia de novillas en pastos comunes y la compra de
animales sin documentacién de BVD (Lindberg et al., 2006a). La probabilidad de
tales factores de riesgo depende de las medidas de control implementadas a nivel de
rebafio individual. Minimizar o eliminar estos riesgos es fundamental en cualquier
programa de control de la BVD (Damman et al., 2015).

La variabilidad en el estado de salud del ganado constantemente expuesto a
animales Pls en los cebaderos probablemente depende de multiples factores,
incluyendo la edad, raza, estado nutricional e inmune del individuo, factores
medioambientales como la exposicién previa al BVDV, la duracion del transporte,
la presencia de otros patdgenos, la densidad de animales, la ventilacion, y factores
del virus como la transmisibilidad y la virulencia de la cepa del BVDV a que estan
expuestos (Grooms et al., 2014).

1.2.3.3. Transmision del BVDV

Es bien sabido que la introduccién de ganado nuevo en un rebafio es uno de los
factores mas importantes en la transmision del BVDV. Muchos estudios han indicado
que la compra de animales, particularmente vacas prefiadas, aumenta el riesgo de
introduccion del BVDV en establos altamente susceptibles (Bitsch et al., 2000;
Santman-Berends et al., 2017) y consecuentemente influir en el impacto econémico
del BVDV (Pinior et al., 2019).

Por otro lado, el contacto con rebafios vecinos o el alojamiento comin de
rumiantes debe ser considerado un importante factor de transmision del virus y por
lo tanto de las pérdidas de produccion (Graham et al., 2016; Kaiser et al., 2017).

Investigaciones epidemioldgicas han demostrado que factores demogréaficos
como el tamafio del rebafio y la densidad animal son buenos predictores de la
prevalencia de la infeccion en poblaciones donde el BVDV es endémico (Ezanno et
al., 2008; Talafha et al., 2009; Van Campen, 2010). Se observan altas prevalencias
en rebafios con animales comprados en diferentes origenes (Lindberg & Houe, 2005;
Ezanno et al., 2008). Debido a la naturaleza proclive al error de las polimerasas
responsables de la transcripcion del RNA, el BVDV es altamente mutable. Por tanto,
hay un rango de virulencia entre los aislados de BVDV que van de infecciones
subclinicas o enfermedades clinicas leves a sindromes severos fatales (Khodakaram-
Tafti & Farjanikish, 2017).

Los animales Pls son primordiales en la transmision del BVDV por excretar
grandes cantidades de virus a lo largo de toda su vida, siendo incapaces de desarrollar
anticuerpos. En contraste, los animales con Tl son menos importantes para la
transmision de la enfermedad, a menudo exhiben sintomas leves y excretan el virus
durante un periodo mas corto de tiempo, 14 dias aproximadamente (Brownlie et al.,
1987). Como ambos (PlIs y Tls) son virémicos, es necesario llevar a cabo dos tests de
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antigeno con un intervalo de, al menos, 21 dias para poder distinguir los animales Pls
de los Tls (Larson 2005). Alternativamente, se puede realizar una Unica prueba si se
recopilan datos epidemioldgicos (Marschik et al., 2018), o usando tests especificos
de diagndstico como la inmunohistoquimica (IHC) en muestras de oreja (Brodersen
2004).

Los animales Pls eliminan continuamente grandes cantidades de particulas
viricas con los fluidos corporales sin mostrar signos clinicos de infeccién. Un solo
animal P1 puede exponer repetidamente a todo un rebafio al BVDV durante un largo
periodo de tiempo. Ademas, de la presencia de grandes cantidades de particulas
viricas eliminadas por el animal PI, el BVDV es transmitido eficazmente a traves de
aerosoles a la mucosa nasal. Se cree que el contacto directo, nariz con nariz, es la
mas frecuente y efectiva via de transmisién. Asi mismo, se constaté la diseminacién
del BVDV a través de instalaciones recién contaminadas (corrales, casetas, etc.) por
la presencia de animales virémicos, sobre todo Pls (Niskanen & Lindberg, 2003).

El contacto indirecto con un PI, a través del equipo, puede extender la infeccion
(Gunn, 1993; Lang-Ree et al., 1994). Cualquier fluido corporal de un Pl o el equipo
contaminado debe considerarse un riesgo durante varios dias, siete para ser prudentes
(Niskanen & Lindberg, 2003). No obstante, el virus es muy fragil, por lo que las
medidas béasicas de higiene como los desinfectantes estandar y un cepillo seran
suficientes para minimizar el riesgo derivado de la ropa y el equipo (Weir, 2012).

Los toros Pls a menudo tienen baja fertilidad aun cuando la calidad del semen
parezca aceptable (Bielanski & Loewen, 1994). El problema més importante con los
toros Pls es que son eficientes fuentes de infeccion para cualquier vaca con la que
tengan contacto (Paton et al., 1989; Kirkland et al., 1997). La infeccion transitoria
también puede afectar a la calidad del semen y estos toros son una potencial fuente
de infeccion (Paton, 1989; Givens, 2003).

En Nueva Zelanda, “Cumulus” era un toro joven altamente valorado que dio
resultado negativo a los tests de BVD, tanto para anticuerpos como para antigeno,
cuando era un ternero. Sin embargo, cuando entré en los programas de seleccion
genética, alrededor de los once meses de edad, resulté positivo a anticuerpos y a virus
de la BVD en semen, pero no en sangre. Posteriores tests establecieron que padecia
una infeccion persistente, pero localizada en los tubulos seminiferos. De los once
meses de edad en adelante, Cumulus produjo semen infectado durante los once meses
siguientes, momento en el que fue sacrificado, con 22 meses de edad (Voges et al.,
1999). Durante los posteriores quince afios, se detectd un pequefio nimero de toros
con infeccion persistente. Parece un resultado mas bien escaso, pero no unico, por lo
que resulta conveniente testar de BVDV el semen de los toros, particularmente si son
seropositivos (Brownlie & Booth, 2014).

El semen crioconservado es otra potencial fuente de infeccion (Kirkland et
al.,1994; Rikula et al., 2008); sin embargo, con los métodos actuales de deteccion,
se excluyen los toros Pls inmuno-tolerantes como sementales, aunque existe la

40



posibilidad tedrica de que un toro transitoriamente infectado escape a los chequeos y
produzca pajuelas contaminadas (Gaede et al., 2004).

El transplante de embriones también constituye un factor de riesgo para la
transmision entre rebafios. Si la hembra donante padece una infeccion, aguda o
persistente, y el lavado del embrion no se realiza correctamente, podria transmitir el
virus a la hembra receptora y esta, a su vez, al embrion transplantado o a otros
animales del establo. En vacas Pls donadoras, se ha demostrado la presencia de
grandes cantidades de virus en el moco vaginal y en el medio uterino (Brock et al.,
1991). El uso de suero contaminado para el lavado de embriones también puede
transmitir el BVDV Yy desarrollar animales Pls (Bolin et al., 1998). En un estudio
(Gard et al., 2010) se observo que todas las receptoras de embriones infectadas con
BVDV, diez de diez, presentaron viremia y seroconversion despues de la
transferencia.

Aunque el control del BVDV se centra en la identificacion y restriccion de
animales PIl, otras vias de transmisién pueden resultar en nuevas infecciones,
incluyendo el movimiento de animales prefiados con Pls (animales troyanos), y la
diseminacion de la infeccion entre granjas contiguas. Esta ultima probablemente sea
un importante problema en el programa de erradicacion de la BVD en Irlanda dada
la distribucion espacial de la infeccidon residual y la alta fragmentacion del terreno en
las granjas irlandesas (Graham et al., 2016).

En un estudio sobre infecciones cruzadas de BVDV entre fauna silvestre y
doméstica, realizado en la zona centro-sur de Espafia, se secuenciaron 12 aislados de
ciervo y 5 de vacuno en extensivo, todos ellos del tipo BVDV-1b, lo que sugiere que
puede haber un virus comun infectando a ambos (Rodriguez-Prieto et al., 2016).

1.2.4. Diagnostico

Las pruebas diagndsticas disponibles permiten detectar tanto el virus, antigenos
especificos del BVDV, como anticuerpos contra el BVDV. Estos tests son
generalmente reconocidos como muy fiables (Saliki & Dubovi, 2004; Dubovi 2013).
Tanto si investigamos casos individuales de enfermedad con el objetivo de erradicar
el BVDV de un rebafio o regidn, como si estamos identificando animales infectados
gue pueden ser una amenaza epidemioldgica, es vital detectar certeramente el virus
0 los antigenos especificos. El aislamiento del virus, la deteccién de antigeno
mediante la prueba ELISA, la inmunohistoquimica (IHC), la prueba de hibridacién
de acido nucleico y la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR) son las principales técnicas para el diagnéstico de la BVD (Saliki &
Dubovi, 2004).

1.2.4.1. Tests de deteccion del BVDV

Saliki y Dubovi en 2004 se referian al aislamiento del virus como la prueba de
referencia (“gold standard”) para el diagnostico del BVDV. Aunque esto contintia
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siendo asi hoy en dia, el uso de la PCR es cada vez mas frecuente, con la RT-PCR
siendo ampliamente aceptada como el estdndar para el diagnostico de la BVDV
(Hertig et al., 1991). La RT-PCR es a menudo preferible al aislamiento del virus y
es mas rapida, mas barata, no restringida a laboratorios con instalaciones para
cultivos celulares y ademas es altamente sensible (Kim & Dubovi, 2003; Houe et al.,
2006).

La RT-PCR puede ser aplicada en muestras de tanque de leche para detectar vacas
Pls. EI maximo tamafio, teorico, de rebafio en el que se puede detectar un unico
animal PI se ha estimado en 5000 vacas en ordefio (Radwan et al., 1995), mientras
que, en la practica, la deteccion de animales PI en el rebafio oscila entre, un animal
P1 para un rebafio de 132 vacas, a dos Pls para un rebafio de 800 (Drew et al., 1999;
Renshaw et al., 2000; Hill et al., 2010). Los animales que no estan siendo ordefiados
deben ser testados separadamente mediante muestras de sangre u oreja. EI mismo
principio se puede aplicar a los pooles de muestras de suero (Mufioz-Zanzi et al.,
2000). La aplicacion de la RT-PCR puede detectar animales individuales infectados
en “pooles” de 50 sueros (Smith et al., 2008; Yan et al., 2011) debiendo
individualizar la prueba en caso de resultado positivo. “Pooles” mas pequefios
pueden resultar mas econdmicos cuando estamos buscando un PI; por ejemplo,
Mufioz-Zanzi et al., en 2000, concluyen que la estrategia de “pool” mas barata seria
comenzar por “pooles” de 20 e ir disminuyendo de 5 en 5 antes de individualizar el
test.

La RT-PCR es uno de los métodos méas sensibles para la deteccion de BVDV
(Vaniddekinge et al., 1992; Horner et al., 1995) y se dice que es capaz de detectar
incluso pequefias cantidades de virus en infecciones agudas (Bhudevi & Weinstock,
2003). La presencia de virus en células mononucleares de sangre periférica se ha
detectado hasta 98 dias post-exposiciéon al virus (Collins et al., 2009). Sin embargo,
la deteccion del virus en una Unica muestra es un resultado ambiguo que puede
significar tanto una infeccidén aguda como una infeccion persistente.

El ELISA de deteccion de antigeno representa una prueba simple y rapida de
deteccidn de animales Pls ideal para uso en situaciones como la monitorizacion de
rebafios (Mignon et al., 1991; Shannon et al., 1991; Horner et al., 1995). Las
sensibilidades y especificidades de los ELISAs de antigeno oscilan entre el 67% y el
100%, y el 98,8% y el 100%, respectivamente, cuando lo comparamos con el
aislamiento del virus (Shannon et al., 1991; Mignon et al., 1992; Sandvik &
Krogsrud, 1995; Brinkhof et al., 1996; Saliki et al., 1997, 2000). Es una prueba
robusta, simple y coste-eficiente. Se puede realizar en muestras de suero, leche y
oreja, no requiere instalaciones para cultivo celular y resulta minimamente afectada
por el almacenamiento prolongado (Shannon et al., 1991; Saliki & Dubovi, 2004).

La IHC es una de las pruebas de deteccion de antigeno de BVD mas populares
en EE. UU. (Driskell & Ridpath, 2006) y ha demostrado detectar animales PI con un
100% de sensibilidad cuando se usa en muestras de oreja (Cornish et al., 2005); no
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obstante, el mismo estudio demostré que la IHC ofrecia resultados positivos en
algunas muestras de oreja de animales con infeccién aguda. Aunque la IHC es
percibida como una prueba robusta y adecuada para grandes nimeros de muestras,
presenta desventajas en cuanto que se restringe a muestras de tejido, es laboriosa,
propensa a errores técnicos y se basa en un sistema subjetivo de valoracién por lo
que requiere personal experimentado para asegurar la fiabilidad (Cornish et al., 2005;
Driskell & Ridpath, 2006) y no es fiable para muestras almacenadas 15 dias en
formalina (Khan et al., 2011).

Debido a la excepcionalmente elevada carga virica de un animal PI, la deteccion
de Pls adultos es relativamente sencilla con diversos tests diagndésticos, incluyendo:
aislamiento del virus, IHC, RT-PCR y ELISA de captura de antigeno, obteniendo
sensibilidades y especificidades excepcionales (Saliki et al., 2000; Kim & Dubovi,
2003; Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017). Si los rendimientos fuesen
comparables, el ELISA de captura de antigeno seria el método preferido por ser mas
barato y menos laborioso, sin embargo, cuando se intenta diagnosticar un animal Pl
entre los terneros alimentados con calostro, la eficacia del ELISA de captura de
antigeno es cuestionable, con posibles resultados falsos negativos (Shannon et al.,
1991; Shannon et al., 1993; Brinkhof et al., 1996; Bock et al., 1997; Zimmer et al.,
2004).

Las muestras de oreja se han vuelto comunes en los Gltimos afios para la deteccion
de terneros/terneras Pls (Driskell & Ridpath, 2006). Estas pequefias muestras de
tejido auricular pueden analizarse por ELISA de antigeno, IHC, aislamiento del virus
0 RT-PCR (Cornish et al., 2005; Kuhne et al., 2005; Kennedy, 2006). Los
sobrenadantes de las muestras de oreja se pueden utilizar para analizar por RT-PCR
con buenos resultados (Kennedy, 2006). Se cree que los sobrenadantes pueden
analizarse por ELISA antigeno sin interferencia de los anticuerpos maternos en
terneros Pl alimentados con calostro (Kuhne et al., 2005). Las muestras de oreja
pueden ser obtenidas por el propio ganadero lo que las convierte en una atractiva
opcidn para la deteccion de Pls (Lanyon et al., 2014).

1.2.4.2. Tests de deteccidn de anticuerpos frente al BVDV

La deteccion de anticuerpos en ganado vacuno es una forma til de determinar el
estado inmunitario a nivel individual y cualquier exposicion previa al BVDV. Un
resultado positivo en un animal que no ha sido vacunado no solamente indica que el
animal ha sido expuesto al virus, sino que tampoco es un PI. En un animal gestante
el resultado podria indicar la posibilidad de portar un animal PI. Sin embargo, un
resultado negativo no confirma que el animal no esté infectado; son necesarios
posteriores analisis de virus o antigeno para confirmar que el animal no es un PI
(Lanyon et al., 2014).

A nivel de rebafio, o de una region, una alta prevalencia de resultados positivos a
anticuerpos es indicativo de una alta probabilidad de que la poblacion esté
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actualmente infectada, esto es, existencia de al menos un animal PIl. Es mas, una baja
seroprevalencia de anticuerpos en un rebafio o region sugiere que si se introduce la
infeccion podria acarrear severas consecuencias y conduce a la necesidad de proteger
cuidadosamente a la poblacidn. Inversamente, una alta seroprevalencia sugeriria que
se obtendria poco beneficio de la vacunacion contra la BVDV (Lanyon et al., 2014).

Existen distintos métodos de deteccion de anticuerpos, que incluyen: un simple,
barato, fiable y rapido ELISA (Hemmatzadeh & Amini, 2009), una prueba de
inmunodifusién en gel agarosa (AGID) (Lanyon et al., 2013) y un inmunoensayo
basado en microesferas. Este inmunoensayo resulta tener una sensibilidad del 99,4%
y una especificidad del 98,3% con respecto al ELISA (Xia et al., 2010). Sin embargo,
los métodos més extendidos para la deteccion de anticuerpos especificos frente al
BVDV son la seroneutralizacion (SNT) y el ELISA de anticuerpos (Dubovi, 2013).

La SNT es altamente especifica, pero es cara y lenta debido a la necesidad de
cultivos tisulares (Cho et al., 1991; Horner & Orr, 1993; Houe et al., 2006) y puede
presentar resultados variables entre laboratorios debido al uso de diferentes cepas de
virus o tipos de células (Dubovi, 2013).

Se ha observado una relacion positiva entre los resultados de anticuerpos ELISA
y los titulos de SNT, asi como entre los resultados de anticuerpos ELISA vy las
valoraciones AGID, que demuestran que los anticuerpos ELISA también
proporcionan resultados cuantitativos (Lanyon et al., 2013), con densidades Opticas,
DO, que tienden a subir hasta 10-12 semanas post-infeccion.

Una variedad de muestras puede analizarse por ELISA, y como son rapidos y
baratos, los ELISA de anticuerpos son una alternativa econémicay eficiente ala SNT
(Nettleton & Entrican, 1995).

Muiltiples pruebas de ELISA estan disponibles para la deteccion de anticuerpos
especificos de BVDV y han sido validados para su uso en distintas muestras,
incluyendo suero, leche individual y de tanque, y anticuerpos calostrales en terneros
mamones (Fux & Wolf, 2013). El test de tanque de leche puede ser un método util,
eficiente y coste-efectivo para determinar la inmunidad del rebafio. La concentracion
de anticuerpos en tanque es indicativa de la prevalencia de vacas inmunes en el
rebafio (Beaudeau et al., 2001a; Eiras et al., 2012) y también de la probabilidad de
infeccion del rebafio (Beaudeau et al., 2001a). Este método de identificacion de
rebafios con probabilidad de estar infectados arrojara resultado positivo, al contrario
que el PCR de tanque cuando el animal PI no aporte su leche al tanque; por ejemplo,
una vaca con mastitis, un toro o una novilla. Ademas, el test de anticuerpos en tanque
de leche es de gran valor cuando se usa para monitorizar el rebafio regularmente pues
se pueden detectar cambios en la seroprevalencia (Lanyon et al., 2014).

Analizar muestras de suero por “pooles” con ELISA de anticuerpos puede estimar
la seroprevalencia de los animales seleccionados para el pool (Lanyon et al., 2014).
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Esto es particularmente Util para los animales que no estan en lactacion, incluyendo
animales jovenes y vacas secas, 0 vacas de aptitud carnica y toros.

1.2.5. Control

Como consecuencia del importante impacto economico de la BVD en los
productores de ganado vacuno muchos paises como Noruega, Suecia, Dinamarca,
Finlandia, Austria, Suiza, Irlanda, Escocia, Inglaterra, Gales, Alemania, Irlanda del
Norte, Bélgica, Paises Bajos, y diferentes Estados en EEUU como Colorado,
Alabama, Georgia, Mississippi, Montana, Oregon, Washington, New York y la
peninsula superior de Michigan, han implementado programas voluntarios u
obligatorios de control o erradicacion de la BVD (Evans et al., 2018).

La monitorizacion y testaje periddicos junto con adecuadas medidas de
bioseguridad para prevenir la reintroduccion del virus son medidas necesarias para
el control exitoso de la enfermedad (Lindberg & Houe, 2005), de tal modo que la
implementacién de medidas como la vacunacion, el testaje y eliminacion, el chequeo
sanitario en los animales introducidos, el evitar el contacto con rebafios bovinos
vecinos y otras medidas de bioseguridad, reducen significativamente las pérdidas de
produccién medias por animal y afio (Lindberg et al., 2006; Moenning & Becher,
2018; Pinior et al., 2019).

Los enfoques coordinados de control de BVD normalmente implican (Evans et
al., 2018):

- El testaje directo de las poblaciones bovinas para el virus y el cribado serolégico
de rebafios para identificar aquellos con exposicién reciente a BVDV.

- El testaje de los animales individuales dentro de los rebafios infectados para
identificar y eliminar animales PIs.

- La implementacién de medidas de bioseguridad como el doble vallado en los
limites compartidos de la granja, la vacunacion de los animales de recria
susceptibles, la mejora de las précticas de higiene de las visitas y equipamiento y
el mantenimiento del rebafio cerrado para prevenir la transmision de
enfermedades.

La monitorizacidn de los niveles de anticuerpos en la leche de tanque se mostro
como un método util para identificar cambios en el status de infeccion del BVDV,
con un incremento significativo en los niveles de anticuerpos en los rebafios
infectados con BVDV durante el periodo de seguimiento y una disminucién
progresiva en el titulo de anticuerpos en granjas con animal Pl una vez eliminado
este (Diéguez et al., 2008); no obstante, la vacunacion afecta al nivel de anticuerpos
frente a la p80, por lo que el status de vacunacion debe ser tenido en consideracion
cuando se interpretan los tests de anticuerpos en leche de tanque (Gonzalez et al.,
2014).
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La deteccion de animales Pl en fases tempranas, particularmente después del
nacimiento, es de un beneficio significativo para implementar en los programas de
control de la BVD (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017).

Un aspecto fundamental de los programas de control y erradicacion son las
pruebas de diagnostico (Givens & Newcomer, 2015). Las etapas del diagndstico
incluyen los tests para clasificar el status inicial del rebafio; posteriores tests para
identificar y eliminar animales Pls de los rebafios infectados de BVD; y después una
monitorizacidn regular para confirmar el estatus negativo subsiguiente (Houe et al.,
2006). La buena correlacion de los tests ELISA para anticuerpos en sueros
sanguineos y leche de tanque mostrO como pruebas validas para realizar la
clasificacion de un rebafio los citados tests usando las muestras de leche de tanque
(Eiras et al., 2012).

Todos estos aspectos se reflejan en la figura 6 con las diferentes fases que podrian
Ilevarse a cabo para el control de la BVD en granjas de ganado vacuno lechero.

Determinar si el rebafio lechero ha sido expuesto al BVDV

Muestra de leche de tanque
Muestras de sangre de animales seleccionados (9-24 meses de edad no vacunados) de la granja

Testaije de leche de tanque v sangre para ANTICUERPOS

No expuesto Expuesto

Testaje de todos los

Bioseguridad animales para el BVDV
[
Vacunacion # Eliminacion de animales Pls
(recomendado) Vacunacion + (afo actual)
Vacunacion en curso

Bioseguridad +

Terneros/as nacidas posteriormente al testaje del rebafo deben ser también testados para el
BVDV para asegurar la eliminacién de todos los animales Pls

Continuar con el programa de monitorizacion del rebafio con muestras de leche de
tanque y serologia de la recria.

