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RESUMEN: El crecimiento de la poblacion mundial en los proxi-
mos afios, provocard un incremento en la demanda de alimen-
tos. Como consecuencia, el nimero de animales de produccion
sufrird un aumento importante y la Sanidad Animal constituira
un elemento critico a la hora de tratar y prevenir las enferme-
dades, garantizando el abastecimiento y la seguridad. La bio-
tecnologia contribuye de miltiples formas al desarrollo de la
Sanidad Animal. Fundamentalmente, aporta herramientas que
ayudan al control y erradicacion de las enfermedades. El desa-
rrollo de la ingenieria genética en las Ultimas décadas ha favo-
recido el avance de la industria biotecnolégica aplicada a la sa-
nidad humana y animal. Existen un gran nimero de ensayos de
diagndstico basados en desarrollos biotecnoldgicos, asi mismo,
cada vez hay mas vacunas recombinantes contra enfermedades
animales. La prevencién y control eficientes de las enfermeda-
des dependeran de mecanismos de deteccién temprana, que
faciliten la toma de decisiones y una respuesta rapida.

PALABRAS CLAVE: Vacunacion; VLPs; diagndstico; inmunoensayos;
DIVA; ensayos multiples; ensayos de campo; PCR.
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ABSTRACT: The growth of the world population in forthcoming
yearswill causeanincreaseinthe demand offood. Asaresult, the
number of working animals is set to rise significantly and Animal
Health will become a vital issue when it comes to treating and
preventing diseases, and guaranteeing and uninterrupted and
safe food supply. Biotechnology contributes to the development
of Animal Health in many ways. First and foremost, it provides
tools that help control and eradicate diseases. The progress of
genetic engineering in recent decades has underpinned the
development of the biotechnology industry applied to human
and animal health. There are a large number of diagnostic tests
based on biotechnological developments, and there is also an
increase in the use of recombinant vaccines against animal
diseases. An effective prevention and control of diseases will
depend on early detection mechanisms that facilitate decision-
making and enable a rapid response.

KEYWORDS: Vaccination; VLPs; diagnostic; immunoassays;
DIVA; multiplex assays; field tests; PCR.
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INTRODUCCION

Segun un estudio reciente de la Organizacion de las
Naciones Unidas, la poblaciéon mundial llegara a los
9.600 millones en el afio 2050. A comienzos del proxi-
mo siglo, el nimero de personas podria superar los
16.600 millones. La poblaciéon aumentara de manera
espectacular en las regiones mas pobres del mundo,
lo que provocard importantes problemas relaciona-
dos con la necesidad de agua y alimentos. Se calcula
que la demanda mundial de proteinas animales habra
aumentado un 50% de aqui a 2030, en parte debido
a la emergencia de las clases medias en los paises en
desarrollo y a sus nuevos habitos de consumo. Habra
un incremento importante en los censos de animales
de produccién y como consecuencia la Sanidad Ani-
mal tendra cada vez mds importancia.

Hoy en dia, la Sanidad Animal, la Salud Publica, el
Medio Ambiente, asi como la Biomedicina, Produc-
cion Animal y Seguridad Alimentaria estan intima-
mente relacionadas. Asi nace la actual iniciativa “One
World, One Health”, cuya intencion es la de aglutinar
el conocimiento y la investigacién bioldgica, a todos
los niveles (medicina humana, veterinaria y ciencias
ambientales), a fin de conseguir mejorar la VIDA de
todas las especies que compartimos el planeta. Tra-
bajando juntos, se puede lograr mas para mejorar la
salud en todo el mundo y la profesién veterinaria tie-
ne la responsabilidad de asumir un papel de liderazgo
importante en ese esfuerzo (Rodriguez-Ferri, 2012).

Los ultimos estudios epidemioldgicos, muestran
que el 60% de los patégenos humanos son de origen
animal y que el 75% de las enfermedades animales
emergentes pueden trasmitirse a humanos, es decir,
son de caracter zoondtico.

La intensificacion de la produccion ganadera y agri-
cola durante el siglo XX, provocé la necesidad de la
utilizacion masiva de agentes bactericidas y bacterios-
taticos, especialmente antibidticos, a fin de mantener
las condiciones sanitarias y los niveles productivos. Sin
embargo, la tendencia actual trata de reducir el uso
de antibidticos y se dirige hacia la prevencién, control
y erradicacién de los procesos infecciosos en veteri-
naria, mediante estudios epidemioldgicos, el diagnds-
tico y la vacunaciodn, siendo los elementos clave para
el control de la salud animal y en consecuencia de la
salud humana.

Afortunadamente son cada vez mds las herramien-
tas disponibles para conseguir este objetivo, y en gran
medida estas se basan en desarrollos biotecnolégicos.
Los avances en la Ingenieria genética en los ultimos
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afios han supuesto una verdadera revolucién en el
campo del seguimiento epidemioldgico y de la fabri-
cacion de nuevos medicamentos, diagndsticos y va-
cunas. Si bien es cierto que suelen venir promovidos
por su aplicacion humana, en muchas ocasiones los
logros en el campo de la veterinaria son pioneros por
razones éticas.

