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LCV - Algete: Referencias Nacionales Sanidad Animal

=Fiebre Aftosa = Salmonellosis, Campylobacteriosis, E. coli.,

=|nfluenza ) ) o . , ) )
= Resistencia Antimicrobiana en la produccion primaria

sEnfermedad de Newcastle )
o . . = Enfermedades de pecesy Crustaceos
=Chamydiosis aviar (Psittacosis)

slengua Azul (EU-RL) = Enfermedades de abejas: Varroosis y otras
=Peste Equina Africana (EU-RL) -

=\West Nile y otros Flavivirus

=Peste Porcina Africana, Peste Porcina Clasica

»Enfermedad de Aujeszky

=Enfermedades de los conejos: Enfermedad Virica Hemorragica y Mixomatosis

= eucosis Enzodtica Bovina, Rinotraquitis Infecciosa Bovina (IBR)

»Enfermedades Equinas: Metritis Contagiosa Equina, Anemia Infecciosa Equina, Arteritis Viral Equina, Durina, Muermo

=Encefalopatias Espongiformes Transmisibles y genotipado de gen asociado a EETs

5 i&’ Q LEY 31/1995
g “”? - AENOR 1SO 45001
fj B % OHSAS 18.001
~ %’{‘; f“%#% Todo este trabajo se lleva a cabo bajo la implantacién de normas de 69
?.3; ¥4 &f Gestion de Calidad (ISO 17025), Gestion Ambiental (ISO 14001) y Gestion en PRL : ENAC

¥
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Estructura del diagndstico en Sanidad animal
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Laboratorios de referencia para IBR

Organizacién Mundial
Laboratorio de referencia de la OMSA: if?ﬁf!ﬁfﬁf!ﬁ':‘?5‘,"5‘:2':.i?;tii:%ff“':?,“fit @) sz
OIE-RL FLI (Friedrich-Loeffler-Institut)-LR OMSA- Alemania.
Laboratorio Nacional de Referencia (LCV)
Laboratorio Central de Veterinaria de Algete (RD 554/2019)
Funciones LNR (RD 554/2019): (Reglamento 625/2017)

Coordinar las actividades de los laboratorios designados por las CCAA, a fin de armonizar los métodos de
diagnostico de laboratorio y su utilizacion.

* Realizar ensayos de intercomparacion periodicos, y poner a disposicion de los laboratorios el material de
referencia necesario para garantizar la calidad de los ensayos.

e Cuando sea necesario, realizara acciones de formacion para el personal de los laboratorios designados.
* Evaluar y contrastar las pruebas y los lotes de kit de diagndstico utilizados.

* Confirmar resultados positivos o dudosos obtenidos en los laboratorios oficiales de las CCAA.
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INTRODUCCION | Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) / Vulvovaginitis Pustular Infecciosa (VPI)

Causada por el herpesvirus bovino tipo 1 (HVBo-1)

Afecta al ganado bovino doméstico y salvaje
Distribucion mundial (erradicada de varios paises europeos -Austria, Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suecia y
Suiza- y otros disponen de programas de erradicacién)

Enfermedad infectocontagiosa caracterizada por producir infecciones latentes

Distintos cuadros clinicos segun la via de entrada del virus y las practicas de manejo o cria.

Provoca un amplio rango de manifestaciones clinicas, con signos respiratorios y reproductivos, en ocasiones
inaparentes (subclinicos), entre los que se incluyen rinotraqueitis, vulvovaginitis/balanopostitis pustular
infecciosa, conjuntivitis, aborto, enteritis y también encefalitis.

La mortalidad es baja y |la morbilidad alta.

Ocasiona pérdidas econdmicas directas en las explotaciones afectadas, limitaciones y/o restricciones en el

comercio intracomunitario y en las exportaciones con paises terceros de animales, semen, évulos y embriones.
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INTRODUCCION

El Herpes Virus Bovino Tipo 1 (VHBo-1), forma parte del género Varicellovirus, subfamilia Alfhaherpesvirinae,
Familia Herpesviridae

El genoma virico consiste en un ADN bicatenario que codifica unas 70 proteinas, de las cuales se han
identificado 33 estructurales y mas de 15 no estructurales.

Las glicoproteinas viricas (alrededor de 12) se encuentran en la envoltura de la superficie del viridn, la
mayoria estan proyectadas como peplédmeros y tienen importante papel en la patogenicidad y en la
inmunidad, tal es el caso de gB, gC, gD vy gE.

Figura 1. Morfologia de un virién de herpesvirus. Los viriones de herpesvirus presentan cuatro estructuras morfolégicas
diferenciadas. El core interno, compuesto por una molécula lineal de DNA doble-hebra, permanece encerrado en una
capside icosaédrica la cual, a su vez, esta rodeada por una capa formada por mas de 15 proteinas distintas llamada
tegumento. La particula virica estd rodeada por una envoltura lipidica que contiene proteinas viricas en su mayoria
glicosiladas. El virion del herpes estd compuesto por mas de 30 proteinas distintas. [Imagen y texto tomados de

Mettenleiter, 2003]

Otras proteinas estructurales se encuentran en la
nucleocapsida y una menor cantidad estan asociadas al

ADN.