Figura 6. Estrategia de control para BVDV en un rebafio de bovino lechero (Sayers, 2014). Se dispone
permiso de los autores
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1.2.5.1. Vacunacion

El propdsito de cualquier vacunacion sistematica es prevenir nuevas infecciones,
reducir la diseminacién de virus e incrementar la inmunidad del rebafio (Rauff et al.,
1996). Solamente cuando el rango R0<1, esto es, un animal infectado infectaria
menos de un animal susceptible, la infeccion decae. Con la mayoria de las
enfermedades agudas, el porcentaje de animales no-susceptibles para alcanzar dicho
umbral varia entre el 50 y el 95% (Woolhouse et al., 1997). La vacunacion solo sera
efectiva cuando se alcanza un minimo de poblacion protegida con suficientes
animales no-susceptibles. Hay distintas enfermedades animales que pueden ser
exitosamente controladas con vacunacion sistemética. ElI caso més notable fue la
peste bovina, que se erradico a nivel mundial en el afio 2011 (Mariner et al., 2012).
La habilidad del BVDV para producir Pls crea un reservorio de virus que est,
constantemente, excretando grandes cantidades de virus infectantes. Asi, el animal
Pl tiene amplia oportunidad durante su vida de encontrar e infectar nuevos animales
susceptibles, incluso cuando el nivel general de inmunidad contra la BVD es alto.
Esto en contraste con la mayoria de las enfermedades infecciosas donde la excrecion
es limitada temporalmente a unos pocos dias 0, mas raramente, semanas. Incluso los
virus que inducen latencia como los herpesvirus, no excretan continuamente sino mas
bien durante periodos cortos. En un entorno con una alta proporcion de animales
inmunes, un unico animal infectado no sera capaz de encontrar e infectar suficientes
animales susceptibles para extender, o incluso mantener, la enfermedad. La BVD no
puede ser comparada con otras enfermedades infecciosas porque se puede asumir que
solamente con una inmunidad del 100% de la poblacion se puede prevenir la
aparicion de nuevos Pls (Moennig & Becher, 2018).

Mientras que los programas nacionales y regionales de control y erradicacion de
la BVD no suelen incluir el uso de vacunas, en paises en los que no existen programas
de control organizados la vacunacién es mas frecuentemente usada para controlar la
BVD (Houe et al., 2006; Larghi, 2018). En Estados Unidos la vacunacién ha sido
ampliamente utilizada mientras que en Europa ha sido menos utilizada, excepto en
Alemania (Damman et al., 2015). En Europa, los paises escandinavos y Austria y
Suiza, que partian de prevalencias de rebafio bajas, implementaron con éxito
programas de control sin usar vacunas, mientras que en paises con seroprevalencias
elevadas como Alemania, Bélgica, Irlanda, Gales, Escocia e Inglaterra la vacunacion
se utiliz6 como herramienta adicional opcional (Booth et al., 2016; Moennig &
Becher, 2018).

El analisis de diversos estudios sobre la eficacia de la vacunacion frente a la BVD
reveld un descenso de aproximadamente un 45% en los abortos y un 85% en las
infecciones fetales en animales vacunados en comparacion con los no vacunados
(Newcomer et al., 2015), lo que indica el beneficio de la vacunacion en la prevencion
de alteraciones reproductivas asociadas al BVDV.
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Las vacunas actualmente disponibles frente a la BVD contienen el virus
inactivado o vivo modificado. Una posible preocupacién con el uso de vacunas para
el control de la infeccién es que la respuesta de anticuerpos inducida puede
confundirse en los tests serologicos, aplicados como parte de la vigilancia de la
enfermedad (Gonzélez et al., 2014). Aunque ha sido propuesto que las vacunas
inactivadas presentan la ventaja sobre las vacunas vivas de no inducir anticuerpos
detectables frente a la proteina p80 del BVDV (Graham et al., 2003), sin embargo,
la respuesta de anticuerpos a corto y largo plazo frente al antigeno p80 en una
pequefia proporcién de animales vacunados con vacuna inactivada puede interferir
en el diagndstico de la infeccidn del BVDV dentro del rebafio (Gonzélez et al., 2014).

Las vacunas vivas modificadas presentan algunos inconvenientes:

- Pueden tener algo de virulencia y originar deplecion linfoide en las placas de
Peyer, asi como alterar las funciones de los linfocitos y neutrofilos (Brodersen,
2014).

- Pueden contaminarse por cepas de BVDV NCP, originando terneros Pl después
de la vacunacion de hembras gestantes (Brodersen, 2014).

- Presentan un potencial de inmunosupresion, por lo que nuevas vacunas sin
componentes inmunosupresores deben ser evaluadas en el futuro (Fulton, 2015).

- Consideraciones importantes a tener en cuenta ante cualquier programa de
vacunacion serian:

- Laseguridad de la vacunay los niveles de proteccion que confiere (Larghi, 2018).

- Ladiversidad antigénica y de cepa teniendo en cuenta las presentes en la region
(Jones et al., 2001; Fulton, 2015).

- Vigilancia continua para identificar y caracterizar las cepas de campo emergentes
y reformular las vacunas apropiadamente (Fernandez et al., 2009)

- El' momento de la vacunacion para adaptarlo al plan de manejo del ganadero y al
sistema de produccion (Newcomer et al., 2017).

- Disefio de programas para reducir el nacimiento de terneros Pl (Odedn, 2016).

Mantener el nivel de inmunidad alto en el rebafio es crucial para evitar la
introduccion de la enfermedad en la poblacién (Roeder & Taylor, 2005); sin
embargo, los modelos de simulacion del BVDV sugieren que la vacunacion
solamente puede no ser suficiente para prevenir que el virus infecte el rebafio (Stott
& Gunn, 2008).

La vacunacion puede contribuir significativamente al control del BVDV; no
obstante, es considerablemente méas efectiva cuando se utiliza conjuntamente con
medidas de bioseguridad para prevenir la entrada y circulacion del virus en los
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rebafios (Newcomer et al., 2017). Es importante resaltar que la vacunacion no es
obligatoria en la mayoria de los paises (Jones et al., 2001); sin embargo, con el
desarrollo de vacunas mas seguras y efectivas, la vacunacion puede jugar un rol mas
importante en el futuro control del BVDV (Larghi, 2018).

1.2.5.2. Medidas de bioseguridad

Deben aplicarse medidas de bioseguridad continuadas para evitar la introduccion
de la infeccion en rebafios libres de la misma, lo que es una parte fundamental de
cualquier programa de control. La bioseguridad en la BVD incluye cualquier medida
que ayude a la prevencion de la diseminacion de la infeccion entre rebafios. Mientras
todas las granjas se benefician de las medidas de bioseguridad basicas, la
implementacion de medidas a gran escala acarrea grandes beneficios coste-eficacia,
tiene un mayor efecto en la disminucion del riesgo de transmision entre rebafios y
reduce significativamente la incidencia de nuevas infecciones (Lindberg et al.,
2006a).

La identificacion y trazabilidad son clave en las medidas de bioseguridad y
ayudan a controlar la diseminacion de la BVD y gestionar las restricciones de
movimiento del ganado. EI movimiento de animales infectados desempefia un rol
crucial en la diseminacion de la enfermedad (Mitchell et al., 2005) y el transporte de
Pls es una de las principales vias por las que el BVDV se disemina (Tinsley et al.,
2012). Los paises con programas de control regionales o nacionales pueden tener
ciertas regulaciones, para los ganaderos asociados, que restrinjan el comercio de
animales sospechosos de ser positivos 0 de estatus desconocido con respecto a la
BVD (Marschik et al., 2018).

Las medidas de bioseguridad son esenciales para ayudar a prevenir que los
rebafios se infecten a través de la compra de animales o después de la reintroduccion
de animales a partir de ferias o certdmenes ganaderos (Gates et al., 2013; Eiras et al.,
2019). En Galicia, para las granjas bovinas en ADSG es obligatorio testar los
animales comprados y retornados frente al BVD; ademas la participacion en ferias y
certdmenes ganaderos es sélo del 2,1% (Moya et al., 2018).

Por otro lado, el BVDV es capaz de sobrevivir en diversos materiales usados en
la produccién bovina que pueden actuar como fomites (personal, vehiculos y equipos
contaminados) (Evans et al.,, 2019). Por ello, las medidas de bioseguridad
recomendadas para evitar la transmision indirecta incluyen evitar compartir
equipamiento, o realizar la desinfeccion en el caso de que se compartan, y el
proporcionar ropa y botas protectoras a los visitantes y restringir las visitas que
contacten con los animales (Benavides et al., 2021). Los vehiculos de transporte de
animales deben llegar vacios, limpios y desinfectados antes de entrar en la granja, los
vehiculos con animales de otras granjas no deben entrar en la granja 'y los conductores
no deberian tener contacto con los animales de la granja (Benavides et al., 2021).
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Un modelo cuantitativo de evaluacion de riesgos puede ser una herramienta (til
para apoyar la toma de decisiones sobre las medidas de bioseguridad que deben
priorizarse para reducir la introduccion de BVDV en rebafios bovinos lecheros
(Benavides et al., 2020).

Desafortunadamente la disposicién de los ganaderos para aplicar estrictas
medidas de bioseguridad en sus granjas estd generalmente relacionada con el
beneficio que puedan obtener (Smith & Grotelueschen, 2004). EIl disefio de un
protocolo de bioseguridad en las granjas podria reducir no solo el riesgo de infeccién
con BVDV sino también el riesgo de otras enfermedades que podrian afectar también
a la salud y el rendimiento de los animales (Negrén et al., 2011).

1.2.5.3. Beneficio econémico de las medidas de prevencién y control

Existe una carencia de estudios relacionados con la evaluacion econémica de las
medidas de prevencién y control del BVD, especialmente a nivel regional o nacional,
y en sistemas de produccion especificos (Pinior et al., 2017); no obstante, la situacion
epidemioldgica actual de la BVD demuestra que distintos paises que han instaurado
programas de intervencién han reducido exitosamente la prevalencia de animales Pls:

- Austria pasé de 0,13% de animales Pls en 2006 a 3 Pls en tres granjas en 2017,
y solamente uno de los tres casos fue una nueva infeccion (KVG.
Tiergesundheitsberitch, 2017).

- Dinamarca baj6 de 1,4% en 1988 a 0% en 2014 (Houe & Meyling, 1991).

- En Alemania la tasa de nacimientos de Pls disminuy6 de 0,48% en 2011 a 0,01%
en 2017 (FLI. Statistik zur BVD-Bekadmpfung in Deutschland, 2018).

- En Irlanda el porcentaje de nacimientos de Pls disminuy6 de 0,77% en 2013 a
0,12% en 2018 (Tratalos et al., 2018).

- En Suiza la tasa de nacimientos de Pls disminuy6 de 1,4% en 2008 a 0,02% en
2012 (Thomann et al., 2017).

- Por ultimo, Suecia, Finlandia y Noruega han erradicado totalmente la BVD
(mayo de 2018) (Scharnbdck, 2018).

El éxito de tales medidas de intervencion ha provocado que las autoridades
veterinarias nacionales de algunos paises revisaran los protocolos de muestreo,
cambiando de programas de control y/o erradicacién a estrategias de testaje y
vigilancia basadas en el riesgo, como son los casos de Austria desde 2018 solo para
explotaciones no lecheras, Suiza desde 2012 y Dinamarca desde 2006, mientras que
otros paises como Irlanda estan actualmente analizando la eficacia de diferentes
estrategias de testaje (Thulke et al., 2018).
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Aunque las prevalencias en Europa han disminuido en el pasado, el prematuro
cese de los esfuerzos de control debe ser tratado con precaucion dado que las
poblaciones de vacuno seronegativas son plenamente susceptibles al BVDV.
Restricciones oficiales al comercio internacional no estan teniendo lugar por el
momento y la situacion epidemioldgica es desconocida en muchos paises del mundo,
resultando en un constante riesgo de reintroduccion del BVDV en las regiones libres
de la enfermedad. Estudios previos han demostrado que la mayoria de las nuevas
infecciones pueden ser eficazmente reducidas si el comercio se somete a mas
estrictos controles (Lindberg et al., 2001; Santman-Berends, 2017).

Las peérdidas directas por infecciones de BVDV fueron del 8-12% al 28-29%
menores por animal y afio en granjas que aplicaban vacunacion y bioseguridad,
respectivamente, comparadas con las que omitian estas medidas (Pinior et al., 2019).
Este resultado concuerda con el metaanalisis realizado por Newcomer et al. en 2015,
que reveld que los abortos se redujeron un 45% y la tasa de infeccion fetal un 85%,
aproximadamente, en rebafios carnicos vacunados contra la BVD en comparacion
con los no vacunados. En contraste con la vacunacion, las medidas de bioseguridad
reducen mas eficientemente las pérdidas de produccién por BVDV. Esto puede estar
relacionado con varias razones:

- El hecho de que los ganaderos a menudo fallen en la aplicacién correcta de la
vacunay que no esté probado que las vacunas sean totalmente protectoras (Evans
et al., 2019), por ejemplo, en la prevencion de la transmision en Utero del virus
(Moenig & Brownlie, 2001).

- Las vacunas no proveen inmunidad de por vida, siendo necesarias
revacunaciones periddicas (Weldegebriel et al., 2009).

- Las vacunas vivas de BVDV pueden estar contaminadas con otros virus
(Lindberg, 2003).

- Elindice de proteccidn critico debe ser alcanzado para prevenir el nacimiento de
nuevos animales Pls (Scharnbdck et al., 2018).

1.2.6. Pérdidas de produccién asociadas al BVDV

Hace ya mas de 15 afios, el coste de las infecciones de BVD se estimo en 680
ddlares americanos por animal en un rebafio infectado (Houe, 2003); no obstante,
Ritcher et al. en 2017 demostraron que las pérdidas por BVD entre distintos paises y
dentro de los mismos, son enormemente heterogeneas en funcion del nivel monetario
y el tipo de pérdidas; de tal manera que la extension de la infeccion, las consecuencias
clinicas presentes, la mortalidad, morbilidad, eliminaciones tempranas, animales
nacidos muertos, abortos y reinfecciones tuvieron una influencia significativa en el
nivel monetario de las pérdidas de produccién (Ritcher et al., 2017).
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El impacto econdmico de la exposicidén constante a animales Pl en cebaderos
oscila desde un impacto nada significativo (O"Connor et al., 2005; Booker et al.,
2008; Elam et al., 2008) hasta pérdidas de rendimiento de 88,26 ddlares americanos
por animal o a adversidades que dan cuenta de pérdidas de 5,26 dolares por animal
durante los 66 primeros dias del periodo de alimentacion (Hessman et al., 2009).

En los rebafios irlandeses las pérdidas por BVD se calcularon en 102 millones de
euros anuales (Byrne, 2010). Un brote agudo de BVD tiene distintos efectos
negativos en los rebafios lecheros; reduce la eficacia reproductiva con lo que mas
vacas permaneceran vacias, tambiéen disminuye la produccion lactea en las vacas y
la ganancia de peso en terneros, incrementa la tasa de mortalidad y el riesgo de
infecciones secundarias, asi como la eliminacion anticipada (Ozsvéri et al., 2001). El
BVDV tiene un fuerte efecto inmunosupresor, lo que predispone a padecer diferentes
enfermedades en rebafios lecheros, como neumonia, mastitis y enfermedades podales
en vacas adultas, e incremento de la mortalidad y alteraciones respiratorias en
terneras de recria (Diéguez et al., 2009; Murphy, 2012).

Un brote agudo de BVD caus6 unas pérdidas medias de unos 85 € en Irlanda
(Byrne, 2010), 137 € por vaca en Reino Unido (Benett & Mawhinney, 1999), 74 €
por vaca en los Paises Bajos (Wentink & Dijkhuizen, 1990) y 59 € por vaca en
Dinamarca (Houe, 1994). Las pérdidas medias por vaca y afio causadas por la BVD
en Canada rondan los 34 € (Chi, 2002), 31 € en Gran Bretana (Gunn et al., 2004) y
48 € en Irlanda (SAC, 2010). En Hungria, las pérdidas medias por vaca y afio se
estiman en unos 13,7 € - entre 4,3 y 23,1 € - (Szabara & Ozsvari, 2014).

Stott et al., en 2012, identificaron pérdidas medias de produccion anuales por
animal dos veces mas altas en rebarios de leche que en los de carne.

En una revisién sistematica de 31 publicaciones entre 1991 y 2015 para evaluar
el impacto econémico de la BVD se observaron rangos entre 0 y 552 £ por vaca y
afio. Los rebafios infectados endémicamente podrian experimentar un impacto de
entre 6,46 a 87 £ por vaca y afio, mientras rebafios con brotes agudos de virus
virulento entre 28,5y 2370 £ (Yarnall & Thrusfield, 2018).

Los factores epidemioldgicos como el riesgo de introduccion del BVDV, la
prevalencia inicial, y la intensidad y duracion de la circulacion del virus pueden
influir negativamente en los costes de las pérdidas de produccion por animal; asi, las
pérdidas directas anuales medias fueron de 42,14 € por animal, pero cuando los 4
factores mencionados tenian un impacto negativo el coste por animal se incrementaba
hasta los 67,19 € (Pinior et al., 2019).

1.3. RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA

La IBR es una importante enfermedad del ganado vacuno causada por el herpesvirus
bovino tipo 1 (BoHV-1); en su forma genital se denomina vulvovaginitis pustular
infecciosa (IPV) / balonopostitis pustular infecciosas (IPB). Es un alfaherpesvirus,
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por lo que puede establecer una infeccion latente en los ganglios nerviosos sensitivos,
posterior a una infeccion primaria, que dura toda la vida. La infeccién latente puede
ser reactivada por distintos factores estresantes y la subsecuente re-excrecion del
virus mantiene la infeccion en el rebafio. Una de las caracteristicas de las infecciones
causadas por el virus es su variabilidad en la gravedad de los cuadros clinicos -de
severa y fatal, a benigna e incluso subclinica- siendo el resultado dependiente de la
interaccion entre el virus, el hospedador y el medio ambiente. Un diagndstico preciso
es crucial para el control de la enfermedad, siendo este posible gracias a las
excelentes herramientas diagnosticas, el conocimiento de la biologia del virus y a la
disponibilidad de vacunas marcadoras (Nettleton & Russell, 2017).

1.3.1. Etiologia

El BoHV-1 fue identificado y comunicado como agente causal de la IBR en 1956
(Martin, 2016).

El BoHV-1 es el mas importante de los 8 herpesvirus conocidos - herpesvirus
bovino tipo 1, tipo 2, tipo 4 y tipo 5, herpesvirus linfotréfico bovino, herpesvirus
alcelafino tipo 1, herpesvirus ovino tipo 2 y herpesvirus suino tipo 1- que afectan
naturalmente al ganado vacuno (Muylkens et al., 2007). Se clasifica dentro del
género Varicellovirus de la subfamilia Alfaherpesvirinae, familia Herpesviridae,
estrechamente relacionado con el virus de la enfermedad de Aujeszky, el de la
varicela de los pollos y el herpesvirus humano tipo 3. EI BoHV-1 presenta una
estructura tipica de alfaherpesvirus de 150 nm. de didmetro con una envoltura
capsular icosaédrica que contiene una doble cadena lineal de &cido
desoxirribonucleico (DNA) que codifica para unas 73 proteinas y con una envoltura
lipidica con proyecciones en forma de espicula (Figura 7). El genoma del BoHV-1
ha sido totalmente secuenciado (Schwyzer & Ackermann 1996; d”Offay et al., 2013).
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Figura 7. Representacion esquematica de un herpesvirus. Se observa la capside de simetria
icosaédrica y las proteinas y glicoproteinas de la envoltura reflejadas como proyecciones
(Flint, et al, 2004). Se dispone de permiso de la editorial

Las proteinas del virion BoHV-1 incluyen al menos 10 glicoproteinas de la
envoltura que son designadas con la letra “g”, de glicoproteina, seguida de una letra
que indica su identidad entre las proteinas de los herpesvirus. La glicoproteina
mayoritaria en la envoltura es la B (Robinson et al., 2008).

Mediante la supresion o la mutacion de genes individuales del BoHV-1, cada gen
se ha identificado como esencial o no para el crecimiento del virus en cultivos
(Robinson et al., 2008), de tal manera que los virus en los que el gen no-esencial para
la glicoproteina E (gE) se ha eliminado, crecen bien en cultivos celulares y pueden
usarse como vacunas marcadoras, pues los animales vacunados con este virus no
producen anticuerpos frente a la gE por contraposicion a los animales infectados con
una cepa de campo de BoHV-1.

Los diferentes aislados de BoHV-1 son antigénica y genéticamente similares y
estables, asi que el riesgo de que surjan nuevas variantes antigénicas es bajo. Los
aislados se pueden dividir en dos subtipos principales: BoHV-1.1 y BoHV-1.2. Los
aislados procedentes de enfermedades respiratorias severas, vistas primeramente en
cebaderos de EEUU, pertenecian al subtipo 1.1, mientras que los primeros aislados
europeos de los virus asociados fundamentalmente con infecciones genitales y
enfermedades respiratorias leves pertenecian al subtipo 1.2. El subtipo 1.2 se
subdividid posteriormente en 1.2a 'y 1.2b (Biswas, 2013; Sayers, 2014). Solamente
los subtipos 1.1y 1.2b se cree que aparecen en Irlanda y Reino Unido predominando
el subtipo 1.1 (Crook, 2011; Graham, 2013).

El ganado infectado con cepas de BoHV-1.1 excretan entre 10 y 100 veces méas
virus que los infectados con cepas BoHV-1.2 y es mucho mas probable que extiendan
la infeccion (Edwards et al., 1990). Ambos aislados han sido recuperados de casos
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de enfermedad respiratoria en EEUU (Fulton et al., 2015). Diversas cepas
seleccionadas de BoHV-1 aplicadas intravenosamente a novillas gestantes
demostraron que las cepas de BoHV-1.1 y 1.2a eran capaces de causar aborto,
mientras que la cepa 1.2b causaba infeccion fetal, pero no aborto (Graham, 2013).

Los aislados de BoHV-1 no manifiestan especial tropismo por el tracto
respiratorio o genital. Experimentalmente, cepas causantes de IPV replican bien en
el epitelio nasal y cepas que ocasionaban cuadros respiratorios replicaban
eficientemente en el epitelio genital, indicando que la ruta de infeccion es mas
importante que la cepa del virus en la determinacion de la presentacion (Nettleton &
Russell, 2017).