Prescindiendo de los casos excepcionales mas van-
guardistas y revolucionarios, lo habitual es que por
razones econdmicas, las tecnologias aplicadas a gran
escala en los campos de la prevencidn veterinaria,
sigan de cerca, pero un paso por detrds, los avances
realizados en la medicina humana. A continuacién se
muestra de forma general cdmo se aplican los proce-
sos biotecnoldgicos en las dreas de la vacunacion y el
diagndstico veterinarios.

LAS VACUNAS EN VETERINARIA

Una vacuna, segun la definicion tradicional, es un
microorganismo completo, atenuado o muerto, o una
parte de él, que tiene la capacidad de inducir una
respuesta inmune protectora y duradera, similar a la
generada en una infeccidén natural, pero sin peligro
para el individuo vacunado. Desde que Edward Jen-
ner descubrid la primera vacuna frente a la viruela en
1796, estas se han utilizado con éxito frente a nume-
rosos microorganismos. La utilizacién de las vacunas
en sanidad humana y veterinaria ha contribuido enor-
memente a uno de los mayores logros del siglo XX: el
control de las enfermedades infecciosas. Las primeras
aplicaciones en Sanidad Animal fueron frente al car-
bunco, el célera aviar, el mal rojo porcino o la rabia.

La vacunacion ha sido una herramienta de vital im-
portancia para el control de las enfermedades viricas
en humanos. En los paises desarrollados, los gobier-
nos han establecido programas de vacunacion que
han permitido controlar e incluso erradicar algunas
enfermedades tales como la viruela, sarampiodn, etc.
Las estrategias seguidas para controlar las enfermeda-
des viricas en animales son similares a las utilizadas en
humanos, sin embargo, en este caso los Gobiernos no
intervienen siempre de la misma forma y, consecuen-
temente, el control de la enfermedad es mas dificil.
Conviene destacar que los virus favorecen la entrada
de otros patégenos oportunistas, por ejemplo bacte-
rias, por lo que la vacunacion tiene ademas un efecto
positivo en la reduccién del uso de antibidticos.

Las vacunas cldasicas se basan en agentes infeccio-
sos manipulados, procedentes de cultivos celulares.
Pueden ser:
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Vacunas inactivadas: se emplea el agente infeccioso
intacto tras eliminar su capacidad infectiva mediante
tratamientos fisicos (calor) o quimicos (formaldehido,
tiomerosal, etc.). Son vacunas seguras, pero no ac-
tivan la respuesta inmune citotdxica, por lo que son
menos protectoras y necesitan formularse con adyu-
vantes potentes. Ejemplos de este tipo de vacunas
son las del virus de la influenza equina, que se utiliza
desde los anos 60, o bacterianas como Yersinia rucke-
ri y Aeromonas salmonicida para peces o Salmonella
para aves y ganado porcino.

Vacunas atenuadas: el agente infeccioso se atenua
generalmente mediante pases sucesivos en cultivo,
produciendo una infeccidn leve, sin sintomatologia
clinica y con gran capacidad inmunogénica. Sin em-
bargo, tienen limitaciones importantes. Por una parte,
la enfermedad puede ponerse de manifiesto, aunque
levemente, como consecuencia de la vacunacion vy,
por otra, en ocasiones el proceso de atenuacién no
es total y pueden llegar a revertir surgiendo variantes
“salvajes” con capacidad de infectar y diseminarse. La
utilizacion de una vacuna atenuada ha sido clave para
lograr la erradicacion de la peste bovina en 2011.

Posteriormente, surgieron las Vacunas de subuni-
dades o de antigenos purificados: consisten en pre-
paraciones mas o menos puras de alguno de los com-
ponentes del virus. Generalmente son componentes
proteicos, si bien pueden ser otro tipo de moléculas
(por ej. azucares). Se preparan mediante la extraccidon y
separacién de los componentes del agente infeccioso.

El desarrollo de la Biotecnologia ha permitido di-
sefiar nuevos tipos de vacunas mds seguras y efica-
ces que reducen o eliminan los riesgos de las cldsicas
(Brun et al., 2011; Jackwood et al., 2008; Meeusen et
al., 2007).

En general, estas nuevas vacunas presentan la gran
ventaja de permitir la utilizacién de sistemas de diag-
néstico diferencial (DIVA: Differentiate Infected from
Vaccinated Animals), que pueden distinguir cuando
un animal ha respondido inmunolégicamente frente
a un patégeno debido a una vacunacion o a una in-
feccidn. Esta caracteristica de las vacunas DIVA es una
herramienta fundamental en los programas de erradi-
cacion ya que permiten campafias conjuntas de vacu-
nacion/diagnéstico y erradicacion mediante sacrificio.

