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Dr. Joaquim Segalés Coma
Director del CReSA
joaquim.segales@cresa.uab.cat

;Qué me pasa, doctor?

on toda probabilidad habéis oido esta pregunta o la ha-
beéis formulado a un médico muchas veces. La simple-
za de la cuestion oculta unas capacidades técnicas y de
conocimiento que trascienden substancialmente al individuo/a
que la formula. De hecho, lo que estamos esperando con la res-
puesta a esta pregunta es que nos formulen el diagnostico de
una problematica determinada. Diagnosticar significa averiguar
la causa o causas de algo, siendo este conocimiento el que va a
permitir establecer una potencial solucion al problema. Para este

diagndstico se necesitan dos fases bien definidas.

La primera es una fase inductiva, de investigacion. Se intenta
responder a qué, como, cuando, cuanto, donde, quién/es y cual
es la naturaleza del problema a solucionar. Poneos en situacion. ...
jtenéis un problema respiratorio con tos, malestar general, dolor
de garganta y mucosidad! El médico correspondiente os empie-
za a formular preguntas: ¢(Desde cuando tiene este problema?,
¢Alguien mas de su familia lo padece?, ¢ Como se inici6?, ¢Donde
le duele exactamente?, etc. Es un proceso basicamente descrip-
tivo donde esta recopilando una serie de sintomas clinicos que
permitiran orientar a la posible causa de este problema de salud.
Logicamente, en esta fase de investigacion no solamente hay
preguntas y respuestas, sino que también suele darse el llamado
examen clinico, es decir, investigar al paciente y sus sintomas y

posibles lesiones asociadas. Es mas, en algunos casos se puede

llegar a recomendar la toma de muestras
para poder realizar la analitica laborato-

rial pertinente.

La segunda es una fase deductiva, de
aplicacion de conocimientos previos
que permiten establecer la causa de la
problematica. Esta fase solamente es
posible si se interpretan correctamente
los datos obtenidos en la fase inductiva,
con lo que se necesita una formacion
especifica y extensiva en la materia,

medicina en el ejemplo indicado.

Este contexto permite explicar de forma
muy evidente que cuando un médico (o
veterinario) solicita un analisis laborato-
rial para poder confirmar u orientar un
diagnostico, se presupone que alguien
tiene que haber desarrollado, validado y
aplicado las mencionadas técnicas diag-
nosticas. Esta es precisamente una méas de
las actividades que el CReSA desarrolla
en el ambito de la sanidad animal, ponien-
do a punto nuevas técnicas y aplicando
aquellas necesarias para el diagnostico
de multiples enfermedades que afectan
a los animales. En este cuarto nimero
de CReSAPIENS podréis ver como los
autores de los trabajos os quieren acer-
car al apasionante mundo de las técnicas
diagnosticas y lo que podemos esperar de
ellas. {Ya veréis que la analitica laborato-
rial no es solamente un papel con unos
resultados, sino el resultado del esfuerzo
de unos profesionales cuyo objetivo es
ayudar en el establecimiento de un diag-

nostico certero!

Finalmente, como en ediciones ante-
riores, agradecer publicamente el apo-
yo economico de empresas del sector
veterinario para que os podamos hacer
llegar una nueva edicion de CReSA-
PIENS. Igual es una frase retdrica, pero
jespero que aprendais mucho mientras

la disfrutéis leyendo! l
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NOTICIAS

CReSA & the city:
un blog de todos,
para todos

ecientemente se ha puesto en marcha el blog del CReSA, un blog corpora-
tivo dirigido al publico en general. En CReSA & the city os informaremos
sobre nuestras, exposiciones, revistas, cursos, ideas, opiniones, proyectos
de investigacion, y sobre otras muchas actividades que organizamos y que os pueden
interesar. Sin tecnicismos, sin complicaciones. Un blog de todos nosotros para todos

vosotros. Esperamos que nos sigais y que nos recomendéis. Nuestro éxito depende

de vosotros. www.cresa.cat/blogs/sociedad/

EL CReSA OFRECE UN NUEVO
SERVICIO DE CITOMETRIA

S e trata del tinico servicio de Catalunya que dispo-
ne de un citémetro FACSAria I (BD) en condi-
ciones de Bioseguridad de nivel 3 (NBS3), ademas de
un servicio de citometria en los Laboratorios de Bio-
seguridad de nivel 2 (NBS2). La citometria de flujo
es el analisis de las caracteristicas de células mediante
la medida automatizada de las propiedades particu-
lares de las células. Esta tecnologia tiene aplicaciones
en numerosos campos de las ciencias de la vida. Con
este nuevo servicio, el CReSA refuerza su cometido
de continuar ofreciendo herramientas y actividades

de soporte a la comunidad cientifica y a la industria.

WWW.Cresa.es/serveicitometria
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CURSO DE EPIDEMIOLOGIA ORGANIZADO POR
LA FAO Y EL CReSA

El “Curso avanzado de anlisis,

representacion espacial e infe-

terranea de Sanidad Animal (REME-
SA): Mauritania, Marruecos, Argelia,
rencia de datos de vigilancia veterina- Tunez, Libia, Italia, Espafia y Egipto.
ria” tuvo lugar en Barcelona durante
la semana del 3 al 7 de diciembre de
2012. Organizado por el CReSA y la
Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentaciéon
(FAO), el curso contd con la parti-
cipacion de un total de veinte profe-

sionales de servicios veterinarios de

paises pertenecientes a la Red Medi-

COLABORACIONES CON LA RED DE SALUD
ANIMAL DEL CARIBE (CARIBVET)

as ultimas contribuciones del CReSA con el grupo de trabajo de enferme-
L dades infecciosas de CaribVET han sido el aislamiento y caracterizacion
genomica completa de los virus de influenza pandémica H1N1/2009 de granjas
de cerdos de Cuba y la deteccion molecular de torque teno sus virus. CaribVET
es una red de colaboracion entre los servicios veterinarios, laboratorios, institutos
de investigacion y organizaciones regionales e internacionales para mejorar la co-
laboracion entre la salud animal y la salud publica veterinaria en todos los paises

y/o territorios del Caribe. www.caribvet.net
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VISITA AL CReSA POR PARTE DE CENTROS
TECNOLOGICOS

Cinrer plea o {oWGE L0

|':. l||'|-. kxx“\\h\;:

1 pasado 10 de diciembre, un grupo de miembros de los centros asocia-
E dos ACTec (Associaci6 Catalana de Tecnologia) realizaron una visita al
CReSA, en Bellaterra. Estas visitas se enmarcan en la iniciativa conjunta entre
la Associaci6 Catalana d’Entitats de Recerca (ACER) y la ACTec, por la que se
visitan los centros de investigacion para detectar posibles colaboraciones entre

entidades. www.acer-catalunya.org

UNA NUEVA VACUNA CONTRA LA
TUBERCULOSIS EN HUMANOS SE PRUEBA
POR PRIMERA VEZ EN CABRAS

I nvestigadores del CReSA han rea-

lizado el primer estudio de vacuna-

Recombinant Adenovirus Expressing
Ag85A Show Enhanced Protection aga-
inst Tuberculosis. Clin Vaccine Immunol.
2012;19(9):1339-47.

cion frente a la tuberculosis utilizando
como modelo experimental la cabra
doméstica. La vacuna, denominada
AdAg85A, ha sido disefiada por in-
vestigadores de McMaster University
(Canada) para prevenir la tuberculosis
en humanos, y actualmente se halla en
fase I de ensayos clinicos. El estudio,
realizado por investigadores del CRe-
SA, abre una nueva via para el estu-
dio de nuevos tratamientos. Pérez de
Val et al. Goats Primed with Mycobac-
terium bovis BCG and Boosted with a

UN PASO MAS HACIA UNA
VACUNA FRENTE A LA PESTE
PORCINA AFRICANA

I nvestigadores del CReSA han demostrado que es
posible proteger a los cerdos frente al virus de la
peste porcina africana (VPPA). Son las conclusiones
de un estudio publicado en la revista PLLoS One. Des-
de su entrada en Georgia en el afio 2007, el virus se
expande sin demasiado control por paises colindantes.
La ausencia de una vacuna eficaz frente al VPPA di-
ficulta atin mas el control de la enfermedad. Asi pues,
resulta totalmente necesario obtener una vacuna eficaz

y segura frente a la PPA. Argilaguet et al. DNAVaccina-

tion partially protects against African swine fever virus
lethal challenge in the absence of antibodies. PLoS One.
2012;7(9):e40942.

EL CONSEJERO DE i
AGRICULTURA, GANADERIA,
PESCA, ALIMENTACION Y MEDIO
NATURAL VISITA EL CReSA

1 pasado mes de octubre, el Honorable Sr. Josep

Maria Pelegri, consejero de Agricultura, Gana-
deria, Pesca, Alimentaciéon y Medio Natural (DAAM)
realizd una visita institucional a las instalaciones del
CReSA acompanado de representantes del DAAM,
del Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries
(IRTA) y de la Universitat Autonoma de Barcelona
(UAB). Los asistentes resaltaron la importancia de
disponer de un centro de excelencia de estas caracte-
risticas en Catalunya, desde el punto de vista sanitario
(salud y bienestar del ganado), social (seguridad y ca-
lidad alimentaria, prevencion de zoonosis) y econé-
mico (dado que la ganaderia es una actividad de gran

importancia en Catalufia).
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Dra. Marina Sibila Vidal

Investigadora

marina.sibila@cresa.uab.cat

Eulet==
|
Investigadora del
CReSA. Sus lineas
de investigacion
abarcan

estudios sobre
epidemiologia
molecular,
desarrollo

de modelos
experimentales,
desarrollo de
herramientas
diagnésticas

y estudios de
eficacia vacunal
en diversos
patégenos
porcinos.

|
Toma de muestras
en una granja de
cerdos.

e entiende como diagnostico,

el resultado/s o conclusion/es

de las pruebas realizadas para
identificar la causa de una enfermedad/
patologia. Esta causa puede tener un
origen infeccioso o no infeccioso. Los
factores no-infecciosos son muy varia-
bles tales como condiciones ambienta-
les, aspectos nutritivos, condiciones de
manejo, enfermedades genéticas, enfer-
medades congénitas, intoxicaciones...
Por otro lado, los factores infecciosos
son microorganismos que causan la
infeccidn, ya sean virus, bacterias, hon-
gos o protozoos. Cuando el agente no
€s microscoOpico sino macroscopico
(parasitos) hablaremos de infestacion.
En el presente articulo nos centrare-
mos en las técnicas de laboratorio que
se utilizan para diagnosticar las enfer-
medades infecciosas en los animales
de produccion. El abordaje habitual de
este proceso diagnostico se realiza en la
mayoria de casos, de forma poblacional
(por lote, corral o granja). Esto implica
que las muestras para el diagnéstico se
deben tomar de individuos representa-

tivos de la poblacion afectada.

El proceso diagnostico consta de varias
etapas y termina con la implantacion
de medidas de control de la enferme-
dad. La primera fase de este complejo
proceso es la observacion y descrip-
ciéon de los sintomas o signos clinicos
que sufre el paciente (diagnostico
presuntivo). Los sintomas (subjeti-
vo) son las percepciones o cambios
en el estado de salud que el paciente
puede describir. Como en veterinaria
nuestros “pacientes” no pueden des-
cribir como se encuentran, hablaremos
siempre de signos clinicos (objetivo),
es decir, observaremos y destacaremos
aquellos hallazgos anormales en el es-

tado de salud de los animales.