Un BoHV-1 que indujo patologia neurologica fue inicialmente clasificado como
BoHV-1.3, pero diferencias en su genoma y en las propiedades antigenicas llevaron
a su reclasificacion como BoHV-5. Se observé alguna proteccién cruzada entre el
BoHV-1 y el 5, indicando cierto grado de similitud antigénica. Recientes
secuenciaciones de los genomas del BoHV-1 han mostrado similitudes en el genoma,
con cepas de BoHV-1.1 y 1.2b compartiendo al menos el 99% de la secuencia de
nucleotidos, pero esta identidad desciende al 97,5% entre subtipos (Fulton et al.,
2015; d"Offay et al., 2016). En contraste, BoHV-5 y BoHV-1 comparten menos del
85% de identidad en la secuencia (Delhon et al., 2003).

Otras especies de ungulados pueden portar virus antigénica y genéticamente
relacionados con el BoHV-1; asi, virus aislados del bufalo de agua, reno, cabra, alce
y ciervo rojo forman un grupo de alfaherpesvirus relacionados que incluyen BoHV-
1y BoHV-5 (Thiry et al., 2006).

1.3.2. Patogenia, respuesta inmune y cuadro clinico

La via de entrada del BoHV-1 son las membranas mucosas del tracto respiratorio
superior, el tracto genital o la conjuntiva (Muylkens et al., 2007), conduciendo a una
rapida replicacion litica y a la infeccidn latente, especialmente en el ganglio sensorial
(Levings & Roth, 2013a). La respuesta inmune bovina al BoHV-1 es rapida, intensa,
equilibrada y de larga duracion. El sistema inmune innato es el primero en responder
a la infeccién, liberando interferones (IFNs) tipo | y citoquinas inflamatorias,
provocando la muerte de las células infectadas y preparando la respuesta inmune
adaptativa (Levings & Roth, 2013a). La inmunidad célula-mediada, que incluye
linfocitos T citotoxicos destructores de las células infectadas, es critica para la
recuperacion de la infeccion. La inmunidad humoral, que incluye anticuerpos
neutralizantes y citotoxicidad célula-mediada dependiente de anticuerpos, es
importante para prevenir y controlar las reinfecciones (Levings & Roth, 2013b). La
supresion inmune del BoHV-1 contribuye a la gravedad de las manifestaciones
clinicas y al complejo respiratorio bovino (Jones & Chowdhury, 2008; Jones, 2019).

El BoHV-1 posee diferentes estrategias de evasion de la inmunidad que incluyen:
la inhibicién de la produccion de IFN tipo | y union a quimiocinas y complemento,
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la infeccion de macrofagos y neutrofilos, y la latencia (Muylkens et al., 2007;
Levings & Roth, 2013a).

El BoHV-1 puede volverse latente después de una infeccion primaria con aislados
de campo o tras vacunacién con cepas vivas atenuadas (Muylkens et al., 2007; Nandi
et al., 2009). El DNA genomico del virus es generalmente detectable en el ganglio
sensorial del nervio trigémino en la IBR y en ganglio espinal sacro en los casos de
IPV/IPB (Levings & Roth, 2013). La latencia también puede ocurrir en tonsilas y en
linfocitos sanguineos. Cualquier factor estresante o la aplicacion de corticosteroides
puede inducir la reactivacion del virus latente, resultando en la re-excrecion del
mismo y en el aumento de los anticuerpos neutralizantes (Nandi et al., 2009; Jones,
2019).

En la figura 8 se reflejan las fases en la infeccion primaria y la reinfeccion a partir
de animales con infeccion latente.

Infeccion
Primaria

2-6 dias
Reactivacion del virus
y reexcrecion

RESPUESTA
INMUNE

10-15 DIAS

Danos en la mucosa:
* Nasal y conjuntival:

- Signos clinicos. —

- Contaminan otros animales. Portador Latente

* Genital: == X
Reduccion progresiva de anticuerpos
- Infertilidad y aborto. groo

Figura 8. Ciclo de infeccion/reinfeccion del BoHV-1. Elaboracién propia

El periodo de incubacion de la IBR depende del modo de infeccién, de la
virulencia y de la cantidad de virus que penetra en el organismo animal a través de la
cavidad nasal, orofaringe, ojos y tracto genital. EI BoHV-1 se multiplica en las
células epiteliales del lugar de entrada y tras la viremia, es transportado a los érganos
de multiplicacion secundaria a través de puentes intercelulares, la sangre y el sistema
nervioso, ocasionando diferentes cuadros clinicos (Zacarias, 2002).
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La lesion primaria es la presencia de diversos focos de necrosis en el epitelio
nasal, laringeo, traqueal o genital, secuela directa de la replicacion viral y su efecto
citopatico. Las lesiones pueden desaparecer para formar grandes pustulas que
consisten en infiltrados masivos de leucocitos (Murphy et al., 1999). Se ha descrito
una amplia variedad de signos clinicos consecuencia de la accion del virus sobre los
sistemas respiratorio, genital, digestivo y/o nervioso (Straub, 2001):

- Laforma respiratoria de la enfermedad, IBR, es la mas importante por su elevada
morbilidad. Se caracteriza por fiebre, 40,5 a 42°C, depresion general, inapetencia,
anorexia, abundante descarga nasal, inicialmente serosa y después
mucopurulenta, dificultad respiratoria, exceso de salivacion y en algunos casos
aborto (Murphy et al., 1999; Thiry et al, 2006b). Los animales pueden desarrollar
conjuntivitis, uni o bilateral, que se caracteriza por el desarrollo de inflamacién
y enrojecimiento de la conjuntiva y presencia de una secrecion serosa al principio
y mucopurulenta al final de la infeccion, con queratitis sin ulceracion de la cérnea
si no se produce contaminacion bacteriana secundaria (Obando, 1994; Pidone et
al., 1999).

- Enlas vacas la forma genital produce IPV y en los toros IPB. Se caracterizan por
enrojecimiento y edema con pequefias pustulas que al desprenderse dejan una
zona erosionada. Presentan secrecién mucopurulenta abundante tanto en la
mucosa de la vulva como en la del pene (Obando, 1994).

- La forma digestiva de la enfermedad afecta a terneros de una a tres semanas de
edad y cursa con fiebre, diarreay lesiones necréticas de color blanco en la mucosa
del tracto digestivo. Evoluciona en forma aguda con elevada mortalidad. La
gastroenteritis puede ocurrir también en ganado adulto (Murphy et al., 1999).

- El BoHV-1 puede causar ocasionalmente meningoencefalitis (OIE, 2004).
También se han descrito casos de mastitis, enteritis, metritis, dermatitis, tonsilitis
e infecciones sistémicas en animales jovenes (Pidone et al., 1999).

1.3.3 Epidemiologia
1.3.3.1 Distribucién geografica y prevalencia.

El BoHV-1 es un virus de distribucion mundial, aunque existen diferencias
significativas en la prevalencia a nivel de rebafio y en la incidencia de la enfermedad,
entre regiones y dentro de ellas, dependiendo de la geografia y de las practicas de
manejo del ganado. En paises con explotaciones de ganado vacuno de aptitud lactea
y carnica, se han detectado prevalencias a nivel de rebafio entre el 70 y 85%. En
dichos rebafos la prevalencia media es del 40-50%, con la mayoria de los animales
seropositivos entre los adultos (Woodbine et al., 2009; Raaperi et al., 2014).

El efecto del BoHV-1 en un rebafio endémicamente infectado es impredecible.
Un estudio inicial de tres afios de duracion en 20 rebafios holandeses que compraban
animales de reposicion demostro circulaciéon en 12 de los rebafios, tres de los cuales
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sufrieron enfermedad clinica (van Nieuwstadt & Verhoeff, 1983). Un estudio mas
reciente en nueve rebafios cerrados, en el condado de Kildare, Irlanda, revel6
exposicion primaria en dos rebafios y secundaria en todos ellos, sin evidencia de
enfermedad clinica en ninguno de ellos (Geraghty et al., 2012).

Una revision en rebafios de leche y carne en el Reino Unido e Irlanda demostrd
un marcado incremento desde los afios setenta (Nettleton & Russell, 2017). Estudios
desarrollados entre 2002 y 2009 mostraron prevalencias de rebarfio entre el 73 y el
83% y seroprevalencias del 28 al 42,5% intra-rebafio (Graham, 2013). La prevalencia
media en rebarios de carne y de leche en Irlanda del Norte resulto ser del 77% (86,5%
en los de leche y 75% en los de carne) (Cowley et al., 2014). Otros datos interesantes
fueron las significativas diferencias regionales y el alto porcentaje de rebafios en los
que las novillas de reposicion, mayores de 270 dias de edad, eran libres de
anticuerpos frente al BoHV-1 (Sayers et al., 2015).

El virus ha sido erradicado de Austria, Dinamarca, Finlandia, Suecia, Suiza y
Noruega (Ackermann & Engels, 2006), asi como del estado federal de Baviera, en
Alemania, y la provincia de Bolzano, en Italia (European Commission, 2017).

La situacion en Espafia es dificil de conocer porque los trabajos existentes se
refieren a regiones y poblaciones muy concretas, variando las prevalencias de
animales del 25 al 40% vy las de rebafio del 17 al 96% (Eiras, 2009). En un estudio
realizado en el afio 2000 en Galicia, se detectaron prevalencias por animal de 38,4%
(43,2% en leche y 26,8% en carne) y de 50,4% por rebafio (58,3% en leche y 48,1%
en carne) (Eiras et al., 2009).

1.3.3.2 Factores de riesgo

Los factores de riesgo de introduccion del BoHV-1 en rebafios incluyen: compra
de ganado, tamafio grande del rebafio, presencia de vacuno de leche, presencia de
toro reproductor, alta densidad de rebafios en la zona, participacion en concursos y
visitas profesionales sin ropa protectora (van Schaik et al., 2001).

La edad es un factor de riesgo para la seropositividad a BoHV-1 (Guarino et al.,
2008; Jacevicius et al., 2008; Woodbine et al., 2009; Raaperi et al., 2010); asi, los
terneros tienen una menor prevalencia de infeccion (Boelaert et al., 2005), aunque la
incidencia de la seroconversion es mayor entre animales menores de 24 meses de
edad. El declive de la inmunidad materna se asocia con un riesgo mas alto de
infeccion y seroconversion; esto conduce a una mayor prevalencia de anticuerpos
anti-BoHV-1 en adultos, donde la tasa de seroconversion es menor debido a la
inmunidad de rebafio (Woodbine et al., 2009; Segura-Correa et al., 2010).

Los machos son seropositivos con mayor frecuencia que las hembras, indicando
que el sexo es un factor de riesgo (Boelaert et al., 2005; Guarino et al., 2008). Los
toros tienen un mayor riesgo de infeccion que las vacas debido a que se mezclan mas
frecuentemente con otro ganado (Boelaert et al. 2005). EI BoHV-1 puede transmitirse
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en semen importado (Kupferschmied et al., 1986), debido tanto a la contaminacion
del semen por el virus como a la transmision indirecta por el personal (Kampa et al.,
2009; Raaperi et al., 2010); sin embargo, el uso de monta natural en lugar de
inseminacion se revelé como un factor de riesgo para la seropositividad del rebafio
(Dias et al., 2013).

Los rebafios mixtos de ganado de leche y carne tienen un riesgo més alto de ser
seropositivos que los rebafios exclusivamente lecheros (van Wuijckhuise et al., 1998;
Boelaert et al., 2005). En Brasil, los rebafios de carne tenian una probabilidad mas
alta de ser seropositivos a BoHV-1 que los rebafios lecheros o mixtos (Dias et al.,
2013). En Irlanda no se encontraron diferencias significativas en las seroprevalencias
frente a BoHV-1 entre los rebafios lecheros y los de carne (Cowley et al., 2011),
mientras que las prevalencias, de rebafio e individuales, asi como las tasas de
seroconversion, fueron mayores en los rebafios lecheros en Inglaterra (Woodbine et
al., 2009).

En la mayoria de los estudios hay una asociacion positiva entre el tamafio del
rebafio y la seropositividad a BoHV-1 (Boelaert et al., 2005; Guarino et al., 2008;
Gonzéalez-Garcia et al., 2009; Woodbine et al., 2009; Raaperi et al., 2010; Segura-
Correa et al., 2010), aunque no exclusivamente (Stahl et al., 2001). Los rebafios mas
grandes tienen mayor transmision por contactos tanto dentro del rebafio como con
otros rebafios (Woodbine et al., 2009; Sayers et al., 2015). En rebafios mas pequefios,
hay menos animales susceptibles a lo largo del afio, asi que la infeccion con BoHV-
1 se mantiene por debajo del umbral epidémico (van Wuijckhuise et al., 1998). En
los rebafios mas grandes, un flujo continuo en la entrada de animales susceptibles
promueve la circulacion del virus en curso (Raaperi et al., 2010). El tamafio del
rebafio es un agente potenciador para otros factores de riesgo como la compra de
ganado y/o la recrudescencia de la infeccion a través del estrés o la exposicion a otros
virus (Nardelli et al., 2008; Woodbine et al., 2009).

1.3.3.3 Transmision del BoHV-1

El ganado vacuno se considera el Unico hospedador natural, aunque otros
rumiantes domeésticos tienen sus propios alfaherpesvirus especificos de hospedador
que producen reacciones serolégicas cruzadas con el BoHV-1. Los bufalos, las
cabras, las ovejas, el ciervo rojo y el reno pueden ser infectados experimentalmente
con éxito por el BoHV-1, aunque no hay evidencia de que la infeccion cruzada ocurra
en condiciones naturales, salvo una excepcion (Thiry et al., 2006). La excepcion es
un informe del sur de Italia que describe enfermedad reproductiva en bufalos de agua
(Bubalus bubalis) estabulados. Este descubrimiento tiene implicaciones para el
control del BoHV-1 en areas donde el ganado vacuno y los bufalos son estabulados
juntos (Fusco et al., 2015); riesgo también identificado en la India (Rana et al., 2011).

El BoHV-1 debe su elevada diseminacion a la alta cantidad de virus producida
durante las primoinfecciones y a la re-excrecion de virus en los animales
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latentemente infectados. Es comUnmente introducido en un rebafio por la compra o
el contacto con animales bovinos con infeccion primaria o re-excretando el virus en
aquellos con infeccidn latente.

La principal fuente de infeccion para los animales susceptibles son los animales
portadores del BoHV-1. En la figura 9 se reflejan los factores que conducen al
establecimiento de animales portadores.

Enfermos
eliminando
virus

por
secreciones

Infectados sin Animales con
signos clinicos inmunidad pasiva
aparentes disminuida

Figura 9. Tipos de animales portadores del BoHV-1. Elaboracién propia.

El BoHV-1 puede ser transmitido horizontalmente mediante aerosoles y fomites
contaminados (Muylkens et al., 2007). EI movimiento de animales es considerado la
principal causa de diseminacién del BoHV-1 entre rebafios (Van Schaik et al., 2001;
Benavides et al., 2020); sin embargo, este virus también puede diseminarse debido a
equipos contaminados compartidos, movimiento de vehiculos entre granjas,
trabajadores de granjas y visitantes (por ejemplo, veterinarios, transportistas,
comerciales) (Van Schaik et al., 2001; Benavides et al., 2021).

La transmisién via aerosol se produce en distancias cortas dentro de un edificio,
pero una distancia de 4,4 m. entre grupos de terneros ha sido estimada como
suficiente para prevenir esta forma de transmision (Mars et al., 2000).

Hay evidencias de la transmision del BoHV-1 mediante aerosoles, aunque se
limita a unos pocos metros. Ademas, la excrecion del virus en heces hace
recomendable no esparcir el purin en fincas contiguas a los prados donde pasta el
ganado por la posibilidad de formarse aerosoles contaminados (EFSA, 2006).

El BoHV-1 también puede transmitirse por contacto o ingestion de secreciones,
excreciones y exudados contaminados. En la forma genital, las hembras con IPV
pueden contagiar a los machos durante la monta natural, pudiendo desarrollar una
IPB o bien actuar como portadores asintomaticos (Biswas et al., 2013). Otra
posibilidad de contagio es por via seminal, pues los toros infectados pueden vehicular
el virus en el semen, contagiando a hembras durante la monta natural o, mas
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raramente, por la inseminacion artificial con dosis seminales contaminadas
(Muylkens et al., 2007).

1.3.4. Diagndstico

El diagndstico del BoHV-1 se puede realizar mediante la deteccion de
anticuerpos especificos en el suero de los animales. Cualquier animal positivo, es
decir con anticuerpos, es considerado un portador y potencial excretor, salvo en
terneros jovenes que adquieren de forma pasiva anticuerpos de la madre mediante el
calostro o en ganado sano vacunado (Favoreel et al., 2000). Las técnicas de SN y
ELISA son habitualmente utilizadas para detectar anticuerpos contra el BoHV-1 en
suero de animales (Puntel, 1999; Kramps et al., 2004; Manual OIE, 2004a). La
técnica ELISA ha reemplazado a las demas pruebas seroldgicas debido a que
prescinde de cultivo celular, es sensible, rapida y econémica (Pidone et al., 1999;
OIE, 2004a; Nandi et al., 2009).

En rebafios que no han sido vacunados los andlisis se llevan a cabo normalmente
usando el test ELISA de deteccion de anticuerpos frente a la gB, mientras que en
rebafios donde se ha vacunado se utiliza el test de anticuerpos anti-gE.

Los rebafios en los que exista una alta prevalencia o animales jovenes
seropositivos son sospechosos de presentar circulacion virica. En estos casos, es
necesario realizar una investigacion de los animales con cuadros clinicos compatibles
con la IBR y de todos aquellos que, aun sin sintomatologia, puedan ser infectados
asintomaticos o latentes (Solis-Calderon et al., 2003).

En caso de apariciébn de problemas respiratorios 0 reproductivos tras la
incorporacion de animales nuevos en el rebafio, estos serian los principales
sospechosos. Si, por el contrario, ain aplicando estrictamente las medidas de
bioseguridad necesarias, se detectara un brote de IBR, se podria sospechar que el
origen esta en la activacion de una infeccion latente (Pritchard et al., 2003).

Debido a la caracteristica del BoHV-1 de producir infecciones latentes (Pérez et
al., 2005; Jones et al., 2006), una muestra de suero Unica, positiva a anticuerpos,
indica que el animal ha sido infectado, pero no que haya excrecién virica en el
momento del muestreo. Para confirmarlo es preciso detectar antigenos virales en las
secreciones (Lemaire et al., 1994).

La identificacion de los animales infectados es muy dificil ya que la mayoria de
ellos no presentan sintomas y el BoHV-1 sélo es detectable en las secreciones durante
la fase de multiplicacion del virus en la mucosa de las vias de entrada. Por tanto, se
puede intentar la identificacion del virus a partir de muestras de secreciones nasales,
oculares, prepuciales o vaginales. El aislamiento del virus en cultivos celulares
sensibles al virus es una técnica muy especifica y sensible pero costosa, laboriosa y
lenta. El virus de la IBR produce efecto citopatico (ECP) con redondeamiento celular,
formacion de sincitios, lisis y desprendimiento de las células infectadas (Lucas et al.,
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1986; Anderson, 2000). Es un diagnostico dificil porque la obtencion de estas
muestras es complicada y con frecuencia existen contaminaciones flngicas o
bacterianas que dificultan el diagndstico (Espi et al., 2000; Mora et al., 2000).

Los animales recientemente infectados pueden ser testados tomando un hisopo
nasal que puede ser analizado mediante PCR. Los animales que estan en las fases
iniciales de la infeccion por IBR excretan virus durante 3 o 4 dias después de la
infeccion y a medida que la enfermedad progresa disminuye la excrecion de virus y
se hace mas dificil detectar el virus (Farmlab, 2018).

Otra alternativa de diagnostico a partir de estas muestras es la
inmunofluorescencia directa (IFD) que es una técnica mas econémica y rapida pero
que requiere una gran especializacion y su sensibilidad depende mucho de la fase de
la infeccion en la que se recoja la muestra (Lucas et al., 1986; Yus et al., 1995; Mora
et al., 2000).

El ELISA es otra técnica para la deteccion rapida de antigeno viral; este puede
ser capturado por anticuerpos, monoclonales o policlonales, en fase sélida (Pico et
al., 1997).

La identificacion de virus en fetos es muy dificil ya que, en muchas ocasiones, la
muerte del feto y su expulsion estan muy separadas en el tiempo con lo que el virus
ya no esta presente (Anderson, 2000).

Se estan desarrollando protocolos comerciales de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para la deteccion del ADN del BoHV-1, que podrian ser una
alternativa al aislamiento virico y ademas parecen ser capaces de detectar animales
con la enfermedad latente (Moore et al., 2000; Muylkens et al., 2007; Nandi et al.,
2009; Biswas et al., 2013).

Recientemente muchas técnicas de biologia molecular como la PCR, la PCR en
tiempo real (JPCR), etc. se consideran muy sensibles, rapidas, independientes de la
calidad de la muestra y utiles en el diagnostico de BoHV-1 (Kumari et al., 2019).

1.3.5. Control de la IBR

Las medidas de bioseguridad recomendadas en la literatura que previenen la
transmision indirecta del BoHV-1 son el evitar compartir equipos, o realizar la
desinfeccion de estos en el caso de ser compartidos, proporcionar ropa protectora
individual y botas a las visitas o restringir el contacto de los visitantes con los
animales (Van Schaik et al., 2016; Benavides et al., 20121). La provision de ropa
protectora a los visitantes demostro proteger contra la infeccion de BoHV-1 (Van
Schaik et al., 1998, 2001, 2002). Los vehiculos que transportan animales deben llegar
vacios, limpios y desinfectados antes de entrar en la explotacion. Los vehiculos con
animales de otras granjas no deben entrar y el conductor no debe tener contacto con
los animales de la granja (Sarrazin et al., 2014).
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Dos estrategias principales se usan para controlar el BoHV-1: testaje y sacrificio
de positivos 0 una estrategia basada en la vacunacion (Raaperi et al., 2014). Si la
prevalencia de la poblacién es relativamente baja, la estrategia més efectiva para la
erradicacion de la enfermedad es analizar los animales y eliminar los positivos.
Fundamental en esta estrategia es disponer de un grupo de reproductoras libres de la
enfermedad y protegerlas de ella a medida que los animales seropositivos son
eliminados del rebafio y los seronegativos los reemplazan. Los esquemas de
erradicacion distan sin embargo de ser perfectos. Siempre existe el peligro de que un
animal latente seronegativo permanezca en el rebafio y disemine la enfermedad. Un
estudio demostré que la infeccion latente era posible en animales jovenes que habian
recibido inmunidad pasiva contra la IBR con el calostro (Martin, 2016).

