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con anticuerpos monoclonales
y sondas de DNA.

INTRODUCCION

Los métodos de identificacion de
una enfermedad se han basado tradi-
cionalmente en sintomas clinicos. Méas
tarde la anatomopatologia permitié
ahondar en la sintomatologia de una
enfermedad. Con el desarrollo de la mi-
crobiologia, después de Pasteur, se
pudo en muchos casos aislar y culti-
var el agente etiol6gico. Su clasifica-
cién queda especificada por su capa-
cidad de crecimiento en tal o cual me-
dio de cultivo, capacidad de producir
fermentacién, gas, cambio de pH, re-
sistencia a fagos, etc. etc. Mas moder-
namente ello ha llevado a la utilizacién
de «galerfas» y claves taxondmicas.
Con el desarrollo de la inmunologia se
dio paso a los estudios seroldgicos
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ARTICULO
DE REVISION

{presencia de anticuerpos especificos)
y sus correlaciones con la patologia.

En la practica actual el método més
satisfactorio para establecer la presen-
cia de una infeccion, es la demostra-
cién del agente causal. En bacteriolo-
gia ello significa e! aislamiento clonal
vy la identificacién microscépica. La mi-
croscopfia suele ser mas répida y el cu-
tivo suele ser mas preciso y ademds
permite la identificacién de las sensi-
bilidades a los antibiéticos. El diagns-
tico a través de los anticuerpos circu-
lantes {IgM o IgG) aunque se lleva a
cabo en numerosos casos, tiene sus
propias dificultades de interpretacion
al ser medida indirecta.

La deteccién especifica del.antige-
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no bacteriano también se ha utilizado,
pero estd mucho menos desarrollada.
El principal problema consiste en ob-
tener antisueros policlonales suficien-
temente especificos para diferenciar

las bacterias entre si.

Los avances de la Inmunologfa {an-
ticuerpos monoclonales, 1975) y de la
Ingenieria genética (DNA recombinan-
te, 1960 - 1970) han hecho posible la
introduccién de nuevas técnicas para
la deteccidn especifica de las bacte-
rias.

La. obtencién y seleccién de anti-
cuerpos monoclonales esta permitien-
do el desarrollo de reactivos de alta es-
pecificidad y estabilidad. Esta parece
ser la direccion de la investigacion en
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una institucién del prestigio y la tradi-
cién del Instituto Pasteur {Delagneau,
comunicacién personal). Una vez de-
sarrollados estos reactivos pueden
aplicarse facilmente a varias nuevas
técnicas como métodos de screening
(posibilidad de automatizacion, simpli-

“cidad, rapidez, sensibilidad, etc.).
Como métodos para confirmacion y
estudios epidemioldgicos, pueden
usarse técnicas basadas en separacion
electroforética de extractos celulares
bacterianos, transferencia a papel y re-
conocimiento con anticuerpos marca-
dos (blotting).

La Ingenieria Genética ha permitido
el desarrollo de sondas de DNA como
método para detectar genes bacteria-
nos. Estos métodos se basan en la hi-
bridizacién DNA-bacteria/DNA-sonda
y en la posterior deteccién del DNA
utiliza como sonda. Aunque en labo-
ratorios bien equipados estos procedi-
mientos se utilizan normalmente des-
de hace varios afios, no son todavia
posibles las simplificaciones técnicas
que harfan utilizable esta tecnologia a
nivel de laboratorios clinicos en Medi-
cina o Veterinaria. Una vez que se dis-
ponga de la tecnologia para utilizar las
sondas, su aplicacion facilitaria la iden-
tificacién bacteriana y la deteccion de
resistencias a antibi6ticos en tiempos
mucho mas cortos que con los méto-
dos actuales.

Existen por lo tanto, dos apartados
tecnoldgicos en cuanto a la obtencion
de reactivos especificos en los que se
estd avanzando actualmente (1): anti-
cuerpos monoclonales y sondas DNA.

