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iqué muestras debo seleccionar?

analizar mas de un animal para que los resultados sean
(VI W

representativos del grupo de animales afectados

en nuestros paneles diagndsticos se incluye el andlisis
(1 {1

b b de hasta 5 muestras salvo en leche, que puede incluir el
andlisis de hasta 9.

v seleccionar animales con sintomatologia clinica al
smmmmm NiCi0 del proceso: permitira evalu_ar los agentes
primarios desencadenantes del mismo

enviar muestras antes de instaurar el tratamiento
antibidtico, ya que este interfiere en los resultados
microbioldgicos

en caso de mandar 6rganos o animales, es preferible

que sean sacrificados o en su defecto que hayan
muerto recientemente, ya que la autolisis de las

muestras afecta en gran medida al éxito diagndstico

el tipo de muestra se seleccionara en funcion de:
el tipo de proceso
el agente patdgeno a estudiar
la técnica diagnastica solicitada

el objetivo del andlisis: monitorizacion o diagnostico
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toma de muestras: condiciones y plazos

t° ambiente refrigerado congelado
<24h >24h observaciones
/wm lUbOS (@o\ sangre congelar solo para
\U / conEDTA | \Y_/ entera i estudios de gPCR
— H =y
= tul_aos sin (Qo\, Suero no congelar sueros
\w?, anticoagulante | \ U _/ con codagulo
en casos de
TION mamitis puntuales
(%)
. \\@/ leche congelar hasta
a \J tubgs_ tener varias muestras
\\U / estériles
ol
\"—/ broncoalveolares microbiolégico
— . —_animales
/2, hisopos O i no congelar los
\//) con medio \\/{// xggri)gsias hisopos
S~ la congglacién _
t./h heces afectara al cultivo
N microbioldgico
/e reCipientes envio no inmediato:
\&) concierre . tomar un hisopo
—  hermético (%\ érganos (para microbiologia)
=/ y congelar el
organo (no sirve
para histopatologia)
/') CORIOLIS (aire) .
muestras L congelar y enviar
/17 ambientales . siempre con
k\l/ yde &> calzas (s. sucias) acumuladores de
superficies | frio

toallitas (s. limpias)




cultivo microbioldgico
aislamiento e identificacion de bacterias por MALDI-TOF

ien qué consiste?

las muestras clinicas son sembradas en el medio de cultivo
adecuado para conseguir colonias de cepas bacterianas de
interés clinico

las colonias que crecen se identifican con
la técnica de espectrometria de masas ®anen en o
(MALDI-TOF), que permite unaidentificacion
a nivel de género y/o de especie gracias a
la "huella molecular” detectada por esta
técnica y que es caracteristica de cada :
bacteria Py

\/\[\—’\/\/\/—

AN\ —

hay algunas bacterias cuyo crecimiento es
mas costoso que el de otras

iqué bacterias son de dificil crecimiento?

Dichelobacter nodosus, Mycoplasma sp.
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antibiogramas
estudio de la sensibilidad antibiética (técnica Kirby Bauer)

las cepas bacterianas aisladas en el cultivo microbioldgico pueden sembrarse en
el medio de crecimiento apropiado donde se colocan discos que contienen una
concentracion estandarizada de antibidtico

en funcion del diametro del halo y los puntos de corte se determina si la bacteria
es sensible o resistente

¢como se interpreta?

sensible:
el antibidtico inhibe el crecimiento de la bacteria:
no puede crecer alrededor del disco porque es sensible a €l

resistente:
el antibiético no inhibe el crecimiento de la bacteria:
es capaz de crecer alrededor del disco porque el antibiético no hace efecto

puedes consultar la lista de
antibioticos que se analizan en pequefos rumiantes

en antibiogramas y en los distintos paneles de CMI
en el apartado de diagnostico de nuestra web
(www.exopol.com/es/diagnostico)




concentracion minima inhibitoria (CMI)
estudio de la sensibilidad antibidtica

minima concentracion de antibiotico que inhibe el crecimiento de la bacteria

en exopo| la realizamos por dos métodos distintos:

CMI en tira de celulosa (sistema E-test)

la tira de celulosa tiene un gradiente de antibiotico que se coloca sobre una
donde previamente se ha inoculado la bacteria a estudiar

puntos de corte clinicos para el

o/m! antibidtico A
\ > ?é sensible: <0,25
\\ > i resistente: >1
=i
/ G la bacteria es resistente al
> 025 antibi6tico A porque 4 es > 1

CMI por microdilucion en caldo

se realiza en placas de 96 pocillos donde la bacteria a testar se enfrenta a
diferentes concentraciones de antibiético

palm puntos de corte clinicos para el
::8888: 33 32 antibidtico B
0000000C— 186 sensible: <8
000000000 4 resistente: 232
00000000 — 2
e000C00CO® 1 la bacteria es al

00000000 5
0000000@— (s porque
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clasificacion de antibioticos de uso veterinario (EMA)

Categoria D: uso con prudencia

Aminoglucésidos: espectinomicina
Tetraciclinas: clortetraciclina, doxiciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, minociclina’
Penicilinas del grupo G y M: cloxacilina, penetamato, bencilpenicilina (G), fenoximetilpenicilina (V)

Sulfamidas, diaminopirimidinas y combinaciones: sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfadoxina,
sulfadimidina, sulfametoxazol, sulfametoxipiridazina’, sulfaquinoxalina, trimetoprima

Aminopenicilinas: amoxicilina, metampicilina, ampicilina

Nitroimidazoles: metronidazol

Polipéptidos ciclicos: bacitracina

Derivados de nitrofurano: nitrofurantoina’

Antibacterianos esteroideos: acido fusidico (solo en animales de compafifa)

Categoria C: uso con precaucion

Aminoglucésidos: neomicina, gentamicina, estreptomicina, apramicina, framicetina, kanamicina,
paromomicina, amikacina'

Aminopenicilinas combinadas con inhibidores de betalactamasas: amoxicilina-clavulanico

Macrélidos: eritromicina, espiramicina, gamitromicina, tildipirosina, tilmicosina, tilosina,
tilvalosina, tulatromicina, azitromicina’, claritromicina’

Pleuromutilinas: tiamulina, valnemulina
Lincosamidas: lincomicina, clindamicina, pirlimicina
Anfenicoles: florfenicol, tianfenicol, cloranfenicol?

Cefalosporinas (12 y 22 generacion): cefacetrilo, cefadroxilo, cefalexina, cefalonio, cefapirina,
cefalotina’, cefazolina’

Rifamicinas: rifaximina

Categoria B: uso restringido

Polimixinas: colistina

Quinolonas: enrofloxacino, danofloxacino, difloxacino’, marbofloxacino, flumequina,
pradofloxacino, ciprofloxacino’

Cefalosporinas (32 y 42 generacion): cefovecina, cefquinoma, ceftiofur, cefotaxima’, ceftazidima’,
cefpodoxima’

Los antibiéticos de esta categoria no estan autorizados como medicamentos veterinarios. No
deben usarse en animales de produccién. Pueden administrarse a animales de compafiia en
circunstancias excepcionales. Por ejemplo: imipenem, ticarcilina + &cido clavulanico y rifampin.

"No autorizado como medicamento veterinario en Espafia.
?Su uso estd prohibido en animales productores de alimentos destinados al consumo humano.



serologia

ien qué consiste?:
deteccion de anticuerpos generados frente a los patdgenos
el animal ha sido vacunado o ha estado infectado

negativo el animal nunca ha estado infectado o no ha seroconvertido

| ELISA de blogueo | ELISA indirecto

muestra muestra

AN AK

e o o o
muestra muestra
negativa negativa
]
f)k
e o @ O @ & o o
. 4 L 4 \
‘ @ Antigeno ‘ = Ac suero = Ac marcado v Bloqueo
diagnaésticos individuales prevalencia a nivel de explotacion
¥ no es Util para valorar la tasa de valorar tasa de anticuerpos a
anticuerpos a nivel de rebafio nivel de rebafio
mas especifico X posibilidad de falsos positivos si

la prevalencia esperada es baja

ELISA tipo DIVA

diferenciacion entre anticuerpos por infeccion de campo y de animales
vacunados
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Real Time PCR (qPCR)

ien qué consiste?:
deteccion de patdgenos mediante la amplificacion de genes especificos

se confirma la presencia del patdgeno en la muestra

negativo indica la ausencia del patogeno en la muestra o en
cantidades por debajo del limite de deteccion

iqué ventajas nos da la qPCR?

analizar muestras en pool al ser una técnica muy sensible
caracterizar y tipificar patdgenos, lo que permite disefiar las

autovacunas a aplicar o elegir la vacuna que proteja frente a los
serotipos identificados

diferenciar entre cepas de campo y cepas vacunales
realizar estudios epidemioldgicos

cuantificar: conocer la concentracion de patégeno que hay en la
muestra gracias al valor Cg*