La eliminacion de animales positivos sin vacunacion paralela ha sido el método
mas exitoso para erradicar el BoHV-1; sin embargo, esto puede ser considerado
solamente cuando la seroprevalencia es relativamente baja. Para conseguir la
erradicacion del BoHV-1 es recomendable generar un stock de ganado libre para ir
gradualmente eliminando los animales seropositivos y reemplazarlos por esta
progenie negativa (Ackermann & Engels, 2006). Una estrategia de test y sacrificio
se ha instaurado con éxito en Finlandia, Suecia, Noruega, Dinamarca, Austriay Suiza
(Nylin et al., 2000; Ackermann & Engels, 2006, Nuotio et al., 2007; Akerstedt et al.,
2010; Blickenstorfer et al., 2011), asi como en la provincia de Bolzano en Italia.

La vacunacion frente al IBR es ampliamente aplicada. En Norteamérica, las
vacunas son usadas para prevenir o reducir los signos clinicos, mientras que en paises
de la UE las vacunas marcadoras han sido también empleadas en la erradicacion del
IBR. (Levings & Roth, 2013b).

Existen diferentes tipos de vacunas, concretamente vacunas vivas modificadas
(MLV), vacunas inactivadas, vacunas de subunidades y vacunas marcadoras
(Muylkens et al., 2007; Jones & Chowdhury, 2008; Nandi et al., 2009).

Tanto las vacunas MLV como las inactivadas frente a la IBR disminuyen el riesgo
de aborto en un 60%, pero no previene completamente dicho riesgo (Newcomer et
al., 2017).

La vacunacion como estrategia alternativa es mas apropiada en poblaciones con
altas prevalencias, o cuando la prevalencia es baja pero la poblacion esta en riesgo
de ser infectada. Asi que, a pesar de una baja prevalencia de BoHV-1 en un rebafio,
la vacunacién puede ser un medio de control apropiado si el riesgo de exposicion al
virus es alto. La habilidad del virus para pasar a estado latente causé problemas
inicialmente a la hora de diferenciar animales vacunados seropositivos que no
excretaban virus, de aquellos animales infectados con virus de campo que si lo podian
hacer. Sin embargo, las vacunas marcadoras han permitido durante afios la
diferenciacion entre grupos de animales vacunados e infectados (Martin, 2016).
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Las vacunas marcadoras se basan en la eliminacion de una o mas proteinas
viricas, lo que permite distinguir entre animales vacunados e infectados
naturalmente, basandose en las respectivas respuestas de anticuerpos (Van Oirschot
et al., 1996). Existen diferentes tipos de vacunas marcadoras como gE-viva y gE-
muerta. Los terneros vacunados a la edad de 7 semanas mostraron reduccion tanto de
los signos clinicos como de la excrecion de virus a los siete dias después de la
vacunacion intramuscular y tres dias después de la vacunacion intranasal. Los
anticuerpos contra la vacuna marcadora eran detectables en la leche a las 2-3 semanas
de la aplicacion de la misma y persistian durante 2-3 afios, o probablemente durante
toda la vida (Biswas et al., 2013). Las vacunas gE negativas, tanto vivas como
muertas, ya se usan en programas de control o erradicacién en la UE (Unién Europea,
2000).

La vacunacion con vacunas marcadoras, junto con la eliminacion de animales gE
seropositivos, es una alternativa viable en paises con elevadas seroprevalencias de
BoHV-1 (Noordegraaf et al., 1998; Ackermann & Engels, 2006; Jackevicius et al.,
2008). Cuando la prevalencia nacional desciende del 5%, los animales seropositivos
restantes pueden ser eliminados (Noordegraaf et al., 1998).

Las vacunas marcadoras permiten la diferenciacidn seroldgica entre animales
infectados y vacunados, DIVA (Van Qirschot et al., 1996), basdndose en la ausencia
de una o mas glicoproteinas en la vacuna que si estan presentes en el virus de campo
(Van Qirschot et al., 1996, 1997). Las vacunas marcadoras basadas en la delecion de
la gE son ampliamente usadas en Europa, tanto vivas como inactivadas (Van
DrunenLittel-van den Hurk, 2006). Después de la infeccion, pero no después de la
vacunacion, una respuesta de anticuerpos contra la proteina, o proteinas, especifica
puede detectarse usando pruebas diagnosticas especificas, por ejemplo, ELISA de
bloqueo de anticuerpos anti-gE (Van Oirschot et al., 1996).

Las vacunas vivas de BoHV-1 gE negativas inducen inmunidad temprana frente
a la infeccion (Kaashoek & Van Oirschot, 1996; Patel, 2005); una proteccién
importante puede alcanzarse en 7 dias después de la administracion intramuscular y
puede administrarse pronto ante un brote (Patel, 2005). Sin embargo, la respuesta
tanto celular como humoral, es superior en animales vacunados con una combinacion
de vacuna viva e inactivada (Vanopdenbosch & Kerkhofs, 1997; Kerkhofs et al.,
2003). Aunque las vacunas inactivadas inducen una fuerte respuesta de SN
(Vanopdenbosch & Kerkhofs, 1997), las vacunas vivas atenuadas marcadoras
demostraron inducir mejor proteccion al ganado que las vacunas inactivadas gE
negativas (Bosch et al., 1996; Biswas et al., 2013).

La vacunacion intranasal con vacuna viva marcadora proporciona proteccion en
presencia de anticuerpos calostrales maternos (Patel, 2005). Algunas vacunas vivas
marcadoras inducen pirexia de corta duracion y descarga nasal (Bosch et al., 1997,
Patel, 2005), pero han demostrado ser seguras para su uso en ganado reproductor,
incluyendo vacas gestantes y toros (Strube et al., 1996; Patel, 2005).
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La vacunacion reduce la severidad de la enfermedad, la replicacion viral y la
transmision, pero no es capaz de prevenir la infeccién; tampoco impide la latencia ni
la reactivacion de la infeccion (Lemaire et al., 2000; Muylkens et al., 2006; Thiry et
al., 2006b).

El R1 de la infeccion natural con BoHV-1 en rebafios no vacunados ha sido
estimado entre 2,8 y 7 (Hage et al., 1996; Bosch et al., 1998; Mars et al., 2001). En
estudios tanto experimentales como de campo, el uso de vacunas inactivadas y vivas
resultdé en valores medios para R1 de 2,28-2,60 y 0,92-1,50, respectivamente,
indicando que brotes importantes aun se pueden producir en rebafios vacunados
(Bosch et al., 1998; Mars et al., 2001). Sin embargo, los resultados de estudios de
campo con vacunas vivas e inactivadas demostraron que son altamente eficaces
resultando en rapidos descensos de la seroprevalencia del virus de campo (Bosch et
al., 1998; Mackoschey et al., 2007; Jacevicius et al., 2008; Raaperi et al., 2012;
Raaperi et al., 2015).

En la figura 10 se representan las diferentes acciones a realizar en un rebafio de
100 vacas en lactacion para alcanzar un rebafio libre de BoHV-1.
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1° afo

100
vacas
seropositivas

Vacunacion de todos
animales

- Tasa de reposicion: 20%

2° aio

80 vacas
seropositivas y 20 vacas
de 1?2 lactacion
seronegativas a gE

Programas de testaje y
vacunacion deben apoyarse
en un nivel minimo de
bioseguridad

los

- Continuar vacunacion de todos los
animales

- Tasa de reposicion: 30%

3° afio
Continuar
52 vacas vacunacion de todos los
seropositivas, 18 animales
vacas de 22 lactacion
y 30 de 12 lactacion Tasa de
seronegativas a gE reposicion: 30%

Rebaio
vacunado
seronegativo

4° afio
22 vacas seropositivas y 18 vacas
de 32 lactacion, 30 vacas de 2?2
lactacion y 30 de 1° lactacion
seronegativas gE

5° afio
Testar todo el rebano
para identificar
seropositivas a gE y
eliminar

Figura 10. Fases para conseguir un rebafo seronegativo a BoHV-1 incorporando vacunacion
DIVA, reposicién y eliminacion (Sayers, 2014). Se dispone de permiso de los autores

Las razones en contra 'y a favor de la erradicacion del IBR podrian sintetizarse en
las siguientes (Ackermann & Engels, 2006):

- En contra:

o Elelevado precio que conlleva el programa de erradicacion

o Ladeteccion y eliminacion de gran nimero de portadores subclinicos

o Elvacio ecoldgico dejado por el BoHV-1 podria ser cubierto por otro virus
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- A favor:

o El incremento de la legislacién internacional y de los argumentos politicos
con restricciones a la exportacion de animales de cria'y de material genético
(semen y embriones) a partir de paises que ain no son libres del IBR.

o Mejorar el status sanitario de nuestros rebafios
o Eluso de las vacunas tiene Gnicamente un valor temporal y limitado

Con el Real Decreto 554/2019 se establece el programa nacional voluntario de
prevencion, control y erradicacion de la IBR en nuestro pais en 2018. La situacion
actual en Galicia, en relacion con otras CC.AA., es muy favorable, pues un alto
porcentaje de explotaciones bovinas pertenecientes a ADSG podrian declararse libres
de la enfermedad en un corto periodo de tiempo y a un coste no elevado dado el gran
ndmero de animales menores de 36 meses seronegativos que permitiria cubrir la
reposicion en las explotaciones bovinas positivas (Arnaiz et al., 2018).

El objetivo de la vigilancia en el contexto de la erradicacion de la IBR es la
deteccion a tiempo de rebafios certificados como libres que se han infectado y asi
prevenir la difusion a otros rebafios certificados (Graat et al., 2001; Raaperi et al.,
2014). El analisis de anticuerpos en el tanque de leche proporciona una herramienta
atil y barata para determinar el estatus de un rebafio en relacién con la IBR (Eliot,
1997; Hartman et al., 1997; Paton et al., 1998, Nylin et al., 2000). El tanque solo
resultard positivo cuando hay un minimo de 10-15% de animales positivos a
anticuerpos en ordefio (Hartman et al., 1997; Raaperi et al., 2010, Porquet Garanto;
2012). La sensibilidad y especificidad relativas a nivel de rebafio de un ELISA de
bloqueo aplicado al tanque de leche rondan el 55-82% y 97,2-100% respectivamente
(Eliot et al., 1997; Nylin et al., 2000; Raaperi et al., 2010), pero la sensibilidad de
los tests de tanque se puede incrementar mediante testajes repetidos (Eliot, 1997).
Existe también un método de concentracién de inmunoglobulina G para aumentar la
sensibilidad de deteccion de IBR gE en tanque de leche que no afecta a la
especificidad y permite la deteccion de prevalencias bajas (hasta un 4%) (Rebordosa-
Trigueros et al., 2012).

En un estudio més reciente, donde se evalu6 un ELISA de deteccion de
anticuerpos contra la glicoproteina E (gE) y otro ELISA de deteccion de anticuerpos
contra la glicoproteina B (gB), se observo una correlacion aceptable entre el nivel de
anticuerpos en leche de tanque y la seroprevalencia intra-rebario, especialmente para
el ELISA de deteccion de anticuerpos anti-gB, lo que permitiria una clasificacion
inicial de rebafios en base al status sanitario y posteriormente monitorizar con
muestras adicionales para el control de la infeccién por BoHV-1 (Martinez et al.,
2016).
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1.3.6. Pérdidas de produccion asociadas al BoHV-1

La IBR produce grandes pérdidas econdmicas ya que se relaciona con multiples
casos clinicos y subclinicos, tanto en vacas adultas como en la recria. Entre las vacas
puede ocasionar abortos, infertilidad, sindrome respiratorio, pirexia, mastitis y
disminucion de la producciéon de leche (Figura 11). En cuanto a los casos subclinicos
hay una sutil disminucion en la produccion de leche y alteracion de su calidad, con
mayor numero de células somaticas (Statham et al., 2015). También hay que tener
en cuenta los riesgos de mortalidad y descarte prematuro, recaidas de la propia
enfermedad y el riesgo de infecciones secundarias, como infecciones respiratorias
bacterianas o metritis. Cuantificar el dinero del impacto del BoHV-1 a nivel de granja
es complicado; hay que tener en cuenta tres areas bésicas: problemas reproductivos,
pérdidas en la produccion lactea y problemas respiratorios (Armengol, 2017):

- En la reproduccion las pérdidas son diversas: infertilidad, con aumento del
numero de dias abiertos y aumento del intervalo parto-concepcién, con un coste
medio de 2,20 € por dia. Abortos; un aborto representa una pérdida media para
una granja de entre 443 y 1140 €.

- En cuanto a las pérdidas en la produccion lactea, en un estudio de dos afios de
duracion, se estimo que las vacas seropositivas producian 2,6 litros menos al dia
que las seronegativas. Otro estudio cifra la pérdida anual por vaca en 1000 litros.
Ademas, los animales seropositivos pueden tener un recuento celular mas
elevado.
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Figura 11. Curva media de lactacion prevista segun titulo de anticuerpos frente al BoHV-1
(Statham et al., 2015). Se dispone de permiso de la revista
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Las pérdidas econdmicas en Gran Bretafia oscilan entre 1 y 4 millones de libras
al afo, de 1,13 a 4,52 millones de €, segin los distintos escenarios (Bennet, 2003).
En otro estudio, en los Paises Bajos, las pérdidas a nivel nacional oscilaban entre los
1000 y 300.000 florines, de 515,29 a 154.586,61 € (Noordegraaf et al., 2000).

El BoHV-1 afecta negativamente la produccion de los rebafios infectados
resultando pérdidas econdémicas considerables en las granjas de leche debido a la
pérdida de condicion corporal, descenso en la produccion lactea, aborto, muerte
embrionaria, nacimiento de animales muertos, descenso de fertilidad, costes
alimentarios extra y gastos para el control de la infeccion (Miller, 1991; Noordegraaf
et al., 2000; Bandyopadhyay et al., 2010, Ata et al., 2012; Biswas et al., 2013).

El BoHV-1 se ha asociado con infertilidad y pérdidas de produccion lactea en el
ganado (Biuk-Rudan et al., 1999; Raaperi et al., 2012; Graham, 2013; Sayers, 2016).
La infeccion antes de la fertilizacion provoca ciclos irregulares (Givens, 2006),
mientras que los efectos abortigenos son resultado directo de contraer la infeccion,
en el periodo medio-tardio de gestacion, por animales jovenes (Muylkens et al.,
2007). El virus también puede presentar impacto sobre la produccion de
descendencia viable debido al efecto inmunosupresor y al establecimiento de
infecciones bacterianas secundarias (Fairbanks et al., 2004; Sharon et al., 2013).

La infeccion con BoHV-1 puede provocar muerte embrionaria temprana y aborto
(Anderson, 2007; Raaperi et al., 2012a), ambos pueden prolongar el intervalo entre
partos y disminuir la tasa de partos. El aborto puede ademas ocasionar un aumento
de vacas abiertas disminuyendo la eficiencia del sistema de produccion lechera
(Patton, 2012).

Distintos estudios no han podido demostrar la asociacion entre la infeccién por
BoHV-1 y unos pobres resultados reproductivos (Hage et al., 1998; Pritchard et al.,
2003; Waldner & Kennedy, 2008). Sin embargo, Raaperi et al., (2012a) demostraron
que la infecciéon con BoHV-1 es un factor de riesgo para una elevada incidencia de
abortos y un alto indice de inseminaciones en animales reproductores. Semeja que
estudios a mayor escala son necesarios para determinar las posibles consecuencias
en la fertilidad del BoHV-1.

El BoHV-1 es un colaborador del sindrome respiratorio bovino (SRB)
conjuntamente con el BVDV, el virus de la parainfluenza-3 (PI-3) y el virus
respiratorio sincitial bovino (BRSV). ElI SRB es causa de morbilidad y mortalidad
especialmente en cebaderos de terneros (van Drunen Littel-van derHurk, 2006). El
BoHV-1 puede predisponer a neumonias bacterianas secundarias (Narita et al., 2000;
Leite et al., 2002; Nandi et al., 2009) y es esperable que las tasas de mortalidad sean
superiores en rebafios con BoHV-1. Sin embargo, en Irlanda es comdn mezclar
calostro de distintas vacas (Kennedy et al., 2014) por lo que es improbable que los
terneros nacidos, incluso en rebafios moderadamente seropositivos, sean
completamente seronegativos en las primeras etapas de la vida lo que puede
contribuir a disminuir la tasa de mortalidad de los terneros.
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Una significativa diferencia estadistica se constatd entre los rebafios
seropositivos y seronegativos tanto de produccion lactea como carnica. Los
resultados mostraron un 9% de descenso en la produccion para los de carne y un 10%
para los de leche (Can et al., 2016), representando unas pérdidas medias para estos
ultimos de 379 €, con un descenso diario de 0,68 kg de leche (Hage et al., 1998).
Aunque del Fava et al. en 2006 no encontraron un efecto significativo en el peso de
los animales infectados, en el presente estudio se encontraron diferencias
estadisticamente representativas con respecto al peso de los animales seropositivos y
seronegativos (Can et al., 2016).

En vacas multiparas de Irlanda, los rebafios positivos a BoHV-1 en tanque de
leche producian una media de 250 litros menos por vaca y afio, y también una
reduccion en los registros de grasa y proteina. Dependiendo del precio medio de la
leche en un afio determinado las pérdidas, debidas a la infeccion subclinica por
BoHV-1, podrian ascender a 6000 € por afio en un rebano de 100 vacas con
agrupacion de partos en primavera. El coste de un brote clinico de IBR puede ser
considerablemente superior dependiendo del estado de lactacion, el nUmero de vacas
afectadas, el grado de enfermedad de las mismas y el nivel de mortalidad (Sayers,
2016).

Hage et al., en 1998, describieron una significativa disminucion en la produccién
de leche de 9,52 kg durante un periodo de infeccion de 14 dias en animales
seronegativos a BoHV-1 que se infectaban con el virus. Statham et al. en 2015
informaron de pérdidas en la produccion lactea de 2,6 kg por dia en animales
seropositivos comparados con los seronegativos. Un modelo holandés cuantificd las
pérdidas en 0,92 Kg. de leche por vacay dia durante un brote de BoHV-1 (van Schaik
et al., 1999). Raaperi et al. en 2012 destacaron que los rebafios con una
seroprevalencia entre 1 y 49% tenian un mayor riesgo de aborto, odds ratio=7,3.
Moeller et al. en 2013 informaron que el 2% de los terneros enviados para realizar
necropsia al California Animal Health and Food Safety Laboratory (Tulare,
California), durante un periodo de 6 afios, tenian lesiones compatibles con infeccion
sistémica por BoHV-1.

Aunque rendimientos por debajo del nivel medio debido a la infeccidén por
BoHV-1 han sido ampliamente comunicados, debe hacerse notar que muchos
estudios han arrojado resultados contradictorios. Por ejemplo, los resultados en
cuanto a pérdidas reproductivas no han podido relacionarse con la exposicién al
BoHV-1 en rebafios de aptitud carnica (Waldner, 2005; Waldner & Kennedy, 2008)
ni en rebafos lecheros durante una infeccion subclinica de BoHV-1 (Hage et al.,
1998). Estos resultados contradictorios es mas que probable que se deban a
diferencias en el momento de la infeccion, distintos tipos de rebafios investigados -
carne frente a leche -, las jurisdicciones donde se llevo a cabo el estudio y los sistemas
de manejo de los animales utilizados en dichas jurisdicciones. Esto realza la
importancia de completar investigaciones especificas en una determinada region y
sistema de manejo del ganado (Sayers, 2016).

70



1.4. BIOSEGURIDAD

Dentro del contexto de la produccion animal, la bioseguridad se define como el
conjunto de medidas que reducen la oportunidad de los agentes infecciosos de
penetrar y/o extenderse en una explotacion ganadera (Thrusfield, 2007).

La bioseguridad en una explotacion implica una gestion integrada de las practicas
de manejo, las practicas sanitarias y de las estructuras de la explotacion para evitar
la introduccion de agentes infectocontagiosos entre los animales del rebafio
(bioexclusion o bioseguridad externa), o su diseminacion entre los animales de esta
granja o a otras explotaciones, en el caso de estar presentes ya en la granja
(biocontencion o bioseguridad interna) (Rojo et al., 2016).

En la mayoria de los paises europeos la bioseguridad se alcanza a través de una
combinacion de medidas legisladas a nivel nacional y otras medidas voluntarias a
nivel de granja. La importancia de las medidas de bioseguridad en granja fue
enfatizada en la Estrategia de Salud Animal de la Union Europea 2007-2013:
“prevenir es mejor que curar” (European Commission 2007/2013), recomendando a
los ganaderos mantener un alto estandar de bioseguridad en sus granjas.

La implementacion practica de la bioseguridad en las explotaciones de vacuno
lechero requiere el conocimiento de los agentes infectocontagiosos y del
comportamiento de las infecciones en las poblaciones bovinas (Yus, 2016):

- Lacapacidad de los agentes infecciosos para ser diseminados a partir de animales
infectados

- Su capacidad para permanecer en el medio externo del animal, siendo infectivos

- Las vias 0 mecanismos de transmisidn a animales susceptibles (tabla 1).
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Animales infectados (enfermos, en periodo de incubacion o
portadores subclinicos) incorporados, reintroducidos o en contacto
con ellos, o con sus secreciones o excreciones fisioldgicas o
patologicas (heces, exudados nasales, etc.)

Contacto directo

Vehiculos, equipos, instrumental, botas, vestimenta, material

Contacto indirecto C e .
biologico, etc. contaminados

Personal de la granja, veterinarios, transportistas,

Personas . .
comerciales, etc. contaminados

Cadaveres Si no han sido eliminados adecuadamente

Roedores, insectos, pajaros, perros, gatos, ovejas, animales

Otros animales . .
silvestres, etc. Infectados o contaminados

Ingestion Agua y/o alimentos contaminados
Contaminacion Purines, camas, aerosoles o polvo contaminados
ambiental

Tabla 1. Métodos de transmision de los agentes infecciosos y parasitarios en una granja
bovina.

La compra e introduccion de nuevos animales en un rebafio supone un riesgo
significativo de introducir enfermedades infecciosas, como la BVD o la
paratuberculosis bovina (McKenna et al., 2006), especialmente alli donde la
bioseguridad es inadecuada.