Si con la observacion, categorizacion
(gravedad) y clasificacion (descrip-
cioén) de los signos clinicos, no te-
nemos informacioén suficiente para
llegar a una conclusion, deberemos
continuar con la segunda etapa del

proceso diagnostico, la determina-

El proceso
diagnostico consta
de varias etapas

y termina con

la implantacion
de medidas de
control de la
enfermedad

cion del agente causal de los signos
clinicos observados mediante técni-
cas de laboratorio. La seleccion de
estas técnicas se realizara en funcién
de la naturaleza de los signos clini-
cos, el diagnostico presuntivo, de las
muestras remitidas, y del objetivo del
diagnéstico (intervencionista o epi-
demiologico). Asi pues, es muy im-
portante adjuntar en la remision de las
muestras una historia clinica del caso
en cuestion. Esta historia clinica debe
describir cuales son los signos clini-
cos observados, nimero de animales
afectados y tratamiento administrado
hasta la fecha. LLas muestras se pue-
den tomar de animales vivos (sangre,
orina, heces, hisopos) o de animales
muertos (necropsias o bajas) pero
siempre teniendo en cuenta el objetivo

del diagnostico.

Las técnicas de laboratorio se pueden
clasificar en funcion de lo que nos per-
miten detectar. Es decir, si nos permi-
ten observar las lesiones provocadas
por dicha infeccion, detectar el agente
causal de la enfermedad o de la infec-
cién, o detectar la respuesta inmune

derivada de esta infeccion.

La histopatologia es la herramienta
diagnostica que nos permite identifi-
car y describir las lesiones presentes
en un animal. Para realizar el analisis
histopatoldgico se requieren muestras
de la zona lesionada de animales vivos
(biopsia) o muertos (necropsia). Para

cumplir con el caracter representativo
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Muestra de tejido
tefida mediantes
técnicas
histolégicas para
su observacion al
microscopio.

de las muestras, es aconsejable realizar
la necropsia de 3-4 animales no tra-
tados en la fase aguda de la enferme-
dad. Las muestras recogidas durante
este proceso, se sumergen en formol,
permitiendo de esta forma la fijacion
y conservacion de los tejidos. Tras un
cierto tiempo en fijacion, estas porcio-
nes de tejido se cortan muy finamente
(micras) y se tifien con sustancias que
permiten, mediante un microscopio,
la observacion y diferenciacion de las
células y/o tejidos. En algunas enfer-
medades, la mera observacion de las
lesiones nos permitira diagnosticar el
agente etiologico causante de dichas
lesiones. En ciertas ocasiones, aparte
de la tincién estandar utilizada en las
técnicas histologicas (hematoxilina/
eosina), se requiere la utilizacion de
tinciones histologicas especiales que
nos ayudaran a identificar ciertos
agentes causales muy especificos. Por
otro lado, también podemos recurrir a
la deteccion de antigenos o genoma del
agente causal en porciones de tejidos
fijados en formol mediante técnicas
como la inmunohistoquimica (IHQ),
inmunofluorescencia o la hibridacion
in situ (HIS). Esta combinacion (his-
tologia mas deteccion de antigenos o

genoma) es muy util ya que nos da
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informacion de la presencia del pat6-
geno en las lesiones observadas. Sin
embargo, en la mayoria de las ocasio-
nes la histopatologia no es suficiente
para llegar a un diagnoéstico definitivo
y es un primer paso de un diagnéstico
diferencial que se debe completar con

otras herramientas diagnosticas.

Hay tres tipos de técnicas que nos
permiten detectar u observar el agen-
te causal de la enfermedad: técnicas
bacterioldgicas, técnicas virolo-
gicas y técnicas de biologia mole-

cular. Las técnicas bacteriologicas

recipientes estériles. LLas principales
técnicas bacterioldgicas que se utili-
zan para realizar un diagnéstico son
el cultivo microbiologico, la tincion
de Gram y las pruebas bioquimicas,
que nos permitiran aislar, observar la
morfologia y clasificar las bacterias en
funcién de sus caracteristicas morfo-

logicas y bioquimicas.

Las técnicas viroldgicas son aque-
llas herramientas diagnodsticas que
nos permiten aislar e identificar virus.
Estos microorganismos son parasitos
intracelulares que para multiplicarse
utilizan la maquinaria de replicacion
de una célula hospedadora. Es por
ello que para el aislamiento de estos
microorganismos se necesitan células
vivas que permitan al virus replicarse.
Para este cultivo “in vitro” se pueden
utilizar varios soportes biologicos,
siendo los cultivos celulares los mas
comunmente utilizados. Una vez se
ha realizado el aislamiento virico, se
debe comprobar y cuantificar este cre-
cimiento virico. Para ello, se utilizan
distintas técnicas laboratoriales tales
como, valoracion del efecto citopatico
(ECP), inhibicién de la hemoagluti-

Para realizar el analisis histopatoldgico
se requieren muestras de la zona

lesionada de animales vivos (biopsia)
0 muertos (necropsia)

son aquellas que nos permiten aislar
e identificar las bacterias implicadas
en una enfermedad. Para realizar
este tipo de técnicas, se requieren
muestras frescas procedentes de
animales sin tratamiento antibiotico.

Estas muestras se deben recoger en

nacion (IHA), inmunofluorescencia
(IF), inmuperoxidasa (IP), reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)...
Estas técnicas virologicas aunque son
suficientes para llegar a un diagnosti-
co definitivo, son costosas, laboriosos,

caras y lentas. Es por este motivo, que
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estas técnicas se utilizan en aquellos ca-
s0s en que es necesaria la identificacion
y caracterizacion del virus causante de

una infeccidn/enfermedad.

Las técnicas de biologia molecular
son aquellas técnicas de laboratorio
que nos permiten detectar de forma
directa y especifica el acido desoxirri-
bonucleico (ADN) o acido ribonuclei-
co (ARN) del patogeno. Asi pues, estas
herramientas diagnoésticas se pueden
utilizar para la deteccién de cualquier
tipo de agente infecciosos (bacterias,
virus, hongos o protozoos) a partir de
una gran variedad de muestras (san-
gre, suero, hisopos, tejidos, orina, he-
ces, ...). Sin embargo, hay que tener
en cuenta que estas técnicas detectan
la presencia de un patdgeno pero no
proporcionan informacion sobre la ca-
pacidad de multiplicacion/replicacion
de dicho patdgeno. Estas técnicas son
especificas, sensibles, rapidas y en su
mayoria automatizables. Sin embargo,
son econdmicamente mas costosas que
las técnicas tradicionales de laborato-
rio. La técnica molecular mas utilizada
en diagnostico es la PCR. Esta técnica
se basa en la amplificacion del ADN
del patdgeno y posterior deteccion. A
partir de esta técnica se han desarro-
llado otras técnicas moleculares tales
como la PCR multiplex (deteccion de
varios patdogenos en un solo ensayo),
PCR cuantitativa (deteccion y cuanti-
ficacion del ADN patdgeno presente
en una muestra), secuenciacion (iden-
tificacion y caracterizacién del material
genético)... Ademas existen también
técnicas moleculares que se basan en
la deteccion del material genético me-
diante hibridacion. Asi por ejemplo
tenemos la HIS (deteccion del ADN
en tejido) o los chips de ADN “mi-
croarrays ““(hibridaciéon del ADN en

una superficie solida).

|
Pruebas
bioquimicas en
laboratorio de
bacteriologia.

Finalmente, las técnicas serologicas
son aquellas que nos permiten detec-
tar la respuesta inmune (anticuerpos)
desarrollada por el animal debido a
un contacto previo con un antigeno
determinado. Ademas de conocer si
el animal ha estado en contacto con
un antigeno en concreto, ciertas téc-

nicas serologicas proporcionan infor-

macion sobre la temporalidad de la

La técnica
serolégica mas

utilizada hoy
en dia en los
laboratorios de
diagnostico es
el ELISA

infeccion (mediante la deteccion de
diferente inmunoglobulinas [IgM o
IgG]) o de la cantidad de anticuerpos
generados frente a este antigeno (titu-
los serologicos). En la mayoria de oca-
siones la técnicas serologicas no nos

permitiran diferenciar los anticuerpos

de origen materno (inmunidad mater-
nal) de aquellos producidos de forma
activa por el animal. De igual manera,
tampoco podremos diferenciar (en la
mayoria de los casos) los anticuerpos
generados en respuesta a una infec-
cion de los generados tras una va-
cunacion. LLa muestra utilizada por
excelencia en estas técnicas es suero
sanguineo pero también se pueden
detectar anticuerpos en otras mues-
tras tales como calostro, leche, saliva
o lavado traqueo-bronquial. La técni-
ca seroldgica mas utilizada hoy en dia
en los laboratorios de diagnodstico es
el ELISA (deteccidon de anticuerpos
especificos mediante una reaccion
enzimatica colorimétrica). Entre to-
dos los tipos de ELISA existentes, el
ELISA indirecta es la variedad mas
frecuentemente utilizada. Ademas
de el ELISA, hay otras herramientas
diagnosticas como la IHA, IF, fijacion
del complemento y neutralizaciéon
viral que proporciona informacién a
distintos niveles pero siempre como
eje central la deteccion de la respues-

ta inmune.

Para sacar el maximo partido a la
informacion derivada de estas herra-
mientas diagnosticas, es muy impor-
tante la interpretacion de los resulta-
dos. Para ello, debemos contextualizar
los resultados con otros parametros ta-
les como caracteristicas de las técnicas
diagnosticas utilizadas (sensibilidad y
especificidad), calidad y representati-
vidad de la muestras remitidas, con-
diciones de manejo de la granja, inte-
raccion entre patégenos, tratamiento
aplicados en la granja.... En conclu-
sion, el diagnostico a nivel poblacional
de las enfermedades infecciosas es un
proceso complejo que en la mayoria
de casos requerira la utilizacion de va-

rias técnicas de laboratorio. H
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Investigadora del CReSA

tuija.kekarainen@cresa.uab.cat
ErAEN )
|

i
n 1993, Kary Mullis y Mi-
chael Smith fueron premia-

dos con el Nobel por su con-

b
&k

Investigadora
del CReSA,

responsable de la . ., .
P tribucion en el desarrollo de la técnica

investigacion de

los virus del cerdo de PCR, que hoy en dia es uno de las

técnicas mas aplicadas en el analisis

de acidos nucleidos. L.a PCR est4 ba-

como circovirus
porcino y torque
teno virus. sada en la capacidad de la polimerasa
de ADN de sintetizar una cadena nu-
cleotidica nueva, complementaria a la
cadena molde. Con la PCR es posible
replicar segmentos de ADN varios

millones de veces.

La PCR esta
basada en la
capacidad de la
polimerasa

de ADN de
sintetizar
una cadena
nucleotidica
nueva
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Para la amplificacién se sintetizan
dos oligonucleétidos cortos de modo
que tienen secuencia idéntica a los
extremos del segmento de ADN que
el investigador quiere amplificar, de
este modo se unen correctamente a
la cadena del ADN (Figura 1). Estos
oligonucledtidos se denominan ceba-
dores o “primers”. En los puntos de
contacto, la polimerasa puede empe-
zar a leer el codigo genético a través
del cual dos nuevas cadenas dobles
de ADN se forman. A continuacién
la muestra se calienta, lo que hace que
las hebras se separen de modo que
puedan ser leidas de nuevo. El pro-
cedimiento se repite una y otra vez,

doblando en cada paso el nimero de

ones de copias del ADN
Docas horas

copias del segmento de ADN desea-
do. A través de ciclos repetitivos es
posible obtener millones de copias
del ADN en unas pocas horas. Para la
reaccion se necesita una maquina que
automaticamente calienta y enfria las
muestras segun los ciclos. El producto
del PCR puede ser identificado por su
tamafio mediante gel en electrofore-
sis, que es lo mas utilizado en analitica
(Figura 2).

