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|. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Mycobacterium aviumsubsp. paratuberculosis(Map) es el agente causal de la
paratuberculosis o enfermedad de Johne, una é&ntenbnica contagiosa que afecta
fundamentalmente a rumiantes domésticos y silastie principal mecanismo de
transmision de la infeccion es la via fecal-orals lanimales se infectan bien por via directa al
ingerir las heces de animales infectados o biemectmente al ingerir agua, leche, calostro
0 pienso contaminado cdviap (Sweeney, 1996). Una vez ingeritiéap atraviesa las células
M que tapizan los foliculos linfoides de las pladasPeyer del epitelio intestinal. Una vez en
la submucosa, la bacteria es fagocitada por logafeagps subepiteliales del hospedador,
donde reside en unas vacuolas denominadas fagog¢Berasudez y col., 2010). A pesar de
que el interior de los macréfagos constituye un ianib hostil para la mayoria de las
bacterias patdégenas, las cepas virulentddalehan desarrollado estrategias que le permiten
sobrevivir y multiplicarse en el interior de los engfagos del hospedador. Entre estas
estrategias caben destacarinfibicion de la maduracion del fagosoma y su fuston el
lisosoma, la reduccion de los niveles de reactbxigenados, la alteracion de la capacidad de
los macréfagos infectados para presentar antigeacterianos a las celulas T y la inhibicion
de la apoptosis de los macréfagos infectados (Ardew col., 2014). Durante el transcurso
de la infeccidn, algunos de los macrofagos infexgguieden activarse y secretar citoquinas y
quimioquinas que desencadenan una respuesta ibdiaameuyo resultado es el reclutamiento
de macrofagos vy linfocitos T de la sangre y tejidbsitio de la infeccién. Esta acumulacion
de células alrededor de los macréfagos infectadatesomina granulomdlap es capaz de
persistir en el interior de los granulomas en uadeslatente, que puede extenderse durante
varios afios. En condiciones estresantes para relagnpor ejemplo después del parbap
puede llegar a reactivarse, escapar de los graaslgroriginar nuevas lesiones en otras zonas

del tejido intestinal infectado y en otros drgadekanimal infectado.

La patogenia de la paratuberculosis engloba lasamgmos utilizados pdviap para
infectar y persistir en el animal. Las moléculasplivadas en las interaccionédap-
hospedador en los distintos estadios de la infaauddse conocen en profundidad, ni tampoco
se ha determinado con exactitud su mecanismo daa@h. A pesar de que se ha trabajado
en la generacion de mutantes de algunos genesciieente implicados en la virulencia de

Map no se ha podido determinar el papel de éstos adhimlamentalmente a la falta de
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métodos fiables y rapidos de cuantificacion de laslwiables deMap. Debido a su lenta
velocidad de replicacion y a su tendencia a agsepifap ha sido dificil de cuantificar por
los métodos bacteriolégicos de rutina (Elguezabaily 2011). La cuantificacion de la carga
bacteriana suele realizarse mediante el contem@®lero de bacterias en el microscopio
Optico, mediante reaccién en cadena de la poliragfaslymerase chain reaction; PCR) o
espectrofotometria, pero estos métodos sobre-astimacarga bacteriana al cuantificar
bacteria viva y muerta. Como alternativa, el coltbacteriolégico d&ap en medio solido si
que proporciona una estimacion real del nUmercétidas viables. Sin embargo, no todas las
cepas déMap crecen en los mismos medios solidos y a vecesisogsarios varios meses en
cultivo y la realizacion de varias réplicas de dibmes seriadas para poder cuantificar el
namero de colonias presentes en un inéculo. Adelogisnétodos estandar de recuento en
placa son costosos y con frecuencia fallan poracomacion o por deshidratacion del medio
durante el largo periodo de incubacion. En conttm@a los sistemas automaticos de
deteccion micobacteriana que utilizan un medioidigypara el cultivo bacteriolégico, tales
como el sistema BACTEC MGIT 960, tienen mejor daitidad analitica y requieren menos
tiempo para el crecimiento de las micobacterias¢i@ni, 2004). El sistema BACTEC MGIT
960 se utiliza habitualmente para la deteccioMdp y hasta la realizacion de esta tesis sélo
se habia utilizado para la cuantificacion de cejmlap aisladas de bovino y de humanos
(Shin y col., 2007). Este sistema no se habiazatib previamente para la cuantificacion de
cepas deMap aisladas de animales silvestres o de especiesstioagdistintas del ganado
vacuno, ni tampoco se habia aplicado para deterr@raarga bacteriana en el interior de los
macrofagos infectados del hospedador. Este mépmidp tanto, no se habia utilizado con
anterioridad en el estudio de las interaccionestigmen lugar en los estadios iniciales de la
infeccidn entre la bacteria y los macrofagos dedpedador. El estudio de los estadios
iniciales de la interaccion bacteria-hospedadofuadamental para poder determinar si un
aislado determinado d&lap es capaz de inducir una respuesta inmune de tipe a
inflamatorio y anti-apoptotico que le permita solive en el interior de los macrofagos del
hospedador. La generacion de este tipo de resppest® utilizarse como un marcador de