La entrada de animales en una explotacion mediante la compra de nuevos
animales, animales compartidos con granjas vecinas 0 animales propios
reintroducidos en el rebafio tras el uso de pastos comunales o después de concursos
o ferias, junto con el contacto directo entre animales de otras explotaciones vecinas,
representan el mayor riesgo de entrada de enfermedades en una explotacion; con
objeto de reducir este riesgo, la medida de bioseguridad mas importante es mantener
el rebafio cerrado. Muchos ganaderos consideran que tienen un rebafio cerrado
porque recrian sus propias novillas, pero un rebafio no es cerrado si: se compra, se
toma prestado o se comparte semental; los animales van a ferias y/o concursos; se
comparten instalaciones como mangas de manejo; se reintroducen directamente
animales tras una feria o0 concurso; se hace uso de pastos comunales; se realiza
pastoreo en zonas donde pueden entrar en contacto con ganado vecino (Rojo et al.,
2016). Aunque la importancia relativa de las diferentes vias de transmision depende
del agente infeccioso en cuestion, un rasgo comun para la mayoria de las infecciones
es que su diseminacion puede estar influenciada por las rutinas de higiene y las
estrategias de bioseguridad aplicadas en la granja.
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1.4.1. Beneficios de las medidas de bioseguridad

La bioseguridad es crucial para salvaguardar el ganado de las enfermedades
infectocontagiosas; sin embargo, la efectividad de las medidas de bioseguridad es
dificil de demostrar en el campo en ausencia de un brote. Los ensayos realizados no
son una aproximacion oOptima, porque es un reto dificil extrapolar los resultados
obtenidos a las condiciones de campo (Lindberg & Hoe, 2005).

Ademas, existe una clara falta de informacion publicada cuantificando el impacto
de la bioseguridad ante el riesgo de introduccion de una enfermedad, y esto a pesar
de las extensas recomendaciones disponibles sobre la importancia del manejo de la
salud del rebafio.

Las grandes explotaciones ganaderas tienen mas probabilidad de sufrir mayores
pérdidas econdmicas en caso de un brote infeccioso; esta puede ser una de las razones
por las que las explotaciones de gran tamafio suelen aplicar protocolos de
bioseguridad més estrictos que las pequefias (Hoe & Ruegh, 2006; Néremark et al.,
2010; Simon-Grifé et al., 2013).

Por otro lado, la diseminacién de enfermedades infecciosas entre el ganado es
una amenaza continua para el bienestar y la salud de los animales, asi como para la
economia de los ganaderos. Ademas, los brotes de enfermedades pueden tener
repercusion en el comercio de los productos de origen animal. Por ello, las préacticas
de bioseguridad no solo protegen a la granja individualmente del riesgo de
introduccion de enfermedades y las pérdidas financieras asociadas, sino que también
son un componente primordial para una amplia preparacion contra la entrada de
enfermedades exdticas animales (Acord & Walton, 2004), y proteccion de la
integridad de la cadena de alimentacion (Enticott et al., 2012; Levings, 2012).

Actualmente puede existir una falta de comprension del valor econémico de la
bioseguridad como protectora del mercado, asi como promotora de la salud animal y
publica, y consecuentemente de la seguridad alimentaria (Heikkila, 2011); no
obstante, las mejoras en bioseguridad aportan beneficios a las granjas
individualmente protegiendo la salud del rebafio, a la sociedad mejorando la
seguridad de los alimentos y a la economia nacional apoyando el comercio
internacional.

1.4.2. Transmision de conocimientos y opiniones sobre bioseguridad de los
veterinarios

La formacion de los ganaderos fue la medida percibida por los expertos como la
mas importante y efectiva para proteger a los animales de enfermar (Kuster et al.,
2015).

La profesion veterinaria tiene un papel crucial en la promocion de la bioseguridad
como medio de proteccion de los rebafios frente a la introduccién de enfermedades
(Caldow, 2004; Sibley, 2010) y disfruta de un amplio respeto entre los ganaderos y
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el puablico en general como proveedores de recomendaciones expertas e
independientes; sin embargo, para ser plenamente eficaces en este aspecto, los
veterinarios deberian identificar y valorar su rol como garantes de una cadena de
alimentacion sana (Enticott et al., 2011; Maye et al., 2012); dicha posicion deberia
reflejarse en la educacion y formacion veterinaria (Waage & Mumford, 2008; Wall,
2009). Ademas, la opinion de los expertos es una opcion valiosa para reunir
conocimiento en un campo donde los datos de campo fiables e imparciales no son
faciles de obtener (Gustafson et al., 2012).

En un estudio llevado a cabo a través de entrevistas a veterinarios del Royal
College of Veterinary Surgeon, en Inglaterra, se destaca que el papel de los
veterinarios no debe limitarse solamente a la informacion, sino también a comunicar
su perspectiva y valores en cuanto a bioseguridad a los ganaderos (Shortall et al.,
2016). El control de las enfermedades debe alcanzarse por medio de una buena
relacion interpersonal entre el ganadero y el veterinario, asumiendo aquél la
responsabilidad en cuanto a las medidas de bioseguridad. Se ha sugerido que la
decision conjunta entre ganadero y veterinario es necesaria, y que un paso a menudo
olvidado es el de escuchar al ganadero y establecer objetivos comunes (Atkinson,
2010).

Podemos disponer de informacion esencial en medidas de bioseguridad, pero para
ser implementada en el rebafio debe ser comunicada de manera efectiva, lo que
requiere un buen comunicador que genere confianza. Por lo tanto, los veterinarios
deberian recibir formacion en comunicacion con el objetivo de ser reconocidos por
los ganaderos como asesores fiables en la salud del rebafio y la bioseguridad
(Kristensen & Jacobsen 2011).

En una encuesta realizada entre 62 veterinarios ingleses dedicados a la clinica del
ganado bovino se indicaron los siguientes resultados (Pritchard et al., 2015):

- Todos los profesionales aseguraron entender qué significaba el término
bioseguridad y la mayoria indicaron que los protocolos de bioseguridad eran
utiles cuando se aplicaban correctamente en las granjas; no obstante, el 92% los
definian en relacion con la prevencion o control de las enfermedades y sélo el
26% a la prevencion desde el punto de vista de la entrada en la explotacién sin
hacer referencia a la salida de la enfermedad de la granja.

- EI 84% de los veterinarios declararon que adoptarian protocolos de bioseguridad
al visitar granjas, proponiendo todos limpiar y desinfectar la ropa de proteccién
y el calzado.

- EI84% informaba a los ganaderos sobre las medidas de bioseguridad en la granja,
pero unicamente el 56% en cuanto al aislamiento y cuarentena de los animales
que llegaban a la explotacion. EI 43% de los veterinarios dedicaban cierto tiempo
a discutir planes de bioseguridad con sus clientes.
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- El 52% de los encuestados declararon que la falta de conocimiento y
entendimiento de los protocolos de bioseguridad era la causa de que no fueran
aplicados, el 40% la falta de tiempo y el 24% la falta de habitos en bioseguridad.

En la figura 12 se reflejan los resultados obtenidos por Renault et al. en 2018 a
través de una encuesta online realizada a veterinarios clinicos belgas en relacién a la
importancia de las enfermedades infectocontagiosas del ganado vacuno, a su
frecuencia, su caracter zoondtico (Havelaar et al., 2010; Mclntyre et al., 2014), la
interaccion con rumiantes salvajes (Ciliberti et al., 2015), a las politicas y prioridades
de la Union Europea, y la presencia de brotes en los bovinos (ANSES, 2012; Humblet
etal., 2012).
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Figura 12. indice de enfermedad de los procesos infecciosos y parasitarios mas importantes
que afectan al ganado vacuno adulto (indice sobre percentil 0.66) (Renault et al., 2018). Se
dispone de permiso de la revista

Los resultados pueden servir de orientacion a la hora de tomar decisiones para
los programas de control futuro. Por lo tanto, identificar los factores de riesgo y las
medidas de bioseguridad asociadas puede utilizarse para mejorar la orientacion
técnica de los ganaderos y la respuesta a los problemas que les afectan.

La formacion del ganadero en bioseguridad es un factor importante a la hora de
implementar medidas de bioseguridad (Ellis-lversen et al., 2010; Nampanya et al.,
2012; Toma et al., 2013), siendo esencial describir el efecto protector y el potencial
beneficio de las distintas medidas; esto les permitira centrarse en las medidas de
bioseguridad relevantes para su tipo de produccién y los riesgos de enfermedad que
afrontan, optimizando asi gastos en tiempo y recursos (Firestone et al., 2012). Se ha
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sugerido que el momento elegido y el método de comunicacion podrian ser
importantes (Hall & Wapenaar, 2012).

1.4.3. Opiniones sobre bioseguridad de los ganaderos

El punto de vista del ganadero a menudo refleja un guion cultural que determina
su percepcion y forma parte de su razonamiento a la hora de tomar decisiones
(Vanclay & Enticott, 2011).

La postura de los ganaderos frente a la bioseguridad varia con la enfermedad
(Moore et al., 2008) y si existe 0 no actuacion por parte del gobierno como en el caso
de enfermedades notificables y/o legalmente penalizables como la fiebre aftosa,
tuberculosis o las zoonosis alimentarias, mientras que el estatus de salud favorable
puede contribuir a una relajacion en la actitud de los ganaderos frente a la
bioseguridad.

Obviamente el actor principal es el ganadero y en qué medida los ganaderos
aplican rutinas de bioseguridad y estan dispuestos a invertir tiempo y dinero para
aumentar su nivel de bioseguridad depende de muchos factores. Uno de los factores
principales puede ser el hecho de que el ganadero considere importante y/o posible
la prevencién de enfermedades (Frossling & Noremark, 2016). Ademaés, otras
actitudes y aspectos como factores sociales y politicos pueden ser importantes (Gunn
et al., 2008; Heffernan et al., 2008; Kristensen & Jakobsen, 2011; Lam et al., 2011).
Asi mismo, los factores econémicos, como compensaciones o penalizaciones,
pueden influir en el comportamiento del ganadero en esta materia (Ellis-lversen et
al., 2010; Lam et al., 2011; Toma et al., 2013).

Algunos autores espafioles reflejan que la decision de implementar medidas de
bioseguridad puede estar influenciada por distintos factores psicoldgicos y sus
interacciones (actitudes y comportamientos) (Moya et al., 2019). El estudio
identifico la importancia de las experiencias personales de los ganaderos, las
tradiciones de la granja, y la disponibilidad de tiempo y espacio para la toma de
decisiones de los ganaderos. Ademas, sugiere la necesidad de aumentar el
conocimiento de los trabajadores de la granja y la obligatoriedad de las medidas de
bioseguridad.

Tradicionalmente los estudios en salud del ganado se han centrado en métodos
financieros para medir el valor de los resultados técnico-econémicos de los cambios
sugeridos en el manejo, siguiendo la suposicién de que los ganaderos se esforzaran
para conseguir el maximo beneficio; sin embargo, los ganaderos pueden ser
motivados de otras maneras distintas, por ejemplo, la salud y bienestar animal, no
habiendo una recomendacidn que sirva para todos ya que depende en gran medida de
la 16gica interna y del contexto real de cada granja (Kristensen & Jakobsen, 2011).

Para motivar a los ganaderos en la implementacién de medidas preventivas de
salud animal, es crucial entender su perspectiva en la prevencion de enfermedades y
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bioseguridad del establo (Brennan & Christley, 2013). En dos estudios realizados en
Bélgica y Suecia mediante un cuestionario a ganaderos de porcino, de vacuno, de
pequefios rumiantes y de aves, se comprobd un amplio consenso en lo que respecta
a laimportancia de los dos temas (Truyers et al., 2011; Frossling & Noéremark, 2016),
aunque estimaron que sus conocimientos en bioseguridad eran mas bien escasos. En
general, los ganaderos de todos los sectores indicaron que la ausencia o limitacion de
la implementacion de medidas de bioseguridad y de prevencion es probablemente
debida a la falta de motivacion (Truyers et al., 2011) y los que creian poseer
suficiente conocimiento tenian un sentido de control més alto y demandaban de los
demas la adopcion de medidas para prevenir la diseminacion de enfermedades
(Frossling & Noremark, 2016); por lo tanto, los ganaderos deben estar motivados
tanto para cambiar los comportamientos existentes como para implementar medidas
efectivas para evitar fallos en la bioseguridad. La escasa informacion en cuanto a
costes, y especialmente ingresos, es un inconveniente grande a la hora de invertir en
medidas de bioseguridad (Truyers et al., 2011).

El veterinario de explotacion es una importante fuente de informacion acerca de
la prevencion de las enfermedades y la bioseguridad (Fréssling & Noremark, 2016;
Moya et al., 2019); por lo tanto, es importante que tengan los suficientes
conocimientos en estos temas y sean capaces de comunicarlos a los ganaderos,
especialmente cuando estos indican que recibir explicaciones por parte del
veterinario aumenta substancialmente su interés por la prevencion y la bioseguridad
(Laanen et al., 2014).

1.4.4. Implementacion de un plan de bioseguridad

La implementacién de planes de bioseguridad en granjas de ganado vacuno es
voluntaria en casi todos los paises, con excepcion de las grandes explotaciones en
Dinamarca, en las que medidas de bioexclusion son obligatorias (Kristensen &
Jacobsen, 2011).

Las rutinas de bioseguridad a nivel de rebafio pueden reducir la introduccién de
enfermedades en el rebafio, pero algunas pueden considerarse caras y/o laboriosas;
practicas disefiadas a medida basadas en las caracteristicas de la granja pueden
ayudar a mejorar la actual aplicacion de la bioseguridad en las granjas, acorde con
las posibilidades econémicas (Rojo et al., 2016).

Para establecer un plan de bioseguridad efectivo, hay que tener en cuenta las
enfermedades de mayor impacto y prevalencia de la zona donde se encuentra la
explotacion, asi como el riesgo de entrada en la propia granja (Callejo, 2016; Lavilla-
Nunez et al.,, 2017). Un modelo de valoracion de riesgos demostro ser una
herramienta Util para clarificar el riesgo de introduccion de enfermedades endémicas
y el efecto mitigante de las diferentes medidas de bioseguridad aplicadas en la granja
(Lewerin et al., 2015).
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Los programas de bioseguridad deben ser monitorizados y periédicamente
evaluados y actualizados, lo que ayudard a identificar oportunidades para el
desarrollo de nuevos métodos de control de enfermedades infectocontagiosas o
redefinir los existentes (Villarroel et al., 2007).

1.4.4.1. Medidas de bioseguridad

A pesar de la reconocida importancia de la bioseguridad, diversos estudios
muestran que en la practica la adopcion de medidas de bioseguridad en el vacuno de
leche, asi como en otros sectores ganaderos, es un tanto limitada (Sanderson et al.,
2000; Bottoms et al., 2012; Brennan & Christley, 2012; Delgado et al., 2012; Sayers
etal., 2013).

Se ha sugerido que la gran variedad de recomendaciones publicadas puede
confundir y desanimar a los ganaderos a la hora de implementar medidas de
bioseguridad (Moore et al., 2008; Brennan & Christley, 2012). Ademaés, actualmente
hay una falta de consenso internacional en las publicaciones respecto a los protocolos
de bioseguridad (Moore et al., 2008; Daly, 2011), su eficacia (Faust et al., 2001; Van
Winden et al., 2005) y la relacion coste-efectividad (Can & Altug, 2014). Estas
barreras pueden ser la causa de la lenta adopcion de las citadas medidas por parte de
muchos ganaderos (Gunn et al., 2008; Heffernan et al., 2008; Moore et al., 2008).

Las practicas de bioseguridad pueden variar entre paises, y dentro de ellos, por
razones de diferencia en los tipos de produccion, enfermedades presentes, legislacion
de control de enfermedades y medios disponibles. Por ejemplo, el modelo suizo para
mantener una cabafia ganadera libre de enfermedad estd mayoritariamente regulado
por medidas de control gubernamentales con la vacunacion obligatoria de lengua azul
en 2008-2010 y el programa de erradicacion de la BVD como ejemplos notables
(Willgert et al., 2011; Presi et al., 2011). En contraste, la implementacion de medidas
de bioseguridad a nivel de granja es relativamente pobre en Suiza (Kuster et al.,
2015).

Las principales medidas de bioseguridad a implementar en las explotaciones
bovinas lecheras recomendadas en Webs mundiales de organizaciones nacionales,
servicios de administraciones competentes en la materia y servicios universitarios se
reflejan en la tabla 2 (Moore et al., 2008).
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Lavado de botas o botas disponibles

Programa de control de vectores (D/D/D)

Lavado de manos o uso de guantes

Disponer de equipo y material de
desinfeccion

Uso de ropa limpia y/o de proteccion

Adecuado manejo del estiércol

Formacion del personal

Mantenimiento de registros sanitarios

Restricciones de movimientos en areas
de estabulacion

Mantener el rebano “cerrado”

Vehiculos de particulares lejos de
animales

Limitar incorporaciones de animales,
cuarentena y analisis de los mismos

Control en el acceso de visitas

Manejo adecuado de cada lote de
animales

Valla perimetral y puertas cerradas

Programa de vacunacion adecuado

Desinfeccion y control de vehiculos

Fomentar el conocimiento vy la
notificacion de enfermedades

Tabla 2. Principales medidas de bioseguridad en granjas de ganado vacuno lechero.

Las medidas preventivas, como el aislamiento de los animales comprados e
incorporados a la explotacién, estan bien documentadas en la literatura (Duncan,
1990; Maunsell & Donovan, 2008; Noéremark et al., 2009) y la bioseguridad ha sido
resaltada como fundamental para determinadas enfermedades del ganado vacuno en
Reino Unido (Scott, 2013); sin embargo, en otros estudios no hay evidencia de
medidas que estén siendo adoptadas por los productores (Nerlich & Wright, 2006;

Brennan & Christley, 2013)

A continuacion, se reflejan los resultados obtenidos en distintos estudios sobre la
aplicacion de medidas de bioseguridad en explotaciones bovinas:

Estudio en Suecia (N6remark et al., 2010):

Se encontraron diferencias en las rutinas de bioseguridad entre ganaderos con
especies animales diferentes y distintos tamarios de rebario.

Se indicaron diferencias en las rutinas de bioseguridad aplicadas por diferentes
categorias de profesionales que visitan sus explotaciones (transportistas,
veterinarios e inspectores)

Existieron diferentes requerimientos de bioseguridad segln el tipo de visitante.
Ademas, otros no consideran la bioseguridad necesaria a no ser en caso de brotes
de enfermedades exoticas en su pais.

Algunos profesionales que visitan explotaciones adaptan sus rutinas a las
exigencias del ganadero y la misma persona puede aplicar diferentes rutinas en
distintas explotaciones.
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Estudio en Reino Unido (Brennan & Christley 2012):

- Se encontraron grandes diferencias entre ganaderias en cuanto al tipo y grado de
bioseguridad aplicado.

- La mayoria de los granjeros no aislaba el ganado comprado, pero una pequefia
proporcion siempre lo hacia.

- Muchos ganaderos aplicaban tratamientos tras el movimiento de animales,
fundamentalmente vacunaciones y antihelminticos, pero muy pocas granjas
manifestaron hacer chequeos de control después de incorporar los animales.

- Hubo mucha variacion en el nivel de bioseguridad adoptada por las personas que
visitaban las granjas; asi, los transportistas encargados de la recogida de
cadaveres o de repartir las deyecciones, aunque se supone que tienen contacto
potencial con agentes infecciosos, raramente desinfectaban los vehiculos y a ellos
mismaos.

Estudio en Inglaterra (Shortall, 2017):

- Mantener un rebafio cerrado fue valorado como la medida méas efectiva, y el
contacto regular con el veterinario, la mas préctica.

- Las medidas relativas al conocimiento, planificacion e implicacion del
veterinario, asi como las préacticas de compra, cuarentena y tratamiento
obtuvieron una valoracién mas alta en cuanto a efectividad.

- Las medidas relativas al contacto directo entre animales se valoraron mucho mas,
en cuanto a efectividad, que las medidas relacionadas con la transmision
indirecta.

- Algunas de las medidas mas efectivas también fueron consideradas de dificil
aplicacion préactica, como por ejemplo mantener el rebafio cerrado o evitar el
contacto nariz-nariz entre animales contiguos.

Por ultimo, hay que indicar que existe un vacio en la responsabilidad a la hora de
aplicar medidas de bioseguridad que debe ser aclarado; los visitantes necesitan
responsabilizarse para evitar la expansion de enfermedades mientras que los
ganaderos deben asumir la responsabilidad de proveer las condiciones adecuadas
para su aplicacion (Callejo, 2016).
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de la presente Tesis Doctoral fueron fundamentalmente tres:

En primer lugar, evaluar y caracterizar la aplicacion actual de medidas de
bioseguridad en explotaciones bovinas lecheras en dos comunidades auténomas,
Catalufia y Galicia. Dado que la valoracién de muchas préacticas clave de
bioseguridad se relaciona con IBR y BVD, y dado que estas enfermedades son
endémicas en la mayoria de los paises con ausencia de programas de control y/o
erradicacion, se analizé el estado sanitario de las granjas en relacion con ambas
enfermedades.

En segundo lugar, se trat6 de identificar posibles asociaciones entre las pautas de
manejo y el estado sanitario de los rebafios de ganado vacuno lechero de Galicia
en relacién a la paratuberculosis, utilizando para valorar dicho estatus la prueba
ELISA de deteccidn de anticuerpos en suero y la PCR en heces.

En tercer lugar, realizar un anélisis semicuantitativo de los factores de riesgo
relacionados con la entrada de MAP en las explotaciones de ganado vacuno de
leche gallegas basandonos en las opiniones de un grupo de expertos del sector
(veterinarios especialistas en distintas ramas del sector bovino).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. DESCRIPCION DEL AREA Y REBANOS ENCUESTADOS

Este estudio se llevd a cabo en Galicia, NW de Espafia, y Cataluiia, NE de Espafia.
Galicia es la principal area de ganado vacuno del pais con el 55% de las ganaderias
y el 38% de la produccion de leche del pais. EI tamafio medio de explotacion es 43
vacas, siendo mas bajo que el nacional, con 59,3 de media. Las granjas son
predominantemente familiares. En Galicia se lleva a cabo un programa de control
oficial de IBR, BVD y paratuberculosis de carécter voluntario desde 2004 (ADSGS).
Esta region es representativa del modelo de explotacion del noroeste y regién
cantabrica de Espafia. Por contra, las explotaciones catalanas tienen una media de
tamano de rebafio de 144 vacas, con el 4% del total de granjas a nivel nacional y el
11% de la produccion de leche. En esta region no hay establecido ningun programa
de control oficial de enfermedades endémicas.

Se seleccionaron 124 granjas de leche, 93 de Galicia y 31 de Catalufia, como
parte de un proyecto nacional de andlisis de riesgo de introduccion de BVDV, BoHV-
1y MAP en las ganaderias de leche. Representaban el 1,3% y 5,7% de las granjas de
Galicia y Catalufia respectivamente. Para la seleccién de granjas, el proyecto fue
presentado a los veterinarios responsables de la sanidad del ganado en las diferentes
areas de ambas regiones. Durante las visitas de rutina, los veterinarios involucrados,
explicaron a los ganaderos el proyecto en cuestion.