La PCR tiene amplia aplicacion. En
medicina veterinaria es mas utilizada
para detectar agentes infecciosos o
para cribar enfermedades genéticas
especificas. Tiene aplicaciones en

epidemiologia molecular y evolucion,

. — -
e —
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*
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Em— Figura 1. Principio
gl de amplificacién
de acido nucleico
re por PCR.
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y también es una potente herramienta

en investigacion.

Hoy en dia la PCR es la técnica estan-
dar para la deteccion especifica, rapi-
da y sensible de los patogenos viricos
y bacterianos en muestras clinicas. Su
potencial estd basado en la sensibili-
dad y posibilidad de diagnosticar pa-
togenos que no se pueden cultivar. Sin
embargo, la PCR no es ttil para de-
tectar patogenos de los que carecemos
de informacion genética para el dise-

fio previo de cebadores especificos.

La PCR tampoco distingue la capa-
cidad de replicacion de microbios
(que en ocasiones puede tener im-
portancia), ya que se limita a detectar
la presencia del acido nucleido. Por
ejemplo, la resistencia bacteriana a
los antibioticos es preferible mostrar-
la mediante el cultivo de bacterias en
presencia del antibidtico, aunque tam-
bién existe la posibilidad de examinar
los genes responsables del desarrollo
de dichas resistencias. Sin embargo
la PCR tiene varias ventajas sobre
las técnicas tradicionales basadas en
anticuerpos, que miden la respuesta
inmune del animal a un patégeno. En
particular, las pruebas de PCR son
capaces de detectar la presencia de
agentes patdgenos antes que los mé-
todos basados en anticuerpos porque

la aparicion de éstos tarda semanas.

La deteccion del patdégeno en los es-
tados iniciales de la infeccién puede
significar un tratamiento mas tempra-
no. Por otro lado la alta sensibilidad
de la PCR hace que se pueda detec-
tar un microbio cuando se encuentra
en cantidad inferior a la que causa la
enfermedad, es decir, durante una
infeccion subclinica. Diagnosticos

mas sofisticados pueden descubrir

|
Figura 2. Analitica
de producto

de PCR en gel
electroforesis.
M=marcador de
tamafio. En las
muestras 1 a 7
se ha amplificado
el patégeno,

es decir, estas
muestras
pertenecen
animales
infectados. En
las muestras
8a1l0nose

ha amplificado

el patégeno,

es decir, estas
muestras
pertenecen
animales no
infectados con
este patégeno.

Investigadora
observando un gel
de electroforesis
en el ordenador.

1 2 3 4 58678 910 M

Las pruebas de PCR son capaces de
detectar la presencia de agentes patdégenos
antes que los métodos basados en

anticuerpos

rapidamente el origen de un virus o
diferenciar entre un virus provenien-
te de una vacuna y el de la infeccion

virica natural.

Las técnicas de PCR se pueden utili-
zar para estudios de la propagacion de
la infeccion, y asi seguir la expansion
de enfermedades infecciosas a través
de continentes o paises. LLos investi-

gadores pueden elucidar los modos,

rutas y velocidad de transmision del
patdgeno. Ademas, la PCR se puede
utilizar para investigar los genes invo-
lucrados en patogenicidad y virulen-
cia de organismos infecciosos. Este
tipo de investigaciéon podria conducir
a una mejor compresion de las infec-
ciones, permitir la diferenciacion de
las cepas patdgenas y no patdgenas
o ayudar en el desarrollo de nuevas

vacunas. ll
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Aislamiento e identificacion

de bacterias

Ana Maria Pérez de Rozas
Investigadora del CReSA
ana.perezderozas@cresa.uab.cat

|
Investigadora

de CReSA-
IRTA. Trabaja
con bacterias
con métodos
tradicionales

y también

con técnicas
moleculares.
Realiza estudios
de resistencias a
antibiéticos y de
salud intestinal.

as bacterias son organismos
unicelulares de pocas micras
de tamarfio y de su estudio se
encarga la bacteriologia. Las bacterias
se pueden encontrar en todas partes,
incluso en condiciones ambientales
muy extremas, y son muy abundan-
tes: en un gramo de tierra puede haber
hasta 40 millones, y en un mililitro de

agua dulce, un millon.

Las bacterias intervienen en muchos
procesos biologicos pero la gran ma-

yoria son todavia desconocidas al no

L.os medios de
cultivo generales
(sélidos o liquidos)
Son muy ricos

en nutrientes
y permiten la
multiplicacion de
las bacterias
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poder ser aisladas ni identificadas
(cerca del 90% de las bacterias son no
cultivables). Algunas bacterias son be-
neficiosas para los seres vivos, inter-
vienen en los procesos digestivos, por
ejemplo, y otras son patdgenas y pro-
ducen enfermedades. Cuando en un
organismo se produce una disbiosis,
es decir, un cambio en las cantidades
de los microorganismos beneficiosos
por alguna causa externa, se produce

también enfermedad.

Como centro de sanidad animal, al
laboratorio del CReSA nos llegan
muestras de animales de varios ori-
genes procedentes de granjas, de un
proyecto de investigacion o de un
contrato. Generalmente, son de ori-

gen porcino, aviar, bovino y cunicola.

AISLAMIENTO

Dependiendo de la procedencia de la
muestra, podemos actuar de dos ma-
neras utilizando los medios de cultivo

que tenemos a nuestro alcance.

Cuando llegan muestras de campo sin
un historial clinico concreto y no sa-
bemos qué puede tener la muestra hay
que sembrar medios de cultivo muy
ricos para que puedan crecer todo
tipo de bacterias. L.os medios de cul-
tivo generales (solidos o liquidos) son
muy ricos en nutrientes y permiten la
multiplicacion de las bacterias. Estos
medios son, por ejemplo, Agar Sangre
(AS), Trypticase Soy Agar (T'SA) o

Agar chocolate polivitex (PVX). Los
medios solidos te permiten ver todas
las colonias diferentes que podemos
encontrar en una muestra, mientras
que cultivos en caldo se utilizan cuan-
do tenemos un cultivo purificado de
una bacteria: Trypticase Soy Broth
(TSB), Brain Heart Infusion (BHI).

En el caso de un estudio de investi-
gacion o de un contrato en el que es-
tamos trabajando con determinadas
bacterias, e incluso cuando el veteri-
nario de campo envia con la muestra
un historial clinico y sus sospechas
de la posible enfermedad del animal,
usaremos medios especificos de en-
riquecimiento y/o selectivos. Estos
medios nos ayudan mediante diver-
sas sustancias que hacen que se favo-
rezca el crecimiento de la bacteria que
buscamos y se inhiban otras. Para el
aislamiento de Escherichia coli utiliza-
remos el Agar MacConkey (Mac-A),
para Enterococcus spp. el KF Strepto-
coccus Agar (KFSA), para Salmonella
spp. el medio Xilosa-Lisina-Tergitol
4 (XLT4), etc. En estos medios, ob-
servamos si tenemos o no la bacteria
que buscamos, generalmente con una

reaccion de color.

Para trabajar con bacterias hay cumplir
con tres aspectos fundamentales: tener
un cultivo puro, para lo cual, median-
te estrias por agotamiento obtenemos
colonias aisladas; otro es saber si las
bacterias son Gram positivas o Gram

negativas (segun tengan o no un de-
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terminado tipo de pared bacteriana, lo

que constituye la separacion basica de
las bacterias en dos grandes bloques de
caracteristicas diferentes); y por ulti-
mo, también es muy importante saber
qué tipo de atmosfera necesitan para
vivir, asi las bacterias pueden ser aero-
bias (crecen en una atmoésfera normal),
anaerobias (su atmosfera necesita ma-
yor concentracion de CO2 y casi nada
de O2) y microaeroéfilas (crecen con
unas determinadas concentraciones
de CO2 y de 02, 10% y 5%, respec-

tivamente).

A partir de los primeros cultivos (pri-
moaislamiento) separamos las dife-
rentes colonias (frecuentemente, en
un medio rico, se obtienen cultivos
mixtos). La diferenciacion se hace por
morfologia, tamafio, color, clonando
una vez, es decir que nuestro cultivo
puro partira de una sola colonia (esto
s6lo puede realizarse una vez) sem-

brando cada una por separado.

IDENTIFICACION

Una vez tenemos el cultivo puro debe-
mos hacer una tincion de Gram para
saber a qué grupo pertenece. A partir

de aqui hay que ver de cada colonia

sus caracteristicas morfologicas, ta-
mafio y color, y ver sus caracteristicas

bioquimicas.

Hay pruebas de tipo enzimatico di-
recto: las mas frecuentes son la oxi-
dasa y la catalasa. Otras se basan en el
analisis de diferentes vias metabolicas:
fermentacion de azucares: glucosa,
sacarosa, etc. Otras se centran en la
liberacion de diferentes sustancias:

hemolisinas, toxinas, etc.

Antiguamente, la identificacion bio-
quimica se hacia utilizando bancos de
tubos con las diferentes pruebas bio-
quimicas. Era un trabajo muy lento
porque las pruebas se iban realizando
segun los resultados obtenidos con
anterioridad y los cultivos son siem-

pre al menos de 24h.

Actualmente hay sistemas mas o me-
nos sistematizados para hacer todo
esto. Uno de los més extendidos es el
sistema API, que consiste en unas ga-
lerias de pruebas que, con lectura de
los cambios de color de las pruebas,
se obtiene una secuencia de nimeros
que corresponden a una determinada
especie bacteriana. El problema del

APT es que son pocas pruebas bioqui-

|
Placa de cultivo
de bacterias

en agar sangre
(fuente: CDC
library).

Las pruebas
bioquimicas
permiten
identificar las
bacterias con las

que se trabaja.

micas y la lectura es bastante subjeti-
va. Ademas, no siempre la secuencia
numérica obtenida corresponde a una

identificacion.

En el CReSA disponemos de un sis-
tema totalmente automatizado cuyos
resultados se obtienen de forma total-
mente objetiva. Es el sistema VITEK
(Biomerieux, Francia) que trabaja con
un soporte semejante a una tarjeta de
crédito con 64 pocillos (pruebas bio-
quimicas y controles) que en unas
horas te da la identificacion, también
mediante un cddigo numérico, de una
lectura que realiza el aparato cada 15
minutos de la densidad optica de cada
pocillo. Elinico requerimiento es tener
un cultivo puro y saber si la bacteria
es Gram positiva o negativa porque el
tipo de tarjeta que se usa es diferente

(diferentes pruebas en cada caso).

Finalmente, el conocimiento del
genoma de diferentes bacterias ha
permitido en los Gltimos afios el de-
sarrollo de herramientas moleculares
que permiten identificar y cuantificar
multiples especies bacterianas, inclu-

so en condiciones de no viabilidad. l
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Aislamiento e

identificacion de virus
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Ramaderia,
Pesca,
Alimentacio i
Medi Natural de
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de Catalunya
(DAAM).
Responsable del
diagnéstico de
enfermedades
viricas de
declaracion
obligatoria por
encargo del DAAM
e investigadora
de la linea de
investigacion en
Pestivirus.