ANTICUERPOS
MONOCLONALES

En 1975, Kohler and Milstein pusie-
ron a punto una nueva técnica que per-
mite que los linfocitos B productores
de anticuerpos puedan ser inmortali-
zados. Esta inmortalizacién se consi-
gue mediante la fusidn in vitro de los
linfocitos B con células tumorales de
mielomas. El posterior clonaje de los
hibridos resultantes de dicha fusion,
hace gue se puedan aislar clones pro-
ductores de una Unica especie mole-
cular de anticuerpo. Utilizando anima-
les inmunizados frente a un antigeno
conocido como donantes de linfocitos
B y seleccionando después de la fu-

. sidn los clones celulares de hibridos

Med. Vet. Vol. 5 n.° 56 1988

264

productores de anticuerpos frente a
ese antigeno, es posible aislar clones
celulares de hibridos productores de
un solo anticuerpo con una especifici-
dad prefijada: anticuerpos monoclona-
les (24).

La produccion de anticuerpos mo-
noclonales con una especificidad pre-
fijada, es por lo tanto posible median-
te la separacion de clones celulares de
hibridos. Estos productos se utilizan ya
en dignostico en hospitales y en vete-
rinaria sustituyendo a los anticuerpos
policlonales que se venian usando para
estos diagndsticos. Este hecho es de-
bido principalmente a que (19):

~— lLos anticuerpos monoclonales
son mas reproducibles y ofrecen ma-
yor garantia de suministro. El método
convencional de obtencion de anti-
cuerpos depende més de la variabili-
dad animal y de su peculiar producti-
vidad.

— Los anticuerpos monoclonales
son mas especificos y de mayor pure-
za que los anticuerpos policlonales que
se producen segun los métodos con-
vecionales. Este punto es de singular
importancia a la hora de utilizar anti-
cuerpos como métodos de diagndsti-
co de enfermedades.

. — No es necesario el obtener anti-
geno cada vez que se quiere preparar
un anticuerpo, al contrario que en los
métodos convencionales. Este punto
por si solo abarata la produccion de
muchos anticuerpos ya que los antige-
nos necesarios para producirlos segiin
el método convencional se encarecen
al ser necesario emplearlos muy puri-
ficados.

— No es absolutamente necesario
purificar el antigeno, aunque si es con-
veniente. Este hecho hace gque sea po-
sible el diagnéstico basado en la de-
teccién de sustancias moleculares cu-
ya purificacién es actualmente impo-
sible, abriendo ast un enorme abanico
de posibilidades,

Ya se han obtenido los primeros
usos de anticuerpos monoclonales
para serotipaje de cepas de Mycobac-
terias, estreptococcus A y estreptococ-
cus agalactiae (23) y varios grupos es-
tan produciendo anticuerpos monoclo-
nales antibacterias para su uso como
reactivos en diagndstico. Como ya ha

ocurrido con algunos géneros bacte-
rianos y en virus, el empleo de anti-
cuerpos monoclonales llevara al des-
cubrimiento-de nuevos serotipos y a
una mayor profundizacion en los estu-
dios epidemioldgicos y de vacunas (9,
20, 21). Los anticuerpos monoclonales
servirdn también para examinar estruc-
turas antigénicas en detalle y encon-
trar semejanzas o diferencias no detec-
tables por serologia convencional. Este
parece ser el caso, descrito reciente-
mente del antigeno de 65 KDa encon-
trado en microbacterias gracias a los
anticuerpos monoclonales y cuya dis-
tribucién se extiende a Nocardia, Pro-
pionibacterium, Neisseria, Corynebac-
terium, Pseudomonas, Acinetobacter,
Haemophilus, Streptococcus, Staph-
ylococcus, Streptomices, Actynomices
y Escherichia (26). La profundizacion
en el estudio de este interesante anti-
geno bacteriano puede abrir un nue-
vo campo en diagndstico/terapéutica.

El creciente uso de anticuerpos mo-
noclonales hace que puedan utilizarse
con mayor fiabilidad algunas técnicas
de inmunodiagndstico, asi como que
se vayan desarrollando otras nuevas.

Muchos de los métodos de detec-
cidn usados tradicionalmente (fijacidn
de complemento, RIA, hemaglutina-
cion, aglutinacién directa, inmunodifu-
sidn, etc.) si bien no estan abandona-
dos, si estan siendo sustituidos por
nuevos métodos que tienen més ven-
tajas, tanto desde el punto de vista tec-
nolégico (sensibilidad, especificidad,
reproducibilidad}, como desde el pun-
to de vista de sencillez (disminucién
del nimero de pasos, utilizacién de
reactivos estables, rapidez, medidas
objetivas, cuantificacién con aparatos
sencillos, etc.). También se observa
una tendencia en Medicina, tanto hu-
mana como animal, a poder realizar las
pruebas in situ, bien sea en la oficina
del doctor, o bien sea en el campo.