10
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INTRODUCCION

v Family: Orthoherpesviridae

v~ Subfamily: Alphaherpesvirinae

H
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Genus:

Genus:

Genus:

Genus:

Iltovirus
Mardivirus
Scutavirus

Simplexvirus

Genus: Varicellovirus

v Subfamily: Betaherpesvirinae

b
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Genus:

Genus:

Genus:

Genus:

Genus:

Cytomegalovirus
Muromegalovirus
Proboscivirus
Quwivirus

Roseolovirus

~ Subfamily: Gammaherpesvirinae

>

b

Genus:

Genus:

Genus:

Genus:

Genus:

Genus:

Genus:

Bossavirus
Lymphocryptovirus
Macavirus
Manticavirus
Patagivirus
Percavirus

Rhadinovirus

L ® GOMIANO MINSTIRO
= Df ESPANA
4 :u glmmmu
——
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BoHV-2

Virus Taxonomy
The ICTV Report on

BoHV-1y BoHV-5

BoHV-4

@)) Qrganizacion Mundiol
BoHV-4 esta ampliamente distribuido
a nivel mundial

Hasta el momento no se lo ha
establecido como agente causal de
una entidad patoldgica en particular
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INTRODUCCION

TABLA Il. Herpesvirus que afectan a especies animales (Fenner et a/,1992; Quinn et al, 2002b)

Virus Afeccidon

Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHW-1) Sindrome de la rinotragueitis infecciosa bovina (IBR), sindrome de la wvulvovaginitis

pustular infecciosa (IPV)., balanopostitis, conjuntivitis y enfermedad generalizada en

Sindrome de la mamifiti
(PLSD) o nodulacion de la piel.

Herpesvirus bovino tipo 2 (BaHWV-2) me pseudo-lumpyskin

erpesvirus bovino tipo 5 (BoHWV-5) Encefalitis y leptomeningitis en lerneros.
\Hemesvirus porcino tipo 1 (SuHVY-1) o Virus de la Enfermedad de Aujeszky (aborto, 100% de mortalidad en lechones, estornudo, tos, vomito,

enfermedad de Aujeszky (ADV) (Prv) temblor, conwvulsion, descoordinacion). Encefalitis fatal en lechones. Prurito (hasta
automutilacion) y pseudorabia en hospedadores secundarios.

Herpesvirus alcelaphine tipo 1 (AIHV-1) o Virus de la Sindrome de la fiebre catarral maligna (MCF) en fius, ciervos o ganado (descarga nasal,

fiebre catarral maligna (MCF) y conjuntivitis, ulceracion de mucosa del tracto respiratorio superior, dafios neurologicos,

Herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2) diarrea o disenteria). Con frecuencia resulta fatal.

Herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1) Aborto. Rinoneumonia equina en potros. Encefalomielitis. Enfermedad generalizada en
potros.

Herpesvirus equino tipo 4 (EHV-4) Rinoneumonia equina en potros (fiebre, anorexia, flujo nasal seroso o mucopurulento).

Bronconeumonia. Aborto.

Herpesvirus equino tipo 3 (EHV-3) Exantema coital equino (lesiones wvesiculares y ulcerativas en wvagina, piel del pene,
prepucio y regidn perineal). Proceso generalmente benigno.

Herpesvirus canino tipo 1 (CaHWV-1}) Dolor abdominal, anorexia, disnea, flujo vaginal o prepucial. Lesiones wvesiculares en
genitales externos, vaginitis o balanopostitis. En cachorros, hemorragia equimodtica en
rifiones, glandulas adrenales y tracto intestinal. Alta mortalidad en cachorros.

Herpesvirus felino tipo 1 (FeHWV-1) Rinotraqueitis felina (fiebre, estornudo, tos, salivacidn espumosa, descarga oculonasal,
disnea, anorexia). Bronconeumonia. Ulceracion y queratitis.

Herpesvirus aviar tipo 1 (GaHWV-1) o Virus de la Laringotraqueitis infecciosa (tos, jadeo, flujo oculonasal, conjuntivitis, expectoracitn

laringotragueitis infecciosa (ILTV) hemorragica). Alta mortalidad.

Herpesvirus aviar tipo 2 (GaHWV-2) o Virus de la MNeurolinfomatosis o enfermedad de Marek (paralisis parcial o completa de patas y alas).

enfermedad de Marek (MDW) Linfomatosis ocular. Enfermedad de Marek cutanea.
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INTRODUCCION

Esquema de los segmentos del DNA que codifican para las principales protefnas del

BHV-1 vy localizacién de las mismas.

H—H— Hm |
gl ¥C £ $G #EED

T

I Glicoproteinas Tegumento

| | - - - "'-'| gll

eEIl DNApol gl ('R ) o1 [Envoltura

~ DNA viral

Capside

()] s

gD: proteina estructural, principal responsable de inducir la produccidn de anticuerpos

gue neutralizan el virus v por lo tanto importante para la inmunidad.

EE: no induce una respuesta inmune importante y, por lo tanto, es de eleccidon para su

resion en vacunas marcadoras.

gB: también estructural, esencial para la replicacion del virus

tk: no estructural, una de las principales proteinas implicadas en el establecimiento de

la latencia wirica
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Horizontal por contacto directo
Semen, la placenta,

I liquidos y tejidos del
feto, restos aborto

(aerosol hasta 5 metros)

Materiales contaminados

(hasta un mes a bajas temperaturas/alta Mangas de palpaCIOn

humedad

Trasplacentaria

Calostro
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INTRODUCCION

Caracterizada por producir infecciones latentes y distintos cuadros clinicos

Secrecién nasal (muco-purulenta), hiperemia del hocico

Respiratorio o e : o
(enfermedad de la nariz roja), conjuntivitis, lesiones necrdticas en
Sintomas

mucuosas orales.

Vulvovaginitis/balanopostitis pustular infeciosa.

Aborto (la mayoria en el ultimo tercio de la gestacion),
enteritis y encefalitis.

(Vias altas)

Cuadro
clinico

mmmmm Reproductivo

B

P.l. 2-4 dias
Inaparente

(Subclinica)

~ Fiebre, depresion, |j produccion de leche.

>

/ ESTADO LATENTE
El ADN virico permanece en las neuronas de los ganglios,
probablemente durante toda la vida del hospedador. En caso de
estrés (transporte, parto...), o al aplicar corticosteroides, se puede
inducir la reactivacion de la infeccidn latente, produciéndose la
\ excrecion del virus con ausencia de sintomatologia clinica. /
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Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR)

DIAGNOSTICO

El diagndstico presuntivo o inicial de IBR puede hacerse en base a los signos clinicos, patoldgicos y
epidemioldgicos, pero dado que no son definitivos y pueden confundirse con otras enfermedades e incluso,
en muchas ocasiones presentarse sin sintomatologia, se necesita para llegar a un diagndstico definitivo
realizar un diagndstico laboratorial.

