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Este es un proyecto de Innovación en el proceso de erradicación y de la calificación sanitaria del IBR, en las explotaciones

ganaderas de bovino de Aragón, cuyo Acrónimo es IBovinR Aragón.

Es un proyecto que se ha desarrollado totalmente en Aragón, fundamentalmente en comarcas de alta montaña y zonas

desfavorecidas, también en los centros tecnológicos y en el Laboratorio Agroambiental de Aragón, abarcando la totalidad de

las zonas red Natura 2000 de la CC.AA. de Aragón.

La aplicación de los resultados del proyecto será extrapolable al resto de las explotaciones ganaderas de vacuno.

La estructura del grupo de cooperación ha integrado en su trabajo a todos los actores necesarios en la cadena de valor,

estableciendo líneas de trabajo cuyo objetivo es mejorar la rentabilidad de las explotaciones agrarias, diversificar los riesgos

de las mismas, trabajar en el ámbito de la sanidad animal, y promover el valor añadido de los productos agroalimentarios y de

cercanía.
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Los objetivos principales que se marcaron fueron:

- Impulsar acciones comunes, de carácter innovador, que contribuyan a la erradicación del IBR en las explotaciones

extensivas de vacuno de Aragón.

- Impulsar acciones comunes, de carácter innovador, que contribuyan a la erradicación del IBR en las explotaciones de

vacuno de cebo de Aragón.

Impulsar y lograr la máxima calificación sanitaria de IBR, en las explotaciones ganaderas de vacuno de Aragón, aplicando lo
dispuesto en el RD 554/2019, de 27 de septiembre, por el que se establecen las bases de las actuaciones de prevención,
control y erradicación de la rinotraqueítis infecciosa bovina y se establece un programa nacional voluntario de lucha contra
dicha enfermedad
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Para conseguir estos objetivos se ha realizado:

- Análisis de sangre de animales entre 9 y 36 meses, de las explotaciones de socios beneficiarios y no beneficiarios, en el Laboratorio

Agroambiental de Aragón mediante técnicas ELISA para detectar anticuerpos gE frente al virus de la rinotraqueítis bovina (BHV-1), según kit de

Ingenasa y para las muestras que han arrojado un resultado positivo o dudoso con dicho kit, se realizó una segunda analítica de anticuerpos gE

frente al virus de la rinotraqueítis bovina (BHV-1), según kit de IDEXX, con el fin de detectar los animales que han estado en contacto con el

virus.

- Compra de vacunas de IBR de manera conjunta para las explotaciones de los socios beneficiarios, y así conseguir un precio más asequible que

si se realizase la compra por separado.

- Para seguir con las vacunaciones en explotaciones donde ya se hacía vacunación frente a IBR o empezar a vacunar en otras donde no se había

vacunado nunca.

- Se formalizó un contrato de investigación para regular la colaboración entre la empresa y la UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA para el desarrollo de

las actividades del estudio genético de la enfermedad Rinotraqueítis infecciosa bovina (IBR) dentro del proyecto.

- Como objetivo general de este estudio genético: ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO DE MUESTRAS DE SANGRE DE GANADO VACUNO VACUNADO

FRENTE A LA RINOTRAQUEÍTIS INFECCIOSA BOVINA (IBR)
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DESARROLLO DEL PROYECTO

Los animales diana comprendían edades entre los 9 y 36 meses, pertenecientes a los 27 miembros beneficiarios y no beneficiarios que participaron

en el proyecto. También se aprovechó actuaciones sobre animales de otras ganaderías para tener un mayor número de datos.

Al estar la mayor parte de los animales vacunados y no contar con animales enfermos (analizamos sangre de dos animales sospechosos pero dieron

negativo), nos planteamos analizar si existían respuestas distintas a la vacunación con una base genética, así el planteamiento inicial consistía en

una primera visita a la explotación para la extracción de sangre con destino al Laboratorio de Genética de la Universidad de Zaragoza y para el

Laboratorio Agroambiental además se inoculó la vacuna a cada animal. Al paso de un mes se volvería a sangrar a los animales para analizar la

seroconversión de estos una vez vacunados. Para determinar esa posible base genética de “Buena respuesta a la vacuna” era necesario contar con

animales vacunados con distintos títulos de Anticuerpos.