Entre los métodos de deteccién que
actualmente estdn aplicandose, figu-
ran los siguientes:

* ELISA, en la fase sélida (22) bien
sea en pocillo para probar un nimero
de muestras elevado (Fig. 1), bien sea
en tiras para determinacién cualitativa
en campo. Por ejemplo, recientemen-
te se han puesto en préctica unas ti-
ras capaces de detectar streptococcus
A (Fig. 2) en muestras de faringe hu-
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ANTIGENO ANTICUERPG mana en unos 15 minutos y sin nece-

sidad de aparatos costosos.

PLACAS s Inmunofluorescencia, que utiliza
moléculas de anticuerpos marcadas
con fluorescencia (verde) o rodamina

{rojo) y microscopia. (Basados en anti-
cuerpos monoclonales y FACS).

° Inmunoblotting, que utiliza la se-

ADICION DE paracién de las moléculas antigénicas

\ LAS MUESTRAS por electroforesis, transferencia a pa-
pel de nitrocelulosa e identificacion

con anticuerpos marcados.

Fig. 2. Ejemplo del tipo de Kit inmunoldgico,
Sticks o tiras.
El liquido a analizar se vierte sobre el tubo que

contiene el anticuerpo conjugado {A), después
se introduce en el tubo la tira reactiva que lleva
7_ v&’ CONJUGADO pegado anticuerpo especifico contra la bacteria
\ a analizar (B). La reaccién se deja que transcu-
rra unos minutos y el conjugado directamente
.

T

proporcional a la cantidad de sustancia a anali-
zar, se mide por la actividad enzimatica en el re-
velador de color (A). Una de las tiras lleva un an-
ticuerpo no especifico, lo que sirve de control

(-

S P P negativo interno {(C), Ensayos de este tipo se han
S manufacturado ya para Streptococcus A, La uti-
lizacion de anticuerpos con actividad frente a va-
'}_}t_ REVELADO rias bacterias, permitird un diagnéstico diferen-
' cial rapido y en un solo paso.
1 2
Fig. 1. Esquema de la cuantificacién de enfer- Tira
medades bacterianas por ELISA. reactiva
En el caso 1 las placas van recubiertas con bac- (Stick)

CURVAS DEYCALIBRADO teria purificada 'y el revelador es un anticusrpo
antiinmunoglobulinas conjugado con enzimas.

CUANTIFICACION En el caso 2 las placas van recubiertas con 1gG
antibacterias y el revelador es un anticuerpo an-

tibacteria conjugado con enzimas,lbacteria,‘{an-
ticuerpo yYanticuerpo marcado con enzima. ——<.
.

Presentacion L_ <‘ >

del Kit

B Fundamento de

la reaccion
s | m |

‘ l resuitado positivo

C

Uso del control
negativo interno

contiene un tira revelador

componente reactiva de color - [ l I ]
sélido sobre el Stick ‘
que se afiadira . resultado negativo
la muestra. )
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e Técnicas de aglutinacion, utilizan-
do esferas de latex artificiales con dia-
metros homogéneos (12).

Entre los principales métodos de de-
teccion actualmente en desarrollo {256)
y en algunos casos con aplicaciones
actuales restringidas, estén:

— «Particle counting immunoas-
say» (PACIA), ensayo de aglutinacion
en un paso. Cuenta las particulas que
quedan sin aglutinar (14, 15).

— Nuevos marcadores, que aumen-
tan la sensibilidad de los métodos:
fluoroinmunoensayo (basado en la me-
dida cuantitativa de fluorescencia), lu-
miniscencia (basada en la cuantifica-
cién de reaccion de oxidacién del fu-
minol), sistemas avidina-biotina, etc.

— Técnicas ELISA homogéneas,
que se basan en simplificar el ELISA
a un solo paso utilizando el sustrato
unido a un transportador de alto Pm.