*Valor Cq: es el ciclo en el que el nimero de copias supera el
umbral de deteccion: a menor valor Cg, mayor concentracion
inicial de patdgeno hay en la muestra

muestra 1: positiva
valor Cq: 25

sefial

umbral de deteccién

negativa
ciclos 40



secuenciacion

ien qué consiste?:

determinar la secuencia de los nucledtidos de uno 0 mas genes

iqué aplicaciones tiene?

secuenciacién (ej. Border disease)

comparamos las secuencias A Mﬂ P generamos
obtenidas con las de cepas vacunales ' —p drboles

0 muestras anteriores secuenciadas AW p filogenéticos
secuenciacion + genotipado (ej. Rotavirus A)

comparamos

las secuencias

obtenidas con n

las de cepas W ‘n\ generamos obtenemos
vacunales o L —> arboles —» el genotipo
muestras “W A filogenéticos delacepa
anteriores S

secuenciadas

técnica MLST (ej. Mycoplasma ovipneumoniae)

a través de los cambios en las secuencias
secuenciamos AW ﬂ determinamos los alelos de cada gen: la
siete genes S v combinacion de los alelos de los 7 genes

determinan el ST (tipo de secuencia)

13



autovacunas
iqué son?

medicamentos veterinarios inmunoldgicos fabricados a partir de patégenos
aislados de una unidad epidemioldgica, inactivados y destinados a la misma

herramienta especifica
preventiva

——1—— inactivadas

—— adyuvantadas

administracion via parenteral

icuando estan indicadas?

cuando no existe una vacuna veterinaria estandar registrada

cuando no existe una vacuna razonablemente eficaz
(ej. alta variabilidad antigénica)

iqué requisitos deben cumplirse?

@ enfermedad infecciosa presente
diagnastico de laboratorio confirmatorio
seleccion de las cepas o serotipos implicados
bajo prescripcion veterinaria

@ producidas por un laboratorio autorizado
(N2 REG Exopol: 235/50/015-A)
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son especificas para cada granja

frente a algunos patdgenos la vacuna no es efectiva si no contiene los serotipos
o variantes antigénicas presentes en la explotacion.

identificamos los serotipos, factores de virulencia, toxinotipos o secuencias
genéticas especificos de las cepas aisladas en cada caso para incorporar en la

autovacuna todas ellas, garantizando asi la maxima eficacia de las mismas

un ejemplo:

autovacuna inicial: dos serotipos

— envio de nuevas muestras para monitorizar la explotacion

T —

envio de nuevas muestras aislamiento de bacterias

localizacion de los nuevos inclusion de los nuevos
serotipos por gPCR serotipos en la autovacuna

autovacuna final: tres serotipos

15



autovacunas disponibles en pequenos rumiantes

Bibersteinia trehalosi Moraxella ovis
Clostridium perfringens tipo A Mycoplasma spp.
Corynebacterium pseudotuberculosis Pasteurella multocida
Dichelobacter nodosus Pseudomona aeruginosa
Erysipelothrix rhusiophatiae Salmonella spp.
Escherichia coli Staphylococcus spp.
Klebsiella spp. Streptococcus spp.
Listeria monocytogenes Trueperella pyogenes

Mannheimia haemolytica

Elaboramos autovacunas especificas para explotacion o unidad epidemioldgica basadas en el
diagndstico laboratorial y en las que es posible combinar distintos patégenos

principales autovacunas producidas en 2020:

ovino
® respiratorias
digestivas
® mamitis
® abscesos
l I ® oculares
caprino

® respiratorias

digestivas

® mamitis
I ® abscesos
16




® resultados estadisticos:

hemos recopilado los datos obtenidos desde 2016 en nuestro laboratorio para
poder ofrecerte estadisticas acerca de la presencia e incidencia de patdgenos
en los distintos procesos, evolucion de la sensibilidad antibidtica en las granjas
espanolas, qué serotipos estan presentes, autovacunas producidas...

e procesos respiratorios
procesos articulares y podales
procesos digestivos
procesos reproductivos

e mamitis y agalaxia

e procesos causantes de abscesos

e otros procesos: oculares, nerviosos y hemoparasitos
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® procesos respiratorios

e toma de muestras

lavados broncoalveolares

hisopos nasales

sueros sanguineos

e paneles diagndsticos

Respiratorio animales lactantes y cebo:
Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma ovipneumoniae, Pasteurella multocida,
Mannheimia haemolytica, Bibersteinia trehalosi, Parainfluenza 3,
Tipado de P multocida, Identificacion de serotipos de M. haemolytica

Respiratorio animales de reposicion y adultos:
Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma ovipneumoniae, Pasteurella multocida,
Mannheimia haemolytica, Bibersteinia trehalosi, Maedi-Visna/CAE,
Adenocarcinoma Pulmonar Qvino (APQ), Parainfluenza 3, Tipado de
P.multocida, Identificacion de serotipos de M. haemolytica

Tipado de Pasteurella multocida:
gPCR: A, B, D, E F

Identificacion de serotipos de M. haemolytica:
gPCR: serotipos 1,2, 6

°

-
S
=)
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®
(7]
o
(7]
-
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(7]
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-
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-
o
=
o
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~  Cuando existen problemas respiratorios en la explotacion
podemos tomar diferentes tipos de muestras. Siempre

eligiendo los animales no tratados, con signos clinicos de

aparicion reciente y valorando un nimero adecuado de animales.

hisopos nasales

facil de tomar en animales vivos
valoracion de problemas respiratorios en vias altas

¢ no toma muestra de pulmon

A posibles falsos positivos al detectar bacterias que forman parte
del microbioma de las fosas nasales y no alcanzan el pulmén

pulmones

permite un diagndstico completo
valoracion de problemas respiratorios en vias bajas

A requiere animales muertos recientemente o sacrificados

A puede no ser una muestra representativa del grupo

lavados broncoalveolares

en animales vivos
permite muestrear a un mayor nimero de animales

aporta informacién de los agentes presentes en pulmén

A requiere material especifico y personal cualificado

- s e e e e e Cn e S G CE G G G G CE G GES GES G GEP GES GEP GED GES GEP G GEe e G Gme s e e\

,.
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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e resultados estadisticos: diagndstico

patégenos analizados en el panel respiratorio en
animales lactantes y cebo en ovino y caprino
% positivos analizados mediante qPCR

°

-
S
=)
[x]
®
(7]
o
(7]
-
o
(7]
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50% 100%

| Mycoplasma ovipneumoniae (n=956)
l Mycoplasma ovipneumoniae (n=86)

| Pasteurella multocida (n=918)
| Pasteurella multocida (n=80)

| Mannheimia haemolytica (n=923)
| Mannheimia haemolytica (n=80)

i Bibersteinia trehalosi (1=8017)
| Bibersteinia trehalosi (n=58)

i Parainfluenza 3 (n=752)
| Parainfluenza 3 (n=17)

Los agentes detectados mds frecuentes son Mycoplasma
ovipneumoniae y Mannheimia haemolytica en animales jévenes.

En la mayoria de los casos analizados se trata de complejos
respiratorios con presencia de mas de un agente implicado.
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patogenos analizados en el panel respiratorio en
animales de reposicion y adultos en ovino y caprino
% positivos analizados mediante qPCR

50% 100%

| Mycoplasma ovipneumoniae (n=308)

[ Mycoplasma ovipneumoniae (n=250)

| Pasteurella multocida (n=285)

| Pasteurella multocida (n=238)

| Mannheimia haemolytica (n=289)

[ Mannheimia haemolytica (n=238)

| Bibersteinia trehalosi (1=219)

| Bibersteinia trehalosi (n=211)

| Maedi-Visna/CAE (n=334)

| Maedi-Visna/CAE ((n=209)

| APQ (n=260)

| APQ (n=188)

| Parainfluenza 3 (n=48)

| Parainfluenza 3 (n=59)

Al igual que en animales jovenes, encontramos Mycoplasma
ovipneumoniae y Mannheimia haemolytica como principales
agentes detectados y suelen tratarse de casos multietiologicos
(con més de un agente presente).

Las enfermedades de Maedi-Visna/CAE (Artritis y Encefalitis
Caprina) y APO (Adenocarcinoma Pulmonar Ovino) se incluyen
en el diferencial de respiratorio en estas edades debido a que
son enfermedades de lenta evolucion que aparecen en adultos.
El andlisis de los mismos en la reposicion permite seleccionar las
futuras reproductoras.



Y™ estudio de Parainfluenza 3 en procesos
respiratorios de pequenos rumiantes

virus causante de | problemas respiratorios|amp|iamente
descrito en bovinos y canidos pero de desconocido
efecto en pequefios rumiantes

AR RE

X

genotipo Parainfluenza 3 bovino
z
genotipo Parainfluenza 3 en pequefios rumiantes

hasta el momento se desconocia su implicacion en
los problemas respiratorios de ovejas y cabras por falta de
técnicas diagndsticas, aunque si se han observado
lesiones asociadas en animales jovenes y presencia
de seropositivos

-
ahora es posible

en pequefos rumiantes gracias al ensayo de
qPCR especifico para ovino y caprino
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deteccion de patégenos respiratorios segun el tipo de

muestra analizada
% positivos analizados mediante gPCR

@ pulmones

- ovino - caprino
50%  100% 50%  100%

Mycoplasma _ :* 59% _ :*71%

. . * *
ovipneumoniae ' '

Pasteurella - ** . 51% - S 30%

multocida

Mannheimia [N . 56% NN ** 49%

haemolytica

Bibersteinia - ** . 25% - ** - 22%
trehalosi : . . . : : . .