Aguellos ganaderos interesados en participar en el estudio lo hicieron
voluntariamente, pues el mismo no estaba incentivado econémicamente o por otra
via. Asi, la seleccidén de granjas se baso en la disposicion de los veterinarios y
ganaderos para participar una vez conocidas las implicaciones del estudio.

3.2. CUESTIONARIO DE BIOSEGURIDAD Y GRUPO DE EXPERTOS

Los datos de bioseguridad se obtuvieron a través de un cuestionario. Este se disefi6
basandose en la literatura existente (Brennan et al., 2012; Sarrazin et al., 2014) y en
discusiones con investigadores y veterinarios de la Universidad de Santiago de
Compostela y la Universidad Autdnoma de Barcelona, veterinarios de los gobiernos
regionales y veterinarios de campo especialistas en distintas materias de ambas
comunidades autonomas.

El cuestionario consistia en distintas preguntas incluidas en cuatro secciones: 1)
informacidén general de la granja (localizacion, tamafio, programas de vacunacion);
2) movimientos de animales (origen y frecuencia de nuevas incorporaciones,
analiticas realizadas a las mismas, instalaciones de cuarentena, recria externa,
asistencia a ferias y concursos, salida a pastos) y vecindario (otras granjas en el radio
de 1 km); 3) movimientos y tipos de vehiculos y equipamiento (para transporte de
animales vivos y cadaveres, estiércol, purin, alimentos, maquinaria y otros
materiales) y medidas de bioseguridad relacionadas (los vehiculos pueden entrar en
el perimetro de la granja, pueden entrar vehiculos con animales de otras granjas); y
4) visitantes y personal (trabajadores externos, frecuencia de visitas de profesionales
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como veterinarios y técnicos, o no profesionales como ganaderos vecinos que entran
en contacto con los animales, uso de ropa de proteccion).

En un primer momento el cuestionario se realizd en cinco granjas, tres en
Catalufa y dos en Galicia, las cuales no se incluyeron en el estudio definitivo, para
valorar la claridad de las preguntas y si los encuestados tenian alguna sugerencia de
mejora. Como resultado de esta prueba se llevaron a cabo pequefias modificaciones
en el cuestionario.

En las granjas incluidas en el estudio el cuestionario fue llevado a cabo por un
investigador de la Universidad de Santiago de Compostela (Galicia) o de la
Universidad Autonoma de Barcelona (Catalufia), durante entrevistas en profundidad
con los ganaderos y los veterinarios responsables de la sanidad en cada granja. Las
citas para las entrevistas se marcaban de acuerdo con la agenda de los participantes,
asegurando la presencia del veterinario, conocedor del manejo y las medidas de
bioseguridad de cada granja, y concertando la cita para la visita a la misma y asi
mejorar la precision de los datos recogidos. Ademas, se subray6 a los ganaderos que
el cuestionario se procesaria de forma andénima. Cada ganaderia se visitd una vez
entre julio de 2017 y abril de 2018. El tiempo aproximado para completar el
cuestionario y la visita a la granja rondo las 2,5 horas.

Para el caso particular de la paratuberculosis bovina, los potenciales factores de
riesgo asociados con la introduccion de MAP en los rebafios lecheros se
seleccionaron basandose en la revision bibliogréfica (Vilar, 2015; Wolf et al., 2016;
McAloon et al., 2017) y se incluyeron en esta parte del estudio las 93 granjas de
Galicia previamente mencionadas.

Ademas, para cada factor considerado en el cuestionario se desarroll6 un arbol
de decision y se incluyeron preguntas clave en cada uno de ellos. Las respuestas a
estas preguntas clave llevaban a diferentes eventos dentro del arbol de decisiones. La
Figura 13 muestra el arbol de decisiones para la compra de animales. Por ejemplo, el
evento E3 en la Figura 13 corresponde a un rebafio que compré ganado durante los
dos afios anteriores, el estado sanitario de la granja o granjas de origen era negativo
y el nimero medio de animales comprado fue > 3/afio. Los restantes arboles de
decision se incluyen como Anexo 1.
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Figura 13. Arbol de decisién de compra de ganado.

Una vez elaborados los arboles de decision se convoco a un panel de expertos
para valorar los riesgos potenciales. Nueve veterinarios de diferentes
subespecialidades (personal de laboratorio a cargo del procesamiento de muestras del
programa de control de MAP, veterinarios a cargo de los programas de control de
MAP, investigadores especialistas en epidemiologia y enfermedades infecciosas del
ganado, veterinarios de asociaciones de ganado y veterinarios de laboratorios
farmacéuticos) fueron seleccionados en base a su experiencia, proximidad vy
conocimiento de la enfermedad. La informacion sobre los antecedentes de los
participantes se proporciona como Tabla 3.
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Puesto. Institucion

Experiencia

Jefe del servicio de biologia molecular.
1 Laboratorio de produccion y sanidad animal
(Xunta de Galicia).

Alrededor de 28 afos trabajando en serologia y
biologia molecular de enfermedades infecciosas del
ganado.

Veterinario jefe. Grupo de Defensa
Sanitaria de Galicia.

Responsable programa de control de MAP en 4
municipios de Galicia durante los Ultimos12 afos.
Previamente 15 afos de experiencia como veterinario
clinico.

Veterinario jefe. Grupo de Defensa
Sanitaria de Galicia.

Responsable programa de control de MAP en 5
municipios de Galicia durante los ultimos 15 afos.

Profesor e investigador en salud animal
4 de la Facultad de Veterinaria - Universidad
de Zaragoza.

Alrededor de 30 afos trabajando en enfermedades
infecciosas de rumiantes, principalmente con analisis de
riesgo y modelos de transmision

Profesor e investigador en Salud animal
5 de la Facultad de Veterinaria - Universidad
Autonoma de Barcelona.

Alrededor de 20 afnos trabajando en enfermedades
infecciosas del ganado principalmente con analisis
espacial de riesgo.

Profesor e investigador en salud animal
6 de la Facultad de Veterinaria - Universidad
de Santiago de Compostela.

Alrededor de 35 afos trabajando en enfermedades
infecciosas del ganado principalmente con técnicas de
diagnostico y modelos de transmision.

Responsable del Programa de Mejora
del Rebafo Lechero en Galicia.

Alrededor de 33 anos de experiencia con ganado
lechero. Ha trabajado como veterinario clinico,
nutricionista, jefe de una cooperativa agraria y durante
los Ultimos 23 afos como responsable del Programa de
mejora del Rebano Lechero en Galicia.

Alrededor de 19 anos de experiencia con ganado

8 Técnico de campo ganadero. lechero. Veterinario clinico y los ultimos 5 afos como
Laboratorio farmacéutico. técnico de campo de ganado lechero en un laboratorio
farmacéutico.
S Alrededor de 9 afhos de experiencia como
9 Veterinario clinico libre.

veterinario clinico de ganado lechero.

Tabla 3. Antecedentes y experiencia de los diferentes expertos que participaron en un
panel de expertos sobre paratuberculosis bovina.

Posteriormente, se enviaron los arboles de decision a cada veterinario, junto con

las explicaciones oportunas de la metodologia. De esta forma, a cada evento de cada
arbol debia asignarle una puntuacion (en una escala ordinal de 0 a 9) en funcion del
riesgo que, en su opinion, cada uno de estos eventos pudiera suponer para la entrada
de la enfermedad en los rebafios lecheros (Dufour et al., 2011). El panel de expertos
se celebrd en diciembre de 2019 en la Facultad de Veterinaria de Lugo (Espafa).
Durante el mismo se discutieron y resolvieron dudas y posibles malentendidos.
Ademas, se presentaron los histogramas que muestran las puntuaciones asignadas
por los participantes. Estos histogramas se discutieron entre todos y los participantes
tuvieron la oportunidad de cambiar las puntuaciones asignadas si consideraban que
habian sobrestimado o subestimado alguno de los eventos.
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3.3. ESTATUS SANITARIO

En las granjas de Galicia y Catalufia el estado sanitario de BVDV y BoHV-1 se
determind mediante ELISA de anticuerpos siguiendo las directrices del Laboratorio
de Sanidad y Produccién Animal de Galicia (DOGA, 2017), y teniendo en cuenta
que las granjas que aplicaron vacunas utilizaron vacunas inactivadas en el caso del
BVDV y vacunas marcadoras (vivas o inactivadas) en el caso de BoHV-1. Los
veterinarios responsables de cada granja involucrada en el proyecto recogieron
muestras dentro de los tres meses posteriores a la finalizacion del cuestionario. Para
el BVDV, se determinaron anticuerpos contra el antigeno p80 usando un ELISA
comercial de bloqueo (BVD p80 Ab, IDEXX Laboratories, Paises Bajos). En los
animales vacunados con vacunas inactivadas, los anticuerpos reaccionan
principalmente con proteinas estructurales en lugar del antigeno p80 (no estructural)
(Bolin & Ridpath, 1990). Esto permiti6 la diferenciacion entre los animales
expuestos al BVDV de campo y el virus de la vacuna, ya que no se utilizaron vacunas
vivas en los rebafios aqui examinados.

Para el caso del BoHV-1, se utilizaron dos pruebas diferentes dependiendo de si
en el rebafio se usaban vacunas (anticuerpo ldexx IBR gE, IDEXX Laboratories;
Paises Bajos) o no (Idexx IBR gB anticuerpo, IDEXX Laboratories; Paises Bajos).
Todos los analisis se realizaron siguiendo las recomendaciones del fabricante. Con
los resultados de estas pruebas, se establecieron tres perfiles de rebafio diferentes para
cada uno de los dos virus: (1) granjas con infeccion reciente o activa (seropositividad
en novillas de 9 a 24 meses nacidas en la granja), (2) granjas con animales adultos
seropositivos pero todas las novillas de cria (9-24 meses) seronegativas, o (3) granjas
libres (todos los animales resultaron seronegativos).

Las 93 granjas encuestadas en Galicia se analizaron también frente a MAP.
Siguiendo el programa sanitario de ADSGs, se tomaba una muestra de sangre anual
a animales de mas de 24 meses de edad. Los sueros eran analizados para determinar
anticuerpos anti-MAP con un test comercial de ELISA (Paratuberculosis Screening
Ab; IDEXX, Westbrook, ME, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. A
todos los animales positivos a esta prueba se les tomaban muestras de heces que
fueron analizadas mediante PCR (ID Gene Paratuberculosis Duplex, ID. Vet,
Grabels, France). La sensibilidad y especificidad estimada del test ELISA es de 34%
y 96% respectivamente (Aly et al., 2014).

Para esta enfermedad, los rebafios fueron clasificados como positivos o negativos
en funcion de los resultados laboratoriales obtenidos durante los dos muestreos
anuales llevados a cabo antes de la realizacion del cuestionario. Los rebafios sin
animales positivos en ambos muestreos se clasificaron como negativos. Aquellos
rebafios con animales confirmados en heces o con prevalencias iguales o superiores
al 15% en cualquiera de los muestreos anuales, aun sin confirmacién en heces, se
consideraron positivos. Los rebafios restantes, tenian seropositividad <15% sin
confirmacion de la bacteria, 0 eran rebafios seronegativos pero con un solo muestreo
anual (ya que se habian incorporado recientemente al programa). Para evitar errores
en la clasificacion, estos no se tuvieron en cuenta en los analisis.

El tiempo transcurrido entre la ultima muestra, de las dos consideradas, y la
realizacion de la encuesta vario entre granjas, oscilando entre uno y cuatro meses.
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con SPSS 15.0. Inicialmente se
analizaron las frecuencias de los diferentes perfiles de BoHV-1, BVDV y MAP Yy las
medidas de bioseguridad.

Se realizd un analisis de correspondencias maltiple (MCA por sus siglas en
inglés) para caracterizar la aplicacion actual de medidas de bioseguridad en
explotaciones de ganado lechero de dos comunidades Auténomas en Espafia (Galicia
y Catalufia) y el estado sanitario frente a BVDV y BoHV-1. EI MCA tiene como
objetivo reducir un conjunto de variables posiblemente correlacionadas (incluidas
todas las variables de bioseguridad y estado sanitario de las granjas) a un grupo mas
pequefio de dimensiones linealmente no correlacionadas. Se establecio el nUmero de
dimensiones en dos, para facilitar la representacion grafica bidimensional. La
posicién del conjunto completo de categorias para cada variable investigada (puntos
de categoria) en el grafico MCA es la base para revelar las relaciones entre las
variables: las categorias de variables con un perfil similar tienden a agruparse,
mientras que las categorias correlacionadas negativamente se ubican en lados
opuestos de la grafica. Ademas, se realiz6 un andlisis de conglomerados de dos
pasos (TSCA, siglas en inglés) para identificar conglomerados de ganaderos con
niveles de bioseguridad y perfiles de BVDV y BoHV-1 similares. Para estos analisis
(MCA y TSCA), las frecuencias de entrada de animales, vehiculos y visitas
(recogidas en el cuestionario como valores numericos) se procesaron como variables
categodricas (4 categorias basadas en los cuartiles) pero se incluyeron en las tablas de
resultados finales como media y mediana de las frecuencias de entrada.

En Galicia, por lo que respecta a las practicas de riesgo en relacion con la
paratuberculosis, los factores de riesgo candidatos fueron evaluados para determinar
su asociacion con el estado de infeccion frente a MAP mediante la prueba y? o el test
exacto de Fischer usando tablas k x 2. Todos los factores con moderada significacion
estadistica (P <0,25) en estos analisis se incorporaron a un modelo logistico multiple
(prueba de Wald con valor P de 0.05 para entrar en el modelo). EI tamafio del
rebafio también se incluyé en el modelo como posible factor de confusién (Puerto-
Parada et al., 2018); si esta variable cambiaba el efecto de los coeficientes restantes
en un 10% o mas, se consideraba un factor de confusién y se mantenia en el modelo,
independientemente de su nivel de significacion (Domenech, 2004). Las variables
utilizadas en el analisis de regresion se eligieron tras un analisis de correlacion
[utilizando el coeficiente de correlacion de Spearman (p)] para evitar la
multicolinealidad. Ademas, la validez del modelo logistico se comprobé utilizando
los tests R? de Cox y Snell y el R? de Nagelkerke (Walker & Smith, 2016).

Finalmente, en relacion a los resultados obtenidos a través del panel de expertos,
se calcularon las medias de puntuaciones (junto con la mediana, maxima y minima)
asignadas por los veterinarios a cada evento en el arbol de decisiones.

A partir de estos valores medios, y usando los datos recogidos en las 93 encuestas
realizadas, se registré la puntuacion que cada granja obtendria para cada arbol de
decision. Por ejemplo, en el caso de un rebafio que hubiera comprado 3 0 mas
animales al afio en rebafios negativos (evento 3) se registraria la media de las
puntuaciones asignadas por los veterinarios para esa granja. Sumando las
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puntuaciones obtenidas por cada granja en todos los arboles de decision, se
asignaba una puntuacion global a cada granja.

Las puntuaciones de las granjas clasificadas como positivas y negativas en base
a los analisis de laboratorio se compararon usando ANOVA.

Ademas, a partir de las puntuaciones globales (variable de contraste), y utilizando
una curva ROC, se estimé el punto de corte que mejor discriminaba las explotaciones
positivas y negativas.

Igualmente, para cada granja positiva, se proporcionaron los dos eventos de
mayor puntuacion registrados en esa granja segun la opinion de los expertos.
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4. RESULTADOS

Los perfiles de BVDV y BoHV-1 de las 124 granjas se resumen en la tabla 4.

BVDV BoHV-1
Infeccionactiva/reciente 44 (36,1) 13 (10,7)
Seropositividad (pero recria libre) 24 (19,7) 48 (39,3)
Rebafio libre 56 (44,3) 63 (50,0)

Tabla 4. Estado sanitario frente a BVDV y BHV-1 en 124 granjas en Espaiia.

La categoria de granja seroldégicamente libre representd una proporcion del total
similar para ambos virus (50% y 44,3% para BoHV-1 y BVDV, respectivamente).
Sin embargo, la proporcién de granjas clasificadas como infeccion reciente/activa
fue mucho mayor para el BVDV (36,1% frente al 10,7%). Treinta y siete de 124
granjas usaron vacunas inactivadas contra el BVDV, mientras que el resto no se
vacuno; 33 utilizaron vacunas marcadoras para BoHV-1, mientras que el resto no
vacuno.

La Tabla 5 describe las medidas de bioseguridad relacionadas con los
movimientos de animales y el posible contacto con otros rumiantes domésticos.
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N° (%)

Compra de animales (vacas/novillas)

No 78 (62,9)
Si (estatus sanitario granja de origen conocido) 18 (14,5)
Si (estatus sanitario granja origen desconocido) 17 (13,7)
Si (sin analizar) 11 (8,9)
Media (mediana; Q1-Q3*) frecuencia de compra de novillas o vacas por ano, 5,25 (3; 2-6)
cuando proceda (46 granjas)

Transporte de vacas y novillas compradas

No hay contacto con otros rumiantes durante el transporte 39 (84,8)
Puede haber contacto con otros rumiantes 7 (15,2)
No procede 78
Instalaciones de cuarentena adecuadas t

Si 4 (3,2)
No 120 (96,8)
Recria externa t

No 112 (90,2)
Si 12 (9,8)
Plan sanitario en las granjas de recria externa §

Si 6 (50)
No 6 (50)
Transplante de embriones

No 118 (95,2)
Si (estatus sanitario de la donante conocido) 6 (4,8)
Si (estatus sanitario de la donante desconocido) 0 (0)
Granjas de vacuno en un radio de 1 km.

No 16 (12,9)
Si 108 (87,1)
Granjas de ovejas/cabras en un radio de 1 km.

No 81 (92,6)
Si 43 (34,7)
Ovejas/cabras en la granja

No 113 (92,6)
Si 11 (7,4)
Participacion en ferias/concursos

No 117 (94,3)
Si (sin retorno) 1(0,8)
Si (posible retorno) 6 (4,9)
Pasto

No 70 (56,4)
Si 28 (22,6)
Si 26 (21,0)

*Q1: percentil 25; Q3. Percentil 75; TEdificios separados, fuera del perimetro de la granja y animales
en cuarentena un espacio de tiempo suficiente para confirmar su estatus sanitario; tRecria en granjas
especializadas junto con animales de otras granja; .8Granjas de recria bajo programa sanitario oficial
de BVD/IBR (ie, Agrupacion Defensa Sanitaria del Ganado) o equivalente al oficial. BVD, diarrea

virica bovin; IBR, rinotraqueitis infecciosa bovina.

Tabla 5. Medidas de bioseguridad relacionadas con la compra de ganado, o posible

contacto con otros rumiantes, para 124 granjas en Espafia.
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Para la mayoria de las granjas, el riesgo de introduccién de enfermedades a través
de la compra de animales (novillas o vacas) era presumiblemente bajo, ya que la
mayoria criaba sus propios animales de reposicion. Las explotaciones que compraron
ganado (46/124, 37,1%) tuvieron una frecuencia media-baja de compras (5,2
animales comprados /afio). Sin embargo, es de destacar que 11/46 (23,9%) granjas
compraron animales sin ningun tipo de prueba, 39/46 granjas (84,8%) compraron
ganado que podria entrar en contacto con otro ganado durante el transporte, y la
mayoria de las granjas carecian de instalaciones adecuadas de cuarentena.

El movimiento de animales a ferias o concursos de ganado fue una posible via de
transmision de enfermedades solo para 7/124 granjas (5,7%), pero es de destacar que
casi todas las granjas informaron que los animales que retornaban a la granja lo
hacian sin ninguna cuarentena. La transferencia de embriones solo se realizaba en
6/124 granjas y siempre se conocia el estado sanitario de las donantes. La salida a
pastos fue mucho mas frecuente: 54/124 granjas (43,6%) utilizaban esta practica, y
la mitad de estas reconocieron la posibilidad de contacto con otros rumiantes
domeésticos en el pasto. Ademas, la mayoria de las granjas tenian otras granjas de
ganado vacuno u ovino/caprino en un radio de 1 km.

Los vehiculos gue visitaban las granjas representaron un riesgo de infeccion para

la mayoria de las explotaciones, porque casi todos los vehiculos entraban dentro del
perimetro de todas las granjas (tabla 6).
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N° (%)
Carro de alimentacion compartido
No 48 (38,7)
Si 76 (61,3)
Media (mediana; Q1-Q3*) nimero de entradas del carro de alimentacion 7,1(7; 7-7)
a la semana, cuando se comparte
Maquinaria compartida (tractores, remolques, cisternas, removedor de
purin, empacadoras y otros)
No 60 (47,5)
Si 64 (52,5)
Vehiculo de estiércol compartido
No 103 (80,1)
Si 21 (18,9)
Media (mediana; Q1-Q3*) numero de entradas del vehiculo de estiércol al 0,39 (0,17;
mes, cuando es compartido 0,12-0,54)
Material compartido (crotaladora, material para partos, material de
limpieza, material para cosecha y otros)
No 100 (80,3)
Si 24 (19,7)
Vehiculo de purin compartido
No 82 (66,2)
Si 42 (33,8)
Media (mediana, Q1-Q3*) del vehiculo de purin al mes, cuando es 0,33 (0,08;
compartido 0,08-0,60)
Zona de deposito de cadaveres
Fuera del perimetro de la granja 27 (20,5)
Dentro del perimetro de la granja 97 (79,5)
Media (mediana; Q1-Q3*) nimero de entradas del vehiculo de recogida 0,34 (0,17;
de cadaveres al mes (cuando proceda) 0,12-0,51)
Vehiculo (matadero/cebo) puede llegar con animales de otras granjas
No 5(3,3)
Desconocido 5 (4,1)
Si 114 (92,6)
Vehiculo (matadero/cebo) puede entrar dentro del perimetro de la
granja
No 6 (4,9)
Si 118 (95,1)
Media (mediana; Q1-Q3*) de entradas del camion de transporte a 2,6 (2; 1,5-
matadero/cebo dentro del perimetro de la granja/mes 5,3)

*Q1: percentil 25; Q3: percentil 75.

Tabla 6. Medidas de bioseguridad relacionadas con vehiculos y equipos en 124 granjas de
Espafa.

Los vehiculos que entraban con mayor frecuencia eran los carros de alimentacion,
seguidos por los que recogen animales vivos (para sacrificio o terneros para cebo).
Ademas, en la mayoria de las granjas (92,6%), los vehiculos de las dos ultimas
categorias podian Ilegar con animales de otros establos. Varias granjas compartian
maquinaria u otros vehiculos, como vehiculos para estiércol o purines, con otras.