Este resulta estéricamente impedi-
do por la unién del anticuerpo al com-
plejo (antigeno-enzima). Enzyme chan-
neling (sistemas con peroxidasa, glu-
cosa oxidasa y catalasa que sdlo
funcionan localmente cuando la
peroxidasa-anticuerpo se hallan cerca
de la glucosa oxidasa-antigeno). Unién
de 2 partes de la misma enzima al acer-
carse el Ag y el Ac, etc. (Delagneau,
comunicacién personal).

— Nefelometria, mide la turbidez
originada por la reaccién antigeno-
anticuerpao. Tiene el inconveniente de
que ambos deben estar bien filtrados
para evitar falsos positivos (23).

— Técnicas de ELISA utilizando es-
feras magnéticas para facilitar la sepa-
racion de fases {Magnelia, Instituto
Pasteur).

SONDAS DE DNA

Puesto que toda enfermedad infec-
ciosa parece estar relacionada con el
DNA {bien sea del hospedador, bien
sea del agente infeccioso), resulta 16-
gico el desarrollo de métodos de diag-
nédstico que sean capaces de detectar
el (los) gen (es) causantes de una en-
fermedad. Con el desarrollo moderno
de la Ingenieria’ Genética (1) es posi-
ble identificar, aislar y producir en can-
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tidad, todo tipo de genes, también los
que causan las enfermedades bacte-
rianas, es decir los genes bacterianos.
Debido a la complementariedad de las
dos cadenas que integran un DNA,
una de ellas {sonda) puede utilizarse
para buscar su complementaria entre
una mezcla compleja de cadenas de
DNA. Este proceso se denomina hibri-
dizacion y es altamente especifico y
controlable. La deteccién de la sonda
una vez hibridizada al gen bacteriano,
permite identificar la bacteria portado-
ra. El uso de sondas de DNA permite,
por lo tanto, pensar en alternativas al-
tamente especfficas para la identifica-
cién y clasificacién bacterianas, asi
como para la deteccién temprana de
resistencia a antibioticos.

Aparte de los Centros de investiga-
cién en los que se usan estas técnicas
a nivel de laboratorio, varias casas co-
merciales estan interesadas en las sim-
plificaciones técnicas que harian posi-
ble el desarrollo de estas pruebas a es-
cala de Kit de diagnéstico. Entre ellas
pueden mencionarse a: Enzo-Biochem,
estd muy avanzada en métodos de
marcaje no radioactivo de Sondas
DNA {enzimas, avidina) para varios vi-
rus y para clamidias; Integrated Gene-
tics {(Framigham, Mass.) ha desarrolla-
do una sondas para Saimonella; Cetus
{(Emeryville, Calif.) estd desarrollando
sondas para bacterias del intestino;
Amgen (Thousad QOaks, Calif.) e Hybri-
tech (San Diego), estén investigando
sondas para diferentes bacterias impli-
cadas en enfermedades infecciosas
humanas; Institute Pasteur Praduction,
tiene un programa de desarrollo de
Kits de sondas de DNA; etc.

Para detectar la resistencia bacteria-

na a los antibidticos, las sondas detec-

tan los genes bacterianos (muchas ve-
ces presentes en pldsmidos) que co-
difican para esa resistencia. Aungue
existen muchos estudios a nivel de la-
boratorio, todavia no se estan utilizan-
do en clinica. Para la identificacion de
bacterias el caso mas estudiado es la
deteccién de Salmonella. Mientras que
el procedimiento microbiolégico lleva
de 5-7 dias, la presencia de Salmone-
lla puede detectarse en menos de 2
dias por medio de una sonda de DNA
ya desarrollada (2). La sonda es un seg-
mento Unico que comprende un 1%
del total del DNA de Salmonella, Esta
sonda hibridiza con 352 cepas de Sal-
monella pero no con otros tipos de

bacterias. La aplicacién de esta sonda
estd esperando pruebas de campo que
permitan establecer su potencial.