Maedi-Visna -** 22% - ** 18%

. . S,

APO i ok 8% o 0%

. 10% | 0%

Parainfluenza 3 )

Se ha evaluado la diferencia del nimero de positivos de cada uno de los patdgenos analizados
en el panel respiratorio en funcion del tipo de muestra: pulmdn o lavado broncoalveolar,
mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado. Se ha considerado que existen diferencias
significativas entre % de positivos de pulmones y lavados, si p-valor <0,05 (*) y <0,07 (**). Estos
resultados se han obtenido a partir de muestras no pareadas.



Los virus causantes de APO y Maedi-Visna/CAE, analizados
Unicamente en reposicion y adultos, se detectan con mayor
frecuencia en pulmaon, pues su eliminacion a la luz alveolar ocurre
cuando se lesiona una parte importante de pulmon, por ello su
deteccion mediante lavados broncoalveolares es limitada.

El resto de patdgenos se detectan en un mayor porcentaje en
lavados broncoalveolares. Esa diferencia puede deberse a que
el andlisis de lavados permite aumentar el nimero de animales
muestreados y seleccionar aquellos con signos respiratorios
iniciales, que todavia no han recibido tratamiento antibictico y
sin necesidad de sacrificarlos para obtener la muestra. Ademas,
en verano los 6rganos suelen sufrir autolisis y contaminaciones
dificultando el aislamiento y la deteccion de patdgenos de interés.
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deteccion de tipos capsulares de Pasteurella multocida
sobre muestra clinica en |ovino y [capfino
analizados y 75 casos desde febrero de 2018 mediante gPCR

100% -

50%

Tipo A Tipo B Tipo D Tipo E Tipo F
25% 0% 91% 0% 6%

En el 61% de los casos de ovino y el 22% de caprino se detecto
una coinfeccion de distintos tipos capsulares de Pasteurella
multocida, siendo la mas frecuente la coinfeccion de tipos Ay D
(en ovino el 46% y en caprino el 19%).
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estudio de la sensibilidad antibiética (Kirby Bauer) de

Pasteurella multocida en ovino y caprino
comparacion del porcentaje de sensibilidad de 458
antibiogramas realizados en los siguientes semestres:

50% 100% jul. 19 jul. 20

) ) ) ) dic. 19 dic. 20
T——

: : : I Ampicilina 98% 97%

...  Espectinomicina 98% 98%

: : . Penicilina 73% 72%

h Trimetoprim/

LRk

: : : sulfametoxazol ~ 98% 91%

. . . :

; : ; ; Tetraciclina 85% 78%

. . .

...  Gentamicina 96% 95%

. . :

: : j Estreptomicina 65% 67%

_

™ Florfenicol 89% 99%

: : ; j Tianfenicol 94% 91%

: : : Z Tilmicosina 93% 90%

. . . .

... Ceftiofur 100% 98%
SR

Enrofloxacina 93% 98%

: : : ' Marbofloxacina ~ 92% 97%

Se ha evaluado la evolucidn de la sensibilidad de cada antibictico a lo largo del tiempo
mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado. Se ha considerado que las variables tiempo y
sensibilidad son dependientes, es decir, que existen diferencias significativas entre % de
sensibles de los diferentes periodos de tiempo, si p-valor <0,05 (%) y <0,07 (**).



En general, son cepas con baja resistencia antibidtica, presentando
mas resistencia a estreptomicina, penicilina y tetraciclina.

Aungue en este grafico no se muestran los resultados divididos por
especies, se han obtenido mayores porcentajes de sensibilidad
en los antibiogramas de caprino para casi todos los antibidticos,
destacando una diferencia de hasta un 20% en la estreptomicina.
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Concentracion Minima Inhibitoria - P. multocida
CMIs realizadas desde 2019

Antibiético CMI50  CMI90 sensible si: muestras

(ug/mL)  (pg/mL)  (ug/mL) analizadas
Amoxicilina 4 42
Clindamicina >8 >8 0,5 43
Colistina 4 43
Doxiciclina 6 1 102
Enrofloxacina >1 0,25 104
Florfenicol 2 43
Gamitromicina >4 4 43
Penicilina 0,5 0,25 43
Espectinomicina 32 43
Tetraciclina >4 2 108
Tilmicosina >8 >8 8 43
Tulatromicina 16 43

Tilosina 16 >16 8 43
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distribucion de las CMI de:

- doxiciclina

B0 - -
w
S 25l
S
@ 20l
O
o 15 AW
[¢B}
Em0-- - a.BBw
C
5

OO OO < < LO LW OYLWW O LW — LIOAN Mt O 0 — AN WO

— N D O OO OO AN — AN M~ — — v

SO O0S0 S mSoSo

O O O O o o o

concentracion de doxiciclina (ug/ml)

- enrofloxacina

nimero de cepas

<006 0012 0016 0023 0032 0047 0125 025 05 0/5 1  >1

concentracion de enrofloxacina (ug/ml)

- tetraciclina

G B0
B0
O e e e e
S v e B m B B

<025 025 038 05 1 2 3 4 >4
concentracion de tetraciclina (ug/ml)
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Se muestran en la tabla los valores de CMI50 y CMI90 de los
diferentes antibidticos frente a Pasteurella multocida, entendiéndose
estas como la concentracion minima de antibidtico que es capaz
de inhibir el crecimiento del 50% y 90% de las cepas analizadas,
respectivamente. Las cepas se consideran como sensibles o
resistentes en funcién de los puntos de corte clinicos establecidos
por organismos oficiales (CLSI o VetCast).

Se puede observar una importante diferencia entre las CMI50 y 90 de
la gamitromicina, penicilina, doxiciclina, enrofloxacina y tetraciclina,
por ello para estos tres dltimos antibidticos se muestran graficos de
frecuencia de la distribucion de los valores de CMI.

El grédfico de la doxiciclina sigue un perfil de distribucion normal. Enel
caso de la enrofloxacina observamos la existencia de una poblacién
de cepas muy sensible, aunque 19% de las cepas analizadas fueron
resistentes. Sin embargo, para la tetraciclina se puede observar
una subpoblacion resistente muy numerosa, lo que pone en valor la
necesidad de realizar pruebas de sensibilidad antibidtica para poder
elegir el tratamiento mas adecuado.

Estos resultados pueden estar sesgados, ya que el estudio de CMI
Suele realizarse en los casos mas complicados como por ejemplo
cuando el tratamiento antibidtico no esta funcionando.

\ serotipado de Mannheimia haemolytica

12 serotipos diferentes reconocidos:
A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16, A17

serotipos mas escasos estudios
prevalentes: m de prevalencia
J A1, A2y A6 & publicados

ahora realizamos el estudio de estos serotipos para ver su implicacion
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deteccion de serotipos de Mannheimia haemolytica
sobre muestra clinica en lovino y [capring
analizados y 129 casos desde febrero de 2018 mediante qPCR

100% - - -

50% - - -

serotipo 1 serotipo 2 serotipo 6 no tipable
10% 67% 12% 25%

El serotipo de Mannheimia haemolytica mds detectado es el
2. Encontramos un 25% de las muestras clinicas en las que la
deteccion de Mannheimia haemolytica es distinta a los serotipos
analizados (serotipos 1,2y 6).

En el 37% de los casos de ovino y el 12% de caprino hay una
coinfeccion de dos o tres serotipos detectables de Mannheimia
haemolytica.

