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Ambito de aplicacién

La fuberculosis bovina ha sido una enfermedad de declaraciéon obligatoria en Espana
desde que estaba contemplada como tal en la Ley de Epizootias de 1952, sustituida como
normativa bdsica porla Ley 8/2003, de sanidad animal. Su programa de lucha se desarrolld a
nivel nacional por el Real Decreto 2611/1996, por el que se regulan los Programas Nacionales
de Erradicacion de Enfermedades de los Animales.

Actualmente, en el seno de la Unidon Europea (UE), el Reglamento (UE) 2016/429 !
(“Legislacion sobre sanidad animal”), incluye en su Anexo Il a la infeccidn por el complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB); fras su modificacion por el Reglamento Delegado (UE)
2018/16292,y através del Reglamento de Ejecucion (UE) 2018/18822 contempla alaInfeccion
por el CMTB (M. bovis, M. caprae y M. tuberculosis) como enfermedad de categorias B+D+E
en Bison ssp., Bos ssp. y Bubalus ssp.; como enfermedad de categorias D+E en Artiodactyla
distintos de Bison ssp., Bos ssp. y Bubalus ssp.; y como enfermedad de categoria E en el resto
de los mamiferos terrestres.

Las pruebas de diagndstico oficial en el marco de los programas de erradicacion estan
reguladas a nivel de la UE con el Reglamento Delegado (UE) 2020/689 4 que en cuyo Anexo
lll, seccion 2, establece los métodos de diagndstico para la concesidon y mantenimiento
del estatus de libre de enfermedad para la infeccidn por el CMTB (M. bovis, M. caprae y M.
fuberculosis).

1. ElReglamento (UE) 2016/429 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 9 de marzo
de 2016, relativo a las enfermedades fransmisibles de los animales y por el que se
modifican o derogan algunos actos en materia de sanidad animal.

. 4 Ambito de aplicacién
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2. Reglamento Delegado (UE) 2018/1629
de la Comisién, de 25 de julio de 2018,
qgue modifica la lista de enfermedades
recogidas en el anexo Il del Reglamento
(UE) 2016/429 del Parlamento Europeo y
delConsejo, relativo alas enfermedades
fransmisibles de los animales y por el
qgue se modifican o derogan algunos
actos en materia de sanidad animal.

3. Reglamento de  Ejecucion  (UE)
2018/1882 de la Comision, de 3 de
diciembre de 2018, relativo a la
aplicacion de determinadas normas
de prevencion y confrol a categorias
de enfermedades enumeradas en la
lista y por el que se establece una lista
de especies y grupos de especies que
suponen un riesgo considerable para la
propagacién de dichas enfermedades
de la lista.

4. Reglamento Delegado (UE) 2020/689
de la Comisién, de 17 de diciembre
de 2019, por el que se completa
el Reglamento (UE) 2016/429 del
Parlamento Europeo y del Consejo en lo
referente a las normas de vigilancia, los
programas de erradicacioén y el estatus
de libre de enfermedad con respecto a
determinadas enfermedades de la lista
y enfermedades emergentes

mapa.gob.es
Laboratorio Central de Sanidad Animal (LCSA) Santa Fe (Granada)
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion

visavet.es
Centro de Vigilancia Sanitaria Vererinaria (VISAVET)
Universidad Complutense Madrid

bovinetuberculosis.eu
European Union Reference Laboratory for bovine tuberculosis
European Commission
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Pruebas diagnosticas
oficiales

Las pruebas diagndsticas utilizadas establecidas en la seccidén 2 del Anexo |l del
Reglamento (UE) 2020/689 son las siguientes:

1. Infradermotuberculinizacién (IDTB):

a) IDTB simple
b) IDTB comparada

2. Prueba de deteccién de interferon-gamma (IFN-gamma).

Dichas pruebas, en cumplimiento del articulo 6 del Reglamento Delegado (UE)
2020/689, deben ser realizadas segun las orientaciones (Procedimientos Normalizados de
Trabajo) publicadas en la pdgina web del Laboratorio de Referencia de la Unién Europea.
(http://www.bovinetuberculosis.eu/databases/protocols.php)

La IDTB se debe realizar en animales a partir de 6 semanas de edad y en un mismo

establecimiento se utilizard, en cada actuacion sanitaria como prueba de rebano siempre,
el mismo tipo de IDTB (simple o comparada) en todos los animales a chequear.