Podemos hablar de tres tipos de “nuevas vacunas”,
producidas gracias a los avances biotecnoldgicos. El
primero de ellos es el de las vacunas atenuadas me-
diante ingenieria genética, como consecuencia de la
eliminacién del gen o genes virulentos de un patége-
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no. Al ser una modificacién genética, la vacuna puede
utilizarse sin peligro de reversién. Un ejemplo es la va-
cuna de Salmonella para ovejas y aves. Otro caso es la
vacuna atenuada del herpesvirus de la enfermedad de
Aujeszky mediante la eliminacién de la glicoproteina
gE que afecta a la virulencia del virus, pero no a su
inmunogenicidad. Para aumentar mas la seguridad de
esta vacuna, se eliminé ademas el gen tk (timidinaki-
nasa). Es un ejemplo de vacuna con un ensayo DIVA
asociado, ya que los animales infectados con el virus
desarrollan Ac frente a la proteina gE, mientras que
los vacunados no, que ha sido empleada a gran escala
demostrando su eficacia en campafas de erradica-
cion. La misma estrategia se ha utilizado en el caso de
la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR).

Un segundo grupo lo forman las vacunas basadas
en vectores vivos. En este caso se usa un agente no
patdgeno con capacidad replicativa, que es capaz de
producir en el propio organismo la proteina vacunal
y producir una respuesta inmune especifica frente a
ella. El genoma del vector tiene que ser bien conoci-
doy, normalmente, se pueden insertar mds de un gen
extrafio. El virus vaccinia, el canarypox, adenovirus o
coronavirus son algunos de los vectores mas utiliza-
dos. La primera vacuna de este tipo comercializada,
se basaba en el virus canarypox como vector, en cuyo
genoma se insertdé el gen de la hemaglutinina del virus
de Newcastle. Otro ejemplo es la vacuna frente a la
peste porcina clasica (PPC) basada en la expresion de
la glicoproteina E2 del virus, utilizando como vector el
virus de Aujeszky con los genes gE y TK delecionados.

Un tercer tipo lo constituyen las vacunas basadas
en proteinas recombinantes que pueden ser péptidos
o proteinas completas. Son vacunas no infectivas, bio-
sintéticas, que utilizan distintos sistemas de expresion
como Escherichia coli o células de mamifero, aves, in-
secto, levaduras o plantas para producir el antigeno
de interés. La posibilidad de obtener industrialmente
proteinas activas ha sido de gran ayuda para el desa-
rrollo y la estandarizacién de nuevas vacunas y ensa-
yos de diagndstico vy, por lo tanto, para la lucha frente
a muchas enfermedades.

La primera vacuna comercializada basada en una
proteina recombinante fue la del virus de la Hepatitis
B, producida en levaduras. Existen también ejemplos
de vacunas de proteinas recombinantes para bacte-
rias como es el caso de la vacuna para Actinobacillus
pleri pneumoniae.

La expresion de proteinas en células de insecto a
través del uso de baculovirus como vector, ha sido
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al54

73194 epany ewo|ed A zapueuia4 Zues 0juoluY ‘eusd anbdag|ag sanboer ‘UBIOIN OJ1a1ieg UD|Dg ‘SBIBSED ZURY BUY ‘BJoJeD) ZaNnS1Ipoy 9sof s A


http://dx.doi.org/10.3989/arbor.2014.768n4008

al54

|ewiue pepiues ua ejgojoudalolq e

una de las plataformas mds versatiles y utilizadas. Al
tratarse de un sistema eucariotico las proteinas que se
producen pueden tener modificaciones que les con-
fieren un mayor parecido a la proteina nativa y, por
tanto, hace que las proteinas sintetizadas sean inmu-
nolégicamente activas. Existen dos vacunas subuni-
dad comercializadas frente al virus de la peste porcina
clasica (PPC) que se basan en la expresion de la pro-
teina E2 en el sistema de baculovirus. Estas vacunas
permiten un diagndstico DIVA y han sido utilizadas
de forma generalizada. Otro ejemplo es la vacuna de
circovirus porcino (PCV), basada en la expresién de la
proteina de la cépsida viral. En el caso concreto de la
expresion de proteinas que forman la capsida de cier-
tos virus, se ha observado que se ensamblan dando
lugar a estructuras tan similares a la de la capsida del
virus nativo, que es incluso imposible distinguirlas. Di-
chas estructuras se denominan VLPs, por las siglas en
inglés “Virus Like Particles”, y son muy inmunogéni-
cas. La mayoria de las VLPs descritas se han producido
en el sistema de baculovirus (Crisci, Barcena y Monto-
ya, 2012; Liu et al., 2012; Roy y Noad, 2008). Son muy
seguras, puesto que no llevan ADN infectivo, y muy
inmunogénicas ya que son practicamente idénticas al
virus. Ademas, son estructuras muy estables y pue-
den asociarse a ensayos DIVA. Hay descritas mas de
100 VLPs de 35 familias virales distintas (Parvoviridae,
Caliciviridae, Birnaviridae, Picornaviridae...) (Zeltins,
2013). En la Figura 1 se muestra una fotografia de mi-
croscopia electrénica de capsidas recombinantes de
parvovirus porcino.