infeccidn y de virulencia delap.

Las cepas d#Map se han clasificado atendiendo a un polimorfismoégeo en la
secuencia de insercion 1S1311 en cepas Tipo S, Tipdlipo B (Whittington y col., 2001a,
Marsh y col.,, 2006). En cuanto a su aislamients, ¢epas Tipo S se han aislado

predominantemente pero no exclusivamente de ovincaprino lo que sugeria cierta

4
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preferencia y adaptacion de este tipo de cepakpgrequefios rumiantes. Las cepas Tipo C
presentan un amplio rango de hospedadores y socef@s mas comunmente aisladas de
animales silvestres y de ganado bovino. Las cepas B se han aislado principalmente del
bisonte americano y de ovejas de la India. Trasetaienciacion del genoma completo de
varios aislados d&lap se ha confirmado la division de los aisladodvtip en dos grandes
grupos; Tipo | (0 S) y Tipo Il (o C) (Stevenson,18) Un analisis mas detallado de las cepas
Tipo B mediante secuenciacion completa de su geramavelado que las cepas de este tipo
aisladas de animales de la India eran diferentéssdaislados de bisonte de Estados Unidos y
ambas se consideran en la actualidad subtiposipelT (Stevenson, 2015). A pesar de que
las distintas cepas ddap emplearian un unico protocolo de infeccion, suacafad para
sobrevivir en los macréfagos del hospedador pamsmiavariable. Por ello, al inicio de esta

tesis doctoral nos planteamos las siguientes cunesti

1. ¢Son todas los aislados/genotipod/dg igualmente virulentas?

2. ¢Son todos los rumiantes igualmente susceptid@eséeccion con diversos aislados
deMap?

3. ¢Es posible correlacionar las respuestas inmudesiagas en el hospedador con la

virulencia de cada aislado/genotipoMap?

Un conocimiento preciso de la capacidad infectiva distintos aislados d®lap
permitiria determinar que aislados/genotipodvidg representan un riesgo potencial para la
salud y produccién animal de las principales eggeganaderas. Este andlisis de riesgo,
permitiria determinar si es necesario incluir ghtio de las cepas Map en los programas de
control y certificacion de la paratuberculosis ydpa influir en la toma de decisiones a la
hora de introducir medidas de control que evitenositacto y la transmision déap entre

ciertas especies ganaderas y/o especies silvestres.

En infecciones experimentales en rumiantes seidareciado variacion en el grado de
patogenicidad o virulencia entre cepasviigp de distinto origen en un mismo hospedador, asi
como la diferente virulencia que puede tener upa cencreta dblap en una especie animal
u otra. Asi, Stewart y col. (2004, 2006 y 2007) dstraron que bovinos, ovinos y caprinos
podian infectarse con cepas Meap de origen bovino y ovino, si bien el efecto dehds
cepas era diferente segun el hospedador. Mientraseq bovino y caprino se observé una