El control de las visitas y personal también mostraba margen de mejora (Tabla
7).
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N° (%)
Empleados externos
No 68 (55,7)
Si, pero no trabajan en otras granjas 44 (34,4)
Si, y trabajan en otras granjas 12 (9,8)
Valla perimetral
Si, permanece siempre cerrada 5 (4,1)
Si, no siempre cerrada 8 (6,6)
No 111 (89,3)
Aparcamiento para vehiculos de visitantes
Fuera del perimetro de la granja 4 (3,3)
Dentro del perimetro de la granja 120 (96,7)
Media (mediana; Q1-Q3*) de visitantes/mes que pueden entrar en 7,2 (5; 3-9)
contacto con los animales
Los visitantes siempre usan ropa de proteccion
Si 9 (7,4)
No 115 (92,6)

*Q1: percentil 25; Q3: percentil 75; tFundas o mandilones y botas proveidas por el ganadero
antes de entrar en el area del ganado.

Tabla 7. Medidas de bioseguridad relacionadas con los visitantes y el personalen 124
fincas en Espafa.

La mayoria de las granjas no tenian cercas perimetrales (89,3%) y el
estacionamiento de vehiculos de visitantes generalmente estaba dentro del perimetro
de la granja (96,7%). Frecuentemente podian recibir visitantes que, sin ropa
protectora, tenian contacto con los animales (92,6%).

El MCA con datos estandarizados explico el 38,9% de la varianza en
bioseguridad y estado sanitario (frente a IBR y BVD) entre las 124 granjas de Galicia
y Catalufia. EI porcentaje de varianza explicado por la primera dimension fue del
24,7% y para la segunda dimension fue del 14,2%.

Los principales resultados de la MCA se presentan en la Figura 14.
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Figura 14. Diagrama conjunto MCA de los puntos de categorias para las diferentes pautas
de bioseguridad y los perfiles de BVDV/BoHV-1 resultantes del MCA. Las frecuencias de compra
de ganado y entrada de vehiculos y visitantes, cada una con cuatro categorias basadas en los
cuartiles de estas frecuencias, no se muestran. BoHV-1, herpesvirus bovino 1; BVDV, virus de
la diarrea virica bovina; MCA, andlisis de correspondencia miultiple.

Las puntuaciones obtenidas de la MCA, junto con las soluciones de la TSCA, se
presentan en la Figura 15.
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Figura 15. Conglomerado de granjas y su localizacién en el andlisis de correspondencias
multiples. Analisis de conglomerado de dos pasos identificando los tres conglomerados
principales incluyendo 122 de las 124 granjas del estudio; las dos restantes se muestran en
blanco en el centro del grafico.

De acuerdo al TSCA habia tres perfiles principales de granjas que incluyeron 122
de los 124 rebarfios. La tabla porcentajes dentro del conglomerado muestra como se
divide cada categoria sanitaria o variable de bioseguridad dentro de cada
conglomerado (Anexo 2).

El conglomerado 1 (n = 62) comprendia rebafios ubicados principalmente en el
cuadrante superior izquierdo del grafico MCA. Todos estos rebafios eran de Galicia,
con un tamafio medio reducido (51 vacas) y con frecuencia libres de BVDV y BoHV-
1.

Estas granjas verificaban el estado sanitario de los animales comprados, en la
granja de origen o en la propia, una vez llegados. Sin embargo, no contaban con
instalaciones de cuarentena adecuadas. Este conglomerado fue el que mas usé granjas
de cria externa. El pastoreo se observo con mas frecuencia que en los otros
conglomerados (incluido el posible contacto entre el ganado de la granja y los
rumiantes de otras granjas). Ademas, estos rebafos estaban ubicados en areas de alta
densidad ganadera, la mayoria ubicadas a 1 km 0 menos de otras granjas ganaderas.
Este conglomerado tambien fue el que més frecuentemente compartia maquinaria y
materiales con otras granjas.
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La presencia de trabajadores externos en estas granjas era muy escasa. Carecian,
en su mayoria, de estructuras como cercas perimetrales o estacionamientos exteriores
y, curiosamente, recibieron numerosos visitantes a pesar de su pequefio tamano.
Aunque el uso de ropa protectora adecuada se revelé como deficiente en toda la
muestra de explotaciones, fue especialmente inadecuado en este conglomerado.

El conglomerado 2 (n = 31) incluia rebafios también de Galicia, a menudo de
tamarfio intermedio (media de 63 vacas). Desde el punto de vista sanitario, se observd
con mayor frecuencia seropositividad frente a BoHV-1 o BVDV sin evidencia de
infeccion reciente o activa.

Estas granjas compraban animales con menos frecuencia que las de otros
conglomerados. Cuando lo hacian, las compras implicaban a menudo pocos
animales, que se analizaban frente a BVDV y BoHV-1. Este fue también el
conglomerado con mayor control sobre el transporte de compra de animales, evitando
el contacto con otros animales durante el transporte. Como en el conglomerado
anterior, estas granjas estaban ubicadas en areas de alta densidad de ganado, y la
mayoria también tenia otras granjas de pequefios rumiantes en un radio de 1 km.

El carro de alimentacion se compartia con mucha frecuencia, siendo un vehiculo
que entraba en los establos diariamente (esta particularidad también se presenté en el
conglomeradol, aunque en menor proporcién). Estructuras como cercas perimetrales
0 estacionamientos exteriores para visitantes también eran escasos en las granjas del
conglomerado 2. El nimero de trabajadores externos era intermedio entre los de los
grupos 1y 3. El uso de ropa de proteccion adecuada todavia era escaso.

El grupo 3 (n = 29) comprendia todos los rebafios de Catalufia, con los rebafios
mas grandes (media de 122 vacas). Este conglomerado tuvo las proporciones mas
altas de infecciones activas / recientes con BVDV y BoHV-1.

La compra de animales de reposicion era mas comun, y la cantidad de animales
comprados era generalmente alta. En particular, las 11 granjas que compraron
animales sin ninguna prueba sanitaria se incluian en este conglomerado. Aunque
poco frecuente, también era el grupo con mayor frecuencia de participacion en ferias
0 concursos de ganado. Las granjas de este grupo compartian maquinaria o materiales
con menos frecuencia que las granjas mas pequefias de los grupos 1y 2, a excepcion
de los vehiculos de estiércol.

Las estructuras como vallas perimetrales o estacionamientos exteriores para
visitantes eran escasas, pero, no obstante, mas frecuentes que en los otros
conglomerados. Todas las granjas del grupo 3 emplearon trabajadores externos que
a menudo trabajaban también en otras granjas. El uso de ropa protectora por parte de
los visitantes fue algo mas comun en este conglomerado.

En relacion a la paratuberculosis bovina, se analizo inicamente en los 93 rebafios
de Galicia. De ellos, 67 se clasificaron como negativos y dieciséis como positivos.
Los 10 restantes no se incluyeron en el analisis por el motivo ya explicado.

Los factores de riesgo potenciales cuyas asociaciones con el estado de infeccion
frente a MAP tuvieron valores p < 0,25 fueron: frecuencia promedio de ganado
comprado por afio y estado sanitario de la granja de origen (p = 0,016), camion de
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estiércol compartido (p = 0,049), materiales compartidos ( p = 0,019), vehiculos que
transportan animales vivos, al matadero o para cebo, y pueden traer animales de otras
granjas (p = 0,123), empleados externos (p = 0,247) y visitas por mes que pueden
entrar en contacto con los animales (p = 0,037).

Los coeficientes de correlacion entre las variables consideradas para el analisis
multivariable indicaron una correlacién que va de insignificante a moderada. Los
valores mas altos se observaron entre el tamafio del rebafio y los visitantes por mes
que entraron en contacto con los animales (0,574), tamafio del rebafio y empleados
externos (0,381), y vehiculo de estiércol compartido y el camion de transporte de
animales (matadero o engorde) que puede venir con otros animales (0,317). Las
restantes comparativas tienen valores inferiores a 0,3.

El analisis de regresion indico que el tamafio del rebafio y las préacticas de compra
fueron los mejores predictores del estado sanitario frente a MAP (Tabla 16). Granjas
que compraron ganado a otras con estado sanitario desconocido frente a MAP y con
una frecuencia promedio anual superior a 3 (es decir, mayor que la frecuencia
mediana de entradas para granjas que compran animales) asi como rebafios con mas
de 117 vacas (percentil 90 de la distribucion del tamafio del rebafio) tenian mayor
riesgo. Los valores de R? de Cox y Snell y R? de Nagelkerke del modelo final fueron
0,218 y 0,348, respectivamente.

95% Cl de
exp (B)
Variables Inferior
B P Exp (B
xp (B) Superior
Tamano de rebano
47-117 0,263
0.069 0.923 1.071 4.361
>117 1.276
2.04 .02 7.712
043 0.026 46.615
Frecuencia promedio
de ganado comprado
por ano/Estado
sanitario de la granja
de origen
1-3 negativo -
19.335 0.999 0.000
1-3  positivo o -
0.999 0.000
desconocido 19.356
>3 negativo -
19.387 0.999 0.000
>3 positivo o 1.270
desconocido 1.716 0.023 3-561 24.360
Constante 12.436 0.999 0.000

Tabla 16. Modelo de regresion logistica multiple para evaluar factores de riesgo de
infeccion con Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis seguin datos obtenidos de 83
rebafos lecheros en Galicia (noroeste de Espaiia).

En relacion a los datos obtenidos a través del grupo de expertos sobre
paratuberculosis bovina, las puntuaciones medias, maximas y minimas dadas por los
veterinarios para cada evento en cada arbol de decision se presentan en la tabla 17.
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Compra de Ganado

Participacion en ferias o
concursos de ganado

Ovejas / cabras en la
granja

Pastoreo

Vehiculo de estiércol
compartido

Vehiculo de purin
compartido

Vehiculo para transporte

de animales vivos (animales
para matadero o cebo)

Vehiculo para transporte
de animales muertos

Vehiculo de alimentacion
compartido

Maquinaria / materiales
compartidos

Empleados (externos)

Tabla 17. Valores ordinales medios para cada evento junto con los valores minimo,
mediano y maximo segun opinion de expertos.
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Segun la opinion de los veterinarios, los eventos con puntuaciones asignadas mas
altas serian: compra >3 animales/afio de granjas positivas (puntuacion media 8,89
sobre 9), compra <3 animales/afio de granjas positivas (8.11 / 9), presencia de
pequefios rumiantes positivos a MAP en la granja (8/9), animales <6 meses en posible
contacto con ganado de otras granjas en el pasto (7.67 / 9), compra >3 animales / aflo
de granjas con estatus sanitario desconocido (7.33 / 9) , participacion en
ferias/concursos con retorno de los animales (7/9), y animales <6 meses que van a
pastos con posible contacto con pequefios rumiantes de otras granjas (7/9).

La puntuacion total méxima que una granja podria obtener en caso de que todos
los arboles de decision tuvieran el evento con la puntuacion mas alta seria 77,89. El
promedio de puntuacion total en las 93 granjas estudiadas fue 24,60 (DE=7,62):
23,26 (5,92) en las granjas clasificadas negativas y 30,61 (10,72) en las positivas (p
<0,001). De acuerdo con la curva ROC, el punto de corte que mejor discriming las
granjas positivas y negativas fue 25,94. Este punto de corte proporciona un 68,8% de
sensibilidad y un 68,7% de especificidad. Cinco de 51 granjas (9,8%) con
puntuaciones por debajo de 25,94 fueron positivas, mientras que este porcentaje
aumento a 34,4% (11 de 32) entre aquellas con valores iguales o superiores a 25,94
(Tabla 18). Ademas, todas las granjas con una puntuacion total superior a 42,99
fueron positivas (n = 3).

Estatus de MAP de la granja

Total
Negativo Positivo
Puntuacion <25.94 46 5 51
total 525.94 21 11 32
Total 67 16 83

Tabla 18. Clasificacion cruzada del estatus de MAP de las granjas (obtenido de los analisis
de laboratorio como parte del programa de control) y la puntuacion total de las granjas
(obtenida de las practicas de manejo de las granjas de acuerdo con las opiniones del grupo de
expertos).

Para cada rebafio positivo, los dos eventos con la puntuacion mas alta segun el
grupo de expertos se presentan en la Tabla 19. En 5 de las 16 granjas positivas
(31,2%), el evento con mayor puntuacion estuvo relacionado con la compra de
ganado mientras que en 6 de las 16 (37,5%) se relaciono con el ingreso de diferentes
vehiculos sin protocolos de limpieza y desinfeccion.
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Granja

Evento con mayor puntuacion

Evento con 22 mayor puntuacion

1

Vehiculo de estiércol compartido sin protocolo de
limpieza y desinfeccion entre granjas (6,89)

Animales menores de 6 meses que van al pasto con
posible contacto con ganado de otras granjas (7.67)

Compra de 3 0 mas animales/afno en granjas con estatus
sanitario desconocido (7.33)

Vehiculo de estiércol compartido sin protocol de limpieza
y desinfeccion entre granjas (6.89)

Compra de tres o mas animales/afio en granjas con
estatus sanitario desconocido (7.33)

Compra de tres o mas animales/afio en granjas con
estatus sanitario desconocido (7.33)

El vehiculo para el transporte de animales vivos entra en
el perimetro de la granja con otros animales, el conductor
ayuda con la carga y no existen protocolos de limpieza y
desinfeccion entre granjas (6.22)

Pequenos rumiantes en la granja con estatus sanitario
desconocido (5.44)

El vehiculo para el transporte de animales vivos entra en
el perimetro de la granja con otros animales, el conductor
ayuda con la carga y no existen protocolos de limpieza y
desinfeccion entre granjas (6.22)

El vehiculo para el transporte de animales vivos entra en
el perimetro de la granja con otros animales, el conductor
ayuda con la carga y no existen protocolos de limpieza y
desinfeccion entre granjas (6.22)

Compra 23 animales / ano en granjas con estado sanitario
desconocido (7.33)

Compra 23 animales / afo de una granja con estado
sanitario desconocido (7.33)

Mas de 4 visitantes/mes sin ropa de proteccion (6.11)

Los animales <6 meses salen a pastos con posible contacto
con ganado de otras granjas (7.67)

Mas de 4 visitantes/mes sin ropa de proteccion (6.11)

Vehiculo de alimentaciéon compartido y sin protocolo de
limpieza y desinfeccion entre granjas (4.78)

Vehiculo de purin compartido sin protocolo de
limpieza y desinfeccion entre granjas (6.67)

Compra de 3 o mas animales/afno en granjas con
estatus sanitario desconocido (7.33)

Vehiculo de estiércol compartido sin protocolo
de limpieza y desinfeccion entre granjas (6.89)

Mas de cuatro visitantes/mes sin ropa de
proteccion (6.11)

Vehiculo de estiércol compartido sin protocolo
de limpieza y desinfeccion entre granjas (6.89)

El vehiculo para el transporte de animales vivos
entra en el perimetro de la granja con otros
animales, el conductor ayuda con la carga y no
existen protocolos de limpieza y desinfeccion entre
granjas (6.22)

Vehiculo de alimentacion compartido y sin
protocolo de limpieza y desinfeccion entre granjas
(4.78)

El vehiculo para el transporte de animales vivos
entra en el perimetro de la granja con otros
animales, el conductor no ayuda con la carga y no
existen protocolos de limpieza y desinfeccion entre
granjas (4.78)

Mas de 4 visitantes/mes sin
proteccion (6.11)

ropa de

Mas de 4 visitantes/mes sin ropa de proteccion
(6.11)

Vehiculo de alimentacion compartido y sin
protocolo de limpieza y desinfeccidon entre granjas
(4.78)

Vehiculo de purines compartido y sin protocolo
de limpieza y desinfeccion entre granjas (6.67)

Vehiculo de alimentacion compartido y sin
protocolo de limpieza y desinfeccion entre granjas
(4.78)

Mas de 4 visitantes/mes sin ropa de proteccion
(6.11)

El vehiculo para el transporte de animales vivos
entra en el perimetro de la granja con otros
animales, el conductor no ayuda con la carga y no
existen protocolos de limpieza y desinfeccion entre
las granjas (4.78)

Menos de 4 visitantes/mes sin ropa deproteccion
(4.55)

Tabla 19. Los dos eventos con puntuacion mas alta de acuerdo con los valores medios
asignados por el grupo de expertos en las 16 granjas de Galicia infectadas (puntuaciéon media
asignada para este evento).
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5. DISCUSION

Nuestro estudio mostré importantes deficiencias en la aplicacion de medidas de
bioseguridad, destacando particularmente el margen de mejora de medidas
destinadas al control de diversas vias de posible introduccion de enfermedades.
Afortunadamente, la mayoria de las granjas no compran animales, lo que refleja un
porcentaje mas alto de rebafos "cerrados™ que los descritos en otros estudios de
bioseguridad en Europa (Brennan & Christley, 2012; Sayers et al., 2014; Sahlstrom
et al., 2014, Sarrazin et al., 2014). Entre los que lo hacen, todavia hay granjas que no
evallan regularmente el estado de salud de los animales incorporados. La escasez de
instalaciones de cuarentena en las granjas es notable, y se ha observado anteriormente
en otras poblaciones, pero ninguna exhibio tasas tan bajas como la de nuestra
poblacion (Sarrazin et al., 2014; O Doherty et al., 2014). Se consideraron
instalaciones de cuarentena adecuadas aquellos edificios separados, fuera del
perimetro de la granja, donde los animales pueden permanecer durante un tiempo
suficiente para confirmar su estado sanitario. Otros movimientos que pudieran
suponer un riesgo (como toros de alquiler o compartidos) no se observaban en la
poblacién de estudio. El concepto de contacto con otros rumiantes en pasto
comprendia cualquier contacto, ya sea directo o indirecto, con materia organica de
rumiantes de otras explotaciones o con los propios animales (en el pasto o cuando se
dirigen al mismo). En la poblacion de estudio, en caso de pastoreo, las vacas fueron
conducidas generalmente a prados en las inmediaciones de la granja pero, dada la
alta densidad de establos en muchas de las areas observadas, era bastante probable
que se produjera contacto durante el pastoreo o en el camino hacia el mismo.

Distintos tipos de vehiculos, especialmente los de alimentacion, entraban con
frecuencia en las granjas. Tambiéen se deben mejorar las politicas relacionadas con
los visitantes: por ejemplo, casi el 93% de las granjas podian recibir visitantes que
tenian contacto con los animales y no usaban ropa protectora. Se ha observado una
carencia similar en las granjas lecheras en Europa (Brennan & Christley, 2012;
Sarrazin et al., 2014; Renault et al., 2018), aunque los paises del norte de Europa
informan de una mejor implementacion de las medidas de bioseguridad al respecto
(Sahlstrom et al., 2014; Emanuelson et al., 2018).

La aplicacién de planes de bioseguridad en las granjas lecheras es voluntaria en
casi todos los paises, con excepciones como Dinamarca (Retsinformation, 2018). El
reglamento (UE) N° 429/2016, que se aplicara a partir de 2021 y afectara a la
legislacién de salud animal de la UE, reconoce y aborda la importancia de la
bioseguridad. Por lo tanto, los ganaderos deben estar motivados tanto para cambiar
los comportamientos existentes como para implementar practicas de bioseguridad
efectivas para reducir el riesgo de introduccion de enfermedades (Truyers et al.,
2011; Evans et al., 2019; Pinior et al., 2019).

Los analisis de MCA y TSCA muestran que existen 3 tipologias principales de
fincas en relacion a la implementacion de medidas de bioseguridad diferenciadas
especialmente por region (lo que implica una implementacion diferente de los
programas de control de BVDV y BoHV-1) y tamafio de rebafio. Aunque algunas
limitaciones de bioseguridad son comunes, otras son mas especificas para cada
grupo, similar a la observacion realizada previamente por Sarrazin et al., (2014).
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Asi, el grupo 1 incluye los rebafios méas pequefios en los que el volumen de
negocio supondria un desafio para la inversion, lo que a su vez puede limitar la
bioseguridad (es decir, estas granjas pueden verse obligadas a compartir con
frecuencia algunos vehiculos, maquinaria o materiales, mientras que infraestructuras
como vallas perimetrales o estacionamientos para vehiculos son escasas). Ademas,
la gran cantidad de visitantes que reciben puede estar relacionada con el hecho de
que las granjas pequefias requieren con mayor frecuencia la colaboracion puntual de
ganaderos vecinos (por ejemplo, en el caso de un parto). También suelen recibir
visitas de cortesia, ya que estas granjas son familiares y funcionan con estrechos
vinculos entre la granja y el propio hogar del ganadero, como se ha descrito
previamente (Moya et al., 2019). A pesar de la falta de distintas medidas de
bioseguridad, la proporcion de estas granjas con infeccion reciente/activa por BoHV-
1 o BVDV fue baja, posiblemente debido a varios factores. EI mas destacado se
refiere a la naturaleza de los programas de control de BVD e IBR mencionados en
Espafa: son voluntarios y se ejecutan solo en algunas CC.AA. En Galicia y otras
regiones del noroeste y el Cantabrico, estos programas se llevan a cabo
principalmente a través de las Asociaciones de Defensa de la Sanidad Ganadera
(ADSG) creadas por las Comunidades Autonomas en 2004. En Catalufia, estos
programas estan ausentes. Las explotaciones incluidas en el grupo 1 (y el grupo 2)
eran todas de la region de Galicia, donde las ADSGs incluian el 55,2% de los rebafios
y el 65,0% del censo de los bovinos gallegos y, por tanto, se encuentran bajo
programas de control de BVD e IBR. Estos programas se basan en la vigilancia
seroldgica de los rebafios y la reduccion progresiva de la seroprevalencia
(principalmente mediante el control de incorporaciones). Los animales seropositivos
no se sacrifican. Sélo en el caso del BVDV, cuando las muestras analizadas indican
una posible infeccidn persistente (IP) en un animal (p.ej. para una novilla joven en la
prueba seroldgica de antigeno), se identificaba y eliminaba el ganado con IP, en su
caso. Para prevenir nuevas infecciones, es obligatorio analizar todos los animales
comprados de BVDV y BoHV-1 utilizando los protocolos establecidos (DOGA,
diciembre 2017). Esta medida se controla a través del registro oficial de movimientos
de ganado (REMO) y la no realizacién de estas pruebas implica sanciones
econdmicas (DOGA, diciembre 2017). Sin embargo, para los rebafios en ADSG, no
hay obligacion sobre otras medidas de bioseguridad, aunque se proveen
recomendaciones para cada granja.