Ademas, las VLPs son muy eficaces como sistemas
para presentar al sistema inmune, regiones inmuno-
génicas (epitopos) de cualquier patégeno de inte-
rés. Las secuencias de ADN que codifican por dichos
epitopos, se introducen dentro del gen de la pro-
teina de la capsida, expresandose a la vez. De esta
forma, en cada VLP hay varias copias del epitopo, ge-
nerandose una respuesta inmune frente a la capsida
y frente al epitopo. Existen numerosos trabajos que
describen su capacidad protectora (Antonis et al.,
2006; Rueda et al., 1999).

Finalmente, tenemos las vacunas de ADN. Se trata
de moléculas de ADN en las que se introduce el gen
que codifica la proteina diana frente a las que se quie-
re inmunizar. Cuando se inyecta, el ADN llega al nu-
cleo celular poniéndose en marcha la maquinaria para
sintetizar la proteina que desencadenara la respuesta
inmune. Uno de los riesgos de estas vacunas, si bien
es bajo, es que el ADN pueda integrarse en el ADN de
la célula y provoque la transformacion celular. Actual-
mente existen al menos dos vacunas de ADN comer-
cializadas en Sanidad Animal: una frente al virus del
Oeste del Nilo (WNV), que afecta fundamentalmente
a caballos y puede también infectar aves y humanos,
que estd basada en la proteina de la capsida y otra
frente al virus de la necrosis hematopoyética infeccio-
sa del salmon (IHN).

Debido a las ventajas que conllevan la utilizacion
de las vacunas recombinantes, cabe pensar que cada
vez se usaran mas en Sanidad Animal. Sin embargo,

Figura 1. VLPs formadas por la proteina VP2 de la capsida de Parvovirus (Fotografia de microscopia electrénica)
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a pesar de ofrecer mayor seguridad que las vacunas
convencionales, tienen que cumplir requerimientos
muy estrictos para su aprobacion que dificultan su co-
mercializacién.

A pesar de los avances biotecnoldgicos, hay enfer-
medades para las que no se ha conseguido ninguna
vacuna eficaz, y por tanto, la Unica forma de control
es el diagndstico y el sacrificio de los animales infec-
tados. Cuanto antes se detecte la enfermedad y mas
sensible y especifico sea el diagndstico, mejor sera el
control de la misma. Por otra parte, en el caso de en-
fermedades endémicas menos relevantes, en donde
solo se ven afectados los indices productivos de las
explotaciones, el seguimiento seroldgico de esas pa-
tologias constituye una herramienta clave en la ges-
tion sanitaria de las mismas, permitiendo establecer
pautas de manejo y programas de vacunacién para
mantener un equilibrio patdégeno-hospedador que
afecte lo menos posible a los parametros productivos.

Tanto los servicios de sanidad oficiales de cada Esta-
do, como los veterinarios y gestores sanitarios de las
explotaciones pecuarias, demandan continuamente
sistemas de diagndstico mas rapidos, eficaces y segu-
ros. Esto promueve la constante mejora de los pro-
cesos diagndsticos veterinarios y, de nuevo aqui, la
biotecnologia vuelve a ser clara protagonista.

BIOTECNOLOGIA EN EL DIAGNOSTICO DE ENFERME-
DADES INFECCIOSAS

La biotecnologia aporta nuevas herramientas diag-
nosticas de gran utilidad sobre todo en aquellos casos
en los que los microorganismos no pueden cultivarse,
ya que permiten identificarlos sin necesidad de aislar-
los. El diagndstico puede hacerse de forma directa a
través de la deteccion del agente infeccioso mediante
técnicas inmunoldgicas o moleculares, o indirecta-
mente, a través de la deteccion de anticuerpos espe-
cificos frente al patégeno (inmunidad humoral) o de
citoquinas (inmunidad celular).

1. Inmunoensayos y sus aplicaciones

Los inmunoensayos se utilizan para detectar protei-
nas especificas de agentes patdgenos, o respuestas de
anticuerpos contra dichas proteinas. Se basan en in-
teracciones inmunitarias antigeno-anticuerpo (Ag-Ac)
y por ello la produccién de antigenos recombinantes
mediante técnicas de ingenieria genética, asi como la
de anticuerpos monoclonales han supuesto una im-
portante mejora cualitativa que ha permitido obtener
unos indices de sensibilidad y especificidad hasta ese
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momento impensables. Los antigenos mas adecuados
son las proteinas en estado natural, puesto que pro-
porcionan epitopos estructurales nativos, sin embar-
go, tienen que obtenerse a partir de cultivos celulares,
son complicados de producir y caros, con periodos de
validez cortos y pueden presentar problemas de infec-
tividad por una inactivacion incompleta. En la actuali-
dad, se utilizan con frecuencia proteinas recombinan-
tes las cuales ofrecen muchas ventajas respecto a los
antigenos aislados de otras fuentes bioldgicas, como
son: pureza, una gran actividad especifica y estandari-
zacion entre lotes. Al igual que en el caso de las vacu-
nas, los antigenos recombinantes se pueden obtener
a partir de distintos sistemas (E. coli, levaduras, célu-
las de insecto, etc.). Recientemente, el uso de plantas
transgénicas para expresar proteinas de patdgenos
animales ha demostrado ser un método eficaz para
la produccion de grandes cantidades de proteinas re-
combinantes evitando el uso de materiales de origen
animal como suero bovino fetal o huevos.