mayor patogenicidad de las cepas bovinas frenss aVinas, en las ovejas infectadas con
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cepas bovinas u ovinas, los patrones de respudstanfermedad clinica fueron similares.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en agtasiones experimentales no se especifica
el genotipo de la cepa empleada en el experiméntoamente su origen. Por otro lado, hay
qgue considerar que generalmente las infeccionesriexgntales se realizan empleando altas
concentraciones ddap por lo que no reflejan exactamente lo que ocunreandiciones de
campo en donde la exposicion a pequefas cantideddap por un tiempo prolongado es
suficiente para desencadenar la infeccion (Hineoly 2007). Finalmente, es importante
considerar el elevado coste econdmico que suponeedhlzacion de las infecciones
experimentales puesto que requieren de largosdueride incubacion, hasta que las lesiones
tipicas y los signos clinicos asociados a la erddad son apreciables en los animales
infectados. Debido a la variabilidad genética guiste entre animales, en las infecciones
experimentales es preciso utilizar un numero elews éstos durante un tiempo prolongado
para obtener resultados fiables, lo que resulta cogyoso. Una alternativa a las infecciones
experimentales en rumiantes es la utilizacion deales de experimentaciéon por su facilidad
de manejo y bajo coste de mantenimien®in embargo, existen diferencias anatémicas,

fisioldgicas e inmunoldgicas entre los animaletatieratorio y los rumiantes.

Los modelos de infecciom vitro, ademas de presentar ciertas ventajas sobre las
infecciones experimentales como son la reprodud#ul del ensayo, reduccion de costo y
tiempo en la realizacion de los ensayos, permitenparar simultdneamente la virulencia de
un gran numero de aislados Map, sobre todo si se combina con un método rapidabyef
que permita cuantificar y comparar la carga baateripresente, como es el caso del sistema
BACTEC MGIT 960. Hasta la realizacion de esta tekistoral, los estudios vitro de
comparacion de la virulencia de diversas cepaMale se habian realizado Unicamente en
macrofagos bovinos, utilizando pocas cepas y siotge determinado y nunca se habian
incluido cepas silvestres dap en los analisis. Janagama y col. (2006) demostrque las
cepas bovinas y humanas eran capaces de sobmepr que las cepas ovinas en el interior
de macrofagos bovinos infectados a las 24, 48 gddés post-infeccion (p.i.). Sin embargo,
para evaluar el nUmero de bacterias en el inteéleolos macrofagos infectados utilizaron la
técnica de PCR que al cuantificar acido desoximitoteico (deoxyribonucleic acid; DNA)
tanto de bacteria viva como muerta sobre-estimaalga bacteriana. Previamente, solo
algunos estudios habian evaludadovitro los perfiles de expresién de genes del sistema
inmune inducidos por cepas bovinasMap en macrofagos bovinos obtenidos de animales

sanos y en lineas celulares de macrofagos bovillessé y col., 2004; Janagama y col., 2006;
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Murphy y col., 2006). En conjunto, los resultadesedtos estudios transcriptomicos sugerian
gue tras una infeccion cdvlap se produce un bloqueo de los mecanismos de defeasa
inflamatorios, lo que explicaria la persistencidayinhibicion de la apoptosis de las cepas
virulentas deMap en el interior de los macrofagos infectados. Adensé demostro que las
respuestas inmunes inducidas en macrofagos bofrariie a una infeccion cdvlap parecian
depender del aislado bacteriano (Motiwala y c@Q& Gollnick y col., 2007). En concreto,
las cepas bovinas y humanas se comportarian deransinglar y serian mas virulentas que
las cepas ovinas atendiendo al perfil de expredgdaiertos marcadores de respuesta inmune
del hospedador. Mientras las cepas bovinas y husniaacirian una respuesta celular de
tipo anti-inflamatorio que les permitiria sobrevien el interior del macréfago infectado, las
cepas de origen ovino provocarian una respuestanfmmatoria en los macréfagos
infectados dirigida a eliminar a la bacteria delcrééago infectado. A pesar de que al
comienzo de esta tesis doctoral se habian realizganimios transcriptomicos evaluando las
respuestas inmunes inducidas por cepas de origgnobg ovino deMap en macrofagos
bovinos, ninguno de estos estudios habia establgmdibles correlaciones entre la carga
bacteriana presente en el interior de los macrsfagtectados con la respuesta inmune
inducida. Por otro lado, previamente no se haldlzeelo un analisis transcripcional de las
respuestas inmunes inducidas en macrofagos oviriestados con distintas cepas Map.
Para la realizacion de estos estudios era necedafinir previamente los marcadores
inmunologicos de infeccion que permitirian difeiancclaramente las respuestas inmunes

inducidas por cepas déap con distinta virulencian estadios iniciales de la infeccion.