El perfil de sensibilidad de Mannheimia haemolytica es similar
al obtenido con Pasteurella multocida. Para la estreptomicina,
penicilina y tetraciclina aparecen porcentajes mas bajos,
observando una disminucion de la sensibilidad en funcién del
tiempo para la tetraciclina. Los resultados en caprino presentaban
también una sensibilidad mas alta.
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estudio de la sensibilidad antibiética (Kirby Bauer) de
Mannheimia haemolytica en ovino y caprino
comparacion del porcentaje de sensibilidad de 6571
antibiogramas realizados en los siguientes semestres:
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50% 100% jul. 19 jul. 20
. . . . dic. 19 dic. 20
I
: Ampicilina 98% 97%
... Espectinomicina 98% 98%
—
. : : : Penicilina 38% 42%
I Trimetoprim/
: : : . sulfametoxazol ~ 96% 96%
I .
; ; : -+  Tetraciclina 70% 72%
. . . :
.= = Gentamicina 88% 82%
by 0 N
Z Z Z “x«  Estreptomicina 13% 12%
; : : ™ Florfenicol 89% 99%
. Tianfenical 96% 92%
. . . :
: : : : Tilmicosina 88% 92%
. . . :
... Ceftiofur 98% 99%
: : : : Enrofloxacina 89% 91%
: : : Marbofloxacina ~ 91% 92%

Se ha evaluado la evolucidn de la sensibilidad de cada antibictico a lo largo del tiempo
mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado. Se ha considerado que las variables tiempo y
sensibilidad son dependientes, es decir, que existen diferencias significativas entre % de
sensibles de los diferentes periodos de tiempo, si p-valor <0,05 (%) y <0,07 (**).
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Concentracion Minima Inhibitoria - M. haemolytica

CMIs realizadas desde 2019

Antibiético CMIS0  CMI90 sensible si: muestras

(Mg/mL)  (pg/mL)  (ug/mL) analizadas
Amoxicilina 4 46
Clindamicina >8 >8 0,5 47
Colistina 4 47
Doxiciclina 4 1 120
Enrofloxacina >1 0,25 119
Florfenicol 2 47
Gamitromicina >4 4 47
Penicilina 0,5 1 0,25 47
Espectinomicina >32 32 47
Tetraciclina 8 2 123
Tilmicosina >8 >8 8 47
Tulatromicina 32 >32 16 47
Tilosina >16 >16 8 47

Los resultados de clindamicina, penicilina, tilmicosina,
tulatromicina y tilosina muestran que al menos el 50% de las
cepas analizadas son resistentes a estos antibioticos. En el
grafico de frecuencias de la distribucion de los valores CMI de
tulatromicina, se observa que la mayoria de las cepas analizadas
son resistentes, y las sensibles tienen una CMI préxima al punto
de corte. Para enrofloxacina, aparece un grupo amplio de cepas
muy sensibles al antibiético, aunque el 30% fueron resistentes.

En el caso de tetraciclina, se observa que la distribucion del 50%
de las cepas tiene valores de CMI por debajo del punto de corte,
pero gran parte de las cepas resistentes presentan valores de CMI
muy altos, evidenciando una subpoblacion con alta resistencia.

Estos resultados pueden estar sesgados, el estudio de CMI suele
realizarse en los casos mas complicados, por ejemplo, si el
tratamiento antibidtico no esta funcionando.
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distribucion de las CMI de:

- enrofloxacina
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NN e e e e e e — - —————— - -
’©‘ Maedi-Visna / CAE

respiratorios Nerviosos
mamitis articulares
al no existir un tratamiento efectivo, se realizan
programas de control y erradicacion: la sensibilidad

seroldgica depende del kit comercial utilizado y la variante
del virus, por lo que interesa aumentar la sensibilidad

mediante diagnostico por qPCR sobre sangre con EDTA

ﬂ diagndstico seroldgico: valoracion de prevalencia
de la enfermedad en la explotacion

2 diagnostico por qPCR: analizar a los animales con
resultado negativo por serologia

estudio serologico de Maedi-Visna/CAE
% de sueros positivos respecto al total de sueros analizados

- 0vino: 3099 sueros - caprino: 1921 sueros
Negativo - 77% Negativo - 67%
Positivo - 22% Positivo - 32%
Dudoso - 1% \ Dudoso - 1%
38% de granjas positivas @ 64% de granjas positivas

Estos resultados proceden de animales de explotaciones con
sintomatologia compatible con Maedi-Visna/CAE (muestras
sesgadas) y no deben ser tomados como datos de prevalencia.
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e resultados estadisticos: autovacunas

autovacunas producidas frente a procesos respiratorios
% de autovacunas que incluyen los distintos agentes

ovino
Mycoplasma ovipneumoniae
+ Pasteurellaceae =
Pasteurellaceae =
Mycoplasma ovipneumoniae =
caprino

Mycoplasma ovipneumoniae
+ Pasteurellaceae =

Pasteurellaceae =

Mycoplasma ovipneumoniae =

o se elaboran autovacunas especificas para:

P e e e = - — -

cebaderos de corderos granjas de reproductoras

e e

@ 100% = Mycoplasma ovipneumoniae + serotipos
de todas las especies Pasteurellaceae
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e procesos articulares

e toma de muestras

sueros sanguineos

hisopo articular liquido articular

articulacion

e paneles diagndsticos

Articular ovino lactante:
Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Erysipelothrix rhusiopathiae

Articular caprino lactante:

Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma mycoides cluster,
Mycoplasma putrefaciens, Streptococcus dysgalactiae, Erysipelothrix
rhusiopathiae

Articular ovino adulto:
Microbiologia: Cultivo, Antibiograma
gPCR: Mycoplasma agalactiae, Maedi-Visna/CAE

Articular caprino adulto:
Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma mycoides cluster,
Mycoplasma putrefaciens, Maedi-Visna/CAE
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e resultados estadisticos: diagndstico

patogenos analizados en el panel articular lactantes
% positivos analizados mediante gPCR

- ovino
50%

100%

| 25% Erysipelothrix rhusiopathiae (n=60)

227 Streptococcus dysgalactiae (n=60)

| 0% Mycoplasma agalactiae (n=70)

- caprino
50%

100%

| 4% Erysipelothrix rhusiopathiae (n=23)

| 9% Streptococcus dysgalactiae (1=23)

0%  Mycoplasma agalactiae (n=25)

| 13% Mycoplasma mycoides cluster (n=24)

| 0% Mycoplasma putrefaciens (n=10)

En animales jovenes es frecuente una infeccién bacteriana
como etiologia de artritis. En corderos se detectan Erysipelothrix
rhusiopathiae y Streptococcus dysgalactiae con mayor frecuencia.

Para una correcta toma de muestras es importante seleccionar
animales con artritis inicial pues la presencia de un proceso
inflamatorio cronico o articulaciones con abundante contenido
(purulento, hemorrégico o fibroso) dificultan el diagndstico.



estudio de la sensibilidad antibiética (Kirby Bauer) de

Streptococcus dysgalactiae en ovino y caprino
comparacion del porcentaje de sensibilidad de 45 antibiogramas
realizados desde 2016*:

50% 100%

: : ; Amoxicilina 97%
Ampicilina 98%
Cloxacilina 95%
Penicilina 98%
Tetraciclina 7%
Eritromicina 7%
Tilmicosina 82%
Enrofloxacina 69%
Marbofloxacina 40%
Espectinomicina 96%
Clindamicina 64%

* cepas aisladas en procesos articulares y mamitis

Los resultados de sensibilidad de las cepas de Streptococcus
dysgalactiae analizadas muestran que la mayoria de ellas
son sensibles a ampicilina, penicilina, tilmicosina, cloxacilina
y amoxicilina. Siendo la tetraciclina y la marbofloxacina los
antibiéticos con mayor resistencia.

Esto concuerda con la literatura, que describe genes de resistencia
para tetraciclina que aparecen con mucha frecuencia en esta
bacteria.
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patogenos analizados en el panel articular adultos
% positivos analizados mediante gPCR
- ovino
50% 100%

| 20% Maedi-Visna (n=33)

| 5% Mycoplasma agalactiae (n=38)

- caprino
50% 100%

| 27% CAE (n=15)

9%  Mycoplasma agalactiae (n=22)

| 0% Mycoplasma mycoides cluster (1=21)

| 0% Mycoplasma putrefaciens (n=10)

Al'igual que en animales jovenes, la seleccion de individuos con
artritis iniciales es importante.

En estas edades, la causa mas frecuente de artritis infecciosas es
Maedi-Visna/CAE. El diagndstico de las mismas se suele realizar
en muestras mas sencillas de recoger como leche o suero.

autovacunas de Streptococcus
dysgalactiae y/o Erysipelothrix
rhusiopathiae aplicadas en
madres preparto

|
|
|
|
| | :
|
|
|

prevencion de procesos articulares
en corderos o cabritos lactantes

'
|
|
|
|
|
|
|
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e procesos podales

e toma de muestras

—> hisopo de la lesién

e paneles diagnosticos

Panel podal:

gPCR: Dichelobacter nodosus, Dichelobacter nodosus - cepas
virulentas, Fusobacterium necrophorum, Treponema sp., Treponemas
filogrupos patégenos

Tipado de Dichelobacter nodosus:
qPCR: serogrupos A, B,C, D, E, F, G, H, I, M

Treponemas filogrupos patdgenos:

gPCR: Treponema pedis, Treponema phagedenis, Treponema
medium
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/' signos podales recientes, no tratados con antibiéticos
sistémicos ni bafios podales

«/ lesiones iniciales-moderadas, nunca graves

/\ En caso de interés en el aislamiento de la cepa el envio
debe realizarse en condiciones de anaerobiosis

e resultados estadisticos: diagndstico

patégenos analizados en el panel podal ovino
% positivos analizados mediante qPCR desde noviembre de 2018

50% 100%

68% Dichelobacter nodosus (n=47)

: 20% Fusobacterium necrophorum (n=46)

98% Treponema sp. (n=41)

identificacion de cepas virulentas y avirulentas de
Dichelobacter nodosus
% de los 40 casos analizados desde noviembre de 2018 mediante gPCR

Dichelobacter nodosus no virulento = 5 7%

Dichelobacter nodosus virulento = 95%




serotipado sobre cepa de Dichelobacter nodosus
de 16 casos analizados mediante gPCR