Por los signos clinicos que presenta la IBR, se deben tener en cuenta un diagndstico diferencial:
= En la forma respiratoria, diarrea viral bovina (DVB), parainfluenza 3 (PI3); pasterelosis neumanica.

= Enla forma genital y abortiva, Brucella, Leptospira, DVB y Neosporosis.
= En la forma conjuntival, queratoconjuntivitis infecciosa.

Complejo Bacterias —3
abortivo
Bovino

Ganaderia.com

La profilaxis se logra por medio de la vacunacién y con el sacrificio de animales seropositivos
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DIAGNOSTICO

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico del HVBo-1 y su propésito

Demostrar
ausencia de

Método

infeccién en
la poblacién

Demostrar
ausencia de
infecciéon en

animales
individuales
antes de los

desplazamientos

Propésito

Contribuir a las
politicas de
erradicacion

Confirmar
casos
clinicos

Determinar la

prevalencia de

la infeccion —
vigilancia

Determinar el estado
inmunitario en
animales o
poblaciones tras la
vacunacion

Identificacion del agente’

++

Aislamjento _ #2 i
del virus
) PCR en _ 42 i
tiempo real
Deteccidn de respuesta inmunitaria
ELISA
VN

Clave: +++ = método recomendado para este propdsito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; — = no adecuado para este propésito.
ELISA = enzimoinmunoanalisis; PCR = reaccién en cadena de la polimerasa; VN = prueba de neutralizacion virica

bl T GOMIANG  MINSTIRIO
¥y OUESPARA  DEAGRICULTURAPESCA
4N Y AUMINTACION
- -
@)) Fundada como OIE

Organizacién Mundial
de Sanidad Animal

(Manual terrestre de la OMSA 2018)

Se recomienda aplicar

varios métodos

Especialmente aplicable

en semen
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DIAGNOSTICO

Diagnodstico laboratorial

1 Identificacion del agente patégeno

-Obtencion y procesado de las muestras.
-Aislamiento viral.

-Deteccidn del acido nucleico.
-Deteccidn del antigeno virico.

O Pruebas seroldgicas: deteccion de anticuerpos especificos frente al virus.

-Enzimoinmunoanalisis (ELISA) > tipo de ensayo mas utilizado durante las campafias de control y erradicacién de la enfermedad.
-Prueba de Neutralizacion virica (SN).
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Toma de muestras para identificacion del agente causal

En el caso de sintomatologia respiratoria, se recogen hisopos tragueales, menos contaminados que los
nasales, preferiblemente de espuma o de algodén, de varios animales afectados (de cinco a diez) en la
primera fase de la infeccion.

En los casos de vulvovaginitis o balanopostitis se toman hisopos de los genitales.

Los hisopos deben frotarse vigorosamente contra las superficies mucosas. También se puede lavar el
prepucio con solucién salina y recoger el liquido de lavado. Las muestras se suspenden en un medio de
transporte (un medio de cultivo celular que contenga antibidticos y 2—10% de suero fetal bovino sin HVBo-1
para evitar la inactivacién de los virus), se enfrian a 4°C y se envian rdpidamente al laboratorio.

En el caso de animales muertos o abortos pueden recogerse las muestras de los principales érganos vy
cotiledones placentarios, conservarlas refrigeradas hasta su envio urgente al laboratorio o incluso llevar el
animal o feto entero para su necropsia en el laboratorio.

HIPRA
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DIAGNOSTICO Q Identificacion del agente patogeno

Aislamiento del virus — Cultivos celulares

Después de su llegada al laboratorio:

- Los hisopos se dejan a temperatura ambiente durante 30 minutos en el medio de transporte para eluir el
virus. Después de extraer los hisopos se clarifica el medio de transporte por centrifugacion a 1.500 g durante
10 minutos.

- Los tejidos se homogeneizan para formar suspensiones al 10-20% (p/v) en medio de cultivo celular antes
de centrifugar a 1.500 g durante 10 minutos. Los sobrenadantes de estas muestras se filtran a través de filtros
de 0,45 um vy se utilizan para el aislamiento de virus.

- El aislamiento de virus a partir del semen requiere algunas adaptaciones particulares, porque el liquido
seminal contiene enzimas y otros factores que son téxicos para las células e inhiben la replicacion del virus.
Debe prediluirse (por ejemplo, a 1/10) antes de anadirlo a los cultivos celulares.
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[ Identificacion del agente patogeno

DIAGNOSTICO

Aislamiento del virus — Cultivos celulares

Para el aislamiento del virus, se utilizan distintos cultivos celulares de origen bovino, como células pulmonares
o renales secundarias o la linea de células renales bovinas Madin-Darby (MDBK).

Se observa a diario si los cultivos celulares presentan ECP, que normalmente aparece a los tres dias de la
inoculacion. Se caracteriza por agrupaciones de células redondeadas en forma de racimos que se juntan
alrededor de un hueco en la monocapa; a veces, se pueden observar células gigantes con varios nucleos.

Si después de 7 dias no aparece el ECP, se debe realizar un pase ciego.

El cultivo celular se congela y se descongela, se clarifica por centrifugacién, y se usa el sobrenadante para dar
el 22 pase, inoculando monocapas recién preparadas.

ECP células MDBK
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DIAGNOSTICO  Identificacion del agente patégeno

Aislamiento del virus — Cultivos celulares

Para identificar el virus aislado como HVBo-1, el sobenadante del cultivo debe neutralizarse con un antisuero
monoespecifico contra el virus o con un anticuerpo monoclonal (Mab) neutralizante.

La especificidad del efecto citopatico se comprueba mediante |la técnica de inmunofluorescencia, de
inmunoperoxidasa o la neutralizacion con un antisuero especifico (seroneutralizacién) o mediante PCR. Puede
haber ECP originado por otros virus o por factores toxicos inespecificos.