Aunque los modelos de infeccignvitro empleando macréfagos pueden proporcionar
informacion acerca de la interaccibrap-hospedador en las primeras etapas de la infeccion,
este modelo celular no es capaz de reproducir ®tapsteriores de la infeccion, tales como
las primeras etapas de la formacion de granulomasa abordar esta cuestion se han
desarrollado recientemente modeiosvitro de granulomas humanos tras una infeccion con
M. tuberculosisM. bovisy M. leprae(Puissegur y col., 2004; Birkness y col., 2007p&ar y
col., 2013; Wang y col., 2013). Estos modelos henmgiido demostrar que la capacidad para
desarrollar granulomas bien definidos se correfacioon la severidad de las infecciones
micobacterianas, por lo que podrian servir parduavda virulencia de diversas cepas de
Map. Los modelosin vitro de granuloma presentan ciertas ventajas sobrenflesciones
experimentales o los modelos animales como somjsucbste, mayor control experimental y

el hecho de que pueden ayudar a comprender laadotenedViap-hospedador en las etapas
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iniciales de formacién de los granulomas que sditildiente abordables con modelos
animales, pues cuando las lesiones se puedenigaual vivo generalmente ya estan bien
constituidas. Hasta la realizacion de esta tesitoda, no se habia desarrollado un modelo

vitro de granuloma bovino y ovino tras una infeccion Ktap.

La mayoria de los estudias vitro en los que se ha comparado la virulencia y perfil
transcriptomico de cepas déap se han realizado con monocitos purificados a mpéddi
sangre periférica con métodos tradicionales y piosteente cultivadosn vitro para su
diferenciacion a macréfagos. Sin embargo, el aiglata de monocitos de sangre periférica
con alta pureza es crucial para la generaiciéfitro de un numero suficiente de macréfagos y
para aumentar la sensibilidad de los ensayos pwster Entre los ensayos que pueden
requerir la utilizacion de macréfagos con alto grae pureza se pueden incluir los ensayos
de capacidad fagocitica dirigidos a evaluar laagefec de ciertos prototipos vacunales, sobre
todo cuando se trata de determinar la dosis vaenéaleficaz. En investigacion biomédica, la
seleccion positiva de monocitos CD14 + se realimgleando la tecnologia de seleccion
celular magnética (magnetic activated cell sordACS). Esta tecnologiae basa en la
utilizacién de nanoparticulas magnéticas funciaad@s con un anticuerpo que permite la separacion
inmunomagnética de un tipo celular concreto; ee esso de monocito€D14 + (Gritzkau y
Radbruch, 2010). Hasta la realizacion de estadesitoral, no se habia disefiado un protocolo
para la purificacion selectiva de monocitos CD14d partir de sangre periférica de rumiantes
vacunados y control que permitiera evaluar de naandgpida y en condicionesx vivola

eficacia vacunal.
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I.1. IMPACTO ECONOMICO Y SOCIAL DE LA PARATUBERCULOSIS

La paratuberculosis es wuna enteritis granulomatasanica causada por
Mycobacterium aviumsubsp. paratuberculosis(Map) que afecta a un amplio rango de
hospedadores, fundamentalmente rumiantes doméstigossalvajes. Aunque la
paratuberculosis se conoce desde hace mas defcisnem la actualidad esta infeccion sigue
representando un gran desafio cientifico y es olgjetvigilancia epidemioldgica por parte de
la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OIE)eguiestablece la obligatoriedad de su
notificacion. En 2007, la paratuberculosis fue umdd por la OIE en la lista B de
enfermedades transmisibles por considerarse uraneedad importante desde el punto de

vista socioecondmico y/o sanitario.