50% 100%

| Dichelobacter nodosus serogrupo C

Dichelobacter nodosus serogrupo E

Dichelobacter nodosus serogrupo F

Dichelobacter nodosus serogrupo H

Dichelobacter nodosus serogrupo |

|
|
|
| Dichelobacter nodosus serogrupo G
|
|
|

Dichelobacter nodosus serogrupo M

| Dichelobacter nodosus serogrupo A <1 %

| Dichelobacter nodosus serogrupoB 19%

6%

Dichelobacter nodosus serogrupo D 25%

6%
6%
0%
0%
0%
6%

identificacion a nivel de especie de Treponema sp.
de 40 casos en los que se ha detectado desde noviembre de 2018

mediante gPCR

Treponemas especies no patogenas = 85%

Treponemas especies patégenas = 15%
Treponema pedis
Treponema medium
Treponema phagedenis

En el 68% de los casos analizados se detecta Dichelobacter

nodosus, agente etioldgico primario del pedero.
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El estudio de las cepas aisladas determina que el 95% son cepas
virulentas, positivas al gen aprV. Ademas el resultado del tipado de
las mismas determina que el 76% pertenecen a los serogrupos A, By
D. Este resultado corresponde a lo descrito en estudios anteriores en
la peninsula ibérica, sin embargo, es necesario continuar ampliando
el estudio para valorar la presencia del resto de serogrupos.

Otros agentes implicados en procesos podales son Fusobacterium
necrophorum (agente de la escaldadura) y filogrupos patégenos del
género Treponema (causantes de la Dermatitis Digital Contagiosa
Ovina, CODD). La deteccién de F. necrophorum y Treponema sp.
en la mayoria de las muestras se debe a su presencia de manera
habitual en el ambiente, por ello es importante valorar las lesiones
presentes.

En un 15% de los casos se detectan filogrupos patégenos de
Treponema sp. confirmando la presencia de CODD en Espafia,
aunque son escasos los estudios sobre esta enfermedad en la
peninsula, en otros paises como Reino Unido su prevalencia puede
llegar hasta el 50%.

e, — e ——
o Dichelobacter nodosus

 gran diversidad antigénica

 descritos distintos serogrupos:

..c D E F G‘.‘

autovacunas frente a Dichelobacter nodosus
< maximo dos serogrupos

< altamente eficaces en el control reduciendo
su prevalencia y transmision
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e toma de muestras

6 calzas

e paneles diagndsticos

Digestivo corderos y cabritos:
Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Rotavirus tipo A, Escherichia coli F17, Escherichia coli gen
eae, Clostridium perfringens, Cryptosporidium parvum, Eimeria sp.,
Toxinotipo de Clostridium perfringens

Toxinotipo de Clostridium perfringens:
gPCR: Alpha, Beta, Epsilon, lota, Enterotoxina, Beta-2

Panel coproldgico:
gPCR: Eimeria sp., Nematodos, Céstodos, Trematodos

Panel coccidios ovino:
gPCR: Eimeria sp., Eimeria ovinoidalis, Eimeria crandallis/ahsata

Panel coccidios caprino:

gPCR: Eimeria sp., Eimeria arloingi, Eimeria ninakohlyakimovae,
Eimeria christenseni
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e resultados estadisticos: diagndstico

patogenos analizados en el panel digestivo
en y
% positivos analizados mediante gPCR

50% 100%

99%  Escherichia coli (1=963)
100% Escherichia coli (n=220)

25%  Clostridium perfringens (n=1078)
85%  Clostridium perfringens (n=248)

45%  Cryptosporidium parvum (n=1050)
A5%  Cryptosporidium parvum (n=244)

57%  Eimeria sp. (n=518)
54%  Eimeria sp. (n=172)

| 14% Rotavirus tipo A (n=1029)
| 19% Rotavirus tipo A (n=235)

Enla mayoria de los casos se detecta mas de un agente infeccioso,
confirmando que las diarreas de animales jovenes son de caracter
multietioldgico.

Se observa un mayor porcentaje de deteccion de agentes
bacterianos: Escherichia coli y Clostridium perfringens. Para
confirmar su implicacion en el proceso digestivo se debe valorar
la concentracion detectada y los factores de virulencia.

En pequefos rumiantes se describen Unicamente dos factores de
virulencia de Escherichia coli (F17 y gen eae).




identificacion de factores de virulencia de E. coli
- 0Vino: 932 casos analizados mediante qPCR

50% 100%

_:I 92% muestras con presencia de F17

| cepa mayoritaria* con F17

_:l 74% muestras con presencia de gen eae

| cepa mayoritaria* con gen eae

| cepa mayoritaria* con F17 y gen eae

- caprino: 210 casos analizados mediante qPCR
50% 100%

_:I 95% muestras con presencia de F17

| cepa mayoritaria* con F17

_:I 67% muestras con presencia de gen eae

| cepa mayoritaria* con gen eae

| cepa mayoritaria* con F17 y gen eae

*L os resultados se obtienen comparando la concentracion (inferida del valor Cq) de los genes
codificantes de fimbrias e intiminas entre si'y con la concentracidn total de Escherichia coli
en la muestra.

La fimbria F17 se detecta en la mayoria de los casos y la intimina
gen eae en aproximadamente el 70%.

Sin embargo, se confirma la implicacién clinica de cepas de
Escherichia coli portadoras de factores de virulencia si se
encuentran en alta concentracion. En ese caso, se reduce el
porcentaje de cepas enteropatégenas, menos del 40% presentan
F17 como cepa mayoritaria y en menos del 20%, gen eae. Por
ultimo, aproximadamente un 10% de los casos presentan ambos
factores de virulencia en concentraciones elevadas.
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Cabe destacar que en casos de colibacilosis septicémicas, las
cepas implicadas pueden resultar negativas a ambos factores de
virulencia.

estudio de la sensibilidad antibiética (Kirby Bauer) de

Escherichia coli en ovino y caprino
comparacion del porcentaje de sensibilidad de 926
antibiogramas realizados en los siguientes semestres:

jul. 19
dic. 19
.
* Amoxicilina 12%
|
** Ampicilina 8%
... |
Espectinomicina  85%
E—— Trimetoprim/
sulfametoxazol  39%
]
Tetraciclina 28%
|
*  Gentamicina 84%
]
Neomicina 17%
]
** Colistina-sulfato  98%
]
**  Enrofloxacina 65%

Se ha evaluado la evolucidn de la sensibilidad de cada antibictico a lo largo del tiempo
mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado. Se ha considerado que las variables tiempo y
sensibilidad son dependientes, es decir, que existen diferencias significativas entre % de
sensibles de los diferentes periodos de tiempo, si p-valor <0,05 (%) y <0,07 (**).



En general, son cepas con media-elevada resistencia antibiotica,
presentando mas resistencia a amoxicilina, ampicilina,
sulfatrimetoprim, tetraciclina y neomicina mostrando porcentajes
similares tanto en el ganado caprino como en el ovino.

Estos resultados pueden estar relacionados con la existencia
de genes de resistencias descritos en la literatura, aunque se ha
observado un aumento de la sensibilidad a amoxicilinay ampicilina
en funcion del tiempo.

Concentracion Minima Inhibitoria - Escherichia coli
CMIls realizadas desde 2019

Antibiético CMI50 CMI90 sensible si: muestras
(vg/mL)  (ug/mL)  (pg/mL) analizadas

Amoxicilina 4 30
Ampicilina 8 31
Clindamicina 0,5 31
Colistina 4 26
Enrofloxacina 0,25 48
Florfenicol 2 31
Espectinomicina 32 31
Tetraciclina 2 47
Trimetoprim/sulfametoxazol 2 48

Se puede observar una importante diferencia entre las CMI 50 y
90 de amoxicilina, ampicilina y tetraciclina. Por ello se muestran
graficos de frecuencias de la distribucion de los valores de CMI de
algunos de estos antibidticos.

En los graficos de la amoxicilina y ampicilina podemos observar
la existencia de una subpoblacién mads resistente. Esto pone en
valor la necesidad de realizar pruebas de sensibilidad antibidtica
para poder eligir el tratamiento mas adecuado.

Sinembargo, las cepas analizadas mostraron una alta sensibilidad
aenrofloxacina y colistina, siendo para este ultimo todas las cepas
sensibles.



distribucion de las CMI de:

- amoxicilina

nimero de cepas

07515 2 3 4 6 8 >256
concentracion de amoxicilina (ug/ml)

- ampicilina - colistina

nimero de cepas
nimero de cepas

T 2 4 8 16 >16 1T 15 2 3
concentracion de ampicilina (ug/ml) concentracion de colistina(ug/ml)

- enrofloxacina

nimero de cepas

<0,72 0,125 025 05 1 2 2
concentracion de enrofloxacina (ug/ml)




\  Eltoxinotipado de Clostridium perfringens nos ayuda a
saber qué tipo de toxinas produce la cepa que hemos
detectado. Al ser un patégeno que forma parte del
microbioma intestinal, nos permite completar el diagndstico,
pues su deteccion no indica necesariamente que sea la causa
del proceso.