LT
L g

An, -
o,

Efecto citopatico en cultivo debido al BHV-1
y demostracion del agente por la técnica de inmunofluorescencia
(fotografias cedidas por Carmen Eiras)
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DIAGN (') STICO U Identificacion del agente patogeno

Deteccion del Acido Nucleico

LABORATORIO CENTRAL DE VETERINARIA F/IESIG/PCR-35/01

PCR EN TIEMPO REAL DEL VIRUS DE ALPHAHERPESVIRUS DE RUMIANTES,
INCLUYENDO EL VIRUS DE LA RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR) /
VULVOVAGINITIS PUSTULAR INFECCIOSA (IPV) - gB~ Abril et al. (2004) CON

PATH-ID™ QPCR MASTER MIX (Thermo Fisher Scientific)

PCR.- PCR en tiempo real dirigida al gen que codifica la glicoproteina gB

LABORATORIO-CENTRAL-DE-VETERINARIA= F/IESIG/DM-035/024

rPCR-PARA-LA-DETECCION-IDENTIFICACION-DE-ALPHAHERPESVIRUS-DE-RUMIANTES.
CEPAS-VACUNALES-Y-DE-CAMPO—gB-Y-gE—Wernike-et-al.,-(2004)-con-PATH-D™-gPCR
MASTER-MIX-(Thermo-Fisher-Scientific)

PCR.- Esta PCR diferencia las cepas de campo de las cepas vacunales.
Ademas lleva un control interno dirigido al gen de la B-actina.

Estas PCRs estan recomendadas en el manual de la OMSA

https://viralzone.expasy.org/15
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DIAGN OSTl CcO O Identificacion del agente patdgeno

Deteccion del Acido Nucleico (PCR)

En comparacion con el aislamiento de virus, la PCR tiene la ventaja principal de que es mas sensible y mas
rapida: puede realizarse en unas horas.

La PCR en tiempo real se utiliza para detectar el HVBo-1 en semen bovino conservado destinado al
comercio. La PCR tiene una sensibilidad analitica mayor que el aislamiento del virus.

Es habitual recibir sangre con EDTA,
pero al no ser una muestra de
eleccion un resultado negativo en
sangre entera no es un resultado
significativo
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Técnicas seroldgicas: ELISA & SN

Pueden utilizarse pruebas seroldgicas con varios fines:

I. Diagnosticar una infeccion aguda: en una prueba se analizan muestras de suero pareadas de las fases
aguda y convaleciente de infeccién de los mismos animales. Una seroconversidon de negativo a positivo o
un aumento de cuatro veces o mas en los titulos de anticuerpos se considera una infeccidon aguda.

Il. Demostrar la ausencia de infeccidn, por ejemplo a efectos del comercio internacional.

lll. Determinar la prevalencia de infeccidon en estudios sero-epidemiolégicos.

IV. Respaldar programas de erradicacion y la posterior vigilancia.

V. Para la investigacion, por ejemplo la evaluacidn de la respuesta inmunitaria tras la vacunaciéon vy la
exposicion al agente patdgeno.
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO

»

Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

e Actualmente la técnica mas utilizada en los laboratorios de diagndstico por su sensibilidad, especificidad,
sencillez y bajo precio.

« Se comercializan varios tipos de pruebas ELISA (indirecto de deteccidn de Ac totales y bloqueo parala 7 R¥¢
deteccidon de Ac anti gB y deteccion de Ac anti gE).

-

= Con los ELISA, pueden detectarse anticuerpos en suero, plasma, muestras de leche individual o de tanque.

—

 El uso de un ELISA de deteccion de anticuerpos contra gk permite diferenciar entre el ganado bovino
infectado por virus natural y el ganado bovino vacunado con una vacuna marcada mediante la supresion
de gE (estrategia DIVA).

ELISA DE BLOQUEO
PPC

* Es una prueba prescrita para el comercio internacional.

Su

o ero
positivo
»> {No color)

agveee SN | suee of substrato
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO

ELISA indirecto Ac totales Suero, leche (pool, tanque)

Kits comerciales

ELISA gB bloqueo Ac gB Suero, leche (M) registrados en el reg_istr.o
de productos zoosanitarios

ELISA gE blogueo Ac gE Suero, leche
(capacidad DIVA)

ELISA Indirecto: detecta todo tipo de Ac del virus BHV-1. Es el mas sensible para utilizar en el diagndstico de leche de
tanque, no permite diferenciar animales vacunados de infectados Es una buena herramienta para monitorizar con un
coste minimo la presencia de la enfermedad en los rebafios.

ELISAs de bloqueo:

* ELISA-gB: detecta Ac frente a la glicoproteina gB del BHV-1 que es la de mayor intensidad en la respuesta a la
infeccién. Es el ELISA de eleccidon en muestras de suero por su elevada sensibilidad. No diferencia animales
infectados de vacunados.

* ELISA-gE: detecta Ac frente a la glicoproteina gk del BHV-1. Es la Unica prueba que permite diferenciar Ac vacunales
de Ac de infeccidn, en los animales vacunados con estas vacunas el resultado deberia ser negativo (gE-).
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO

La respuesta a la glicoproteina gE es de menor intensidad y mas tardia que
la producida por la glicoproteina gB, de ahi la menor sensibilidad de los
ELISASs gE.

Ac gB a los 8-10 dpi vy Ac gE a los 14-35 dpi

Posible interferencia con anticuerpos de origen materno (calostral) en
terneros de edad inferior a 6-9 meses.

Posible interferencia con anticuerpos vacunados (de vacunas no marcadoras).

—— controls: gt -ELISA
=== controls: gB -ELISA

Fuente: analiticaveterinaria
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Técnicas seroldgicas: Deteccidon de una respuesta seroldgica en animales vivos.

La presencia de los anticuerpos contra el virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina se pone de manifiesto

mediante:

- Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

-
_—

—

Prueba de Neutralizacion del Virus (antes golden standar)
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO TECNICA DE SERONEUTRALIZACION (SN) T

-Técnica de confirmacion de resultados seroldgicos por ELISA para animales no vacunados.
-Se realiza en cultivos de células MDBK.
-Un suero control interno positivo con un titulo conocido de anticuerpos neutralizantes frente al HVBo-1

(puede calibrarse contra un suero estandar internacional o un estdandar secundario preparado a partir de
dicho suero).