Con respecto a la produccién de anticuerpos mono-
clonales (AcMs), la via clasica de obtencion se basa en
la inmortalizacion de células productoras de anticuer-
pos (hibridomas) mediante fusion celular para produ-
cir un anticuerpo de una clase, especificidad y afinidad
determinada (Koehler y Milstein, 1975). Una vez obte-
nidos estos hibridomas, se asegura el suministro indefi-
nido, homogéneo y estable del AcM que producen, con
sus caracteristicas de especificidad y afinidad intactas.
Esto supone una gran ventaja en la estandarizacion de
métodos de diagndstico que usan AcM.

Actualmente, las nuevas tecnologias permiten ob-
tener anticuerpos especificos sin la inmunizacién de
animales. La técnica “Phage display” se esta utilizando
para seleccionar péptidos, proteinas o anticuerpos en
colecciones de fagos en cuya superficie exponen estos
elementos (Smith y Petrenko, 1997). Como alternativa
a la utilizacién de AcM, existen a su vez los Aptame-
ros (Tuerk y Gold, 1990; Ellington y Szostak, 1990). Se
trata de cadenas sencillas de oligonucleétidos sintéti-
cos (ADN o ARN) identificados a través de un proceso
combinatorial denominado SELEX (Systematic Evolu-
tion of Ligands by EXponential enrichment; cf. Stolten-
burg, Reinemann y Strehlitz, 2007). Estas secuencias
presentan una alta afinidad y especificidad por la
diana de interés (antigeno viral, bacteria, etc.) mos-
trando caracteristicas similares a los anticuerpos pero
con mayor resistencia y estabilidad. Las herramientas
diagnésticas basadas en aptameros posiblemente se-
ran de gran interés en el futuro para desarrollo de bio-
sensores, etc.

doi: http://dx.doi.org/10.3989/arbor.2014.768n4008
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El limite para diferenciar entre inmunoensayos “cla-
sicos”, y aquellos “basados en biotecnologia” no esta
claramente definido. Los inmunoensayos convencio-
nales o cldsicos se han basado en la deteccién de an-
ticuerpos frente a un patdgeno de interés utilizando,
entre otras, las técnicas de neutralizacion viral en cul-
tivos celulares, fijacion de complemento, inmunodi-
fusion en gel de agar o ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA). Los ensayos ELISA han sido una de las grandes
aportaciones al diagndstico inmunoldgico de las en-
fermedades infecciosas. En una muestra determinada
se puede evaluar tanto la presencia de un patdgeno
como de anticuerpos frente a él. Posee innumerables
aplicaciones en sanidad animal y, hoy en dia, continta
siendo una de las técnicas mds utilizadas en todas sus
versiones: ELISA indirecto, de competicion y de doble
reconocimiento (DR), para deteccién de anticuerpos
especificos en una muestra, y ELISA tipo sandwich
para la deteccién de antigeno. Ejemplos de estos in-
munoensayos son el ELISA de deteccion de Anaplas-
ma (Trueblood, McGuire y Palmer, 1991), del virus de
la Diarrea Viral Bovina (Mignon et al., 1991) y del virus
de la Peste Bovina y del virus de la Peste de los Pe-
quenos Rumiantes (Libeau et al. 1994) para deteccion
del patdogeno. Respecto a los ELISAs de deteccion de
anticuerpos, han tenido gran importancia los ensayos
DIVA utilizados en la erradicacidn del virus de la Pseu-
dorabia en porcino (Ma et al., 2008) o en la erradi-
cacion de la Influenza Aviar de baja patogenicidad en
aves domésticas (Marangon et al., 2003) entre otros.