Ademas, nos servira para tomar decisiones sobre las medidas
de prevencion como la eleccion de vacunas que incluyan los
toxinotipos presentes en la explotacion.

- toxinotipado de Clostridium perfringens
‘ produce: enterotoxemia hemolitica o ictérica
edad: corderos y cabritos mayoritariamente

B produce: disenteria
edad: corderos y cabritos

C produce: enterotoxemia hemorrdgica en lactantes
produce: Struck en adultos

D produce: enterotoxemia o basquilla
edad: animales de cebo y adultos

. produce: enteritis necrotico-hemorragica
edad: animales jovenes

Clostridium perfringens se agrupa en 5 toxinotipos
(A, B, C, D, E) de acuerdo a la produccion de 4 toxinas
(alpha, beta, epsilon, iota).

Las cepas de estos toxinotipos pueden ser también
productoras de la enterotoxina (ENT) y toxina 2

s c b [E
|alpha . + + [+ .
|beta - + + |- -
|epsilon - -1 1 -
|i0ta - 1 1 -
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tipificacion de Clostridium perfringens desde 2016 en
ovino lactante y cebo

analizados 387 casos clinicos de 316 granjas mediante gPCR

Clostridium perfringens tipo A

Clostridium perfringens tipo D

Clostridium perfringens tipo A - 76%

Tipo A

Tipo A con 32

Tipo A con ENT
Tipo A con ENTy B2

Clostridium perfringens tipo D - 36%

Tipo D

Tipo D con 32

Tipo D con ENT
Tipo D con ENTy 82

En el caso de corderos se observa que los toxinotipos mayoritarios
de Clostridium perfringens son el A y el D, encontrando
minoritariamente los toxinotipos E y B (0,3%). La coinfeccién mas
frecuente es el de toxinotipo A con D.

Respecto a Clostridium perfringens tipo A, se observa una elevada
presencia de cepas productoras de toxina B2. En otras especies
animales esta toxina se ha relacionado con cepas de Clostridium
perfringens tipo A de mayor capacidad patogena.



tipificacion de Clostridium perfringens desde 2016 en
caprino lactante y cebo

analizados 89 casos clinicos de 74 granjas mediante gPCR

Clostridium perfringens tipo A
Clostridium perfringens tipo C

Clostridium perfringens tipo D

Clostridium perfringens tipo A - 70%

Tipo A

Tipo A con 32

Tipo A con ENT
Tipo A con ENTy B2

Clostridium perfringens tipo D - 53%

Tipo D

Tipo D con 32

Tipo D con ENT
Tipo D con ENTy 2

Dentro de los casos de diarreas de cabritos positivos a Clostridium
perfringens, el 70% se trata de tipo A, mientras que el 53% es tipo
D. En el 37% de los casos se ha detectado una coinfeccion de los
toxinotipos Ay D. De nuevo se encuentra una presencia minoritaria
de los demas tipos.
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Q los problemas digestivos en cebaderos...

@7 son siempre coccidiosis?

resultados laboratoriales == procesos multifactoriales

ante procesos multifactoriales se
recomienda realizar un diagnéstico diferencial

 virus bacterias  «/ parésitos

ﬂ realizar una correcta seleccion de muestras

2 para llegar a un diagnéstico concluyente

@ y establecer asi medidas preventivas

P e e e e e e e e e e e e e e e e = - = - -

patogenos analizados en el panel coproldgico
% positivos analizados mediante qPCR desde noviembre de 2020

Eimeria sp. (n=43)
Céstodos (n=43)
Nemaétodos (n=43)

Trematodos (n=43)



Se observa la presencia de un elevado porcentaje de Eimeria sp.
Los nematodos se detectan en segundo lugar, encontrando un
35% de muestras positivas.

La deteccion de pardsitos mediante gPCR aporta mayor
sensibilidad, especifidad, reproducibilidad, automatizacion vy
rapidez de los resultados. Ademas, permite identificar a nivel
de género y especie como en el caso de Fasciola hepatica,
Dricocoelium dendriticum, etc.

Eimeria crandalis/ahsata
Eimeria ovinoidalis

Eimeria ninakohlyakimovae
Eimeria arloingi
Eimeria christenseni

diagnéstico por gPCR sobre pooles de heces

J permite valorar la infestacion por lotes, edades, etc.

v valorar la eficacia de un tratamiento evaluando la
concentracion (Cq)

 deteccion de las especies patégenas de Eimeria sp.
en cada especie animal
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identificacion a nivel de especie de Eimeria en ovino

analizados 145 casos mediante gPCR

especies de Eimeria no patégenas = 22 7%

especies de Eimeria patogenas = 78%

50% 100%
Eimeria crandallis

Eimeria ovinoidalis

90%
65%

identificacion a nivel de especie de Eimeria en caprino

analizados 62 casos mediante gPCR

especies de Eimeria no patégenas = 2/ %

especies de Eimeria patdgenas = 73%

50% 100%

_ Eimeria ninakohlyakimovae
_ Fimeria arloing]

| Eimeria christenseni

69%
60%
42%

En mas del 70% de los casos se ha detectado presencia de
especies patdgenas de Eimeria sp. Estos datos implican su
amplia distribucion en las explotaciones, siendo necesario valorar
el tratamiento aplicado asi como la realizacion de rotacion de

medicamentos.



estudio seroldgico de Paratuberculosis
% de sueros positivos respecto al total de sueros analizados

- 0Vino: 1077 sueros

Negativo - 85%

- caprino: 2399 sueros

Positivo - 14%

Dudoso - 1%

@ 37% de granjas positivas

Estos resultados proceden de animales adultos de explotaciones
con sintomatologia digestiva o para controles sanitarios (muestras

Negativo - 78%
Positivo - 21%

\ Dudoso - 1%

@ 66% de granjas positivas

sesgadas) y no deben ser tomados como datos de prevalencia.

Un resultado positivo es indicativo de un animal infectado de
Paratuberculosis, mientras que en animal seronegativo se debera
ampliar el estudio mediante qPCR sobre heces para aumentar la
sensibilidad diagndstica.

~  Paratuberculosis: enfermedad infecciosa cronica

causante de adelgazamiento y diarrea

- diagnostico serolagico

sobre suero
mas econémica

- diagnostico por qPCR

sobre heces, digestivos
e hisopos

si el resultado

y el resultado se confirma que

por qPCR es el animal es
4 4
no es necesario <

/
'
|
[
|
|
|
|
I seroldgico es
|
[
|
[
[
L
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autovacunas producidas frente a procesos digestivos
% de autovacunas que incluyen los distintos agentes

ovino
Escherichia coli =
Escherichia coli + Clostridium
perfringens tipo A con toxina B2 =
caprino

Escherichia coli =

Escherichia coli + Clostridium
perfringens tipo A con toxina f2 =

____________________ -
o las cepas de Escherichia coli incluidas en las autovacunas |

digestivas son seleccionadas en base a los factores de |
I virulencia que presentan (F17 y gen eae) I



e procesos reproductivos

e toma de muestras

hisopos vaginales
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sueros sangufneos

placenta

e paneles diagnosticos

Abortos:

gPCR: Coxiella burnetii, Salmonella sp., Chlamydia abortus,
Campylobacter sp., Brucella sp., Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, Pestivirus

Chlamydia abortus: diferenciacién cepas vacunales de cepas campo:

gPCR: CAB175 vacuna, CAB283 vacuna, CAB636 vacuna, CAB175
campo, CAB283 campo, CAB636 campo

Reproductivo en leche de tanque:

gPCR: Pestivirus, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus, Toxoplasma
gondii

Serologia Reproductivo:

Serologia: BVD p80/Border, Coxiella burnetii, Chlamydia abortus,
Brucella spp. (Rosa Bengala), Toxoplasma gondii




P o o e e e e e e e = = = = - - - - = - - = - — = ——— - gl

\ huevos tipos de muestreo para analizar
problemas reproductivos causantes de abortos:
lenguas e hisopos de placenta

 muestras faciles de tomar

/ posibilidad de aumentar el nimero de animales analizados

m hisopos de placenta = placentas = fetos = lenguas

50% 100%

. (n=27)
Chlamydia abortus
(n=23)
) ; (n=22)
Coxiella burnetii
(n=20)
Toxopl di o
oxoplasma gondii n=21)
. (n=4
Pestivirus
(n=6
(n=14)
Campylobacter sp. 0=15)
. (n=10)
Salmonella enterica
(n=12)
hisopos + lenguas = + placenta

 facilita la recogida y envio de muestras al laboratorio

/ aumenta hasta 5 el nimero de abortos a incluir
(ahora analizamos maximo 2 fetos por panel)



e resultados estadisticos: diagndstico

patogenos analizados en el panel abortos

en jovino y

% positivos analizados mediante gPCR

50% 100%
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471% Chlamydia abortus (n=1171)
27% Chlamydia abortus (n=315)

28% Coxiella burnetii (n=1169)
48% Coxiella burnetii (1=315)

171% Toxoplasma gondii (n=1126)
4% Toxoplasma gondii (n=312)

5% Pestivirus (n=1106)
| 2% Pestivirus (n=315)

7%  Campylobacter sp. (1=1098)
A%  Campylobacter sp. (n=315)

7%  Salmonella enterica (n=1111)
2%  Salmonella enterica (n=315)

I : : : 2% Neospora caninum (n=1104)
] : : ' 1% Neospora caninum (n=312)

Chlamydia abortus y Coxiella burnetii son los agentes mas
prevalentes en casos de abortos.