- Un suero _control negativo (de un bovino que no contenga anticuerpos especificos, por ejemplo de un
rebano que esté oficialmente libre de la enfermedad de IBR).

Los sueros problema deben de ser de calidad y ser separado del coagulo sin retraso, para evitar la toxicidad :
* estar claramente etiquetados,

» proceder de un origen conocido con historia clinica,
* almacenarse refrigerados en todo momento,

e estar libres de contaminacidn fungica o bacteriana,
* no estar hemolizados y en cantidad suficiente.
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO owratzacen |
TECNICA DE SERONEUTRALIZACION (SN) '*
 Esta prueba es capaz de detectar la presencia o la ausencia de Ac neutralizantes LN AN e

frente al HVBo-1. Detecta animales positivos a partir del 8-10 dias post-infeccidon (dpi).
No permite distinguir entre animales vacunados e infectados.

Se puede aumentar la sensibilidad incubando el virus y el suero, 24 horas a 4°C, en lugar de 1 hora a 37°C,
antes de afadir las células.

Es una técnica semi-cuantitativa, que permite informar un titulo de anticuerpos al analizar el suero en
diluciones seriadas en base 2.
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO

ANIMALES POS ELISA Reactividad cruzada HVBo-2

REGIONES LIBRES DE IBR como posible causa

INDIRECTO y gB
(Bottcher et al., 2012)

= ELISA-gE son pruebas seroldgicas con una reactividad cruzada muy baja con herpesvirus distintos del HVBo-1.

= ELISA-gE y SN para verificar estos resultados aislados.

= Se recomienda repetir el analisis de estos animales pasados 28 dias con un ELISA-gE empleando un umbral
mas bajo (por ejemplo, de 0,95) para aumentar asi la sensibilidad.

= En el caso de obtener dos resultados negativos con ELISA-gE, el animal no se clasificara como positivo para
HVBo-1, pero se recomienda sacrificarlo porque pueden tener lugar problemas de diagndstico con otros
sistemas de analisis (por ejemplo, resultados positivos en las muestras de leche del rebafio afectado)

33
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ACTIVIDADES DEL LNR

, CONTROL DE
ASESORIA
: . REACTIVOS DE CONFIRMACIONES
CIENTIFICO-TECNICA DIACNGSTICO -
Lahoratorios de
Hemrencia Dr. Martin Beer Dr Akbar Dastjerdi

© ALEMANIA © REINO UNIDO

Direccién Direccién
Institute of Diagnostic VirologyFriedrich-Loeffler Animal and Plant Health Agency
Institut,Federal Research Institute for Animal Health New Haw, Addlestone, Weybridge, Surrey KT15 3NB

Sidufer 10 D-17493 Greifswald, Insel Riems

Organizacion Mundial

Datos de contacto +44-1932 3575.08

de Sanidad Animal tdlbdmsincuzi

Patricia.Koenig@fli.de

Fundada como OIE martin beer@flide
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ACTIVIDADES DEL LNR
2019 2021

. MINISTERIO DIRECCION GENERAL DE SANIDAD DE LA
DE AGRICULTURA, PESCA PRODUCCION AGRARIA
¥ ALIMENTACION
SUBDIRECCION GENERAL DE SANIDAD  HIGENE
A o

IMAL Y TRAZABILIDA

DIRECCION GENERAL DE SANDAD DE LA
PRODUCCION AGRARIA

T
SEAGHCULTURA PiCA N RS oD
VAT

LABORATORIO CENTRAL DE VETERINARIA

NT-LCV-10 Rev. 02
NOTA INTERPRETATIVA PARA LA CALIFICACION (OBTENCION Y MANTENIMIENTO)
DE EXPLOTACIONES IBR 3 E IBR 4 EN RELACION AL DIAGNOSTICO EN TANQUES
DE LECHE NOTA TECNICA SOBRE LA APLICACION DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO EN

EL MARCO DEL PROGRAMA NACIONAL VOLUNTARIO DE LUCHA CONTRA LA
N OTAS | N FO R M ATlVAS RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR)

El Real Decreto 554/2019, de 27 de septiembre, establece las bases de las actuaciones de
prevencion, control y erradicacion de la IBR en Espaiia. EI LCV, como laboratorio nacional
de referencia, conforme al articulo 10 de este Real decreto, tiene la funcion de coordinar
las actividades de los laboratorios designados por las CCAA, a fin de armonizar los
métodos de diagnéstico de laboratorio y su utiizacién

En este marco de actuacion, el objetivo de esta nota técnica es establecer una pautas
claras y recomendaciones para armonizar las actividades de diagnéstico de acuerdo a las

PREPARACION Y T e e
DISTRIBUCION DE MATERIAL
DE REFERENCIA

ARMONIZACION DEL

DIAGNOSTICO

ENSAYOS DE
INTERCOMPARACION p——

INFORME ENSAYO INTERCOMPARACION
1l ENSAYO INTERCOMPACION DE APTITUD PARA

2020 1 ENSAYO INTERCOMPACION DE APTITUD PARA EL DIAGNGSTICO DE LA
EL DIAGNOSTICO DE LA RINOTRAQUEITIS RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR)
2 02 1 INFECCIOSA BOVINA (IBR) ENIVIUESIRESIDELECHE
EN MUESTRAS DE LECHE EA/LNR/ IBR-2022

2022 2020

INFORME ENSAYO INTERCOMPARACION

INFORME ENSAYO INTERCOMPARACION INFORME ENSAYO INTERCOMPARACION

| ENSAYO INTERCOMPACION DE APTITUD PARA | | !l ENSAYO INTERCOMPACION DE APTITUD PARA 11l ENSAYO INTERCOMPACION DE APTITUD PARA

p 2 EL DIAGNOSTICO DE LA 5
EL DIAGNOSTICO DE LA RINOTRAQUEITIS - EL DIAGNOSTICO DE LA
INFECCIOSA BOVINA IBRQ RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR) RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR)
(IBR) EN MUESTRAS DE SUERO EN MUESTRAS DE SUERO
EN MUESTRAS DE SUERO