Desde el punto de vista de la tec-
nologia se necesitan: identificacién del
segmento de DNA, secuenciacién-
sintesis de la sonda, marcaje, tecnolo-
gia de Kits «listos para usar» y prue-
bas de campo. Una vez identificado el
segmento de DNA utilizable como
sonda, se produce en grandes canti-
dades mediante su introduccién en
una: bacteria, o bien, mediante sinte-
sis de polinucledtidos. Después viene
el problema de marcarlo para su de-
teccién y mds tarde conseguir un pro-
tocolo sencillo para que estas sondas
puedan manejarse por personal poco
entrenado y en laboratorios sencillos.
En los laboratorios de investigacion to-
das las sondas de DNA estén marca-
das con isétopos radioactivos. Para su
deteccioén se utiliza la exposicién a pe-
liculas fotogréficas o contadores ra-
dioactivos. Més recientemente, sin
embargo, se estd abandonando este
método debido a la corta vida media
de las sondas, la necesidad de instru-
mental complejo-costoso y el proble-
ma de los deshechos radioactivos. Las
nuevas estrategias incluyen el empleo
de marcadores enziméticos o fluores-
centes.

Seguidamente pasaremos revista a
algunos de los avances especificos de
la Ingenieria Genética en el aislamien-
to y clonaje de genes bacterianos (Ta-
bla 1). Los desarrollos en este drea van
generalmente unidos a los esfuerzos
de obtencién de vacunas bacterianas
con las nuevas tecnologias de DNA re-
combinante.

En algunas enfermedades, la adhe-
sién de las bacterias a tejidos especi-
ficos es esencial para la iniciacién de
la infeccion; en otras es la presencia
en el hospedador de concentraciones
anormalmente altas de una misma
bacteria le que produce la enfermedad.
La existencia de proteinas especificas,
necesarias para la adhesién de las bac-
terias a ciertos tejidos, permite que los
genes de estas proteinas puedan utili-
zarse para la deteccién de cepas pa-
tégenas.

La colibacilosis es causa importan-
te de muertes en los terneros jévenes
y en los cerditos recién nacidos. Esta
enfermedad esté producida por E. coli
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Tabla 1

Avances en la obtencién de sondas bacterianas por técnicas
de Ingenieria Genética.

Bacteria Métodos

de Ingenieria Genética

E. coli enteropatogeno

Mycoplasma pneumoniae
coli 0
Chlamydia trachomatis
Neisseria gonorrhoeae
Treponema pallidum
Vibrio cholerae
Salmonella typhimurium

Shigella sonnei
mido
Streptococecus
(prote
Bordetella pertusis

Mycobacterium tuberculosis

— Clonaje de genes para las proteinas de
adhesion o anclaje.
— Clonaje de la proteina de anclaje en E.

B. subtilis.

— Clonaje de una proteina antigénica en E. colf

— Obtencién de genes de proteinas pilares.

— Clonaje de 3 proteinas de anclaje.

— Obtencién de péptidos de sus toxinas.

— Sonda de DNA {1% genoma) en estudios de
campo.

— Antigeno de virulencia codificado en un plas-

se ha trasferido a S. Typhi.

— Clonaje de los genes correspondientes a anti-
genos comunes de streptococcus en E. coli

ina M de los «pilin).

— ldentificacién de genes antigénicos usando
mutantes por trasposones. Expresién de toxi-
nas en E. coli.

— Genes sintéticos codificantes de los péptidos
neutralizantes por analisis de la respuesta
humoral y anticuerpos monoclonales.

enteropatogénica gque tiene la capaci-
dad de adherirse selectivamente al in-
testino delgado de estos animales y de
producir enterotoxinas. La adhesién de
estas cepas al intestino delgado es de-
bida a la presencia en su superficie de
«pilin. En el E. coli enteropatdgeno, los
apéndices proteicos de adhesidn tie-
nen una estructura antigénica diferente
en las cepas que afectan a los cerdos
{antigenos K 88}, o a los terneros (an-
tigenos K 99).

Estos genes de adhesién son alta-
mente interesantes para su utilizacion
como marcadores en identificacion de
cepas patogénicas. Un grupo de inves-
tigadores pertenecientes a varios cen-
tros de investigacion, insertaron los ge-
nes que codifican los polipéptidos de
adhesion en vectores genéticos ade-
cuados, que cuando se introdujeron
por transfeccidn en E. coli K-12 y bajo
condiciones de cultivo especiales, pro-
dujeron una cantidad grande de estos
genes. La purificacién posterior de es-
tos genes para su posible utilizacién en
diagnoéstico estd en estudio (17).