De los 203 casos positivos en ganado caprino y 816 en ovino,
encontramos mas de un agente etiolégico en el 30% en caprino
y 39% en ovino. En estos casos, se debe valorar la concentracion
de cada agente para evaluar su implicacion en el aborto. La
presencia de algunos de ellos, como Border disease, es relevante
independientemente de su concentracion.




patégenos analizados en el panel reproductivo sobre

leche de tanque en |ovino y [caprino

% positivos analizados mediante gPCR

50% 100%
| 0% Chlamydia abortus (n=42)
| 1% Chlamydia abortus (n=102)

A27% Coxiella burnetii (n=42)
35% Coxiella burnetii (n=102)

| 7% Pestivirus (n=42)
| 0% Pestivirus (n=102)

| 0% Toxoplasma gondii (n=42)
| 0% Toxoplasma gondii (n=102)

La monitorizacion de estos patégenos en la explotacion a
través del andlisis en tanque ayuda a realizar el seguimiento
de las enfermedades tras un proceso clinico y anticiparse a los
problemas tanto de infertilidades como de abortos.

Su eliminacion por leche no es continua, por lo que un resultado
negativo en tanque no garantiza estar exento de enfermedad.

)~ panel de diferenciacion de cepas de C. abortus

J positivo a cepa vacunal
se descarta la implicacion de C. abortus en el aborto

x negativo a cepa vacunal
presencia de cepa de campo con posible implicacion




patdgenos analizados en el panel serologico reproductivo
seropositividad a nivel de individuo y de granja mediante técnicas de ELISA

' @

% sueros positivos % granjas positivas
(animales individuales) (n=117)
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50% 50%

Chlamydia abortus 41% 74%
Coxiella burnetii 30% 61%
Toxoplasma gondii 25% 53%
Border disease 17% 31%
72
X
% sueros positivos % granjas positivas
(animales individuales) (n=70)
50% 50%
Chlamydia abortus - - 35% 59%
Coxiella burnetii 45% 70%
Toxoplasma gondii 22% 34%
Border disease 8% 10%

Estos resultados no deben ser tomados como datos de prevalencia,
ya que son muestras sesgadas de animales de explotaciones con
problemas reproductivos

Un resultado positivo puede indicar infeccién reciente, presencia de
anticuerpos vacunales o contacto previo con el agente.




*  Brucella ovis
agente etioldgico de la epididimitis contagiosa ovina:

— carneros: infertilidad por inflamacion de érganos genitales
— reproductoras: abortos esporadicos

;diagnostico por palpacion?

ot O o ot

machos con lesiones evidentes
¥ animales infectados sin signos clinicos que
A\ mantienen la enfermedad en la explotacién A\

deteccion de animales con infeccidn inaparente

valorar la prevalencia de la enfermedad en la
explotacion

epididimitis, infertilidad, control de portadores sobre
muestra de semen

abortos sobre muestras de fetos, placentas e
hisopos vaginales



e mamitis y agalaxia

e toma de muestras
l ' r 1 muestra de leche de tanque

e paneles diagndsticos
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Mamitis ovina 9 + tanque:

Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma agalactiae, Maedi-Visna/CAE, Staphylococcus
spp, Staphylococcus aureus, Streptococcus equi, Pestivirus, Coxiella
burnetii, Chlamydia abortus, Toxoplasma gondii

Mamitis ovina tanque:
gPCR: Mycoplasma agalactiae, Maedi-Visna/CAE, Staphylococcus
spp, Staphylococcus aureus, Streptococcus equi, Pestivirus, Coxiella
burnetii, Chlamydia abortus, Toxoplasma gondii

Mamitis caprina 9 + tanque:

Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma mycoides cluster,
Mycoplasma putrefaciens, Maedi-Visna/CAE, Staphylococcus spp,
Staphylococcus aureus, Streptococcus equi, Pestivirus, Coxiella
burnetii, Chlamydia abortus, Toxoplasma gondii

Mamitis caprina tanque:
gPCR: Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma mycoides cluster,
Mycoplasma putrefaciens, Maedi-Visna/CAE, Staphylococcus spp,
Staphylococcus aureus, Streptococcus equi, Pestivirus, Coxiella
burnetii, Chlamydia abortus, Toxoplasma gondii




e resultados estadisticos: diagndstico

patégenos analizados en el panel mamitis sobre

muestras de leche de tanque en - y -

% positivos analizados mediante qPCR

50% 100%

| 18% Mycoplasma agalactiae (n=274)
| 24% Mycoplasma agalactiae (1=597)

| 3% Mycoplasma mycoides cluster (n=583)

! 1% Mycoplasma putrefaciens (n=403)

92% Staphylococcus spp. (n=73)
65% Staphylococcus spp. (n=168)

327% Staphylococcus aureus (n=268)
24% Staphylococcus aureus (n=590)

0%  Streptococcus equi (n=118)
0%  Streptococcus equi (n=257)

271% Maedi Visna/CAE (n=87)
50% Maedi Visna/CAE (n=215)

Se observa un alto porcentaje de deteccion de Staphylococcus
sp. en muestra de tanque. Este género de bacterias, la mayoria
ambientales, sirve como parametro de calidad de leche.

En el caso de caprino, se detecta un 50% de positivos al virus del
CAE indicando su alta prevalencia en las explotaciones de cabras
lecheras.

La monitorizacion en tanque sirve para detectar patdgenos que se
eliminan a través de la leche aunque no se observe enfermedad.
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~ detectar portadores asintomaticos de Mycoplasmas:

 disminuir la transmision de la enfermedad en la explotacion
 evitar laintroduccién de infectados en granjas libres
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leche en lactacion - gPCR
sueros (no vacunados) - serologia

hisopos auriculares - gPCR
leche en lactacion - gPCR

|
|
|
|
[
hisopos nasales - qPCR |
|
|
|
|
|
sueros (no vacunados) - serologia |

o e e e e e e e - - \

patégenos analizados en el panel mamitis sobre
muestras individuales de leche en ovino y caprino
% positivos analizados mediante gPCR

50% 100%
' ' | Maedi Visna/CAE (n=158)
| Maedi Visna/CAE (n=275)

| Mycoplasma agalactiae (n=657)
| Mycoplasma agalactiae (n=7133)

| Mycoplasma mycoides cluster (n=7057)

i Mycoplasma putrefaciens (n=607)

En leches individuales también se observa un importante
porcentaje de deteccion del virus de Maedi-Visna/CAE al igual que
en los analisis de tanque, indicando la presencia de la enfermedad
de manera habitual en las explotaciones.

En caprino los casos de agalaxia contagiosa se pueden producir
por diferentes especies de mycoplasmas, siendo Mycoplasma
agalactiae el mas prevalente.




bacterias aisladas mas frecuentemente en casos de

mamitis en ovino y caprino

analizados y 674 casos desde agosto de 2018
20%  40%
: : : 8%  Corynebacterium sp.

¥

Ll [frrr[r[mr |

6%  Corynebacterium pseudotuberculosis

3%  Escherichia coli

6%  Lactococcus lactis

12%  Mannheimia haemolytica

23% Mycoplasma sp.

11% Pseudomonas sp.

25%  Staphylococcus aureus

13%  Staphylococcus chromogenes (SCN)

10%  Staphylococcus epidermidis (SCN)

3%  Staphylococcus haemolyticus (SCN)

15%  Staphylococcus simulans (SCN)
36% Otros SCN

1%  Streptococcus agalactiae

3%  Streptococcus dysgalactiae

A% Streptococcus equi

15%  Otros Streptococcus

8%  Trueperella pyogenes

Mediante cultivo microbioldgico de las leches individuales se han
obtenido mayoritariamente aislamientos de Staphylococcus aureus
(mamitis gangrenosa) y Staphylococcus coagulasa negativo (SCN).