Tras encontrarnos con graves problemas para identificar animales con alta, media y baja carga de anticuerpos, pues los test de ELISA disponibles nos

aportan información cualitativa (respuesta positiva o negativa) pero no cuantitativa respecto a la respuesta inmune de los animales, por tanto, se

decidió realizar estudios genéticos sobre el IBR, con la premisa de intentar conocer la respuesta inmune y los mecanismos moleculares que

intervienen en la respuesta a la vacunación y establecer si había diferencias entre individuos. Para ello analizamos el perfil de expresión génica de

las células sanguíneas de animales antes de la vacunación y mes y medio después de la misma, procurando analizar animales con características

homogéneas (misma edad, misma explotación, etc).
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4.1 Metodología

Se realizaron los pasos siguientes:

- Extracción de RNA de las muestras de sangre

- Secuenciación mediante RNA-seq

- Análisis bioinformático

Extracción de RNA de las muestras de sangre

La extracción de RNA de las 24 muestras de sangre, 12 previas a la vacunación y 12 tras la vacunación, se realizó mediante el uso del kit TempusTM

Spin RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las muestras de RNA tuvieron una concentración

adecuada para su posterior secuenciación mediante la tecnología RNA-seq (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentración deRNA

decadauna delas muestras (ng/µl)

medidacon el fluorómetroQubit 4

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

Animal Muestra [Qubit]ng/µl
5936 1 66,2

AN
TESDEVACU

N
AR

5951 2 127
5949 3 63
6801 4 181
5943 5 154
0194 6 120
5939 7 244
1288 8 220
5947 9 151
5946 10 180
6806 11 284
6795 12 166
5936 1V 123

TRAS VACU
N

AR

5951 2V 134
5949 3V 250
6801 4V 175
5943 5V 101
0194 6V 104
5939 7V 178
1288 8V 212
5947 9V 130
5946 10V 87,6
6806 11V 224
6795 12V 142
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Para incrementar el Intercambio de conocimientos con los ganaderos, tanto

participantes como no del proyecto se ha aprovechado las visitas que se hacían

a los mismos para irles informando tanto de los resultados que se iban

obteniendo durante la evolución del proyecto, como de las características de la

enfermedad y sus consecuencias.

Se hicieron pruebas analíticas a dos animales con síntomas compatibles con la

enfermedad de IBR, pero dieron negativo a la misma.
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Análisis funcional

Se buscó información sobre las funciones de los 30 genes con
expresión génica diferencial tras la vacunación. Algunos de estos genes
parecen estar involucrados en la respuesta inmune y en el
metabolismo de los ácidos grasos, los cuales también parecen ser
capaces de modular la respuesta inmunitaria (información detallada
en tabla Excel suplementaria: Anexo 1).
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Análisis de enriquecimiento

Por último, se llevó a cabo un análisis de enriquecimiento mediante el
programa ShinyGO versión 0.80 apoyado por la base de datos KEGG
(KyotoEncyclopedia of Genes and Genomes). El análisis de
enriquecimiento permite la identificación de vías metabólicas o vías de
transducción de señales significativamente enriquecidas (FDR < 0,05)
asociadas con genes expresados diferencialmente. En este caso, se
identificaron cuatro rutas diferentes que cambiaron más de lo
esperado y que están relacionadas con el metabolismo de los ácidos
grasos, que se muestran en la siguiente Figura (Figura 5
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Figura 5. Análisis de enriquecimiento KEGG de los genes diferencialmente expresados tras la vacunación
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CONCLUSIONES

En las condiciones en las que se ha realizado el estudio y con las muestras recogidas, podemos concluir:

- La concentración de RNA de todas las muestras fue adecuada para la secuenciación.

- La secuenciación mediante la tecnología RNA-seq obtuvo secuencias de alta calidad que se usaron para el posterior
análisis bioinformático.

- El nivel de expresión génica fue similar en todas las muestras sin una clara agrupación de los dos grupos muestrales.

- Se identificaron 30 genes con expresión diferencial tras la vacunación: 6 genes con expresión disminuida y 24 genes
con expresión aumentada.

- Algunos de los genes diferencialmente expresados parecen estar asociados con la respuesta inmune y el
metabolismo de los ácidos grasos.

- Sería necesario profundizar en nuevos estudios, para conocer que genotipo de estos genes candidatos podría
favorecer una fuerte respuesta inmune frente a la enfermedad.

- Aunque sólo el 10.71% de los animales son seropositivos están ampliamente repartidos en el territorio ya que la
mitad de las explotaciones analizadas tienen algún positivo. Esto enfatiza el interés de los ganaderos en erradicar la
enfermedad.
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