En el Mycoplasma Pneumoniae, una
bacteria causante de neumonias, la ad-
hesidn de los micoplasmas al epitelio
respiratorio es necesaria para la inicia-
cidn de la infeccién. Una proteina pre-
sente en la superficie celular de este
microorganismo es importante en este
fenémeno de adhesién. La proteina de
adhesidn est4 localizada en el apéndi-
ce de anclaje de este microorganismo
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a las células epiteliales respiratorias y
la identificacién del gen codificante
servira para la identificacién de cepas
de mycoplasma.

La estrategia experimental de obte-
ner bancos de genes que codifican
proteinas inmunogénicas, en E. coli K-
12, con el fin de utilizarlas para fines
diagnosticos, también se estd em-
pleando en Chlamydia trachomatis.
Este microorganismo es un parasito in-
tracelular obligado de células eucarié-
ticas.

La utilizacién de fragmentos de
DNA sintéticos en la fabricacién de
sondas bacterianas puede tener tam-
bién un futuro brillante. Este es el caso,
por ejemplo, de dos antigenos sintéti-
cos que ya han demostrado su efecti-
vidad en la induccién de anticuerpos
protectivos contra la toxina diftérica y
contra ciertos serotipos de S. typhimu-
rium.

Ademés se han encontrado determi-
nantes antigénicos comunes a varias
toxinas, lo que podrfa simplificar en la
practica un primer diagndstico gene-
ral y sobre todo las vacunaciones. Asf
por ejemplo, la secuencia de aminoa-
cidos 50-64 de la toxina del célera es
idéntica a la toxina labil al calor de E.
coli. Los anticuerpos anti 50-64 blo-
quean por igual la toxina del célera y
la toxina labil al calor de E. coli.

Los factores limitantes en el desa-

rrollo de sondas de DNA contra cier-
tas bacterias pueden ser, la falta de co-
nocimiento de los mecanismos intrin-
secos de infeccion, el requerimiento o
no de adhesion de las bacterias a cé-
lulas hospedadoras, la multiplicidad de
serotipos de una misma especie bac-
teriana involucrados en el proceso in-
feccioso, los mecanismos intrinsecos
de aparicién o cambio de estos seroti-
pos, la estructura de las toxinas paté-
genas, la localizacién de los genes que
codifican estas toxinas en el genoma
bactetiano, etc. Esto significa que cada
especie bacteriana se debe considerar
como un caso particular, en el cual la
metodologia a emplear dependera de
la informacion disponible hasta ese
momento.

Muy recientemente se ha comuni-
cado el uso de «DNA huella-dactilary
para identificar individuos animales. Se
han usado sondas de fragmentos de
DNA satélite para hibridizar el DNA de
animales y péjaros cortando con enzi-
mas de restriccién y separando en ge-
les de agarosa (10, 18). Es posible que
algin procedimiento de este tipo pue-
da a su vez emplearse en bacterias.

APLICACION
A LA BACTERIOLOGIA ANIMAL
EN ESPANA

Para el estudio de la posible aplica-
¢ién de las nuevas tecnologias a la bac-
teriologia animal en Espafia, hay que
tener en cuenta: la importancia econé-
mica relativa de las especies animales,
la existencia de enfermedades en Es-
pafia, la urgencia del diagnéstico para
una actuacion posterior de prevencion
o terapéutica y las nuevas tecnologias.

La Fig. 3 expone una distribucion
aproximada de la produccién anual de
carne en Espafia (datos recopilados de
4, 5,6, 7y 8). Teniendo en cuenta
nuestro ingreso en el Mercado Comiin
Europeo es de suponer que a partir de
ahora se pondra un mayor énfasis en
ovino y anirnales marinos por ser am-
bos especificos de Espafia. Segln este
punto de vista las enfermedades del
ganado ovino vendrian a ser las més
importantes. Se canoce poco de las
enfermedades bacterianas en Acuicul-
tura marina {13 y Tabla 2).

La «Office International des Epizoo-
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Tabla 2
Sintomas y causas de las principales enfermedades bacterianas conocidas
Acuicultura_Marina.