Los “nuevos” inmunoensayos, ademas de mejorar
la sensibilidad y la especificidad del diagndstico, tie-
nen dos objetivos principales:

En primer lugar, la deteccion multiple de analitos
(antigenos o anticuerpos) en un solo ensayo utilizando
poco volumen de muestra. Un ejemplo de esta aproxi-
macién es la tecnologia denominada Luminex, que
implica la inmovilizacién de diferentes moléculas (an-
tigenos o anticuerpos) en microesferas de poliestireno
marcadas con distintas proporciones de dos colorantes
fluorescentes sensibles a luz infrarroja (existen hasta la
fecha 100 tipos de microesferas). Con esta técnica es
posible analizar distintos parametros en una muestra
y en un solo pocillo, identificando cada uno de ellos
de manera independiente. En el campo de la sanidad
animal, se estd trabajando en el desarrollo de ensayos
para la deteccién simultdnea de distintos patdgenos
entéricos o para deteccion y diferenciacion de anti-
cuerpos especificos frente a distintos serotipos de un
virus o virus de la misma familia. Otra aproximacion
son los denominados micromatrices o microarrays,
cuya superficie (vidrio, propileno...) esta recubierta con
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analitos perfectamente ordenados con los que interac-
cionan las proteinas de la muestra. Un equipo especial,
permite localizar con quién y con qué intensidad ha
tenido lugar esa interaccion. Inicialmente se desarrollo
para deteccidon de material genético, pero puede ser
utilizada para la deteccidn de proteinas y anticuerpos.
Actualmente se utilizan con fines de investigacion, pero
es previsible que en un futuro préximo puedan llegar a
ser de gran utilidad en diagndstico.

En segundo lugar, hoy en dia son cada vez mas de-
mandadas las técnicas diagndsticas que puedan reali-
zarse facilmente y en el sitio donde se localiza el pro-
blema (granja, clinica, mataderos, etc.). Es lo que se
conoce como ensayos “Portable, Field, On-site, Pen-si-
de o Point-of-care”. El objetivo es, que se puedan tomar
decisiones rapidas, que reduzcan los costes de diagnos-
ticos mas complejos y la diseminacion de la enferme-
dad. Son fundamentales en paises poco desarrollados,
donde el transporte de las muestras a los laboratorios
puede suponer mucho tiempo. La técnica inmunoldgi-
ca mas ampliamente utilizada para este propésito es
la inmunocromatografia (Figura 2). Esta basada en el
transporte de reactivos por capilaridad a través de una
membrana porosa que permite detectar el complejo
antigeno-anticuerpo de manera visual sin necesidad
de equipo alguno proporcionando sensibilidad y rapi-
dez en el diagndstico. Son dispositivos de facil manejo,
con formato sencillo, muy estables, no necesitan refri-
geracion y son econdmicos. Se aplican en la deteccion
de virus, bacterias, parasitos, hormonas y anticuerpos
especificos de diferentes patologias. En la actualidad
existen una gran variedad de ensayos comercializados
para animales de compaiiia y de granja, y estan siendo
cada vez mas demandados por los veterinarios.

2. Diagnéstico Molecular

Como se ha mencionado anteriormente, para que la
gestion y control de las enfermedades infecciosas re-
sulte eficiente, la identificacidn del patégeno debe ser
rapida, sensible y especifica. El desarrollo de las técni-
cas que analizan los acidos nucleicos, supuso un gran
avance en los ultimos afios del siglo XX. En particular,
las técnicas basadas en la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) han revolucionado el diagndstico de
las enfermedades infecciosas. Sirven para amplificar
y detectar de forma especifica las moléculas del ma-
terial genético (ADN o ARN) de un patdgeno presente
en una muestra. Son sensibles, especificas, rapidas
y robustas y, ademds permiten su robotizacién y au-
tomatizacion, lo que facilita el analisis de un nimero
elevado de muestras. Los usos de la técnica son muy
variados, en sanidad animal la PCR ha sido muy utili-
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Figura 2. (A) Diagrama esquematico de un ensayo de inmunocromatografia. (B) Fotografia del resultado de un ensa-
yo inmunocromatografico para una (simplex) o dos patologias (duplex)
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zada para la deteccion de agentes patégenos de difi-
cil aislamiento o crecimiento lento, como los Myco-
plasmas aviares (Hess, Neubauer y Hackl, 2007), y en
aquellos casos de infecciones crénicas o persistentes
en los que no hay serologia y los animales infectados
son reservorio del patégeno, como es el caso del virus
de la diarrea viral bovina (BVD) (Lanyon et al., 2014).