Rosa Rosell Bellsola
Investigadora del CReSA
rosa.rosell@cresa.uab.cat

0S Virus son unos parasitos
intracelulares estrictos ya que
carecen de estructura celular,
tampoco tienen un metabolismo pro-
pio y necesitan una célula hospedado-
ra para poder multiplicarse utilizando

para este fin la maquinaria celular.

Para aislar un virus de origen animal
es preciso disponer de células vivas
para su replicacion. El origen de las
células puede ser a partir de animales
de experimentacion (el hospedador
inicial puede ser un animal suscepti-
ble al virus, pero a efectos de investi-
gacion es deseable disponer de hospe-
dadores mas manejables) o de huevos
embrionados de gallina, utilizados
mayoritariamente para el aislamiento
y produccién de virus aviares como

influenza, Newcastle, etc.

Pero los cultivos celulares son el méto-
do mas ampliamente utilizado para el
aislamiento y propagacion de virus, y
constituyen una herramienta basica de
aplicacion fundamental en el diagnods-

tico viral ya sea médico o veterinario.
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Los cultivos celulares han sido funda-
mentales para el desarrollo de la viro-
logia al permitir la replicacion y estudio
posterior de los virus. Algunos datos
historicos de los cultivos celulares:
Wilhem Roux en 1885 mantuvo cé-
lulas de embrién de pollo en solucion
salina durante unos dias; Roux y Jones
en 1916 emplearon por vez primera
extractos enriquecidos en tripsina para
disociar células de embriones de pollo,
estableciendo el primer cultivo celu-
lar; en 1952. Grey y col. establecen la
primera linea celular continua, las re-
nombradas células HelLa y en 1955
Eagle realiza la primera investigaciéon
sistematica de los requerimientos nu-

tritivos de las células en cultivo.

Las células pueden crecer en suspen-
sién o de manera adherente. Algunas
células viven de forma natural sin ad-
herirse, como las que existen en el to-
rrente sanguineo. Otras necesitan una
superficie, como la mayoria de células
derivadas de tejidos solidos. Para la
propagacion de los virus, los cultivos
celulares mas usados son los cultivos
en monocapa que consisten en una
capa de células que crecen adheridas
a la superficie del recipiente. Estos
cultivos se preparan tratando el tejido
original u otra monocapa por accidon
de una enzima (tripsina) y/o un agente
quelante, que rompen el cemento in-
tercelular que separa las células, para
luego transferir la suspension celular
obtenida a un recipiente en donde las

células se adhieren y multiplican for-

mando una capa fina de células que se
llama monocapa celular. Esta crece en
un medio de cultivo rico en nutrientes
(albimina, vitaminas, sales, glucosa,
etc.) y en condiciones de temperatura,

pH, CO2 y humedad controlada.

Entre los sistemas de cultivos celula-
res mas utilizados tenemos:

Cultivos primarios: se obtienen a
partir de células disgregadas de un teji-
do original tomado de un 6rgano de un
animal recién sacrificado. Conservan la
morfologia de las células del 6rgano del
que fueron aisladas, células diploides,
su crecimiento in vitro es limitado (1-5
subcultivos). El estar mas cercanas a las
células que las originaron, se ve refleja-
do en una mejor actividad y funcionali-
dad que las hacen mas idoneas para los
aislamientos primarios de cepas virales

que las lineas celulares continuas.

Lineas celulares continuas: estan
formadas por células que se diferen-
cian genética y morfoldgicamente de
las células de las cuales se originaron,
son células heteroploides. Pueden
proceder de células tumorales o de un
proceso de transformacion por mé-
todos fisicos-quimicos de un cultivo

primario; crecen de manera indefini-
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da. Las lineas celulares continuas per-

miten disponer de un stock ilimitado
de células idénticas ya sean congeladas
0 en crecimiento en botella de cultivo
para el diagnostico, investigacion, pro-
duccion de vacunas, etc. Los distintos
cultivos celulares varian en cuanto a su
susceptibilidad a los diferentes virus,
ya que existe una relacion especifica
entre el huésped y el virus, por lo que
es imprescindible en los laboratorios
viroldgicos disponer de una amplia
variedad de lineas celulares con el fin
de poder asumir el aislamiento y la

identificacion de los virus.

TECNICAS DE
VALORACION DEL
CRECIMIENTO
VIRICO EN

LOS CULTIVOS
CELULARES

Efecto citopatico (ECP)

El efecto citopatico son cambios de-
generativos especificos (pérdida de
morfologia, contraccion celular, inclu-
siones citoplasmaticas, formacion de
sincitios, lisis celular, etc.) observados
por microscopia en una linea celular
como consecuencia de la replicacion

de un virus.

Identificacion

del virus de la
peste porcina
clasica mediante
la técnica de
inmunoperoxidasa.

Hemoadsorcion

La técnica de hemoadsorcion se basa
en la capacidad de los globulos rojos de
determinada especie animal de unirse
a proteinas virales que tienen capaci-
dad hemoaglutinante. Si se dispensa
globulos rojos a una monocapa de
cultivo celular infectada con virus es
posible observar microscopicamente
la adherencia de los mismos a células
que contienen virus. Por medio de esta
técnica, es posible demostrar la infec-
cion por aquellos virus que presentan

proteinas hemoaglutinantes.

Hemoaglutinacion

La hemoaglutinacién es uno de los
métodos indirectos mas comunes para
cuantificar particulas virales en sus-
pension. Un virus hemaglutinante es
capaz de aglutinar globulos rojos (GR)
de determinada especie animal. Por
ejemplo para titular virus de Newcastle
obtenido de huevos embrionados ino-
culados se utilizan GR de gallina; para
titular virus hemorragico del conejo se

utilizan GR humanos.

Inmunofluorescencia (IF) e
inmunoperoxidasa (IP)
Deteccion de células infectadas me-
diante anticuerpos especificos o anti-
sueros generados contra un determi-
nado virus. El anticuerpo o antisuero
esta marcado con una molécula fluo-
rescente (isotiocianato de fluorescei-
na, IF) o con un enzima (peroxidasa,
IP). La lectura, mediante un micros-
copio, permite observar que las célu-
las infectadas con el virus muestran
fluorescencia (técnica de IF) o estan

tefiidas de marrén (técnica IP).

Inhibicion de la
hemoaglutinacion (IHA)
La IHA se fundamenta en el bloqueo

de las proteinas virales hemoagluti-

nantes mediante anticuerpos especi-
ficos frente a un virus determinado.
Cuando se enfrenta un virus desco-
nocido a un suero especifico, éstos se
unen impidiendo la hemoaglutinacion
(provocando la IHA). Esta técnica es
utilizada para tipificar (identificar) vi-
rus con capacidad hemoaglutinante.
Tanto la lectura del ECP como de las
técnicas serologicas de IF y IP nece-
sitan observadores entrenados que
determinen correctamente lo que es

positivo o negativo.

Técnicas moleculares

Aunque el aislamiento de virus se
considera como técnica gold stan-
dard, hoy en dia con el desarrollo
de nuevas técnicas de biologia mo-
lecular, el cultivo ya no es la técnica
mas sensible. La reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) consiste en
una reaccion enzimatica mediante la
cual se amplifica selectivamente una
secuencia especifica de ADN o ARN
del virus. Con esta técnica es posible
en pocas horas obtener un resultado
especifico de deteccion de virus tanto
de las muestras obtenidas a partir de
aislamientos en cultivos celulares in-
fectados, asi como también de mues-

tras clinicas directamente.

Aungque las nuevas técnicas desarrolla-
das para la deteccion de virus hayan
desplazado por su rapidez y sensibili-
dad el aislamiento de virus mediante
los cultivos celulares, estos siguen sien-
do imprescindibles para poder aislar
(elaboracion de ceparios) y multiplicar
los virus para las técnicas de sueroneu-
tralizacion, la produccion de vacunas
virales, determinacion de actividad an-
tiviral, desarrollo de técnicas diagnos-
ticas utilizadas en la deteccion de un
agente en particular, estudios estruc-

turales y bioquimicos de los virus. l
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Pruebas diagnosticas basadas
en la respuesta inmunitaria

Investigadora
de CReSA-IRTA
en la linea de

infecciones
respiratorias
bacterianas,

y en la linea
de patogenia

y profilaxis de
infecciones por
Asfivirus.

Esquema de

tres anticuerpos
capaces de
distinguir a tres
tipos de antigenos.
La forma de

los epitopos

del antigeno

se ajustan

como piezas de
rompecabezas en
los extremos de la
Y del anticuerpo
correspondiente.
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Dra. Sonia Pina Pedrero
Investigadora del CReSA
sonia.pina@cresa.uab.cat

os animales y seres humanos

estan en contacto diariamente

con una multitud de microor-
ganismos, parasitos, bacterias, virus,
hongos... Algunos de ellos son bene-
ficiosos 0 al menos inocuos, y otros
producen infecciones que pueden ser
mortales. Pero el organismo posee un
sofisticado sistema defensivo llamado
sistema inmunitario capaz de recono-

cer y eliminar estos microorganismos.

El reconocimiento inmunitario pro-

duce una activacion de células es-
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pecializadas (respuesta celular) que
llevan a la produccion de anticuer-
pos (respuesta humoral) encargados
de interactuar y eliminar el invasor.
Los anticuerpos son detectados en
el suero (componente liquido de la
sangre) unos 5 a 7 dias después de la
infeccion y pueden persistir durante
varios meses. Esta propiedad es uti-
lizada en los ensayos serologicos que
son determinantes para establecer el
diagnostico clinico de un gran niime-
ro de enfermedades infecciosas. Los
anticuerpos reconocen estructuras
diferentes, llamadas antigenos, pre-

sentes en microorganismos.

Varios tipos de técnicas permiten de-
tectar la respuesta humoral. Hay cinco
tipos fundamentales de pruebas sero-
logicas: la reaccion de precipitacion,
de aglutinacioén, de fijacion del com-
plemento, de inmunofluorescencia y

el enzimoinmunoanalisis (ELISA):

* La reaccion de precipitacion se basa
en la formacion, en medio liquido, de
grandes agregados de microorganis-
mos (preferentemente inactivados) y
anticuerpos, especificos de estos mi-
croorganismos, presentes en el suero.
Estas precipitaciones son mas visibles
en el ensayo de Ouchterlony, donde
anticuerpos y antigenos difunden ra-

dialmente en placas de agar.

* En la prueba de aglutinacion el an-
tigeno o el anticuerpo se fijan a una

particula de gran tamafio que pue-

de ser una célula o una bola de latex
y forman un coagulo que es facil-

mente visible.

¢ La activacion y fijacion del com-
plemento constituye un importanti-
simo mecanismo efector del sistema
inmune, que facilita la eliminaciéon
en particular de bacterias y parasi-
tos. El sistema complemento es un
conjunto de proteinas del suero,
que interaccionan entre si y con los
anticuerpos fijados a microorganis-
mos que llevan a la destruccion de
estos ultimos. Para el diagnostico, se
utilizan globulos rojos y antisueros
capaces de destruirlos (hemoliticos)
mediante el complemento. Si a esta
mezcla se afiade en exceso un mi-
croorganismo y anticuerpos que lo
reconocen, el complemento sera uti-
lizado por este nuevo complejo y no
por el constituido con glébulos rojos.
La lectura del ensayo es la inhibicion

de la hemolisis.