La paratuberculosis se considera una enfermedadisti#ucion mundial, y en la
actualidad constituye uno de los principales proggmtologicos que afecta a los rumiantes
domeésticos. Los datos actuales estiman que sob& %l de los rebafios bovinos de leche de
Europa y Norte América podrian estar infectados pamatuberculosis, por lo que la
enfermedad podria considerarse de endémica en regfases (Nielsen y Toft, 2009). La
paratuberculosis ocasiona graves pérdidas econsrmitdas explotaciones productoras de
ganado ovino Qvis arie$, caprino Capra hircug y bovino Bos tauru¥ (Barkema y col.,
2010). Las principales pérdidas econdémicas caugamtda paratuberculosis son debidas a la
muerte prematura, descenso de fertilidad y prodackéictea de los animales infectados, asi
como, por el aumento de su predisposicion a padeis enfermedades (Hasanova y Pavlik,
2006). En la Tabla | se muestran las causas directadirectas de las pérdidas econdmicas

producidas por la paratuberculosis.

Tabla I. Causas directas e indirectas de las pérdidas sioa® producidas por la paratuberculosis.

Pérdidas Econdmicas Directas Pérdidas Econdmicas Indirectas
« Mortalidad de animales clinicamente enfermos <  Sacrificio prematuro de los animales
e Disminucién de la produccién de leche e Gastos por reemplazo de animales

e Cambios en parametros de calidad de la lecle: Gastos de asistencia veterinaria
aumento de los recuentos de células somaticas y Gastos de los programas de control

aumento de la incidencia de la mastitis « Pérdida del valor genético de los animales
+  Disminucion de la fertilidad « Gastos asociados a las restricciones impuestas por
» Disminucion de la edad de producciéon de los el mercado o por la legislacion

animales » Gastos por la pérdida de reputacion de una granja

» Predisposicion a otras enfermedades: artritis, con animales infectados ctap
dermatitis, mastitis

Basado en Hasanova y Pavlik, 2006.
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En Estados Unidos, las pérdidas econdmicas andaliddas a la paratuberculosis en
las granjas lecheras se estimaron en unos 1.:ié&dlde dolares, con un coste aproximado de
unos 200 dolares por animal infectado (Ott y cbP99; Losinger, 2006). En Espafa,
disponemos de estimaciones de pérdidas anualeagrtalidad, disminucién de la lactacion
y descenso de la fertilidad que supondrian séltagbomunidad Auténoma del Pais Vasco

unos 1.1 millones de euros en ganado ovino (Aducal., 1993).

Ademas del interés veterinario de la paratubestsien relacion con la produccion de
las especies tradicionales, la paratuberculosise timmbién el caracter de enfermedad
emergente al haber sido identificada en rumiandesssres y en especies no rumiantes
domésticas y salvajes. La cada vez mayor proximatace los animales domésticos y las
especies silvestres hace que se facilite la trasémide la enfermedad, pudiendo actuar la
fauna silvestre como reservorio 0 vehiculo de trasiSn deMap de unas explotaciones a
otras. En Espafidap es endémico en ciervo8drvus elaphysgReyes-Garcia y col., 2008) y
gamos Dama dama de la costa norte (Marco y col.,, 2002) y ha sidentificado
esporadicamente en jabalieSu¢ scrofa (Alvarez y col., 2005), conejosOfyctolagus

cuniculug (Maio y col., 2011) y tejonedeles meles(Matos y col., 2014).

Por otro lado, la enfermedad es importante popatancial zoondsico ya que se ha
asociado la presencia déap con la enfermedad de Crohn, una enfermedad in&ksiie
humanos que presenta similitudes con la paratulosisuAsi, se han observado similitudes
clinicas y lesionales entre la enfermedad de Cmhrhumanos y la paratuberculosis en
rumiantes y se ha demostrado que pacientes de @sponden favorablemente a drogas con
actividad antiMap (Behr y Kapoor, 2008; Juste y col., 2008). Poo d¢ado, Map ha sido
identificada en leche, sangre y tejidos de pacsedéeCrohn mediante técnicas moleculares e
histopatolégicas (Naser y col., 2000; Bull y c80D03; Juste y col., 2009). Ademas de con la
enfermedad de CrohmMap se ha asociado a otras patologias inflamatori&sinmunes,
como por ejemplo, la sarcoidosis (El-Zaatari y,ct996), la tiroiditis de Hashimoto (Sisto y
col., 2010), el sindrome Blau (Dow Yy Ellingson, @lla diabetes tipo 1 (Naser y col., 2013)

o la esclerosis multiple (Frau y col., 2015).
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I1.2. ETIOLOGIA