. 6 Pruebas diagndsticas oficiales
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Infradermotuberculinizacion
(IDTB)

Justificacion y objetivos
IDTB simple (IDTBs)

La IDTBs es la prueba a utilizar en el marco del Programa Nacional de Erradicacion de la
Tuberculosis Bovina 2022-2030, como técnica de rutina para la obtenciéon y el mantenimiento
posterior de la calificacion de oficialmente libre (T3), salvo las excepciones contempladas
en dicho programa.

IDTB comparada (IDTBc)
La IDTBc se utiliza excepcionalmente, salvo en zonas de baja prevalencia y oficialmente

indemnes, pero siempre a criterio de la autoridad competente, como técnica para la
obtencion y el mantenimiento de la calificacion de oficialmente libre (T3).

Técnica de administracion de la tuberculina (PPD)

En la aplicacion de la tuberculina o PPD bovina (derivado proteico purificado de M.
bovis) e interpretacion de las reacciones se seguirdn los principios considerados en el

Intradermotuberculinizacién 7 .
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procedimiento SOP/001/EURL “Infradermal
Tuberculin  Skin  Test profocol for bovine
animals”, del European Union Reference
Laboratory for bovine tuberculosis.

LasPPDsutilizadasdeben estarcontrastadas
por el Laboratorio Nacional de Referencia de
Santa Fe, cuestion de especial importancia
debido a que estudios recientes han puesto
de manifiesto las posibles diferencias en
cuanto a su potencia. Las PPDs deben
cumplir las especificaciones que figuran en la
normativa comunitaria y asegurar al menos
una potencia de 20.000 Ul/ml.

La IDTBs/IDTBc se realizard inyectando PPD
de forma intradérmica en la region cervical.
Los puntos de inyeccion se situardn siempre en
zonas con la pielintegra, limpiay previamente
rasurada. El punto de inoculacion estard

VISAVET
A Imagen del punto de inoculacion de
la PPD en la region cervical previamente

rasurado para la realizacién de la prueba
de intertuberculinizacion simple (arriba).

» Imagen de fuberculina bovina y aviar
de campana de erradicacién de la
fuberculosis bovina en Espana junto a pistola
de inoculacion infradérmica y cutimetro
(derecha).

VISAVET

situado entre el tercio medio y anterior de las tablas del cuello, ya que, segin demuestran
diversostrabajoscientificos'? lasensibilidadrelativadelapielalaPPD varia considerablemente
segun ellugar de inyeccion. La region cervical recomendada es mds sensible y menos sucia
gue otras localizaciones utilizadas, lo que facilita obtener reacciones mdas marcadas.

1. Veterinary Medicine, M. Radostits et al. 9th Ed. 2000.
2. Effect of the inoculation site of bovine purified protein derivative (PPD) on the skin fold thickness increase in cattle from officially
tuberculosis free and tuberculosis- infected herds, C. Casal et al. Preventive Veterinary Medicine, 2015.

Intradermotuberculinizacion
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Asi mismo, se prestard especial atencidn a las condiciones de conservacion y uso de las
tuberculinas, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

En cada zona rasurada se tomard un pliegue de piel entre el indice y el pulgar, se medird
conun cutimetro homologado y se registrard el resultado. Es de especial importancia que los
cutimetros mantengan una tensién adecuada para que el criterio de medida sea uniforme
y fidedigno.

A continuacion, se inyectard la dosis de PPD bovina en laregion central del drea rasurada
siguiendo un método que garantice que aquella se administra intfradérmicamente. El
volumen de inoculacién deberd ser de 0,1 ml (no superior a 0,2 ml). Para confirmar si una
inyeccioén se ha efectuado correctamente deberd palparse una hinchazén del tamano de
un guisante en cada punto de inyeccién. El grosor del pliegue de piel de cada punto de
inyeccion se medird de nuevo 72 horas (+/- 4 h) después de la inyeccién y se registrard de
nuevo el resultado.