En los ultimos afos, la técnica de PCR ha evoluciona-
do notablemente. Hoy en dia es posible la deteccion
simultanea de distintos patdgenos en una muestra,
utilizando lo que se denomina PCR multiple. Es muy
util en el estudio y diferenciacion de organismos rela-
cionados, ejemplo Brucella (Lopez-Goiii et al., 2011;
Lépez-Goiii et al., 2008), o en la diferenciacion entre
animales vacunados e infectados en planes de erra-
dicacidn, por ejemplo en los casos de la Enfermedad
de Auzjesky (ADV), la rinotraqueitis infecciosa o IBR
(Mahajan et al., 2013; Schynts et al., 1999) o la Peste
Porcina Clasica. La combinacion de la PCR y su ana-
lisis posterior con enzimas de restriccion (PCR-RFLP)
o la amplificacién al azar de secuencias repetidas en
el genoma (RAPDS) permiten el andlisis y diferencia-
cion de aislados virales, herramienta clave a la hora
de llevar a cabo estudios epidemiolégicos, determinar
la virulencia de un virus o para tomar una decisidon
con respecto al tipo de vacuna que se debe utilizar.
En combinacidn con el analisis del material amplifica-
do mediante electroforesis de campo pulsdtil, permi-
te también establecer patrones de diferenciacion en
infecciones bacterianas (Salmonellas, shigelas, cam-
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pylobacter). Actualmente, la PCR en tiempo real o
PCR cuantitativa (qPCR) esta siendo muy utilizada en
el diagndstico de enfermedades infecciosas. La gran
ventaja es que sirve para amplificar y simultdneamen-
te cuantificar de forma absoluta o relativa los niveles
de acido nucleico en una muestra (Figura 3). Se basa
en los mismos principios que la PCR, pero en este
caso la deteccion del fragmento amplificado se rea-
liza mediante sustancias fluorescentes. Se denomina
PCR cuantitativa porque permite conocer la cantidad
de ADN o ARN especifico que existe en la muestra ori-
ginal. Esta técnica esta siendo de gran utilidad, sobre
todo en aquellos casos en que la carga del patégeno
tiene un significado clinico. Un ejemplo seria la infec-
cion por Leishmania en perros. Esta enfermedad no
se cura y la Unica solucidn es mantener el parasito in-
activo. Mediante qPCR se puede evaluar el estado del
animal y proporciona informacién de la eficacia de las
terapias administradas. La aparicién en los ultimos
afos de equipos portatiles de qPCR, estd permitiendo
el uso de esta técnica directamente en el sitio de re-
cogida de muestra. Siendo de gran utilidad en aque-
llas situaciones que requieren una toma de decision
rapida, como puede ser el movimiento de animales.
Una de las aplicaciones mas difundidas de la qPCR es
el estudio de los genes que se expresan en una situa-
cion determinada, es lo que se conoce con el nombre
de transcriptdmica. Se analiza la expresién de un gran
numero de genes a la vez y estd siendo muy util para
definir el tipo de respuesta inmune del huésped fren-
te a distintos patdgenos (Liu et al., 2009).
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Figura 3. Equipo de gPCR y analisis de resultados

Actualmente, dado el interés de acercar las técnicas
moleculares a laboratorios mas sencillos, se ha desa-
rrollado otra técnica alternativa a la PCR, denominada
LAMP (del inglés, Loop mediated isothermal amplifi-
cation), que se basa en la amplificacion isotérmica del
acido nucleico. La reaccidn se realiza a temperatura
constante y no se necesita ningln equipo sofisticado,
ademads, el material amplificado puede detectarse de
forma visual (James et al., 2010).

Al igual que en el caso del inmunodiagndstico, las
nuevas tendencias del diagndstico molecular van diri-
gidas hacia el uso de métodos sencillos y eficaces que
puedan ser realizados en el campo. Paralelamente, se
estan desarrollando equipos que integran maddulos
con los reactivos necesarios para realizar un diagndsti-
co automatizado, de forma que pueda llevarse a cabo
en el campo y por personal no especializado.

Por otro lado, la secuenciacion de las acidos nu-
cleicos permite conocer el genoma completo de un
microorganismo, identificar nuevos patégenos, carac-
terizarlos, identificar patrones de resistencia a antimi-
crobianos, estudiar factores de virulencia, desarrollar
nuevos métodos diagndsticos y vacunas... Es muy in-
teresante la informacidn que aporta la secuenciacion
a nivel epidemiolégico, ya que la tipificacién de los
patogenos es la base de la Vigilancia Epidemioldgica y
da informacién de los patégenos y de su evolucion. En
los ultimos aflos han avanzado enormemente los mé-
todos robotizados de secuenciacion masiva, unidos a
los desarrollos bioinformaticos para la gestion de la
informacién generada, lo que ha permitido aumentar
el numero, asi como el tamafo, de secuencias que
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se pueden analizar. Con la aparicién de estos méto-
dos rapidos y de bajo coste, ha aparecido una nueva
disciplina llamada Metagendmica. La Metagendmica
consiste en la secuenciacion de todo el acido nucleico
existente en una muestra determinada, sin necesidad
de realizar aislamientos y cultivos. Los métodos de
secuenciacion masiva se estan utilizando, entre otras
aplicaciones, para la identificacién de nuevos patége-
nos (Chiu, 2013) como el caso reciente del virus de
Schmallenberg en ganado ovino (Goller et al., 2012),
en el estudio de contaminaciones por agentes infec-
ciosos, como la deteccion de Circovirus Porcino en
una vacuna humana, y para el estudio de interaccio-
nes entre distintas poblaciones de microorganismos.