2020 EA/LNR/ IBR-2021 EA/LNR/ IBR-2022
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PREPARACION Y
DISTRIBUCION DE MATERIAL

- DE REFERENCIA
ARMONIZACION

DEL DIAGNOSTICO
FREDRSCH LDEFRER-PETTY
o oL
Panel de sueros
i Titulo a SN
B A i
— Positive _._Il
S | ELISA gB
. ELISA ge
e the R sem 10 define o ubstandards ::M;E—:f g

Sera R31 and R332
:fnkl- R2 and R s V-1 e refer rorm defi
2 should be do PEBrEsent & dilution ser 2 ned BHV. |-
tected in all teat gyy =% 0 & paritive pag) o cattfy,
Yetems SETM [0 i Dy,
* Pol serum

S i
2 isa SNy pusitive Serum from 4

dilution 1:64 iy negag)ye iy field virus infocied bu;

Panel de leches
= E|ISA indirecto

Mik BHV-1 . gB-Ang; e
ll{ - B MM Mxm%_!ua‘_ — — '(ml:l(:".‘.stl’as
e et R oMoy | individuales)
idd " positive T e —— oy
l L L R Ly O 7—1{'- ] = ELISA indirecto
Rz = _Pfﬂlﬁ-i [ — & |
Ly e -y o T (muestras de tanque
1 Megative 1 t -
'8 comened, o ot e g e [ nepatie | hasta 50 animales)
SaTples in 150 divsion (maximum paaisizg) T

EU1 (positivo a anticu
EU2 (débilmente posité
muestra dud
EU3 (negativo a anticuerpo

icuerpos y definido como

Perrin et al., 1994).

A partir de muestras
enviadas por los
compaferos de los
laboratorios de Galicia,
se prepard material de
referencia basandonos
en los patrones
internacionales



Laboratorio Central de Veterinaria

T T GOMIANO  MINSTINO
R OLESPARA  Df AGRICULTURA.PSCA
Y AUMENTACION

Evaluacion de los kits ELISA registrados con material de referencia

-Sensibilidad

* Validacion en suero: gB- ELISAc > ELISA indirecto >SN (96-99%) >>gE ELISAc (74-86%)

-Especificidad

* Validacion en suero: SN= ELISA indirecto= gB ELISAc (98-99%)> gE ELISAc

-Especificidad

* Validacion en leche: ELISA indirecto > gB ELISA >>> gE ELISA

ANIMAL INFECTADO O CON
VACUNA CONVENCIONAL

ANIMAL VACUNADO CON
VACUNA MARCADA

N

f\g 7//;‘\‘
|\V
L

-y
\ g7
;l: | ’[/J
\ \ t ;

\ |l

G ({\

[ELISAB + iELISA + NT + ELISAgE+]| [ELISAGB + iELISA + NT + ELISAgE- |

Fig.5: Resultados de scrologia en animales vacunodos con vocunas morcodoras.

KITS IBR EVALUADOS
CASA COMERCIAL IBR gE IBR gB IBR INDIRECTO
INGEZIM IBRgE | INGEZIM IBR COMPAC
kit -
INGENASA | COMPAC 2.0 CHIEe 22
lote 081019 concurso 170320 concurso lote 080719
kit IDEXX IBR gE IDEXX IBR gB X3 IDEXX IBR IDEXX Bulk MILK
i
IDEXX e = INDIVIDUAL u
lote 651 s261 (no disponible) P151
N ID SCREEN IBR gE ID SCREEN IBR gB IDSCREEN IBR | ID SCREEN IBR MILK
i
IDVET COMPETITION COMPETITION INDIRECT INDIRECT
lote £43 (no disponible) 93 F63
HIPRA kit | CIVTEST BOVIS IBR gE | CIIVTEST BOVIS IBR gB CIVTEST BOVIS IBR
lote CGE.13T8 €GB.9008 (no disponible)

KITS IBR REGISTRADOS https://servicio.magrama.gob.es/resalab/
Casa N© Regist NOMBRE DEL KIT Tipo de Ag s Suero bl Lech Leche Leche de Leche
Comerdal L= ELsA | detectado | Y% | pool | PEm2 | Leche | gividual | tanque | concentrada
2339-RD CIVTEST BOVIS IBR gE Blogueo gE X
HIPRA 2338-RD CIVTEST BOVIS IBR gB Blogueo gB X x X X
0337-RD CIVTEST bovis IBR Indirecto Totales X x x
0689-RD IDEXX IBR gE Blogueo gE 3 X X X X
0688-RD IDEXX IBR gB X3 Bloqueo gB x X x
3019-RD IDEXX BHV-1 BULK MILK Indirecto Totales X x
IDEXX
3477-RD IDEXX IBR INDIVIDUAL Indirecto Totales X X
2666-RD IDEXX IBR POOL Indirecto Totales x x
3013-RD IDEXX TRACHITEST SERUM SCREENING Indirecto Totales x x
2707-RD 1D SCREEN IBR gE COMPETITION Blogueo gE X x x X X
1BVET 2667-RD 1D SCREEN IBR gB COMPETITION Bl B
BIOLOGICOS K [ ogues g X % x
10923-RD 1D SCREEN IBR INDIRECT (ES) Indirecto Totales x x
NIRCO 2664-RD 1D SCREEN IBR INDIRECT Indirecto Totales X x
3467-RD INGEZIM IBR gE Compac Bloqueo gE x X x
INGENASA | 0962-RD INGEZIM IBR COMPAC 2.0 Blogueo g8 X x x
0526-RD INGEZIM IBR 2.0 Indirecto Totales X X X x
10053-RD CATTLETYPE BHV1 gE Ab Blogueo gE x x x
WERFEN
3194-RD CATTLETYPE BHV1 gB Ab Blogueo gB x x x x
0882-RD SERELISA BHV-1 gB Ab MONO BLOCKING Blogueo [ X X X
ZOETIS
0883-RD | SERELISA BHV-1 TOTAL Ab MONO INDIRECT | Indirecto Totales 3 X X x
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ARMONIZACION NOTA TECNICA SOBRE LA APLICACION DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO EN
DEL DIAGNOSTICO EL MARGO DEL PROGRAMA NACIONAL VOLUNTARIO DE LUGHA CONTRA LA
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DIRECCION GENERAL DE SANIDAD DE LA
PRODUCCION AGRARIA