La IDTBc debe ser realizada igualmente mediante inoculacién infradérmica de PPD
bovinay aviar (PPD de M. avium) en las tablas del cuello. La parte anterior-media es, como
se ha comentado, la localizacidn mds adecuada para la realizacién de la prueba, por lo
tanto, los puntos de inoculacién se situardn en una linea imaginaria entre ambas, siempre
en zonas con la piel integra, limpia y rasurada. En caso de inocularse en la misma tabla
del cuello que la PPD boving, el punto de inoculacion de la PPD aviar debe situarse a unos
10 cm por debajo de la linea superior del cuello y el de la PPD bovina a unos 12 cm de la
anterior. en una linea mds o menos paralela a la linea del hombro, o en diferentes lados del
cuello.

» Imdagenes de las zonas de inoculacion intradér-
mica en la prueba de intradermotuberculinizacion
de comparacién y medida del espesor del pliegue
de la piel.

o

VISAVET

Infradermotuberculinizacion
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En animales jévenes (mayores de é semanas) en los que todavia no sea posible separar
suficientemente los puntos de inoculacién se aplicard obligatoriamente cada PPD en lados
diferentes de las tablas del cuello (la PPD bovina en el derecho y la aviar en el izquierdo), y
en sitios idénticos entre el tercio anterior y medio del cuello.

Posteriormente se inocula las dosis de PPD por < Sistema  de
un método que asegure su administracién por via pocoacen
infradérmica. Los sistemas empleados para la inoculacion aguja,  evaluado
infradérmica,quehandeestarperfectamenteidentificados Zu%?iﬁz%gg? enla
para minimizar errores, se destinardn exclusivamente a la acmnsiacion de
realizacion de esta prueba. Se podrdn utilizar igualmente
sistemas sin aguja cuya eficacia en la administracion
infradérmica haya sido evaluada (consultar Protocolo
de utilizacion e informe de valoracién del uso de pistolas
de inoculaciéon intfradérmica en la web del MAPA). Las
jeringas utilizadas para cargar con PPD los sistemas de
inyeccion intfradérmica, en caso de reutilizarse, deberdn
estar correctamente identificadas para evitar errores al
emplearse PPD bovina y aviar.

Si se comprueba que la inoculacién no ha sido
infradérmica, es decir, no se forma hinchazdn visible o
palpable, se deberd repetir la inoculaciéon al menos a 5
cm de distancia de la primera.

VISAVET

El espesor del pliegue de piel en cada punto de inoculaciéon volverd a ser medido y
anotado a las 72 horas (+/- 4 h) de la inoculacion, por el mismo técnico y con el mismo
cutimetro utilizado el primer dia.

Interpretacion de los resultados

IDTBs

Se prestard especial atencion a que, ademds de la infensidad de la reacciéon en los
puntos de inoculacion, es esencial para la interpretacion de los resultados las caracteristicas
de la reaccion local (signos clinicos) y el estado sanitario del rebano.

La interpretacion de las reacciones a la PPD bovina estd basada tanto en la observacion

de signos clinicos como en las diferencias de mediciones entre las lecturas de los dos dias
(0-72h).

. 10 Intradermotuberculinizacion



» Imdgenes de inoculacién intradérmica,
reaccion posterior en el punto de inyeccion y
medida del espesor del pliegue de la piel.
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* Reaccién negativa: aumento mdximo de 2 mm en el espesor del pliegue de piel
y ausencia de signos clinicos tales como edema difuso, exudado, necrosis, dolor o
reaccion inflamatoria de los ganglios o canales linfaticos regionales.

* Reaccidén dudosa: aumento del espesor del pliegue de piel superior a 2 mm e
inferior a 4 mm junto con ausencia de signos clinicos. Los animales cuyo resultado
sea dudoso en esta interpretacion estdndar (no severa o exfra-severa) serdn
debidamente aislados y se someterdn a una nueva IDTB pasado un plazo minimo
de 42 dias. Los animales que en esta segunda prueba no obtengan resultados
negativos seran considerados positivos.