El uso de sondas marcadas con reactivos fluores-
centes capaces de reconocer e hibridar con secuen-
cias de acidos nucleicos conocidas, permite el estudio
complejo de patdgenos en una muestra problema. El
desarrollo de micromatrices o “arrays o chips de ADN”
permite ampliar el nUumero de componentes de una
mezcla que se puede analizar, llegdndose a técnicas
de analisis masivo. En sanidad animal esta técnica ha
sido aplicada para analisis de patégenos entéricos y
para la diferenciacion de serotipos del virus de la len-
gua azul (BTV) y otros Orbivirus. El desarrollo de tec-
nologias basadas en chips hace tender a la miniatu-
rizacion del formato analitico. Incluso miniaturizadas,
estas plataformas detectan desde unos pocos, hasta
miles de agentes patdgenos en una sola muestra. Esta
miniaturizacion esta yendo acompafada de la minia-
turizacion del equipo de laboratorio, permitiendo rea-
lizar analisis in situ y favoreciendo el uso en el campo
de equipos sofisticados que hasta ahora estaban res-
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tringidos a los laboratorios. En definitiva, van a permi-
tir un diagndstico rapido y precoz de enfermedades
infecciosas asi como la rapida intervencién de las au-
toridades competentes.

3. Otras tecnologias

Dado que la expresion de diferentes proteinas de-
pende de factores fisioldgicos y ambientales, la pro-
tedmica puede proporcionar una excelente vision
general de los procesos de la enfermedad a nivel
proteico. Muchos de los métodos que se utilizan en
protedmica, como electroforesis en gel bidimensio-
nal (2DGE) y espectrometria de masas (MS) se esta-
blecieron hace muchos afios, pero los avances de la
secuenciacién masiva, gracias en parte a la bioinfor-
matica, han revolucionado este campo. En el ambito
de la veterinaria, se estan llevando a cabo proyec-
tos de investigacion, que produciran nuevas herra-
mientas de diagndstico para el futuro, obteniéndose
mapas de proteoma de varios agentes patdgenos im-
portantes en veterinaria, como bacterias (Mujer et
al., 2002), protozoos (Rout y Field, 2001) o nemato-
dos (Yatsuda et al., 2003).

MERCADO PRESENTE Y FUTURO DE LA BIOTECNOLOGIA
APLICADA A LA SANIDAD ANIMAL

La investigacion en el campo de la biotecnologia re-
lacionada con la Sanidad Animal, ha dado lugar fun-
damentalmente a una serie de reactivos, ensayos de
diagndstico y vacunas, cuyos principales usuarios son
las empresas de produccion animal, clinicas veterina-

rias y organismos publicos. Dentro del diagndstico,
los inmunoensayos y el diagndstico molecular son las
areas donde mas han influido los avances biotecno-
légicos. En la primera, los anticuerpos monoclonales
han sido fundamentales para obtener nuevos ensayos
mas sensibles y especificos, y existen empresas en Es-
pafa que realizan la produccidn y distribucion de los
mismos. Pero ha sido el diagnéstico molecular donde
mas se han notado los grandes progresos biotecnolo-
gicos. Las distintas técnicas de amplificacion, hibrida-
cién y secuenciacion, han favorecido el incremento de
nuevos ensayos Y sus aplicaciones.

Por otra parte, en el sector de las vacunas también
se observa un aumento paulatino del nimero de va-
cunas originadas a través de procesos biotecnoldgi-
cos, si bien, el futuro es mas incierto. La investigacion
y los ensayos necesarios previos, asi como todos los
procesos regulatorios que hay que pasar, antes de
llegar con una vacuna al mercado, hace que muchas
empresas no los puedan afrontar.

Segun datos de Veterindustria del aflo 2012, en
las grandes compafiias farmacéuticas, el peso de los
productos veterinarios apenas alcanza el 2 % de sus
facturaciones. Sin embargo, las estimaciones del vo-
lumen de negocio mundial de estos productos arro-
jan una cifra de 16.070.000.000 €. El volumen de los
bioldgicos (vacunas y diagndsticos) utilizados en Sa-
nidad Animal alcanza los 3.535.400.000 € (un 22 %).
Los diagnodsticos facturan anualmente 257.120.000
€, siendo el mercado espafiol 12.850.000 € (un 5 %)
(Figura 4).

Figura 4. Mercado mundial y espafiol de productos zoosanitarios y veterinarios
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El crecimiento del mercado de bioldgicos es mode-
rado, del orden de un 3 % anual. Ello se debe a la cadu-
cidad de las patentes, sin que se produzca un nimero
superior de nuevas patentes. En cuanto a los métodos
diagnésticos, deberia mantenerse de manera estable,
pues el futuro habrd de basarse en la obtencién de
nuevas tecnologias que permitan analizar mayor nu-
mero de pardmetros por muestra, de forma rapida
y manteniendo la maxima sensibilidad. Con ello se
lograra el abaratamiento de los costes que permitan

optimizar la produccion y, consecuentemente, su uti-
lizacion serd mas generalizada y tendra consecuencias
positivas en el bienestar animal.

La aplicacion de los avances biotecnoldgicos en el
sector de la sanidad animal tiene grandes perspecti-
vas de crecimiento futuro. Para ello, la investigacion
y el posterior desarrollo tienen que ir de la mano y
siempre teniendo en cuenta las demandas y necesi-
dades del sector.
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