Los anticuerpos
reconocen
estructuras
diferentes,

llamadas
antigenos,
presentes en
MIcroorganismos
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« En las pruebas de inmunofluores-
cencia los sueros de pacientes son
detectados por conjugados, ellos mis-
mos ligados a moléculas fluorescentes
que permiten observar facilmente la
reaccion con el antigeno en el interior
de tejidos o sobre células. Esta técnica
requiere el uso de microscopios aco-
plados a una fuente de luz capaz de

excitar la molécula fluorescente.

e ELISA es el acronimo del inglés
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas). Actualmente, es la técnica
mas utilizada para el serodiagnostico
de enfermedades infecciosas. Se han
desarrollado multiples variantes de en-
sayos ELISA que permiten o detectar
anticuerpos dirigidos hacia un antigeno
particular, o detectar antigenos presen-
tes en fluidos biologicos. Se aprovecha

la capacidad de ciertos plasticos trans-

parentes en adsorber proteinas para
fabricar placas de ensayo en formatos
facilmente manejables y adaptados a
aparatos llamados lectores de ELISA.
En el ELISA indirecto se detecta la
presencia en sueros de anticuerpos es-
pecificos. Las placas se recubren con un
antigeno (previamente purificado o en-
riquecido), y se incuban con la muestra
problema (suero) que puede contener
anticuerpos contra el antigeno. Poste-
riormente se afiade un anticuerpo se-
cundario (llamado conjugado), previa-
mente ligado a una enzima, y reactivo
contra el primero. Finalmente, la lectu-
ra del ensayo se efectia afiadiendo un
substrato colorimétrico (cromoégeno)
que al ser degradado por la enzima pro-
duce un color determinado. La intensi-
dad de la reaccion, leida por el lector de
ELISA es proporcional a la cantidad de
anticuerpos especificos presentes en el

suero del paciente.

Técnica de

ensayo por
inmunoabsorcién
ligado a enzimas
(ELISA).

Con la posibilidad de hacer anticuer-
pos monoclonales, dirigidos hacia una
parte muy concreta (epitopo) de un
antigeno, se han podido desarrollar
ELISA de competicién, mejorando
grandemente la especificidad de es-
tos ensayos. En general, el anticuerpo
monoclonal est ligado a una enzima y
compite con anticuerpos del paciente
reconociendo el mismo epitopo. Los
resultados con este ensayo se expre-
san en porcentajes de competicion.
En el ELISA tipo “sandwich”, desti-
nado a detectar la presencia de antige-
nos en fluidos bioldgicos, se recubre
el pocillo con un primer anticuerpo
contra el antigeno. Posteriormente
se aplica la muestra problema en la
que se puede encontrar el antigeno,
que sera retenido en el pocillo al ser
reconocido por el primer anticuerpo.
Después se incuba con un segundo
anticuerpo anti-antigeno marcado y la
lectura se efectia como previamente

se ha descrito.

Las células sanguineas, en especial los
linfocitos reaccionan especificamente
contra microorganismos o fragmentos
de ellos. Esta estimulacion resulta a
menudo en la excrecion de moléculas
inmunomoduladoras como el interfe-
rén-gamma. LLos ensayos derivados
de respuestas celulares son utilizados
para el diagnostico de enfermedades
cuyos agentes causales inducen pocos
anticuerpos. Este es el caso de la tu-
berculosis. El ensayo se divide en dos
fases, la primera es de estimulaciéon
de linfocitos de memoria sanguineos
(que ya han estado en contacto pre-
viamente con el agente patdogeno),
la segunda fase es la deteccion del
interferon-gamma en el suero. El in-
terferébn gamma se pone en evidencia
mediante un ELISA “sandwich” con

dos anticuerpos especificos. ll
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Evolucion tecnolégica
de los diagnosticos
en sanidad animal

|
Investigador

del CReSA,
responsable del
subprograma de
investigacion

del CReSA en
enfermedades
viricas

transfronterizas.

Dr. Albert Bensaid
Investigador del CReSA
albert.bensaid@cresa.uab.cat

esde su creaciéon en 1924,

uno de los grandes retos de

la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE) ha sido y es
impedir que las enfermedades anima-
les se extiendan de un pais para otro
sin limitar, por lo tanto, el movimiento
de animales o productos carnicos. Los
flujos comerciales se aumentan certi-
ficando que los animales son libres de
enfermedades transmisibles, evitando
asi costosas medidas de cuarentena. A
través de sus centros colaboradores, la
OIE ha sido uno de los mayores im-
pulsores del desarrollo tecnolégico de
métodos de diagnostico aplicados a la

sanidad animal.

Desde 1970, y con la posibilidad de
hacer anticuerpos monoclonales, casi
todas las enfermedades con mayor
impacto econdmico tienen un ensayo
de diagnoéstico basado sobre un ELI-
SA de competicion. Estos ensayos son

permanentemente validados interna-
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cionalmente entre los laboratorios
de referencia, proveyendo reactivos
estandar para los fabricantes encar-
gados de comercializar kits. Desde
1990, la mejora de la especificidad y
fiabilidad de estos kits han pasado por
la utilizacion de técnicas de ingenieria
genética dando lugar a produccién in-
dustrial de antigenos recombinantes.
Por otra parte, la utilizacion de subs-
tratos quimioluminescentes adapta-
dos a detectores fotonicos de nueva
generacion ha permitido incrementar
la sensibilidad y limites de deteccion
de los ELISA.

A partir del siglo XXI, con el surgi-
miento de las nanotecnologias, se
estudian nuevos formatos de ensayos
de diagnostico. El objetivo es detectar
multiples agentes patdgenos o anti-

cuerpos a partir de pequefios vola-

Los flujos
comerciales

Se aumentan
certificando que

los animales
son libres de
enfermedades
transmisibles

menes de liquidos biologicos. Tanto

nanotubos de carbono como nano-
particulas de oro sirven de soporte
primario para el enlace de biomolécu-
las, por ejemplo. Las nanoparticulas
metalicas acopladas con antigenos o
anticuerpos son la base para la reali-
zacion de biosensores. Cuando estas
nanoparticulas interactian especifi-
camente con un producto presente
en un fluido bioldgico se produce un
impulso eléctrico, que se mide con

captores de electrones.

En los proximos afos, deberian entrar
en fases de validacion una nueva gene-
racion de ensayos serologicos con ma-
yor rapidez de ejecucion. No obstante,
el precio de estos diagnosticos no esta
aun al alcance de servicios o laborato-

rios veterinarios de todos los paises.

Por otra parte, en los tltimos 30 afios,
los métodos de deteccion de acidos

nucleicos de los microorganismos,
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© N.Denormandie / OIE

al ganar fiabilidad, han sido progre-
sivamente integrados en los labora-
torios de diagnostico. A mediados
de los afios 1980, el descubrimiento
de la técnica de PCR, fue el pun-
to de inflexion para el desarrollo de
técnicas “moleculares” aplicables al
diagnostico. Como para las técnicas
serologicas, la ingenieria genética
de las enzimas de polimerizacién de
acidos nucleicos y la calidad crecien-
te de los reactivos utilizados en estos
ensayos han permitido el desarrollo
de estandares internacionales. A la
par, la evolucion tecnologica de los
termocicladores, aparatos que permi-
ten la realizacion de las PCR, los han
hecho un poco mas asequibles y con
mayor capacidad de procesamiento

de muestras.

A principio del siglo XXI, con la apa-
riciébn de nuevas moléculas fluores-
centes capaces de marcar los acidos

nucleicos y la inclusién de detectores

|
Veterinarios
examinando

el ganado

de pequeiios
ganaderos en
Mali.

|
Cria de cerdos
ibéricos en
Cérdoba, Espaiia.

de fluorescencias en los termociclado-
res, se ha podido medir en tiempo real
las reacciones de amplificacion de los
acidos nucleicos. Estas PCR en tiem-
po real permiten no simplemente una
mejora en la rapidez de ejecucion del
ensayo sino aumentar la especificidad
y cuantificar la carga del organismo
patdgeno en las muestras biologicas.
Se puede decir que actualmente es-
tas herramientas son universalmente
utilizadas no solo para el diagnosti-
co de enfermedades infecciosas sino
también para evaluar la eficacia de

tratamientos profilacticos.

El futuro de las técnicas moleculares
reside seguramente en la mejora tec-
nologica y en la democratizacion de
las secuenciaciones en masa de acidos
nucleicos a partir de muestras biologi-
cas o ambientales. Si bien actualmen-
te se utilizan en investigacion para la
caracterizacion de nuevos agentes pa-
togenos, para la deteccion de varian-
tes genéticos de estos agentes o para
evaluar la complejidad en microor-
ganismos de muestras variadas, el

proceso de validacion de estas nuevas

técnicas debera franquear las pruebas

de robustez (reproducibilidad, sen-
sibilidad, especificidad etc...) entre
diferentes laboratorios de referencia.
No hay antagonismo entre pruebas
de diagnostico serologicas o mole-
culares, sino complementariedad. La
confirmacion de positividad de estos
dos tipos de ensayos permite confir-
mar muy a menudo un diagnéstico
sin efectuar el aislamiento del agente
patdgeno u otras pruebas serologicas
como las seroneutralizaciones, mas
largas y a veces costosas. La rapidez
de un diagnoéstico condiciona la ac-
tuacion de los servicios veterinarios y
por lo tanto la extension de una enfer-
medad. En el pasado, se desarrollaron
kits de diagnostico de campo, es decir
ensayos rapidos que no requerian el
uso de aparatos sofisticados. Al ser
de poca sensibilidad, animales infec-
tados podrian no ser detectados, y
estos kits tuvieron poca utilidad. Sin
embargo, la miniaturizacion de los
aparatos acoplados a medios de co-
municacion eficientes (envio de los
resultados primarios a laboratorios
especializados) dejan entrever nuevas
posibilidades para el futuro de estos

kits “portatiles”. ll
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Alberto Allepuz: peleandose
entre ordenadores en Barcelona

Entrevistamos a Alberto Allepuz, investigador de CReSA-UAB, que
nos explica su trayectoria profesional y la tendencia de los ultimos
anos de abordar cada vez mas los problemas sanitarios de una manera
integral, en un ambiente de trabajo multidisciplinar y colaborativo.

Dr. Alberto Allepuz Palau
Investigador
alberto.allepuz@cresa.uab.cat

Profesion:

Veterinario

Otra profesion sofada:

De pequefio siempre quise ser
periodista

Una pelicula:

“Gran Torino” o “el Padrino” muy
recomendables

Una mdsica:

Que no dé dolor de cabeza,
cualquier cosa excepto la musica
méaquina

Un libro:

Con “Sin noticias de Gurb”

de Eduardo Mendoza pasé un
buen rato

Un personaje:

En este pais hay muchos
personajes (jno sabria decidirme!)
Un lugar:

Los Pirineos

Completa la frase: La
investigacion...:

... esta cada vez peor
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¢<Como iniciaste tu carrera
profesional?

Estudié veterinaria en la Universidad
de Zaragoza y me licencié¢ en 1999.
En mis inicios trabajé en Aragon, en
la campafa de saneamiento de bru-
celosis, y en la vacunacioén y despara-

sitacion de ovejas.

¢Te quedaste en Aragén?

Todo lo contrario. Después de eso,
pasé unos meses en Inglaterra tra-
bajando en el brote de fiebre aftosa
en Newcastle (al norte del pais) y
cuando termind me quedé un tiempo
mas trabajando en la campafia de tu-
berculosis, esta vez en el sur del pais
(en Worcester). Mas tarde, a través
de una ONG marché unos meses a
Pert para colaborar en un proyecto
de sensibilizacion sobre leishmanio-
sis. En noviembre del 2002 aterricé

en Barcelona.