» Reaccioén positiva: aumento en el espesor del pliegue de piel de 4 o mds mm y/o
presencia de signos clinicos.

VISAVET

Una vez obtenidas las lecturas a la reaccién de la PPD bovina y aviarla interpretacion de
la IDTBc serd la siguiente:

* Prueba negativa: reaccion negativa ala PPD bovina o reaccion positiva o dudosa
ala PPD bovina pero igual o inferior a una reaccion positiva o dudosa ala PPD aviar,
con ausencia de signos clinicos locales en el lugar de inoculacion de la PPD bovina.

* Prueba dudosa: reaccion a la PPD bovina positiva o dudosa y superior en hasta 4
mm a la reaccién a la PPD aviar, con ausencia de signos clinicos a la PPD bovina.
Los animales que obtengan un resultado dudoso en la IDTBc se someterdn a otra
prueba trascurridos un minimo de 42 dias. Los animales que no sean negativos a
esta segunda prueba se considerardn positivos.

* Prueba positiva: reaccion a la PPD bovina superior en mds de 4 mm a la reaccion
a la PPD aviar y/o presencia de signos clinicos a la tuberculina bovina.

Intradermotuberculinizacion
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Prueba de deteccion de
interferon-gamma

Justificacidén y objetivos

La prueba de deteccién de interferon-gamma (IFN-gamma) se contempla en el dmbito
de la normativa comunitaria y nacional:

e Como prueba complementaria
junto a la IDTB simple (protocolo de IFN-
gamma a aplicar en el Programa Nacional
de FErradicacion) en  explotaciones
infectadas a las que se les ha retirado la
calificacion.

Sobrenadante

e Como prueba de rutina para
la obtencidbn 'y mantenimiento de

la calificacién 'y como prueba de Macréfage

movimiento, si la autoridad competente y-u:Nu

asi lo autoriza (protocolo del Laboratorio Cultivo in vitro de sangraCETI

de Referencia de la Unién Europea a

utilizar en el contexto de la Regulation (EU) VIEAVED
20] 6/429) . A Esquema del fundamento de la prueba del IFN-gamma

. 12 Prueba de deteccién de interferén-gamma
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La aplicacion de la prueba de IFN-gamma en paralelo con la prueba cutdnea (protocolo
del Programa Nacional de Erradicacion) posibilita la deteccion del méximo nimero de
animales infectados de tuberculosis. Ademds, la utilizaciéon de ambas técnicas diagndsticas
(IDTBs + IFN-gamma) permite detectar mds animales infectados reduciendo el tiempo
necesario para la eliminacion de la infeccion.

Los animales infectados con micobacterias del MTBC poseen linfocitos circulantes de
memoria sensibilizados a diferentes antigenos de dichas micobacterias. Estos linfocitos
presentes en la sangre son capaces de responder in vitro frente a estos antigenos, liberando
en su respuesta IFN-y. Los linfocitos de animales no infectados no responden produciendo
IFN-y. El IFN-y puede ser detectado mediante ELISA.

Descripcion de la técnica

Esta técnica debe utilizarse en animales a partir de los 6 meses de edad en los que no se
haya aplicado la IDTB en los Ultimos 60 dias.

Las muestras de sangre se tomardn antes de inocular las PPDs para la IDTB, (en el caso
de emplear ambas pruebas en paralelo segun el Programa Nacional de Erradicacion) y
procesarse en el laboratorio encargado de realizar el andlisis dentro de las 8 horas posteriores
a la recoleccion de la muestra.