* mortalidades larvarias

Especie Sintomas Bacteria
Anguila e enrojecimiento de aletas y piel aeromonas
s podredumbre de branquias chondrococcus
Peces planos ® enrojecimiento en branquias vibrio
» degeneracion de aletas y bultos pseudomonas
Lubinas * branquias amarillas aeromonas
® branquias blanquecinas trachonoma
* necrosis de las aletas vibrios
* partes blanquecinas en visceras pasteurella
* hemorragias en piel aeromonas
Salmones e enrojecimiento muscular vibrio
e hemorragias en pie!l y branguias aeromonas
» gdemas, rifidn inflado corynebacterium
¢ |esiones zona ventral sporocytophaga
Langostino ¢ natacioén desorientada en larvas vibrio
' ¢ manchas marrones bacterias
quitinoliticas
s filamentos en branquias leucotrix
Ostras * necrosis locales sin identificar

sin identificar

Datos recopilados de «Acuicultura Marina Animaly (13).
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Fig. 3. Distribucién aproximada de la produccién
anual de carne en Espafia.

Datos de bovino, ovino, porcino, aves y cone-
jos (7). Datos de truchas (8, 6). Datos de meji-
lién (5). Datos de potencial especies marinas (4).
La produccién de carne es una medida propor-
cionalmente aproximada a la importancia comer-
cial, sin tener en cuenta productos derivados {le-
-che, lana, huevos, etc.). El consumo de carne en
Espafia se distribuye asi: bovino (16,6 %), porci-
no (37,8%), ovino (5,2%), aves {30%) y otras
{10%), segtin A. Camilleri: La Agricultura Espa-
fiola ante la CEE, {E, 1986. El caprino ha sido in-
cluido en el ovino.

AVES

ESPECIES MARINAS

POTENCIAL

MEJILLONES

CONEJOS

TRUCHAS
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ties» (OIE) divide las enfermedades de
animales en tres categotias: A, By C,
segln la posible extensidn geografica
de una epidemia (3). De la lista propor-
cionada por Espafia a la OIE, las enfer-
medades bacterianas méas frecuentes
se exponen en la Tabla 3. Es de resal-
tar, que la Unica enfermedad bacteria-
na en la categoria A, la Perineumonia
contagiosa, no esté declarada por Es-
pafia a la OIE.

Tomando en cuenta la distribucién
aproximada de la produccién de car-
ne en Espafia (Fig. 2), la posible reper-
cusidn de la entrada de Espafia en el
Mercado Comun vy las enfermedades
existentes en Espafia (Tabla 3), las en-
fermedades que guedan con un ma-
yor relieve son: la Agalaxia {ovino), la
Brucelosis (bovinos y ovinos) la Tuber-
culosis y Paratuberculosis {bovinos,
ovinos y aves), la Salmonelosis {todas
las especies e importancia en zoono-
sis que afectan al hombre) y la Mami-
tis {bovinos y ovinos).

El tipo de problema con que nos en-
frentamos a diario es distinto del pro-
blema mas extendido en el tiempo que
supone una vigilancia. La aparicién de
cualquier brote de enfermedad animal
requiere medios técnicos capaces de
dar un diagndéstico rapido y un trata-
miento mas o menos especifico para
cortar todo posible progreso de la en-
fermedad. En estos problemas diarios
la tecnologfa que hay que desarrollar
para cada enfermedad se refiere a téc-
nicas de diagnéstico rapidas y senci-
llas aunque no sean extraordinariamen-
te especificas y sensibles. La medici-
na preventiva (vacunas) o vigilancia del
animal sano, aunque muy deseable, no
tiene la urgencia de los problemas co-
tidianos. La tecnologia que hay que de-
sarrollar para cada enfermedad se re-
fiere a técnicas de diagnostico espe-
cificas y sensibles, tanto méas cuanto
menor sea la prevalencia de la enfer-
medad (Fig. 4).

Por desgracia pocos métodos mo-
dernos se han desarroliado en el tema
del tratamiento a pesar de la amenaza
gue suponen las crecientes resisten-
cias a antibiéticos y su trasnferencia
inespecfifica. La aplicacién de sondas
de DNA a la deteccién de dichas re-
sistencias (2), la identificacion del ca-
racter antimicrobiano de nuevas fami-
lias de péptidos recientemente descu-
biertas en los anfibios (11) o el uso de
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Fig. 4. Incidencia de los nuevos medios tecnolégicos en el control de enfermedades segln su urgencia.