<Y cual es tu experiencia desde tu
llegada a Barcelona?

Desde entonces he combinado la
investigacion con la docencia, como
asociado al principio y ayudante des-
pués, hasta que consegui leer la tesis
doctoral en julio del 2008. Actual-
mente tengo un incierto contrato de
profesor con la UAB (como lector que

finaliza este afio) y la investigacion la

desarrollo al 100% en el subprograma
de epidemiologia del CReSA.

Exactamente, ¢en qué trabajais en
el subprograma de epidemiologia?
En este subprograma tenemos una
Unica linea que se llama epidemiologia
veterinaria. Dentro de esta linea tra-
bajo sobre todo en temas relacionados
con la vigilancia de enfermedades, es-
tudios de factores de riesgo, de distri-
bucion geografica de enfermedades y

de investigacion de brotes.

<En todo tipo de especies animales?
Anteriormente estuve trabajando en por-
cino, de hecho hice la tesis con una enfer-
medad que afecta a los cerdos (virus de
Aujeszky) pero actualmente estoy traba-
jando en dos proyectos de rumiantes, en
uno sobre la epidemiologia de la tuber-
culosis bovina en Espafia y en otro sobre
lengua azul en Europa. Ademas de ello,
también colaboro en el servicio de ase-
soramiento que se le da al Departament
d’Agricultura, Ramaderia, Pesca, Alimen-
tacid 1 Medi Natural desde el CReSA, ac-
tualmente en lo relacionado con tubercu-

losis bovina y brucelosis ovina.

Explicanos qué herramientas sue-
les utilizar para tus estudios
En epidemiologia trabajamos mucho

con el ordenador (a veces demasiado)
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y las herramientas que empleo son pro-
gramas de analisis estadistico, de simu-
lacion y de visualizacion de datos (como

son sistemas de informacion geografica).

Y con bases de datos, se supone...

Por supuesto también toca pelearse con
bases de datos, aunque personalmente
todavia no me he peleado con los pro-
gramas de manejo de grandes bases de
datos y de momento con Excel y Access
he tenido suficiente. En las ocasiones en
las que tengo que ir a buscar los datos lo
que utilizo son cuestionarios epidemio-
logicos, es decir, encuestas en las que
se recogen datos que consideramos de

interés para el estudio.

¢<Como se relaciona tu trabajo de
epidemiologia con el diagndstico
de las enfermedades?

Si bien en epidemiologia existen herra-
mientas desarrolladas para evaluar la
capacidad que tienen las pruebas diag-
nosticas de detectar animales enfermos
0 sanos, la epidemiologia no se centra
tanto en el diagnoéstico de las enferme-
dades si no en tratar de comprender
cOmo se transmiten entre animales y

como se podrian prevenir o controlar.

¢Cuales son las nuevas tendencias
de futuro en epidemiologia?

Quizas la tendencia maés clara de los tl-
timos afios sea la aplicacion del concep-

to de “One Health” mediante el cual se

|
Tras el analisis

de los datos
recogidos se
puede evaluar la
distribucién del
riesgo de enfermar
en un mapa.

El Dr. Allepuz
trabaja en un
proyecto sobre
lengua azul en
Europa, una
enfermedad
virica que afecta
a los rumiantes
domeésticos y

salvajes.

intenta abordar los problemas sanitarios
de una manera integral; combinando la
salud humana y animal junto con los
problemas ambientales y condicionan-

tes econdmicos y sociologicos.

Y la colaboracion debe ser
importante...

En este sentido, una tendencia de
futuro es el trabajar cada vez mas de
forma multidisciplinar y colaborar en-
tre veterinarios, médicos, bidlogos, es-
tadisticos, matematicos, informaticos,

socidlogos, economistas, etc.

¢Se desarrollan herramientas
nuevas?

El rapido desarrollo de la tecnologia
(potentes ordenadores, distintos tipos de
aplicaciones, etc.) ha generado que cada
vez haya herramientas de analisis mas
potentes. Por ello, las técnicas de mineria
de datos (trabajo con grandes volimenes
de datos) y de complejos modelos mate-
maticos y estadisticos que tratan de pre-
decir y explicar el comportamiento de
las enfermedades estin en auge, y parece
que en los proximos afios la tendencia es

que se sigan desarrollando.

Debe ser muy complejo trabajar
con tantos datos...

Asi es. En algunas ocasiones, da la
sensacion que los métodos que se es-
tan desarrollando superan la calidad
de los datos que hay disponibles, y
por ello también hay una tendencia a
mejorar la calidad de los registros. Esto
se ve reflejado en el desarrollo de apli-
caciones que facilitan su recogida.Y a
pesar de parecer contradictorio con el
desarrollo de nuevos y mas sofistica-
dos métodos de analisis, también se
ve una tendencia a poner los pies en el
suelo y a intentar aplicar los diferentes
métodos epidemiologicos a la practica

veterinaria diaria.

<Y se esta consiguiendo?

Pienso que este desarrollo se esta
viendo facilitado por la existencia
cada vez mas de mejores registros a
nivel de granja a la vez que por el de-
sarrollo de aplicaciones y programas
libres (gratuitos) que facilitan su uso.
Se estan buscando metodologias que
sean aplicables (y utiles) por los vete-
rinarios clinicos e investigadores que

estan trabajando en este campo. l
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Dra. Elisabet Rodriguez Gonzalez
Responsable de Comunicacion
elisabet.rodriguez@cresa.uab.cat

Responsable de Comunicacion del CReSA. Disefio y coordinacion
de las actividades de promocion del centro y de las acciones de
divulgacion cientifica y de la innovacion, dirigidas tanto al sector
agropecuario como al publico general.

IDENTIFICACION DE POSIBLES
CEPAS VIRULENTAS DE
HAEMOPHILUS PARASUIS

A PARTIR DE UNA PCR
MULTIPLEX PARA DETECTAR
AUTOTRANSPORTADORES
ASOCIADOS A VIRULENCIA (vtaA)

Alexandre Olveray cols.Vet J. 2012 Feb;191(2):213-8.

Haemophilus parasuis es, ademéas de un microorganismo co-
mensal del tracto respiratorio superior de los cerdos, el agente
etiologico de la enfermedad de Glésser. Se han identificado
genes de los autotransportadores triméricos (vtad) en H. pa-
rasuis y se han dividido en tres grupos segun la secuencia del
dominio translocador. Se realizé una PCR multiplex para
diagnosticar H. parasuis a nivel de especie y para diferenciar
posibles cepas virulentas. Cuando se realizd en muestras de
campo, la PCR confirmo la existencia de una alta prevalencia
de H. parasuis en los cerdos de granja convencionales y de-
mostr6 que al menos la mitad de los animales era portadora
de posibles cepas virulentas. Esta PCR multiplex se podria
utilizar para evitar la introduccioén de cerdos que portan ce-
pas virulentas de H. parasuis en granjas que no estan afecta-
das por la enfermedad de Glésser. Sin embargo, se precisa de
mas estudios interlaboratorios para validar la PCR multiplex,
principalmente su valor predictivo para determinar los ais-

lados virulentos.
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DESARROLLO Y VALIDACION
DE UN NOVEDOSO ENSAYO DE
PCR EN TIEMPO REAL PARA
LA DETECCION DEL VIRUS DE
LA PESTE PORCINA CLASICA

Pérez L] y cols. JVirol Methods.
2011 Jun;174(1-2):53-9.

La peste porcina clasica (PPC) es una enfermedad

viral extremadamente contagiosa que causa pérdidas
economicas importantes en la producciéon porcina
mundial. Debido a la rapida propagacion del virus
(VPPC) y a la variabilidad de los signos clinicos, se
necesitan métodos rapidos y precisos para la detec-
cion y el control del virus. En el articulo se describe
el desarrollo y evaluacion de una novedosa técnica
de PCR en tiempo real para la deteccién y la cuan-
tificacion del VPPC utilizando SYBR Green y un
analisis acoplado a la curva de fusion. El analisis de
108 homogeneizados de tejido y de muestras de sue-
ros provenientes de cerdos infectados con VPPC de
forma natural o experimental, incluyendo muestras
de cerdos no infectados, mostré que la PCR era alta-
mente sensible y especifica para el diagnostico rapido
de la PPC.
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DETECCION Y SEGUIMIENTO DE

FLAVIVIRUS TRANSMITIDOS POR
MOSQUITOS EN ESPANA ENTRE

2001 Y 2005

Carles Aranda y cols.Vector Borne Zoonotic Dis. 2009
Apr;9(2):171-8.

Entre 2001 y 2005, se capturaron y analizaron 72.895 hem-

bras de mosquito durante la estacion de mayor abundancia.
Se clasificaron en 4.723 grupos y se observo que pertene-
cian a 20 especies de Culicidae. El objetivo del estudio era,
directamente a partir de los homogenatos de los vectores,
detectar ARN de arbovirus en el caso de los géneros Alpha-
virus, Flavivirus y Phlebovirus. El estudio formaba parte de
una investigacion general que trata sobre la trasmision de
arbovirus en cuatro de los humedales mas importantes de
Espafa, que se encuentran en las provincias de Gerona,
Barcelona, Tarragona y Huelva. No se encontro ARN de
arbovirus patdgenos conocidos. Sin embargo, 111 grupos
de mosquitos dieron resultado positivo a Flavivirus, el inico
género detectado. Las secuencias de flavivirus identificadas
eran diferentes de los flavivirus trasmitidos por mosquitos
conocidos, no obstante, eran muy cercanas al virus Kamit:
River o al virus cell fusing agent, virus detectados solamente
en mosquitos de los que se desconoce su importancia a nivel

de sanidad animal y salud publica.

PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA EL
VIRUS DE LA HEPATITIS E EN ANIMALES
DOMESTICOS Y EN ROEDORES

Bibiana Peralta y cols.Vet Microbiol. 2009 May 28;137(1-2):66-73.

La hepatitis E humana es una enfer-
medad endémica en muchos paises
en vias de desarrollo. Varios estudios
han indicado que el virus de la he-
patitis E (VHE) puede ser un agen-
te zoonotico. Estudios recientes han
mostrado que hasta el 97% de las
explotaciones porcinas estudiadas
en algunos paises europeos, entre
ellos Espafia, tienen cerdos seropo-
sitivos al VHE. En el presente estu-
dio hemos desarrollado y aplicado
un ELISA basado en la proteina
truncada de la capside (ORF2) a
partir de una cepa de genotipo 3
para cribar los indicios serologicos
de infeccién por VHE en diversas
especies de animales domésticos. La

seropositividad en las poblaciones

de cerdos estudiadas fue del 71,4%.

La seroprevalencia del VHE en ru-

miantes domésticos fue muy baja o
nula, mientras que en los gatos fue
alta. Ademas, este estudio muestra la
importancia de adoptar criterios es-
trictos en el serodiagnostico, ya que
diferentes antigenos pueden presen-

tar diferentes comportamientos.

UN NUEVO METODO ES CAPAZ DE DIFERENCIAR
CINCO AGENTES VIRALES EN CERDOS

Pérez L] y cols. JVirol Methods. 2012 Jan;179(1):233-41.