Como muestra se requiere normalmente un volumen minimo de 5 ml
de sangre recogida en tubos con el anficoagulante heparina de litio,
mantenida a temperatura ambiente (18-25 °C, evitando temperaturas
extremas). La extraccién y el manejo de la sangre deben realizarse
cuidadosamente, ya que hemos de tener en cuenta que en este ensayo
se valora la capacidad de respuesta de los linfocitos tras su estimulo
con PPD, por lo que estas células deben estar perfectamente viables
durante el ensayo. Cualquier circunstancia que afecte a su viabilidad
(recogida, transporte o conservacion inadecuada) afectardn al
resultado del ensayo (por ejemplo, la utilizacién de agujas con biseles
defectuosos, presiones inadecuadas, refrigeracion, etc.). El grado de
hemolisis puede dar una idea del nivel de alteracion ya que lo que
afecta alos hematies puede afectar al resto de las células de la sangre.

VISAVET

La utilizacién de un anticoagulante distinto a la heparina, o la
refrigeracién de las muestras de sangre reducen drdsticamente la 4 muesira de sangre en
H HR H H tubo de 10 ml. con hepari-
viabilidad de los linfocitos y afecta a los resultados de la prueba, porlo 77 0 7 Clcion e o

tanto, son criterios suficientes para el rechazo de las muestras por parte  prueba de IFN-gamma.
del laboratorio.

Las muestras han de venir identificadas individualmente.

Prueba de deteccién de interferén-gamma 13 .
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Realizacion del ensayo
Distribucidn de las muestras

Lasmuestrasde sangre debenmezclarseinvirtiendo
suavemente los tubos varias veces, antes de su
distribuciéon. Una muestra de cada animal se
distribuye en tres alicuotas en placas de 24 6 96
pocillos, utilizando preferiblemente material estéril.
El volumen de sangre de la alicuotarecomendado
para las placas de 24 pocillos es 1,5 ml (minimo 1
ml) y de 250 ul para las placas de 96 pocillos. En el
caso de usar placas de 96 se recomienda hacerlas
muestras por duplicado debido al bajo volumen
de plasma que se recupera posteriormente

Este proceso ha de llevarse a cabo en condiciones
asépticas.

Adicion del antigeno

Las muestras se estimulan con PBS, y con PPD aviary
bovina fabricadas por el mismo laboratorio que las
utilizadas en Programa Nacional de Erradicacion.

La concentracion de estas tuberculinasesde 1 mg/
ml - PPD bovina y de 0,5 mg/ml -PPD aviar, siendo
la concentracion éptima para la estimulacion
sanguinea 20 ug PPD/ml de la muestra.

Por ejemplo, para una dlicuota de 1,5 ml se
anaden 100 ul de PBS (control sin antigeno) all
primer pocillo de cada una de las muestras, 100
ul de PPD aviar (300 ug/ml) al segundo pocillo de
cada una de las muestras y 100 pl de PPD bovina
(300 ug/ml) al tercer pocillo de cada una de las
muestras. VISAVET

Para una alicuota de 250 |J| se anaden 25 |J| de PBS, A Imdgenes de la distribucion de las muestras de sangre
. . en placas de 24 pocillos y adiccion de antigenos en la

PPD aviar (220 Ug/ml) M PPD bOYInO (220 Ug/ml) a realizacion de la prueba de INF-gamma.

cada una de las muestras, habiendo preparado

la PPD aviar y bovina a 220 ug/ml). Este proceso

debe realizarse en condiciones asépticas.

. 14 Prueba de deteccidn de interferén-gamma
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Para comprobar la viabilidad de los linfocitos y la
ausencia de tratamientos que puedan interferir
con los resultados de la prueba se aconseja
incluir una alicuota de sangre estimulada con un
mitdgeno (por ejemplo pokeweed mitogen) ya
que estimulan la produccién inespecifica de IFN-
gamma. La concentracion éptima del mitdgeno
para la estimulacion es de 2 ug mitdgeno/ml de
muestra

Incubacién de la sangre

Las muestras estimuladas se incuban durante 18-
24 horas a 37+1 °C, manteniendo la atmdsfera
humeda para evitar su desecacion.

Recogida y aimacenamiento de plasma

Tras la incubacion, las muestras se centrifugan
a 500-770 g durante 10-15 minutos, para poder
recoger el sobrenadante (plasma); es suficiente
recoger 300 o 400 ul de cada pocillo.