[1.2.1. Historia y Taxonomia

Mycobacterium aviumsubsp. paratuberculosis (Map)es el agente causal de la
paratuberculosis o enfermedad de Johne. Este mxdo-alcohol resistente fue identificado
por primera vez por Johne y Frothingam en 1895 ameditincion de Ziehl-Neelsen (ZN) de
muestras de tejido intestinal de una vaca de raiora que presentaba lesiones que
recordaban a las descritas para la tuberculogstinal. Por ello, y dadas las dimensiones de
los bacilos, atribuyeron la etiologia de este psoct&uberculoso atipico” al agente causante
de la tuberculosis en las aves, que actualmerdesgna comdlycobacterium aviumnsubsp.
avium(Mijs y col., 2002). En 1912, la enfermedad se wer® como una enfermedad distinta
de la tuberculosis y la bacteria pas6 a denomindvgeobacterium enteritidis chronicae
pseudotuberculosa bovig§Twort e Ingram, 1912). Mas tarde pasé a denors@mBacterium
paratuberculosigBergey y col., 1923Bacillus paratuberculosi¢Krasilnikov, 1941) y mas
tardiamenteMycobacterium johnepor Francis en 1943. A finales del siglo XX, prime
Saxegaard y Baess (1988) y posteriormente Tharel.y(1990) demostraron la existencia de
una alta homologia genética entre el agente calaskl paratuberculosis M.avium subsp.
avium lo que hizo que se reconsiderase como una sublespeM. aviumy se aceptara la

denominacion que actualmente sigue vigekigcobacterium aviursubsp paratuberculosis

Map pertenece al géneidycobacterium(Lehmann y Neumann, 1896). Actualmente,
este género comprende 147 especies de micobactedasde el punto de vista taxonomico,
las micobacterias estan incluidas en la divisimicutes claseActinomycetessubclase
Actinobacteridag orden Actinomycetales suborden Corynebacterineae familia
MycobacteriaceagéneroMycobacterium(Shinnick y Good, 1994). Esta clasificacion estaba
basada en dos caracteristicas presentes en toslagiémnbros del género: la morfologia
(bacilos inmdviles) y la acido-alcohol resistenl&ahmann y Neumann, 1896). En la
actualidad, los requisitos minimos para la inclusite una especie bacteriana dentro del
géneroMycobacteriumson la acido-alcohol resistencia, la presenciaai@os micélicos de
60-90 atomos de carbono de longitud y un 61-71 %@dgguaniana, citosina) en su genoma
(Levy-Frebault y Portaels, 1992).
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La presencia de ciertos polimorfismos en las sesas de algunos genes diana ha
permitido realizar una clasificacion taxondmicalake micobacterias. Uno de los genes diana
mas comunmente empleado es el gen del RNA ribogoh@s (ribosomic RNA 16S; rRNA
16S) que se caracteriza por tener una longitudxapemla de 1500 nucleétidos y presentar
regiones altamente conservadas y dos regionesvhipsles (A y B) en todas y cada una de
las especies micobacterianas (Boddinghaus y @90)1 Para la identificacion y clasificacion
de las diferentes especies micobacterianas, l&sei@cion de la region hipervariable A suele
ser suficiente, aunque cuando se requiere confibmae suele secuenciar también la region
B. El arbol filogenético de algunas especies dehdcterias basado en la secuencia parcial

del rRNA 16S se muestra en la Figura 1.

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
— Mycobacterium microti

ag — Mycobacterium pinnipedii

Mycobacterium bovis BCG

Mycobacterium canettii
98

Mycobacterium africanum

Mycobacterium caprae

— Mycobacterium marinum

89 “— Mycobacterium ulcerans

79 Mycobacterium feprae
g5 r Mycobacterium szulgai
4[— Mycobacterium malmoense
L |54 Myecobacterium scrofulaceum
" f’—i-hm:obacrerfum kansaii