, MINISTERIO -
DE AGRICULTURA, PESCA 2 O 2 1 DIVISION DE LABORATORIOS DE SANIDAD

PREPARACION Y AT S, gk
DISTRIBUCION DE MATERIAL ‘ e —————
DE REFERENCIA |

RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR)

OBJETIVO: establecer una pautas claras y recomendaciones para armonizar las actividades de
diagndstico de acuerdo a las directrices recogidas en el Manual de diagnéstico de la OMSA, teniendo en
cuenta, ademas, los resultados obtenidos en el registro y control de los reactivos de diagndstico

Consideraciones previas

Pruebas diagndsticas de eleccion citadas en el Anexo Il
2.1 Tipo de pruebas

2.2 Caracteristicas de las pruebas

Seleccion del tipo de prueba

Actuacion en caso de resultado positivo en ELISA-gE
Actuacion en caso de resultado pOSitiVO en prUEbaS /-NL'Jmero de animales positivos/ndmero total de analizados \
ELISA generales en animales no Vacunados - Calificacion de la explotacién (IBRO, 1,-1,2,3 0 4)

- Objetivo del muestreo: obtencién, mantenimiento o recuperacion

Interpretacion de los resultados de laboratorio —————> | _tdad del animal
Referencias - Estado vacunal (del animal y de la explotacion)

- Resultados en muestreos anteriores (especificando la prueba/kit utilizado)
K Historial de vacunaciones en la explotacion. /

Reacciones inespecificas:
-Efecto frescura
-Interferencia de la vacunacion
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Medidas para disminuir las reacciones inespecificas ELISA gE:

i)Jdebe implementarse una validacién de cada lote de prueba analitica, y en el momento de su comercializacion.

ii) las muestras deben guardarse a 4°C y no deben analizarse antes de las 24—-48 horas tras la recogida;

iii) las muestras deben someterse a un ciclo de congelacién-descongelacién (—20°C); en algunos casos, una
posterior inactivacion térmica (30 minutos/56°C) puede eliminar reacciones inespecificas en las muestras de

suero;

iv) en el ganado bovino no deben realizarse pruebas seroldgicas para detectar el HVBo-1 antes de que pasen 4

semanas tras cualquier vacunacion;

v) no debe utilizarse gE-ELISA para clasificar animales no vacunados (OMSA).

MINSTIRO
DE AGRICULTURA, PESCA
¥ ALIMENTACION

lest ANIMAL ANIMAL VACUNADO
diagnoéstico INFECTADO VACUNA NORMAL | VACUNA MARCADA
SERONEUTRALIZACION POSITIVO POSITIVO POSITIVO
ELISA AC totales POSITIVO POSITIVO POSITIVO
ELISA Anti gE POSITIVO POSITIVO NEGATIVO

Guia para interpretacion mas comiun de los resultados de los test laboratoriales: se
entiende que los animales vacunados estin libies de la enfermedad. Debemos
recordar que existen falsos positivos y falsos negativos, tanto por las limitaciones de
la técnica como por las caracteristicas del virus.
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CONFIRMACIONES

ACTIVIDADES DEL LNR

ESTATUS Lab. oficial LNR
... 5i POS gE y gB ... el animal podria estar
infectado, ademas de vacunado. Como no
ELISA gE ) .| hay mas pruebas de confirmacion, se
(secuencial x2) | Confirmacion | c,nsidera una serologia POS.
. Si ELISA gE
vacunapo | S PO> &
se envia a +
confirmar al ELISA gB (1X) | -5 POS gE'y Neg gB ... el animal no
LNR estaria vacunado, pero tampoco
infectado, por lo que consideramos que
puede ser un resultado FP en ELISAs gE
... 5i POS gB y gE ... se considera una
serologia POS
ELISA gB
(secuencial x2) Confirmacion ... 51 SNT POS ... se
NO ... 5i POS, ELISA gB considera serologia POS
VACUNADO | se envia a + ... 5 POS gB y Neg gE ... se considera que
E:;;.ﬁ rmar al ELISAgE (2X) | podria ser un infectado o FP en ELISA gB, .. si SNT Neg ... se

por lo que se realizaria la prueba de SNT

considera FP en ELISAs gB
o reacciéon cruzada con
otro HvBo.

En caso de serologia POS, habria que remuestrear el animal y convivientes pasados 15 dias y enviar al LNR tanto la primera
como la segunda sangria de todos los animales (positivo y convivientes) para valorar seroconversiones y/o tomar muestras

para deteccion del agente.
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TECNICA

Reuniones con los
laboratorios oficiales de
sanidad animal:

2020 > Especial IBR
2023 = Actualizacidn

_ Is-

ACTIVIDADES COMO LNR — desde 2019

s

LA RINO

lnostico de Laboratorio dg

Infecciosa Bovina (IBR): la vidlon de un
laboratorio de campaiia

XUNTA DE GALICIA
CONSELLERIA DO MEDIO RU: FU\IT
Ignacio Arnaiz Seco b

[aBoratorlo de Sanidada Antimal de Mabsghde (A Corrfia)
Ignacio.dinaiz.seco@xanta.gal %

PRC
VOLUNTA

Laboratorio Central de Veterinaria

Reunion Anual de los
Laboratorios de Sanidad Animal 2020

Reunién Anual d
de Sanidad A

Rinotraqueitis

Vinisteriode Agricultira)