En el control de una enfermedad existen dos problemas principales, el diario y el de vigilancia, que exigen dos estrategias complementarias: el diagndsti-
co répido especificosensible y vacunacién. Aparte existen otras estrategias de gestién-organizacién de gran importancia pero en las que sélo indirecta-
mente inciden las nuevas tecnologfas. Por desgracia, pocos métodos modernos se han desarrollado en el tema de tratamiento a pesar de la amenaza
que suponen las crecientes resistencias a antibiéticos y su transferencia interespecffica.

Tabla 3
Enfermedades bacterianas y agentes etiolégicos declarados por Espafia a fa IOE.

la sintesis de lipopolisacaridos utilizan-
do dipéptidos transportadores (16) son

Bovino Ovino Porcino Aves algunos de los recientes desarrollos
B con posibles futuras aplicaciones tera-
anaplasmosis agalaxia - micoplasmosis péuticas.
{anaplasmas) {micoplasma) - (micoplasmal) '
?g:lucce;ﬁ:)is i(abrucelﬁsgs - - En diagnéstico répido, sencillo, de
tuberculosis p;:aiﬁb?arculosis — tuberculosis bajo C.o sto y ejecutable en el caﬁ.\po
{micobacterium) {(micobacterium) {micobacterium) se esta avanzando en pruebas de tiras
carbunco, C* carbunco - — que al mismo tiempo unen una gran
(bacillus) {bacillus) - - especificidad y sensibilidad debido al
- ?gg’:l‘i’dieag"m' - - uso de anticuerpos monoclonales. El
salmonelosis, C*  salmonelosis salmonelosis, C*  salmonelosis, C* antecedente humano esté en los test
| (salmonella) {salmonella) (salmonella) (salmonella) de embarazo y ovulacién que se pue-
leptosporosis - - - den hacer en casa (home-test) y més
g:g:ﬁ;‘;:g hemorr. _ B recientemente el de Streptococcus
[pasteurella) grupo Ay Alergias, El sistema se des-
cribe someramente en la Fig. 2. Este
S pedero _ _ sistema se podrfa aplicar a enferm_eda—

(bacteroide) des cuyo desenlace pueda ser rapido.
- enterotoxemia - -—

{clostridium) ‘ En diagnostico altamente especfifico
listerelosis - {Zray'sfigleolothris) - y sensible estén, por un lado, los ELI-
(listeria) SAS a base de anticuerpos monoclo-
botulismo - _ _ nales y por otro lado, las sondas de
{clostridium) ) DNA. En ambos casos su aplicacién
- - s"gfl';ﬁg: - parece més indicada a estudios epide-

{treponema) mioldgicos a medio-largo plazo. Dados
- - - coriza los avances conseguidos en el caso de
{haemophilus) las Salmonellas {(sondas de DNA para

deteccion) y las Mycobacterias (anti-

* Algunas enfermedades de clase C se recogen en la clase B debido a parentescos en los agentes
etioldgicos. Las mamitis del ganado bovino y ovino al ser causadas por complejos etiolégicos (strepto-
coccus y estafilococcus) no estén enla Lista de la OIE, pero deben de figurar entre la lista de enferme-
dades bacterianas debido a su importancia econdmica en Espafia.

cuerpos monoclonales para serotipa-
je), seria lbégico con temas de investi-
gacién en estas tecnologias y en es-
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tas especies. La puesta a punto de la
tecnologia de Sondas de DNA en el
caso de Salmonellas, permitiria abor-
dar el problema de sus resistencias a
antibiéticos, siendo este un tema im-

portante por su relacion con la sanidad
humana.

Mas adelante y una vez desarrolla-

das estas tecnologias de diagnéstico,

podria pensarse en su aplicacién a la
Brucelosis, a la Perineumonia y a las
enfermedades que se identifiquen
como prioritarias al desarrollarse la
Acuicultura marina.

Summary: The recent developments in immunology and in genetic engineering will allow new reagents to be
applied to the bacterial diagnostic field.
The monoclonal antibodies and the DNA probes are the new reagents that already allow and furthermore will
allow more sensible, more specific, faster and automatic diagnostics. In this review some of the new applica-

tions are discussed.

Key words: Diagnostic. Bacteriology. ELISA. Probes. Monoclonal antibodies.
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