Mycobacterium intracellulare

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

BO . . .. .
Mycobacterium avium subsp. hominissuis

89 | Mycobacterium avium subsp. silvaticum

Mycobacterium avium

Mycobacterium gordonae

Mycobacterium smegmatis

Mycobacterium abscessus

0.005
Figura 1. Arbol filogenético de diversas especies y subdepete micobacterias basado en la secuencia parcial
16S rRNA. Las especies y cepas pertenecientesigblefp Mycobacterium tuberculosise muestran en rojo y
los miembros del complejdycobacterium aviurse muestran en verde. Rue-Albrecht y col., 2014.
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Otra clasificacién es la que distingue entre elpgrde micobacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium tuberculosiscomplex; MTC) y las
micobacterias no tuberculosas, atipicas o distimtasla tuberculosis (non tuberculous
mycobacteria; NTM). El complejo MTC incluye a sieté&cobacterias que causan tuberculosis
en mamiferos, de las que la mejor estudiadaMeduberculosis el agente causal de la
tuberculosis en humanos. A nivel genético, los rbies del MTC presentan mas de un 99,95
% de identidad en su secuencia de nucledtidos ¢Brgscol., 2002). A pesar de su alta
similitud genética, los miembros del MTC puederedihciarse de acuerdo a su rango de
hospedadores y a su capacidad patogéMcauberculosisy M. africanumson patégenos
exclusivamente de humanadé, microti infecta a roedore$/. pinnipediicausa la tuberculosis
en mamiferos marinos incluyendo a leones de macast yM. capraeal igual queM. bovis
infecta cabras y ciervos. La especie micobactercammael mayor rango de hospedadores es
M. bovis que aunque se aisla fundamentalmente de ganammojaes responsable de
epizoodtias en pequefios rumiantes y en animaleajsaly también puede infectar a humanos.
M. canettitambién infecta a humanos, pero se diferenciataes aniembros del complejo
MTC en la morfologia de las colonias, que no soagpecto rugoso como las del resto de los

miembros del MTC (van Soolongen y col., 1997).

Un segundo gran grupo de micobacterias es el itmdst por el complejaV. avium
(Mycobacterium aviuntomplex; MAC) (Inderlied y col., 1993), donde seluye Map (N°
Identificacion Taxondmica: 1770; National Center Riotechnology Information; NCBI).
Las micobacterias de este complejo comparten ufoed@e similitud en su secuencia de
nucleodtidos con las del complejo MTC. Todos los ponentes del complejo MAC estan muy
relacionados desde el punto de vista genéticodearecimiento lento, crecen en un amplio
rango de temperaturas (20 °C hasta 37 °C) y dedeldde 4 a 7.5) y pertenecen al grupo
NTM. ElI complejo MAC incluye micobacterias ambidata agentes micobacterianos
intrinsecamente patdgenos del ganado y de las wypesdgenos oportunistas del hombre por
lo que adquiere gran relevancia en medicina vetgan(Thorel y col., 2001) y humana
(Weiss y Glassroth, 2012). En la Tabla 1l se maestias especies y subespecies

pertenecientes al complejo MAC, la enfermedad qusan y sus hospedadores preferentes.
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Tabla Il. Especies y subespecies integrantes del comghgpobacterium avium

Especie Subespecie Patogenicidad Hospedador Referencia
M. avium avium Tuberculosis aviar Aves Mijs y col., 2002
silvaticum Enfermedad similar a la Palomas Thorel y col.,
Tuberculosis 1990
Infecciones pulmonares
hominissui Linfadenitis cervical Humanos Mijs y col., 2002
ominissuis . " -
Infecciones de tejidos Porcinos
blandos difundidos
Infecciones diseminadas
paratuberculosis Enfermedad de Johne Rumiantes Tho;eglgyocol.,
M. intracellulare Infecciones pulmonares Humanos Pfyﬁze(;g7col.,
M. colombiense Infecciones diseminadas HUMAnNos Murcia y col.,
' Linfadenopatia 2006
M. chimaera Infecciones pulmonares Humanos Tortcz)gcy)/4col.,
. . Ben Salah y col.
M. marseillense Infecciones pulmonares Humanos 2009
M. timonense Infecciones pulmonares Humanos Ben S;ggg y col.,
M. boucherdurhonense Infecciones pulmonares Humanos Ben S;ggg y col.,
. Linfadenopatia Van Ingen y col.,
M. vulneris Heridas Humanos 2009
M. arosiense Osteomielitis Humanos Bang y col., 2008
MAC-otras Infecciones pulmonares Humanos Smole y col., 2002

Infecciones diseminadas

Rindi y Garzelli, 2014.