Reunion Anual de los

Madrid, 2728 de octubré de 2020 : > :
= S Laboratorios de Sanidad Animall2020

Videoconferencia

\Ya\Wiw N

BOVINA (IBR

Vinisteriode Agricultira) PescayAlinentacion)

Reunién Anual de Laboratorios de Sanidad Animal

27 de Octubre de 2020
$G de Sanidad e Higiene Animal y Trazabilidad

Madrid, 27.-28 de octubre de 2020
Videoconferencia

Isabel Gonzalo
Responsable Dpto. CRD
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ACTIVIDADES DEL LNR
Kits ELISA registrados en Espafia

Titular Fabricante Denominacion N°® Registro

HIPRA HIPRA CIVTEST BOVIS IBRgB 2338-RD

HIPRA HIPRA CIVTEST BOVIS IER gE 2338RD

IDvet Biolagicos, S.L. Innovative Diagnostics, Sarl ID Screen® IBR gB Competition 2667-RD

IDvet Biologicos, S.L. Innovative Diagnostics, Sarl ID SCREEN IBR g COMPETITION 2707RD

IDvet Biolagicos, S.L. Innovate Diagnostics, Sarl 1D SCREEN IBR Milk Indirect 11135-RD
WERFEN ESPANA QIAGEN CATTLETYPE BHV1 gB Ab 3194-RD

IDEXX LABORATORIOS IDEXX LABS, INC (USA) IDEXX IBR gE 0688-RD

IDEXX LABORATORIOS IDEXX LABS, INC (USA) IBR POOL 2666-RD

IDEXX LABORATORIOS IDEXX Switzerland GmbH IDEXX IBR Tank Milk 11396-RD

IDEXX LABORATORIOS TRACHITEST SERUM SCREENING 3013-RD
INGENASA, S.A. INGEMASA INGEZIM IBR COMPAC 2.0 0962-RD
INGENASA INGENASA INGEZIM IBR gE 3467-RD

ZOETIS DELPHARM Biotech SERELISA BHV-1 gB Ab MONO BLOCKING |0882-RD

IDEXX LABORATORIOS IDEXX IDEXX IBR gB X3 0888-RD

ZOETIS SYNBIOTICS SERELISA BHV-1 TOTAL Ab MONO 0883-RD

INDIRECT

INGENASA INGENASA INGEZIM IBR 2.0 0526-RD

WERFEN ESPANA, S.A.U. INDICAL BIOSCIENCE GmbH cattletype BHV1 gE Ab 10058-RD

HIPRA HIPRA CIVTEST BOVIS IBR 0337 RD

IDEXX LABORATORIOS IDEXX Montpellier SAS IDEXX IBR INDIVIDUAL 3477-RD

IDEXX LABORATORIOS IDEXX Switzerland AG IDEXX BHV-1 BULB MILK 3019-RD

|Dvet Biologicos, S.L. Innovative Diagnostics Sarl ID SCREEN IBR INDIRECT (ES) 10923-RD
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PROBLEMA FALSOS POSITIVOS ELISA gE INGENASA 2021
RR%D;” ’ Algunos laboratorios y SSVV oficiales nos comunican un elevado
DIAGNOSTICO nimero de positivos/dudosos empleando el kit ELISA gE de INGENASA

(adquirido por el MAPA para la ejecucion del Programa), que no se
confirman con un kit ELISA gE alternativo

"4

Se trabaja con la Se emite la NI-LCV-20 el

compafiia INGENASA para 16.09.21 (doble.analisis
tratar de mejorar el kit ELISA gE en serie) para

garantizar la especificidad
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PROBLEMA FALSOS POSITIVOS ELISA gE INGENASA

| PUNTO DE CORTE ANTIGUO
INGENASA
POS/Dud Neg
IDEXX POS/Dud 55 0 55 100%
S ™ . Neg 15 23 38 61%
CONTROL DE Se trabaja con la 70 23 %
REACTIVOS DE =7
DIAGNOSTICO compania INGENASA para T — |
. . INGENASA
tratar de mejorar el kit R
IDEXX POS/Dud 54 1 55 98%
Neg 9 29 38 76%
63 30 93

17/12/2021-> modificacion del punto de corte (55%) y eliminacién del
rango de Dudosos

24/06/2022 - INGENASA modifica el diluyente del kit (lote 220056)
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PROBLEMA FALSOS POSITIVOS ELISA gk INGENASA

Ha resultado una buena medida para
garantizar |la especificidad en el
diagnostico serologico de IBR en
animales vacunados

Se emite la NI-LCV-20 el
16.09.21 (doble analisis
. ELISA gE en serie) para
\_ garantizar la especificidad

Problema: mayor consumo de kits de ELISA y mas trabajo para el personal de los
laboratorios

Teniendo en cuenta las modificaciones en el kit de INGENASA ...
Los datos muestran un 85% de muestras que se confirman POS con el segundo kit.

SSVV y laboratorios debemos valorar la conveniencia del doble analisis en serie
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Conclusiones

» |BR es una enfermedad de control oficial en la UE (categoria C). Algunos paises de la UE ya la han
erradicado y otros tienen un programa aprobado por la UE.

= Aungue no existe un EU-LR, en Espaia en 2019 el LCV fue nombrado LNR y trabaja en actividades
para la armonizacion del diagndstico, siguiendo las pautas establecidas por la OMSA.

» Las técnicas serologicas resultan fundamentales debido a la existencia de infecciones subclinicas,
especialmente en animales con infecciones latentes.

= |Las técnicas de identificacidn del agente, especialmente la PCR, se utilizan exclusivamente para
confirmacion de casos clinicos.

= La deteccion de infecciones latentes (por técnicas seroldgicas) y su eliminacién es fundamental para
el control y la erradicacion.

= La correcta eleccidon de las técnicas de diagnéstico, en funcion del estatus vacunal, y la
interpretacion de los resultados de laboratorio con datos epidemiolégicos resulta fundamental
para una correcta vigilancia.
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