Es frecuente que los cerdos presenten multiples infecciones virales a causa de
unas condiciones de produccion intensivas. En este estudio se describe el desa-
rrollo de un novedoso sistema multiple de PCR en tiempo real con SYBR Green
I que permite la deteccion simultanea y la diferenciacion del circovirus porcino
2 (CVP2), el parvovirus porcino (PVP), el herpesvirus porcino 1 (HVP1) y los
torque teno sus virus 1 y 2 (TTSuV1 yTTSuV2) en cerdos. El sistema fue capaz
de diagnosticar a los cinco agentes viricos con una alta sensibilidad y especifici-
dad. Ademas, los resultados de los ensayos fueron un 100% congruentes con
los resultados previos basados en PCR especifica para cada agente y realizados
con muestras de campo. El sistema multiple de PCR en tiempo real se califico
como sensible y los resultados de las pruebas fueron 100 % congruentes con
los resultados previos basados en una PCR especifica que se llevo a cabo con
muestras de campo. Este método podria ser una herramienta ttil en los estudios

epidemioldgicos y para el control de estas enfermedades.
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FUTUROS INVESTIGADORES

Comunicacion clentifica:

otra opcion de futuro

tras el postgrado

Estudiante de
Postgrado del
CReSA. Su trabajo
se centra en el

desarrollo de
vacunas frente a
la peste porcina
africana.

Paula Lépez Monteagudo
Estudiante de postgrado
paula.lopez@cresa.uab.cat

TR P
4

n el momento en el que tene-
mos que tomar una decision
que afectara a nuestro futuro el
miedo nos invade. Acertar con el cami-
no elegido es nuestro deseo, pero nunca
sabemos con certeza si nuestra decision

acabara siendo la acertada o no.

Este miedo fue el que yo senti cuando
acabé la carrera de Biologia y decidi
que los proximos 4 afios de mi vida
iba a pasarmelos en un laboratorio
como estudiante de Postgrado. A dia
de hoy estoy llegando al ecuador de
mi doctorado y sé que la decision que

tomé fue la adecuada.

Aunque el hecho de realizar un post-
grado implica una gran especiali-
zacioén en un tema muy concreto, la
formacion que recibes durante este
periodo es muy amplia y variada. Ad-
quieres gran cantidad de conocimien-
tos teodricos acerca del tema en el que

eliges especializarte, pero ademas es
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una etapa de tu vida en la que te en-
riqueces como persona. Ves que eres
una pequeila porcién de un equipo,
pero que tu trabajo es necesario para
que el grupo de investigacion al que

perteneces funcione adecuadamente.

A medida que el tiempo va pasando vas
aprendiendo a plantear y planear expe-
rimentos que tienen como fin resolver
determinadas incognitas. Adquieres la
capacidad de interpretar los resultados
obtenidos y aprendes a como comuni-
carlos dentro del &mbito de la ciencia
mediante seminarios, exposiciones en
congresos o a través de la escritura de

articulos en revistas cientificas.

Pero, ¢qué hay del interés que estos
descubrimientos pueden despertar
en el publico en general? ¢no puede
ser que alguien que no esté vincula-

do con el mundo de la investigacion

Aprender a
comunicar a
cualquier nivel es
una asignatura

gue, en muchos
casos, los
cientificos tienen
pendiente

esté interesado en saber que avances
se estan llevando a cabo en su propia
universidad, en su ciudad, en su pais

o incluso a nivel mundial?

Aprender a comunicar a cualquier ni-
vel es una asignatura que, en muchos
casos, los cientificos tienen pendiente.
En la mayoria de ocasiones los cientifi-
cos se limitan a comunicar sus avances
Unicamente dentro del ambito de la
ciencia y descuidan el hecho de que la
sociedad también puede estar intere-

sada en conocer sus descubrimientos.

Por suerte esta situacion de “incomu-
nicacion” esta cambiando y cada vez
la ciencia y la sociedad se acercan un
poquito maés. Se esta apostando por la
expansion del conocimiento a todos
los niveles y esto esta haciendo que
la figura de comunicador cientifico
comience a entrar en juego, y ¢quién
mejor que alguien que ha estado en
el mundo de la ciencia como investi-
gador para hacer asequible al publico

toda esta informacion?

Creo que durante nuestra formacion
doctoral deberiamos aprender a comu-
nicar nuestros avances en diferentes
ambitos y a diferentes niveles, de modo
que, una vez finalizado el doctorado,
la comunicacion cientifica represente
una opcion mas en nuestra lista de po-
sibilidades laborales de futuro. l



HABLAN LAS ESCUELAS

Importancia del diagnostico
para controlar
enfermedades

Autora: Dra. Llilianne Ganges Espinosa
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LOS GOBIERNOS?

“Si llego a poder dedicarme a la investigacion en algin momento me gustaria que
fuera en el campo celular y molecular. Me despiertan interés la biologfa y la genética
molecular y la ingenierfa porque, desde mi punto de vista, son la base para conseguir
la erradicacion de enfermedades, profilaxis contra los virus y el control de los vectores
y de las infecciones, por ejemplo. Me sorprenden noticias como una que he leido
Ultimamente, que hace que el interés en este ¢ampoy que la admiracién por los
proyectos y por los que se dedican crezcan. La noticia trataba sobre e desarrollo de
nuevas tecnologias en areas tales como el DNA recombinante Y la biologia molecular,
que han permitido un gran avance en la produccién de vacunas mas seguras y libres
de infectividad residual. Noticias asf son buenas de escuchar y espero que con el
paso de los afios la inversion por parte de las administraciones y de los gobiernos cor-
respondientes crezca y no todo lo contrario. Es futuro y conocimiento.

Ané6nimo (16 afios)
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CIENCIA A LAVISTA

Ciencia es invertir en el
futuro... ;pero quién la paga?

estas alturas existen pocas du-

das en relacion a que la inves-

tigacion cientifica supone una
inversion para un pais. No obstante, es
una inversion a largo plazo que no da
frutos palpables hasta después de unos
afios de realizarla. Existen ejemplos en
muchos paises desarrollados donde su
propia economia se ha revalorizado
gracias a los avances cientifico-tecno-
légicos, tales como Alemania, Suecia,
Estados Unidos, Japén o Corea del
Sur. En estos paises ha habido una po-
litica cientifica decididamente orien-
tada al desarrollo y al conocimiento,
y definitivamente han apostado por
inversiones publicas importantes en
este ambito. Otras fuentes de financia-
ciébn como podria ser el mecenazgo o
el micro-mecenazgo (cada vez mas en
boga) han ido tomando un mayor pro-
tagonismo para poder llevar a cabo ini-
ciativas cientifico-técnicas que de otra
manera no se darian. Ejemplos inter-
nacionales serian la Fundacién de Bill
y Melinda Gates, que ha financiado un
namero importante de proyectos para
el desarrollo de métodos de control
de enfermedades, o aqui en Esparia la
Fundacion Cellex, que ha financiado
multiples proyectos, entre ellos en el
campo de la foténica recientemente.
Finalmente, existiria financiacion em-
presarial de una ciencia mas aplicada
con el objetivo de desarrollar produc-
tos que acaben siendo comercializados
y que puedan generar beneficios eco-
némicos a las empresas que realizan

estas investigaciones.

Si la pregunta del titulo se refiere a
quién financia la investigacion inde-
pendiente (no sujeta a los intereses es-
pecificos de las empresas de desarro-
llo de productos), entonces las fuentes
de financiacion serian las convocato-
rias nacionales e internacionales (ba-
sicamente Europeas en nuestro caso),
asi como el mecenazgo. El impacto
global de éste ultimo es, no obstante,

aun muy limitado.

Dicho de otra manera, el grueso de
la financiacion cientifica acaba pro-
cediendo de las administraciones
publicas, o sea, de nuestros propios
bolsillos como ciudadanos. Pero
esta situacion esta lamentablemente
asociada a la reparticion del dinero
existente entre las partidas presu-
puestarias de los gobiernos corres-
pondientes. ¢Qué quiere decir esto?
Ni mas ni menos que la financiacién
de la ciencia estd a expensas de los
recortes presupuestarios que estan
aplicando nuestros gobernantes ac-
tualmente. Y ello se ha traducido en
que los recursos econdémicos publi-
cos destinados a la investigacion en
Espafia han vuelto a niveles de hace
7 afios atras, después de llegar a un
pico maximo en 2009. Si la ciencia es
progreso y futuro, es evidente de que,
con estas acciones, estamos compro-
metiendo nuestro futuro como pais.
Perder centros de investigacion e in-
vestigadores/as no es perder algo que
podamos recuperar mafiana; la recu-

peracion en estos ambitos lleva afios y
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la pérdida no repercute en el momen-

to en que se produce, sino que es una
pérdida con claras consecuencias para
el futuro. Es mas, luego también ha-
bria que preguntarse ¢por qué hemos
invertido tanto dinero en la formacion
de estas personas? Al fin y al cabo, la
formacion de estas personas también
se ha financiado con dinero publico
y se acaban beneficiando esos paises
con vision cientifico-tecnoldgica que
acaban “fichando” a los investigado-
res/as de nuestro pais. Se puede po-
liticamente “recortar” lo que corres-
ponda, jpero no se deberia “recortar”

el futuro de un pais en su conjunto! ll

100882

Dr. Joaquim Segalés Coma
Director del CReSA
joaquim.segales@cresa.uab.cat

Director del
CReSA y Profesor
Titular del
Departamento

de Sanidad

y Anatomia
Animales de la
UAB. Investigador
en el area de las
enfermedades
viricas porcinas,
especialmente en
infecciones por
circovirus porcino
tipo 2 (PCV2).

|
El micromecenazgo
es la cooperacion
colectiva, llevada a
cabo por personas
que forman una

red para conseguir
dinero u otros

recursos.



LO QUE NO VEMOS

0s hongos colonizadores

|
Granuloma
micético en

un pulmén de
pollo. Tincién de
PAS (Periodic
Acid-Schiff). Esta
tincion colorea
intensamente la
pared polisacarida
de los hongos

y permite la
deteccion rapida
de los hongos en
los tejidos

(x 50 pm).

CReSA/N. Majé
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LA OPINION DEL EXPERTO

Nuevas técnicas
moleculares, del Jurasico
a la television de papel

|
Investigador

del CReSA
responsable

de la linea de
investigacion
sobre el papel de
los microRNAs en
las infecciones
viricas del cerdo.

En la pelicula
Parque Jurasico
el ADN de los
dinosaurios se
amplificaba por
PCR.

Dr. José Ignacio Nuiez Garrote
Investigador del CReSA
ignacio.nunez@cresa.uab.cat

unque hoy dia resulta impen-

sable, hasta hace poco mas de

una década no era reconocido
un diagnéstico mediante técnicas mo-
leculares por la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal. Las técnicas mo-
leculares aplicadas al diagnostico estan
basadas principalmente en la deteccion
especifica del material genético de los
patdgenos, ya sea acido desoxirribo-
nucleico (ADN) o acido ribonucleico
(ARN). Inicialmente se basaron en la
deteccion por hibridacion con el acido
nucleico, que rapidamente fue des-

plazada por la amplificacion del acido

nucleico mediante la técnica de ampli-
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ficacion en cadena de la polimerasa,
conocida como PCR (Polymerase

chain reaction).

El descubrimiento de la PCR dio
lugar a la concesiéon de un premio
Nobel, ademas de constituir el funda-
mento cientifico para la realizacion de
la pelicula Parque Jurasico, donde se
amplificaba por esta técnica el ADN
de los dinosaurios. La amplificacion
se realiza con la ayuda de un equipo
llamado termociclador y se visualiza
mediante geles de agarosa. Asi resulta
muy rapido, facil y preciso identificar

virus, bacterias, u otros patogenos.