La existencia de programas de control tiene un impacto en el estado sanitario de
estas granjas; sin embargo, aparte del control de los animales comprados
(obligatorio), los programas de ADSG no parecen tener una influencia significativa
en la aplicacién de muchas otras medidas de bioseguridad (recomendadas, pero no
obligatorias), a juzgar por las deficiencias que se han observado. Aungue se considera
que el ganado comprado es el principal factor de riesgo de entrada de enfermedades
en las granjas lecheras (Mee et al., 2012; Presi et al., 2011; Veldhius et al., 2017;
Amelung et al., 2018; Bezerra et al., 2019), no debe subestimarse la importancia de
otras medidas que pueden resultar en un menor aprovechamiento de los recursos
destinados a los programas de control.

En el grupo 2, el estado sanitario mas frecuente fue la presencia de animales
seropositivos sin evidencia de infecciones recientes o activas; en el caso del BVDV,
el porcentaje de granjas con infeccion activa es mayor que en el conglomerado 1,
aunque todavia lejos del observado en el grupo 3. En general es méas probable que el
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virus persista en el tiempo en los rebafios mas grandes. La persistencia virica puede
aumentar con el tamafio del rebafio ya que el denominado “self-clearance” puede ser
mas factible en rebafios pequefios debido a eventos estocasticos (Dramman et al.,
2015).

El grupo 3 incluyo los rebafios méas grandes de nuestro estudio, ubicados en
Catalufia. El tamario del rebafio se ha descrito anteriormente como una variable de
conjunto para varios riesgos de bioseguridad, como el aumento de la compra de
animales, el aumento de visitantes (veterinarios, técnicos) y la presencia de
trabajadores externos, todo lo cual aumentara la probabilidad de introduccion y
mantenimiento de enfermedades (Sayers et al., 2015). Las granjas del grupo 3 de
nuestro estudio cumplieron con todas estas caracteristicas y, a menudo, compraban
animales sin realizar pruebas. De manera relevante, como se menciono, no se ha
establecido ningun programa de control oficial en la region de Catalufia. Asi, aunque
algunas instalaciones de bioseguridad o medidas de bioseguridad fueron mas
frecuentes en estas granjas que en los otros dos grupos, el 3 mostré el nivel sanitario
mas pobre, especialmente en relacion al BVDV.

Ademas, debe tenerse en cuenta que al comparar los grupos 1y 2, observamos
que las granjas que compran animales son algo mas numerosas en el grupo 1, por lo
que el tamafio del rebafio y el nimero de compras de animales no estaban
directamente relacionados en estos dos conglomerados. Las explotaciones mas
pequefias a veces combinan la produccion lechera con otras actividades
profesionales, utilizando la produccién lechera para complementar los ingresos
familiares (Barbeito & Lopez, 2011). Por lo tanto, la falta de mano de obra e incluso
de instalaciones para la cria de novillas podria explicar la mayor frecuencia de
compras que las granjas mas grandes incluidas en el 2.

Se debe considerar la influencia de nuestra metodologia en estos resultados. Los
cuestionarios se completaron durante entrevistas presenciales en las granjas en
compafiia del veterinario responsable del programa sanitario de la granja. Esto nos
permitié explicar las preguntas con claridad y controlar el sesgo relacionado de
deseabilidad social, aunque es posible que hubiéramos podido obtener un tamafio de
muestra mayor utilizando cuestionarios enviados por correo. Ademas, es importante
tener en cuenta que los ganaderos se inscribieron voluntariamente en el estudio y, por
tanto, nuestros resultados no pueden extrapolarse directamente a todas las
explotaciones lecheras de Espafia debido a un posible sesgo de seleccion. Los
ganaderos mas preocupados por la bioseguridad podrian haber decidido participar en
el proyecto con més frecuencia, lo que podria resultar en una sobre-representacion
de granjas con una implementacion relativamente buena de las medidas de
bioseguridad en nuestra muestra. Ademas, la existencia de programas voluntarios de
control de BoHV-1y BVDV en las ADSGs de Galicia, pero no en otras regiones,
puede haber reducido el valor representativo de nuestra muestra. Sin embargo, a
pesar de las limitaciones inherentes al mismo, el estudio proporciona una visién
global de las principales deficiencias de bioseguridad en el sector ganadero de vacuno
lechero de Espafia. Dichos datos deberian ser (tiles para enfocar la capacitacion
futura y mejorar las estrategias de reduccion de riesgos en esta industria de
importancia econdémica.

En relacion a la paratuberculosis bovina, los trabajos realizados, como en el caso
anterior, se centran, igualmente, en factores relacionados con la bioexclusién o
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bioseguridad externa, es decir, factores asociados con la entrada de enfermedades en
un rebafo, a diferencia de muchos otros estudios previos donde se evaluo este tema
junto con medidas de biocontencion. Los resultados del andlisis de regresion
enfatizan igualmente la importancia de una adecuada bioseguridad, con la compra de
ganado jugando un papel central, como lo hicieron estudios recientes en otras
poblaciones utilizando otros enfoques de diagndstico (Puerto Parada et al., 2018;
Correa-Valencia et al., 2019). El tamafio del rebafio se incluy6 en el modelo multiple
como posible factor de confusion. El tamafio se ha relacionado con varios factores
de riesgo, como el aumento de la compra de animales, el aumento de visitantes
(veterinarios, técnicos) y la presencia de trabajadores externos, todo lo cual aumenta
la probabilidad de introduccion y mantenimiento de enfermedades (Sayers et al.,
2015).

Solo el 33,7% (n = 28) de las 93 granjas incluidas en esta parte del estudio
compraban ganado. La principal diferencia entre el presente estudio y los estudios
anteriores con planteamientos similares fue que, en Galicia, como ya se menciono,
las granjas del programa de control deben analizar todos los animales recién
comprados, en el caso de la paratuberculosis, mediante ELISA de anticuerpos. A
pesar de esto, las explotaciones que compran ganado corren un mayor riesgo, lo que
pone de relieve las limitaciones de la prueba ELISA en suero a nivel individual
(Sergeant et al., 2019), y la falta de informacion verificada y completa sobre el estado
general del establo de origen. (Sweeney et al., 2012; Puerto-Parada et al., 2018).
Desafortunadamente, la mayoria de los ganaderos no solicita dicha informacion. En
este estudio se considerd conocido el estado sanitario del rebafio de origen si contaba
con un protocolo de muestreo comparable o superior al de los rebafios del programa
de control de Galicia (negativo cuando todos los animales dieron negativo en todas
las pruebas realizadas en el Gltimo muestreo antes de la compra de los animales o
positivo si al menos un animal dio positivo en cualquier prueba). En ningun otro caso
se consider6 como conocido el estado sanitario del rebafio de origen (no hay
protocolos de muestreo o si los hay son inferiores a los realizados en Galicia).

La mayoria de los estudios anteriores basados en analisis de regresion (en otras
poblaciones y utilizando otros enfoques de diagndstico) coincidieron en sefialar la
importancia de comprar animales que indican odd ratios entre 1,31 y 5,44 (Sorge et
al., 2012; Wolf et al., 2016; Puerto Parada et al., 2018; Correa-Valencia et al., 2019).
Por el contrario, McAllon et al., (2017), no encontraron que el comportamiento de
compra en los 10 afos previos fuera significativo.

Los resultados obtenidos a través del taller de expertos también enfatizan la
importancia relativa de las medidas de bioseguridad consideradas, con los
movimientos de animales (es decir, la frecuencia de introducciones y el estado
sanitario en la granja de origen) jugando un papel central. Sin embargo, otras medidas
de bioseguridad no se deben subestimar, especialmente el control de algunos
vehiculos y materiales compartidos y visitantes que tienen contacto con los animales.

Otras préacticas a las que los veterinarios otorgaron puntuaciones altas (> 7 sobre
9) se observan con menos frecuencia en la poblacion de estudio (Villaamil et al.,
2020). Aungue, se ha sugerido que la transmision entre especies de algunas cepas de
MAP puede no ser tan rara si existe contacto estrecho entre las diferentes especies a
nivel granja (Stevenson et al., 2015), solo una pequefia proporcion de las mismas
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tenian pequefios rumiantes. Ademas, las granjas que permiten el pastoreo de terneros
también son escasas.

En cualquier caso, en un rebafio, los animales méas jovenes son los de mayor
susceptibilidad a la infeccion por MAP. Este tiende a moverse lentamente a través
del suelo y permanecer en el pasto y capas superiores del suelo, lo que representa un
peligro de infeccion para los animales en pastoreo (Singh et al., 2013). La presencia
de pequefios rumiantes en la granja es el evento con mayor puntuacion en 1 de las 16
granjas clasificadas como infectadas en el estudio, mientras que el pastoreo de
animales menores de 6 meses es el evento con mayor puntuacién en 2 de ellas.

No obstante, deben tenerse en cuenta otros factores observados con mayor
frecuencia en las explotaciones de Galicia y puntuados > 6 sobre 9 segun la opinién
de los expertos, especialmente los vehiculos compartidos que entran en el perimetro
de la explotacién sin programas de limpieza y desinfeccion entre explotaciones (p.
ej., camiones de transporte de estiércol, purines o animales vivos) o visitantes sin
ropa protectora. Estos factores han sido menos evaluados en estudios previos, pero,
en cualquier caso, podrian ser de gran importancia en base a las puntuaciones dadas
por los expertos y por ser eventos que ocurren con frecuencia en la poblacion de
estudio (Villaamil et al., 2020). Los vehiculos compartidos o los visitantes sin ropa
protectora son el evento de puntuacién més alta en 6 de 16 granjas positivas.

Ciertos entornos de una granja tienen mas probabilidades de estar contaminados
con MAP y niveles de contaminacion promedio mas altos. Estas areas de alto riesgo
incluian zonas de almacenamiento de estiércol y pasillos, lugares en los que se
mezclan deyecciones de las vacas adultas (Smith et al, 2011). El vehiculo del
estiércol es al que los expertos asignan mayor riesgo. En lo que respecta a los
visitantes, el calzado ha sido considerado anteriormente como un fomite de alto
riesgo para la dispersion de MAP (Eisenberg et al., 2012).

Dadas las caracteristicas de la enfermedad, el principal punto de control para
prevenir la infeccion de las granjas debe ser la implementacién de sélidas medidas
de bioseguridad para evitar la introduccién de la bacteria. En base a la opinion de los
expertos participantes, fue posible otorgar una puntuacién a cada establo en funcion
de su nivel de bioseguridad que permite discriminar con méas del 68% de sensibilidad
y especificidad las granjas con alto y bajo riesgo de infeccidén. Los resultados
sugieren que los programas de control podrian identificar y enfatizar aquellas
practicas que para cada finca presentan un mayor riesgo.

En cuanto a la metodologia utilizada, una posible limitacion es que las pruebas
de PCR solo se realizaron en animales seropositivos. Existe la posibilidad de que
vacas con ELISA negativo resulten positivas al cultivo fecal; podrian ser el resultado
de la diseminacion pasiva debido al paso de MAP por el tracto intestinal (Pradhan
et al., 2009). Sin embargo, se ha indicado que las hembras ELISA positivas tienen
hasta 8,8 veces méas probabilidades de eliminar la bacteria (Ayele et al., 2005).
Ademas, para el estudio, los datos de laboratorio se evaluaron a nivel de rebafio,
no a nivel individual.

Dada la importancia de la gestion de los factores de riesgo para el control de la
MAP, es muy recomendable realizar estudios de dichos factores en las regiones
donde se van a implementar los programas de control. A pesar de las limitaciones
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inherentes de este estudio, creemos que ha proporcionado una vision general
completa de los principales factores relacionados con la entrada de MAP en las
granjas lecheras. Estos datos deberian ser Utiles para enfocar la capacitacion futura 'y
mejorar las estrategias de reduccidon de riesgos en esta industria de relevancia
economica.
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6. CONCLUSIONES

1. Los resultados del trabajo indicaron que, en la poblacién de explotaciones bovinas
lecheras motivo de estudio, existen graves deficiencias en la aplicacion de
medidas de bioseguridad, exponiéndolas a la transmision de enfermedades como
la diarrea virica bovina y la rinotraqueitis infecciosa bovina. El estudio también
destaco diferencias en la implementacion de la bioseguridad segun la region
analizada y el tamafio del rebafio. La recopilacion de datos es un primer paso
importante para la identificacion de debilidades especificas en las diferentes
tipologias de granjas, siendo necesario un adecuado seguimiento para garantizar
que las medidas se implementen correctamente en las explotaciones.

2. El segundo estudio resalta la importancia de una bioseguridad adecuada para evitar
la introduccion de Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis con la compra de
ganado jugando un papel esencial; de tal modo que las granjas bovinas lecheras
que compraban ganado en otras explotaciones con estatus sanitario desconocido
frente a Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis y con una frecuencia anual
media superior a 3 animales, asi como aquellas explotaciones con un censo
superior a 117 cabezas, presentaban un riesgo mas alto de introduccion de la
infeccion.

3. Los resultados del taller de expertos enfatizan la importancia relativa de las
medidas de bioseguridad consideradas, destacando el movimiento de animales
desde los siguientes aspectos: la frecuencia de introducciones de animales y el
estado sanitario en las granjas de origen, la salida a pastos de animales menores
de seis meses y la presencia de pequefios rumiantes en la misma granja. Sin
embargo, no se deben subestimar otras medidas de bioseguridad como son el
control de vehiculos y/o materiales compartidos y los visitantes que tienen
contacto con los animales.
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ANEXO 1. Arboles de decision de factores de riesgo asociados a la introduccion de MAP.

NO (todala
recria propia)

.
Frecuencia media
de entradas por

afo: inferior a 3**
| ——.

NEGATIVO*

Frecuencia media
‘Compra de entradas por

animales para afio: mayor o igual
reposicion \ - J

Frecuencia media
SI. Conoce el de

estado sanitario entradas por afio:

de la(s) granja(s) DESCONOCIDO inferior a 3

de origen frente

) EEEE——
a MAP Frecuencia media
de
entradas por afio:
mayor o igual a 3
- -

Frecuencia media
de entradas por
afio: inferiora 3

POSITIVO*

Frecuencia media
de entradas por
afio: mayor o igual
v

*Granja de origen que incluya al menos un programa de analiticas similar o superior al de ADSG. Positivo si ha confirmado MAP en alguna de las granjas y/o seropositividad superior al 15%.
Negativo si todos los resultados a pruebas de anticuerpos y directas son negativas. Desconocido si no hay analiticas de la granja de origen o hay seropositividad inferior al 15% sin confirmacion
de la bacteria.

**Percentil 50: la mitad de los ganaderos que compran, adquieren menos de 3 animales por afio y la otra mitad 3 0 mas
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No entraen el perimetro de la granja
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Carro mezclador compartido
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Entran con ropa de proteccion adeucada (calzas

y mono desechable oropay botaslimpiasy
Visitantesque desinfecatdas)
contac:l_:an con los Hasta 4/mas
animales

Ropa de proteccidn no adecuada
Si. Frecuencia de vistas
por mes

Entran con ropa de proteccidn adeucada (calzas
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Superiora 4/mes
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ANEXO 2

Tabla S1. Perfiles sanitarios y de bioseguridad en los tres conglomerados obtenidos a través del

analisis de conglomerados de dos pasos.

Conglomerado Conglomerado Conglomerado
1 2 3
BoHV-1 Infeccion
reciente/activa 3 (4.83%) 1 (3.22%) 9 (31.0%)
Granja libre 56 (90.3%) 1 (3.22%) 4 (13.7%)
Animales
seropositivos
(pero recria
seronegativa) 3 (4.83%) 29 (93.5%) 16 (55.1%)
BVDV Infeccion
reciente/activa 12 (19.3%) 11 (35.4%) 21 (72.4%)
Granja libre 41 (66.1%) 7 (22.5%) 6 (20.6%)
Animales
seropositivos
(pero recria
seronegativa) 9 (14.5%) 13 (41.9%) 2 (6.89%)
Compra de No 39 (62.9%) 24 (77.4%) 13 (44.8%)
animals SI (estado 10 (16.1%) 5 (16.1%) 3 (10.3%)
(novillas/vacas) sanitario en
origen)
S| (estado 13 (20.9%) 2 (6.45%) 2 (6.89%)
sanitario en
destino)
Si, sin testaje 0 (0%) 0 (0%) 11 (37.9%)
Media (mediana Q1-Q3*) frecuencia de 4.1 (3;2-5) 3.0 (2; 1-3) 5.6 (3; 1-12.5)
novillas/vacas compradas al afio cuando sea
aplicable (46 granjas)
Transporte de No tienen 19 (82.6%) 7 (100%) 13 (81.2%)

los animales de

reemplazo

contacto con
otros ruminates
durante el

transporte

169




Pueden tener 4 (17.4%) 0 (0%) 3 (18.8%)
contacto con
otros rumiantes
No aplicable 39 24 13
Instalaciones de Si 0 (0%) 1(3.2%) 3 (10.4%)
cuarentena No 62 (100%) 30 (96.8%) 26 (89.6%)
adecuadas
Cria externa No 53 (85.4%) 30 (96.7%) 27 (93.1%)
Si 9 (14.5%) 1(3.22%) 2 (6.89%)
Plan sanitario Si 6 (66.7%) 0 (0%) 0 (0%)
en la granja de cria No 3 (33.3%) 1 (100%) 2 (100%)
externa No aplicable 53 30 27

Transplante de No 61 (98.4%) 29 (93.5%) 26 (89.7%)
embriones S| (estado 1(1.6%) 2 (6.5%) 3 (10.3%)
sanitario vaca
donante
conocido)
S| (estado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
sanitario vaca
donante
desconocido)
Granjas de No 4 (6.4%) 0 (0%) 12 (41.4%)
vacuno en un radio Si 58 (93.6%) 31 (100%) 17 (58.6%)
de 1 Km
Granjas de No 56 (90.3%) 3 (9.7%) 21 (72.4%)
ovejas /vacas en un Si 6 (9.7%) 28 (90.3%) 8 (27.6%)
radio de
1 Km
Ovejas y cabras No 59 (95.1%) 28 (90.3%) 26 (89.6%)
en la propia granja Si 3 (4.83%) 3 (9.67%) 3 (10.3%)
Participation en No 60 (96.7%) 31 (100%) 24 (82.7%)
concursos de SI (sin 1 (1.61%) 0 (0%) 0 (0%)
ganado y ferias retorno)
SI (posible 1(1.61%) 0 (0%) 5 (17.2%)
retorno)
Pastoreo No 26 (41.9%) 26 (83.8%) 18 (62.1%)
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Si, sin 17 (27.4%) 4 (12.9%) 7 (24.1%)
contacto con
otros ruminates
Si, posible 19 (30.6%) 1(3.3%) 4 (13.7%)
contacto con
otros ruminates
Carro de No 26 (14.9%) 3(9.7%) 18 (62.1%)
alimentacion Si 36 (86.1%) 28 (90.3%) 11 (37.9%)
compartido
Media (mediana Q1-Q3*) numero de 7(7;7-7) 7.1(7;7-7) 7.1(7;7-7)
entradas del vehiculo de alimentacion a la
semana
Maquinaria No 20 (32.2%) 21 (67.7%) 17 (58.6%)
compartida Si 42 (67.7%) 12 (38.7%) 10 (34.4%)

(tractors, remolque,
cisterna, agitador
de purin,

empacadora y otros

Vehiculo de No 51 (82.2%) 29 (93.5%) 21 (72.4%)
estiércol Si 11 (17.7%) 2 (6.45%) 8 (27.5%)
compartido
Media (mediana Q1-Q3*) nimero de 0.31 (0.17; 0.37(0.25; 0.52 (0.25;
entradas del vehiculo del estiércol al mes 0.08-0.50) 0.17-0.45) 0.21-1.06)
(cuando se comparte)
Material No 43 (69.3%) 26 (83.8%) 29 (100%)
compartido Si 19 (30.6%) 5 (16.1%) 0 (0%)
(crotaladora,

material de partos,
material de
limpieza, material

de cosecha y otros)

Vehiculo de No 42 (67.7%) 21 (67.7%) 18 (62.0%)

purin compartido Si 20 (32.2%) 10 (32.2%) 11 (37.9%)

Media (mediana Q1-Q3) niumero de 0.15 (0.08; 0.21 (0.08; 0.62 (0.25;
entradas del vehiculo de purin al mes, 0.08-0.29) 0.08-0.34) 0.17-0.95)

cuando se comparte.
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Area de Fuera del 7 (11.2%) 12 (38.7%) 6 (20.6%)
deposito de perimetro de la
cadaveres granja
Dentro del 55 (88.7%) 19 (61.2%) 23 (79.3%)
perimetro de la
granja
Media (mediana Q1-Q3) nimero de 0.12 (0.08; 0.19 (0.17; 0.79 (0.5;
entradas del vehiculo de recogida de 0.08-0.28) 0.12-0.36) 0.33-0.93)
cadaveres en el perimetro de la granja, al
mes (cuando sea aplicable).

Vehiculo No 1(1.61%) 0 (0%) 3 (10.3%)
recogida animales Desconocido 4 (6.45%) 1 (3.22%) 0 (0%)
(matadero/cebo) Si 57 (91.9%) 30 (96.7%) 26 (89.6%)

viene con otros
animales

Vehiculo No 2 (3.22%) 2 (6.45%) 2 (6.89%)
recogida animals Si 60 (96.7%) 29 (93.5%) 27 (93.1%)

(matadero/cebo)
entra dentro del

perimetro de la

granja
Media (mediana Q1-Q3*) nimero de 2.2 (2; 1-4.8) 2.5 (2; 1.5- 2.8 (2;1.7-
entradas del vehiculo de recogida de 5.1) 5.8)
animales (matadero/cebo) dentro del
perimetro de la granja, al mes
Empleados No 53 (85.4%) 15 (48.3%) 0 (0%)
externos Si, pero no 6 (9.67%) 12 (38.7%) 24 (82.7%)
trabajan en otras
granjas
Si, y trabajan 3 (4.83%) 4 (12.9%) 5 (17.2%)
en otras granjas
Vallado Si, siempre 2 (3.22%) 0 (0%) 3 (10.3%)
perimetral cerrado
Si, no 1(1.61%) 1(3.22%) 6 (20.6%)
siempre cerrado
No 59 (95.1%) 30 (96.7%) 20 (68.9%)
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Aparcamiento Fuera del 1(1.6%) 0 (0%) 3 (10.3%)
vehiculos visitantes perimetro de la
granja
Dentro del 61 (98.4%) 31 (100%) 26 (89.7%)
perimetro de la
granja
Media (mediana Q1-Q3*) nimero de 7.2 (3.5; 2-12) 6.2 (5; 4-7) 8.2 (8; 6.5-10)
visitantes que pueden contactar con los
animals, al mes.
Los visitantes Si 0 (0%) 1 (3.22%) 8 (27.5%)
usan ropa de No 62 (100%) 30 (96.7%) 21 (72.4%)

proteccion

*Q1: percentil 25; Q3: percentil 75.
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ANEXO 3. Publicaciones derivadas de la tesis
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