El plasma puede recogerse con pipeta de pldstico
o puntas de pipeta de pldstico esterilizada, con
cuidado de no arrastrar la fraccion celular.

Los plasmas pueden ensayarse directamente,
conservarse a 53 °C hasta 7 dias o congelarse
a <-15 °C hasta su andlisis. Las muestras deben
descongelarse a 5+3°C, equilibrarse atemperatura
ambiente y homogeneizarse antes de valorarlas
en el ensayo ELISA para IFN-gamma. No deben
calentarse a una temperatura superior a 37 °C.

Realizacion del ELISA

Cada uno de los tres sobrenadantes se ensaya

mediante un kit de enzimoinmunoensayo (ELISA)

para la deteccion in vitro de IFN-gamma. El kit

& es un ELISA de tipo sandwich (doble anticuerpo

vsaver  monoclonal) disenado para detectar IFN-gamma

bioldgicamente activo. Para la realizacion del

A Imdgenes de la incubacién, recogida de sobrenadante ELISA Y la volidocién de las pIOCGS se SegUirén las
y kits ELISA en la realizacion de la prueba de INF-gamma. recomendociones del fO briconfe.

Prueba de deteccién de interferén-gamma 15 .
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Resultados

Los resultados se obtienen segun la respuesta
de la muestra a la estimulacién con PPD bovina
teniendo en cuenta los valores de PBS y/o PPD
aviar.

La interpretacion de los resultados debe ser
realizada por laboratorios autorizados siguiendo
las instrucciones del fabricante  (APPLIED
BIOSYSTEMS™ BOVIGAM™ TB KIT o ID Screen®
Ruminant IFN-g, u otros previamente registrados
y autorizados por el MAPA) y acorde con el
Programa Nacional de Erradicacion de la
Tuberculosis Bovina. Siempre es necesario teneren
cuenta el historial de la explotacion y la situaciéon
epidemioldgica de la misma, por ejemplo, la
presencia de otras infecciones por micobacterias
no tuberculosas en la explotacion.

la activaciéon de los linfocitos).

. Concentracion tuberculina aviar: 0,5 mg/ml
. Concentracion tuberculina bovina: 1 mg/ml
. Concentracion de frabajo: 0,3 mg/ml.

. 1.2 ml de PPD aviar + 0,8 ml de PBS
. 0.6 ml de PPD bovina + 1,4 ml de PBS

mg/ml).
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5. Incubar a 37 °C. Se recomienda hacerlo en afmésfera de CO,,.

afectan al ensayo.

8. Descongelar los plasmas a 4 °C y atemperar antes de su uso.

proceder de establecimientos oficialmente libres de tuberculosis.

ulosis bovina
2022-2030

A Imagen de la parada del ELISA en la realizacion de la
prueba de INF-gamma.

1. No congelar las sangres y mantenerlas a femperatura constante entre 18 y 25 °C (las variaciones de femperatura afectan a

2. Estimular antes de las 8 horas después de la extraccion de la sangre.

3. Utilizacion de tuberculina de Campana para la estimulacion de las muestras. Recomendaciones para el uso de las tuberculinas:

Ejemplo: Para estimular 20 sangres se preparan 2 ml de cada PPD de la siguiente forma:

. Posteriormente se estimula 1,5 ml de sangre con 100 microlitros de cada PPD y PBS (la concentracién final de PPD es 0,02

4. Siexisten dudas sobre la calidad de las muestras es conveniente utilizar un mitégeno para valorar la viabilidad de los linfocitos.

6. Durante la recogida del plasma, fras la estimulacion antigénica de las muestras, cantidades discretas de eritrocitos no

7 Las muestras estimuladas se podrdn congelar a <-15 °C, pero se recomienda llegar a los -40 °C e incluso a los -80 °C.

9. Ala hora de procesar las muestras con el ensayo (ELISA), es muy recomendable emplear agitacién.

10. Se recomienda un exhaustivo proceso de lavado en la realizacion del ELISA.

11. El control interno positivo debe ser una muestra positiva de IFN-y cercana al valor de corte y el confrol interno negativo debe

Prueba de deteccién de interferon-gamma
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