La PCR en tiempo real es una técnica
de PCR que amplifica y simultinea-
mente cuantifica de forma absoluta el
producto de la amplificacion. Para ello
emplea reacciones similares a la PCR
convencional pero adiciona una sus-
tancia marcada con un fluoréforo. Esta
reaccion se realiza en un termociclador
con sensores para medir fluorescencia,
que excitan el fluordforo a la longitud
de onda apropiada y miden la tasa de
generaciéon de una o mas copias del
acido nucleico especifico sin necesidad

de hacer geles de agarosa.

Se han desarrollado multiples variantes
a partir de la PCR convencional, como
la amplificacion isotérmica 6 LAMP

PCR, que no requiere de un aparato

termociclador. Las PCR multiplex que
permiten incluir distintos patdgenos en
un solo ensayo, o las PCRs anidadas
y semianidadas, entre otras. Parale-
lamente asociado al desarrollo de las
técnicas de amplificacion, se ha pro-
ducido un avance en los dispositivos,
basados en nuevos “sistemas de de-
teccion de sefiales” como los sistemas
integrados miniaturizados que combi-

nan la preparacion del acido nucléico

El descubrimiento
de la PCR

dio lugar a la
concesion de un
premio Nobel

de una muestra de partida y la ampli-
ficacion multiple de distintos acidos
nucléicos para distintos patégenos de
una forma rapida, sensible y especifi-
ca. Las técnicas moleculares que basan
la amplificacion del acido nucleico en
métodos isotérmicos (como el LAMP
PCR) al no requerir el uso de apara-
tos termocicladores, si se emplea un
método de deteccion de los productos
amplificados por fluorescencia, se pue-
den trasladar por ejemplo a una granja,
obteniendo el resultado de forma muy
rapida al lado de individuo enfermo
“pen side”, sin necesidad de transportar

las muestras al laboratorio.



LA OPINION DEL EXPERTO

Dentro de las técnicas basadas en la hi-
bridacion de acidos nucléicos, un avan-
ce importante consistio en el desarrollo
de la tecnologia de “microarrays” co-
nocidos como “chips de DNA”. Se ba-
san en la union de fragmentos de DNA
a una superficie solida (vidrio, plastico
o silicio) que hibridan con la muestra
problema identificando el patdogeno
presente en la misma. Un ejemplo de
enfermedad en la que este chip tiene
una mayor aplicacion es el diagnostico
del virus influenza, puesto que permite
la deteccion, subtipado y caracteriza-

cion del virus de forma rapida.

La secuenciacion del acido nucleico,
esto es, el conocimiento de la dispo-
sicion de las bases que componen el
ADN, constituye la caracterizacion
mas detallada que se puede hacer de
un organismo. Acoplada la técnica
de secuenciacion rapida a la ampli-
ficacion especifica por PCR permite
realizar un diagnostico preciso e in-
equivoco, igualmente permite realizar

estudios de “epidemiologia molecu-

lar” que pueden dar informacion del
origen de un brote, de la eficacia de
las vacunas utilizadas, de la evolucion
viral, etc. Esta herramienta ha sido de
gran valor para el diagnostico y con-
trol de muchas enfermedades en todo
el mundo como la fiebre aftosa, la pes-
te porcina clasica, la gripe, el SIDA, la
hepatitis C, entre otras. También per-
mite estudiar, por ejemplo, resistencia
a farmacos o escapes a la vacunacion,
analizando las mutaciones que se pro-

ducen como respuesta frente a estos.

Actualmente se han desarrollado nue-
vas técnicas de secuenciacion masiva,
como la basada en la pirosecuencia-

cién o en el empleo de semiconduc-

|
Los
termocicladores
realizan los ciclos
de temperatura
necesarios para
amplificacion

del ADN.

La secuenciacion del acido

nucleico constituye la

caracterizacion mas detallada
que se puede hacer de un
organismo

tores, que permiten obtener gran
cantidad de informacion y a un coste
cada vez mas reducido. La aplicacion
de esta tecnologia al diagnostico per-
mite incluso identificar nuevos agentes
patdgenos y nuevos virus todavia no
descritos. Dentro de la siguiente gene-
racion de tecnologia de secuenciacion,
todavia en proceso de desarrollo, se
incluye aquella que utiliza nanoporos,
que no son otra cosa que orificios muy
pequeiios realizados en superficies
biologicas (nanoporos proteicos), o
en nuevos materiales como el grafeno,
que se puso de moda en 2010 cuando
se concedi6 el Nobel de quimica a dos
investigadores por el descubrimiento
de sus propiedades, 100 veces mas
fuerte que el acero y mas delgado que
cualquier solido, que entre otras apli-
caciones se estudia su utilizacién para
obtener pantallas de T'V flexibles como
el papel. En ambos casos, si se hace
atravesar una molécula de acido nu-
cleico por el nanoporo, acoplado a un
sistema de deteccion electrénica capaz
de cuantificar una diferencia en el vol-
taje debido a la particula que atraviesa
el poro, se puede conocer la composi-
cion de bases, esto es, la informacioén
genética. De esta forma se podra de-
tectar moléculas individuales a tiempo

real sin la necesidad de amplificarlas.

En la actualidad, las técnicas mole-
culares se estan imponiendo como la
mejor opcidn; esto es especialmente
significativo en los casos en los que el
aislamiento virico en cultivo celular o
el cultivo de bacterias resulta compli-
cado de realizar, como en el caso del
circovirus porcino. Otra de las ven-
tajas es que evita la manipulacion de
agentes vivos, lo que es especialmente
relevante en agentes infecciosos que
causan problemas de salud grave o

cuantiosas pérdidas econémicas. M
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DICCIOCReSA

DICCIOCReSA

Autora: Dra. Llilianne Ganges Espinosa

AGENTE QUELANTE

Sustancia que forma complejos con
iones de metales pesados. A estos
complejos se los conoce como quela-
tos, palabra que proviene de la palabra

griega chele que significa “garra”.

ANTICUERPO

Biol. y Med. Sustancia producida en
el organismo animal por la presencia
de un antigeno, contra cuya acciéon
reacciona especificamente. Anticuer-
po monoclonal: anticuerpo especifico

frente a un inico antigeno.

ANTIGENO

Biol. y Med. Sustancia que, introduci-
da en un organismo animal, da lugar
a reacciones de defensa, tales como la

formacion de anticuerpos.

BiomoLEcuLA

Molécula constituyente de los seres
vivos. Los seis elementos quimicos o
bioelementos mas abundantes en los
seres vivos con los que se crean todo
tipos de biomoléculas son el carbono,
hidrégeno, oxigeno, nitrogeno, fosfo-

ro y azufre.

B10SENSOR

Instrumento para la medicion de pa-
rametros bioldgicos o quimicos. Suele
combinar un componente de natura-

leza bioldgica y otro fisico-quimico.

COMPLEMENTO

Biol. Conjunto de proteinas plasmati-
cas que actuan mediante reaccion en
cascada y se fijan finalmente sobre la
pared de células ajenas al organismo

como las bacterias, a las que destruye.

Currivo

Biol. y Med. Método de obtencion
de microorganismos, células o tejidos
mediante siembras controladas en

medios adecuados.

FLUOROFORO
También llamado fluorocromo, es un
componente de una molécula que

hace que ésta sea fluorescente.

INMUNOMODULADOR

Sustancia que modifica (puede au-
mentar o disminuir) la capacidad del
sistema inmune de ejercer una o mas
de sus funciones, como la produccion
de anticuerpos, el reconocimiento an-
tigénico, o la secrecion de mediadores

inflamatorios.

INTERFERON

(Del ingl. interferon, der. de to inter-
fere, intervenir, interferir). Bioquim.
Glicoproteina sintetizada por células
infeCctadas por virus, que inhibe la

multiplicacion de estos.

L1s1S CELULAR

Rompimiento de la membrana celular
que estd compuesta por fosfolipidos
que separan el contenido celular del

ambiente extracelular.

NANOPARTICULA
Particula microscopica con una di-

mension menor de 100 nm.
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PIROSECUENCIACION

Tecnologia de determinacion de se-
cuencia de ADN a gran escala, apli-
cable a genomas completos, mediante
el proceso de emision de luz condicio-
nes de temperatura ambiente o baja

(luminiscencia).

SEMBRAR
Biol. Poner microorganismos, células
o tejidos en un medio de cultivo ade-

cuado para su multiplicacion.

SiNcITIo
En medicina, es una especie de ama-
sijo celular formado por células fusio-

nadas.

TERMOCICLADOR

Aparato que permite realizar los ciclos
de temperaturas necesarios para una
reaccioén en cadena de la polimerasa
de amplificacion de ADN.



SI QUIERES SABER MAS

CReSA Training Programs:
COMpPromiIso con

os CReSA Training Programs

son cursos y programas de

formacion organizados por el
CReSA a peticion de administraciones
y empresas. Estos programas versan
sobre temas relacionados con las com-
petencias y conocimientos de los in-
vestigadores del centro: bacteriologia,
virologia, inmunologia, entomologia,
epidemiologia, investigacion y desa-
rrollo, patologia, diagnostico, biosegu-
ridad, control y erradicacion de enfer-
medades, etc. Los cursos pueden ser
en linea o presenciales (en el CReSA
o en las instalaciones designadas por
el solicitante) y se pueden impartir en

catalan, castellano o inglés.

;A QUIEN VAN
DIRIGIDOS?

La oferta formativa se dirige a veteri-

narios, bidlogos, productores, técnicos

de laboratorio, periodistas cientificos,

estudiantes y otros profesionales rela-

cionados con las ciencias de la salud,

que pertenecen tanto al sector publico

como al sector privado:

¢ Administraciones o entidades
publicas

¢ Universidades

¢ Centros de investigacion

« Empresas y cooperativas
agroalimentarias

« Empresas farmacéuticas

« Empresas biotecnologicas

¢ Organizaciones de investigacion
por contrato (CRO)

* Asociaciones de productores

« Agrupaciones de defensa sanitarias
« Sociedades cientificas

¢ Centros de educacion secundaria

;COMO FUNCIONAN?

Los programas de formacion se dise-
fian de forma personalizada, en fun-
cion de las necesidades del demandan-
te, por lo que se adaptan la tematica,
los formadores y la duracién a cada
curso. Para ello, los pasos a seguir son

los siguientes:

Paso 1

El solicitante contacta con el CReSA 'y
plantea sus necesidades de formacion:
objetivos, temas a tratar, nimero de

asistentes y perfil, etc.

Paso 2

El CReSA estudia la propuesta y ela-
bora un programa preliminar, que in-
cluye agenda, contenidos, ponentes y

presupuesto.

Paso 3
El solicitante aprueba la propuesta y

se acuerdan las fechas de la formacion.

PARA MAS INFORMACION
SOBRE LOS CReSA TRAINING
PROGRAMS:

Elisabet Rodriguez Gonzalez

Responsable de Comunicacién

elisabet.rodriguez@cresa.uab.cat
Tel.: 935814564

la formacion

CReSA Training Programs
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Centre de Recerca en Sanitat Animal

unBe m IRTA

Universitat Autbnoma . [RECERCA |1 [TECNOLOGIA |
deBarcelona Generalitat de Catalunya

Edifici CReSA. Campus UAB.
08193 Bellaterra (Cerdanyola del Vallés) Spain.
Tel. (+34) 93 581 32 84
Fax (+34) 93 581 44 90
e-mail: cresa@uab.cat
www.cresa.cat

Patrocinadores
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