El aislamiento de Mycoplasma se realiza mediante cultivo
especifico, siendo mas dificil la obtencion de la cepa pura.
Por ello es importante en el diagnostico de agalaxia combinar
ambas técnicas (qPCR y cultivo microbiolégico) para aumentar la
sensibilidad diagnostica.
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estudio de la sensibilidad antibiética (Kirby Bauer) de
Staphylococcus aureus en ovino y caprino

comparacion del porcentaje de sensibilidad de 222 antibiogramas
realizados en los siguientes semestres:

jul.19 ene.20 jul.20 ene.?21
dic. 19 jun.20 dic.20 jun.21
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50% 100%

Ampicilina 80% 88% 73% 82%
Cloxacilina 98% 98% 98% 97%
Penicilina 73% 74% 69% 78%

Trimetoprim/
sulfametoxazol ~ 96% 98% 96% 97%

Tetraciclina 55% 47% 42% 47%

Estreptomicina  51% 50% 69%  68%

Amoxicilina +
4. clavuldnico 96% 98% 100%  98%
Cefalotina 98% 98% 98% 100%

Clindamicina 73% 74% 78% 85%

Tilmicosina 92% 95% 98% 92%
Tilosina 39% 38% 44% 30%
Enrofloxacina 94% 91% 89% 85%

Marbofloxacina  94% 86% 82% 88%

Se ha evaluado la evolucidn de la sensibilidad de cada antibictico a lo largo del tiempo
mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado. No se han obtenido diferencias significativas
para ningun antibidtico.




estudio de la sensibilidad antibiética (Kirby Bauer) de
Staphylococcus epidermidis en ovino y caprino

comparacion del porcentaje de sensibilidad de 143 antibiogramas
realizados en los siguientes semestres:

ul. 19 ene.20 jul.20 ene.21

50% 100% j
. . . éic.19 jun. 20 dic.20 jun. 21

Ampicilina 97% 100% 100%  97%
Cloxacilina 100% 100% 100% 100%
Penicilina 43%  43%  39%  38%

Trimetoprim/
sulfametoxazol  90%  93%  94%  97%

Tetraciclina 57% 65% 61% 62%

Estreptomicina ~ 80%  63%  85%  83%

Amoxicilina +
4. clavuldnico 100% 100% 100% 100%

Cefalotina 97% 100% 97%  100%

Clindamicina 90% 93% 88% 97%

Tilmicosina 97% 91% 97%  100%

Tilosina 93% 93% 97%  86%

Enrofloxacina 100% 100%  91% 97%

Marbofloxacina ~ 97% 98% 88% 93%

Se ha evaluado la evolucidn de la sensibilidad de cada antibictico a lo largo del tiempo
mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado. No se han obtenido diferencias significativas
para ningun antibidtico.




Los porcentajes de sensibilidad para Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis son similares para la gran mayoria
de los antibioticos.

En el caso de Staphylococcus aureus se observa una menor
sensibilidad paraampicilina, penicilina, tetraciclina, estreptomicina,
clindamicina y especialmente para tilosina.

Por otro lado, las cepas analizadas de Staphylococcus epidermidis
presentan porcentajes de sensibilidad menores frente a penicilina,
y ademas muestran una tendencia a disminuir su sensibilidad
frente al tiempo.

X no causa mamitis en pequefios rumiantes

Zoonosis
I\ excrecion a través de la leche, que conlleva su
retirada por parte de las centrales lecheras

¢como podemos monitorizar la presencia de Listeria
monocytogenes en nuestras explotaciones?

leche de tanque de
varios dias consecutivos:
A\ la excrecion es intermitente

técnicas diagnosticas para su deteccion:

cultivo microbioldgico técnicas moleculares (gPCR)

En Exopol, el 55% de los casos recibidos por sospecha
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A /< para controlar la presencia de Listeria
monocytogenes en tanque:

higiene y desinfeccion periddica de la maquina y
conductos de ordefio

deteccion de portadores analizando muestras de leche
individual y eliminando los animales positivos

aplicacion de una autovacuna frente a esta bacteria
para controlar la excrecion a través de la leche

= e e = = - -

e resultados estadisticos: autovacunas

autovacunas producidas frente a procesos causantes de
mamitis
% de autovacunas que incluyen los distintos agentes

ovino
50% 100% un solo patégeno

Staphylococcus sp. 91%
Streptococcus sp.
Mycoplasma sp. 48% |

Otros 9% 76% combinadas

caprino

50% 100% un solo patégeno

Staphylococcus sp. 51%
Streptococcus sp.
Mycoplasma sp. 72%

|
Otros 6%

53% combinadas




e procesos causantes de abscesos
a nivel cutaneo

e toma de muestras
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I Europa - Asia I
| distribucion Africa occidental mundial |
| ' Staphylococcus Corynebacterium I
| etiologia aureus anaerobius pseudotuberculosis |
[ |
| morbilidad alta baja |
[ L . |
| edad afectados jovenes reposicion y adultos |
| . solo superficial (no superficial (siempre |
| Presentacion siempre en linfonodo)  linfonodos), visceral |
| 3 |
tamafio abscesos @ hasta 7 cm @0,515¢cm
| |
| . pUS Caseoso |
| contenido pus cremoso concéntrico |
| del absceso semiliquido calcificaciones |
b e e e e e e e e e e = = = = —— - 4
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o resultados estadisticos: diagnostico

bacterias causantes de la enfermedad de Morel y
linfadenitis

- ovino

Corynebacterium pseudotuberculosis =

Corynebacterium pseudotuberculosis +
Staphylococcus aureus anaerobius =

Staphylococcus aureus anaerobius = /4%

- caprino

Corynebacterium pseudotuberculosis =

Corynebacterium pseudotuberculosis +
Staphylococcus aureus anaerobius =

Staphylococcus aureus anaerobius = < 9%

Se observa un mayor aislamiento de linfadenitis (53%) en el
ganado caprino que en el ovino, donde es mds comun encontrar la
enfermedad de Morel (74%).




e resultados estadisticos: autovacunas

autovacunas producidas frente a procesos causantes
de abscesos
% de autovacunas que incluyen los distintos agentes

ovino
Corynebacterium pseudotuberculosis =
Corynebacterium pseudotuberculosis +
Staphylococcus aureus anaerobius =
. Staphylococcus aureus anaerobius = 6%
caprino

Corynebacterium pseudotuberculosis =

Corynebacterium pseudotuberculosis +
Staphylococcus aureus anaerobius =

. Staphylococcus aureus anaerobius = 47 %
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e procesos oculares

e toma de muestras
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e paneles diagndsticos

Ocular ovino:
Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma agalactiae, Moraxella ovis, Mycoplasma
conjuntivae

Ocular caprino:
Microbiologia: Cultivo, Antibiograma

gPCR: Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma mycoides cluster,
Moraxella ovis, Mycoplasma conjuntivae




e resultados estadisticos: diagnostico

patogenos analizados en el panel ocular ovino y caprino
% positivos analizados mediante gPCR

90% 100%

[ Moraxella ovis (n=78)

| Mycoplasma agalactiae (n=87)

! Mycoplasma conjuntivae (n=41)

| Mycoplasma mycoides cluster (n=27)
: (solo en caprino)

Se detecta en la mayoria de los casos analizados (82%) Moraxella
ovis, agente causal de la gueratoconjuntivitis ovina. Ademas,
en el 80% de los casos se detecta Mycoplasma conjunctivae,
sin embargo no estd demostrada su implicacion como agente
primario en los procesos oculares.

____________________ -

o autovacunas frente a Moraxella ovis :
: eficaces para el control de la queratoconjuntivitis ovina |
| |
[ |
I aplicadas en granjas de |
I reproductoras con problemas |
| [
| [
[ . ) [
I aplicadas en cebaderos de ovino |
| |
L

78



® Procesos nerviosos

e toma de muestras

e resultados estadisticos: diagnastico

patégenos analizados en procesos nerviosos

analizados 189 casos mediante qPCR y microbiologia
50% 100%

i Listeria monocytogenes

| Cenuros

En los casos analizados, principalmente de reposicion y adultos,
se observa un 81% diagnosticado como listeriosis, mientras que
un 3% son casos de cenurosis, confirmada mediante estudios
anatomopatoldgicos.

La necrosis cerebrocortical o polioencefalomalacia es una
patologia nerviosa causada por un déficit de vitamina B1 (tiamina).
No se incluye en el grafico ya que apenas se reciben muestras en el
laboratorio. Su diagndstico suele ser clinico, pues ante la sospecha
de esta enfermedad, el tratamiento con tiamina corrige el problema.
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e hemoparasitos

e toma de muestras

sangre con EDTA

sintomas: fiebre, ictericia, anemia y caquexia

A casos de caracter crénico asociados a Anaplasma sp. &\

57 A
i~ corderos aparentemente sanos con canales ictéricas

WV factor predisponente para otras enfermedades
i infecciosas en corderas y ovejas adultas

Piroplasmas: Babesia y Theileria
Babesia ovis y Babesia mutasi

v especies patdgenas en pequefios rumiantes afiadidas
recientemente al panel diagnostico




e paneles diagndsticos

Hemoparasitos:
gPCR: Piroplasmas, Anaplasma sp., Mycoplasma ovis, Babesia ovis,
Babesia mutasi

e resultados estadisticos: diagnéstico

patogenos analizados en el panel hemoparasitos ovino
% positivos analizados mediante qPCR

50% 100%

| Anaplasma sp. (n=93)

Mycoplasma ovis (n=93)

| Piroplasma (n=90)

En la especie ovina se encuentra un alto porcentaje de casos
positivos a Anaplasma sp. Los problemas causados por
hemoparasitos son mas prevalentes en rebafios de ovejas que
pastorean, siendo esporadicos los casos en la especie caprina
(resultados no mostrados).
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