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Diagnadstico precoz de la paratuberculosis bovina
mediante ELISAs basados en la deteccion de
biomarcadores proteicos
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Introduccion

PARATUBERCULOSIS (PTB)

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP).

Enteropatia cronica muy contagiosa.
Distribucion mundial.

Asturias (2017): 25% / 1,9% Mycobacterium avium

subsp. paratuberculosis
(MAP)

Graves pérdidas econdmicas.

Amp|i0 eSpeCtrO de formas_ Imagen: http://pequenoldn.librodenotas.com

Infeccion latente — Infeccion patente
asintomatica con clinica
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Lesion histologlca focal Lesiones granulomatosas multlfocales y difusas SERIDA




Introduccion

PROBLEMA
o == | sensibilidad deteccién infecciones latentes / fases subclinicas
e
E:LSeAb - == Test que diferencie infeccién latente vs. patente
SOLUCION
— Desarrollo nuevos métodos diagnosticos para la
deteccion precoz de la PTB bovina
Nuevo abordaje: deteccién en suero de biomarcadores proteicos especificos de las
distintas formas histopatologicas en las que se manifiesta la enfermedad
TRASCENDENCIA
PREVENCION  Repercusion
Diagndstico precoz . . en explotaciones
ransmision sfectadas
# desarrollo
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Introduccion

SOLUCION (ESTRATEGIA)
Desarrollo nuevos métodos diagnostico para la
- deteccion precoz de la PTB bovina

Nuevo abordaje: deteccidn en suero de biomarcadores proteicos especificos de las
distintas formas histopatolégicas en las que se manifiesta la enfermedad

QEspecial interés: diagnéstico precoz

@Diagn()stico especifico animales con
otras lesiones
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Imagen: Rosa Casais '5
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Metodologia

PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

—

Imagen: http://www.elcomercio.es

' @ Perlora (Asturias)
Ganaderial | 100 vacas raza frisona
= 8 % prevalencia PTB P

Norefa (Asturias) ]

Matadero [ 36 vacas raza frisona

' rGozén (Asturias)
Ganaderia2 | 41 vacas raza frisona
kLibre de PTB

J

TIPO DE MUESTRAS

* SANGRE

* TEJIDO INTESTINAL (Valvula ileocecal, ganglio ileocecal, yeyuno caudal y ganglio
yeyunal caudal) EJ

e HECES
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Resultados
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CLASIFICACION ANIMALES

HISTOLOGICAMENTE (Gonzalez et al., 2005) (n=81)

Intensidad Localizacién Cantidad BAAR Tipo células inflamatorias

"

FOCAL (n 50) MULTIFOCAL (n=12) DIFUSA (n=10) SIN LESIONES (n 6)
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Gangllo yeyunal caudal Yeyuno caudal. Yeyuno caudal VaIvuIa Ileocecal
H-E. Barra = 100um H-E. Barra = 100um H-E. Barra = 100pm H-E. Barra =200um

SEROLOGIA (n=139)

Sueros de:
- 61 animales control (sin lesiones)

- 78 animales sacrificados | 50 lesiones focales
1 12 lesiones multifocales —— 139 sueros -
10 lesiones difusas meger: it frstrmentostoin e !
6 sin lesinones SERIDA




Resultados

IDENTIFICACION BIOMARCADORES

;Como
identificamos los
biomarcadores?

Imagen: josemanuelsanchezaguilar33.blogspot.com

Analisis transcriptomico mediante RNAseq de muestras de sangre
completa de animales sacrificados .

Biomarcadores expresados diferencialmente entre distintos grupos lesionales y el

control. -
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Resultados

BIOMARCADORES SELECCIONADOS

LESIONES FOCALES LESIONES DIFUSAS

Biomarcador log2_fold_change Biomarcador Log2_fold_change
Bio 14 3.74 Bio 8 3.75
Bio 15 1.89 Bio 6 2.15

\ 4

validacién mediante ELISAS especificos comerciales y evaluacion

por andlisis ROC (Receiver Operating Characteristic Curve).

B4 Posibilidad validacion por InmunohlstquImlca (IHQ).
Mas compleja g2
Mas tiempo
En curso...
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Resultados

e - .- - -
— T prucba | Procorte | Sen(%) | Sp%) | V>

Focales ELISA BIO 6 4.31 2.00 96.72 0.500
vs Control ELISA BIO 8 31 62.00 80.33 0.710
ELISA BIO 14 1.5 88.00 91.80 0.899
ELISA BIO 15 37 88.00 72.13 0.800
ELISA IDEXX / 6.00 100 0.530
PCR HECES / 4.00 100 0.520
PCR TEJIDOS / 24.00 0.620
CULTIVO HECES / 6.00 100 0.530
CULTIVO TEJIDOS / 30.00 0.650
Lesiones ELISABIO 6 1.01 60.00 72.13 0.660
vs Control ELISABIO 8 51 25.00 96.72 0.609
ELISA BIO 14 1.5 80.56 90.16 0.854
ELISA BIO 15 30 93.06 69.00 0.809
ELISA IDEXX / 22.54 100 0.610
PCR HECES / 21.13 100 0.610
PCR TEJIDOS / 35.21 0.680
CULTIVO HECES / 12.68 100 0.560
CULTIVO TEJIDOS / 42.25 0.710

Se = sensibilidad Sp = especificidad VD= Valor diagnostico = semisuma Se + Sp -
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Resultados

Valores obtenidos de los biomarcadores superan los de cualquier
prueba actualmente disponible

su uso en los programas de

control de la PTB permitiria
una deteccion rapida y eficiente
de la infeccion subclinica,
impidiendo la transmision del

agente a otros animales de |la
explotacion.

Imagen: http://www.pinterest.jp
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