A pesar de su similitud genética, los miembroscdehplejo MAC muestran diferente
rango de hospedadores y tropismo celular. Por égeip aviumsubspaviumes el principal
agente causal de la tuberculosis en aves (Mijsl.y 2002), mientras quil. aviumsubsp.
silvaticumcausa lesiones tuberculosas en palofflagrel y col., 1990)Ademas de aved.
avium subsp. avium también puede infectar un amplio rango de espeai@smales,
principalmente a cerdos y a vacas (Rindi y Garz2lliL4). Esta micobacteria se ha detectado
en ocasiones en nifios con linfoadenopatias (Bsigije van Coppenraet y col., 2008;
Thegerstrom y col., 2005M. aviumsubsp.hominissuisy M. intracellulare son patégenos
oportunistas ampliamente distribuidos en el medithiante y pueden causar infeccion
pulmonar y tuberculosis diseminada en un ampligegatle mamiferos; incluyendo cerdos,
vacas y también en humanos (Rindi y Garzelli, 20DBsde el punto de vista de salud
publica, M. aviumsubsp.hominissuises la micobacteria del complejo MAC mas importante
al causar frecuentemente enfermedades oportunisteeminadas en pacientes
inmunodeprimidos (Falkinham, 2010). En el caso deigntes con el sindrome de la

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), se ha descrgoe la frecuencia de infecciones
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concomitantes por miembros del complejo MAC oseil&re el 25 y el 50 % (Horsburgh y
col., 1991; Nightingale y col., 1992). El agenteusa de entre el 87 y el 98 % de estas
infecciones erdl. avium hominissuiéBiet y col., 2005). En la ultima década se hascd®
nuevos miembros del complejo MAC comd. chimaera (Tortoli y col., 2004), M.
colombiensdMurcia y col., 2006)M. arosiensgBang y col., 2008)M. bouchedurhonense,
M. marseillensg/ M. timonens€Ben Salah y col., 2009).

[1.2.2. Caracteristicas morfologicas, bacteriologias y metabdlicas déiap

Map se diferencia de las otras subespec

de M. avium por su lenta tasa de crecimierito
vitro, entre 8 y 24 semanas de crecimiento s
requeridas para la formacién de colonias visibfes Eaas

los medios de cultivo.

Figura 2. Fotografia deVlap obtenida con un
microscopio electronico de barrido (MT
Collins).

Map es una bacteria aerobia facultativa, no movil,nGpmsitiva y acido-alcohol
resistente que presenta una tincion homogénealderogizo con los métodos de tincion y
decoloraciéon con alcohol acido (como el de ZN oyiéim). Map es un bacilo de 1-2m de
longitud por 0.5um de anchura que tiende a agruparse en grumosageaeck en cultivo. Su

temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 °C.

Fenotipicamenté&lap se caracteriza por la formacién de colonias ruggs@or su
crecimiento lento en medios de cultivo, por lo geguiere de un aporte externo del
siderdforo micobactina para la captacion del hidreocomparacion de los genomasiizp y
M. tuberculosisrevel6 que uno de los genes responsable de la gmddude micobactina
(mbtA) es mas corto eMap (400 aa) que eM. tuberculosig565 aa) (Li y col., 2005). El
efecto del truncamiento del gembtA de Map podria afectar no solo a la produccion de la
micobactina sino también a la capacidad de ésta qagtar hierro, por lo que se necesita
afadir no solo micobactina sino también citratadéren el medio de cultivo ddap (Merkal
y Curran, 1974).

17



ll. INTRODUCCION GENERAL

Map, junto con los otros miembros del généfgcobacterium presenta una pared
celular hidrofébica y con un alto porcentaje endids (40 %), porcentaje muy elevado en
comparacion con el de otras bacterias Gram + (% @yam - (10 %) (Goren y Brennan,
1979; Crellin y col., 2013). Esta propiedad podriglicar la tendencia de las micobacterias a
crecer formando agregados bacterianos y tambidgrapiedad de acido-alcohol resistencia.
En la Figura 3 se muestra un esquema de la paiddrageMap.

1

116 T
Ll F{ln oo ol
TR

1

Figura 3. Esquema general de la pared celular micobacter{@)aMembrana plamaticaB) Peptidoglicano
(PG), (C) Arabinogalactano (AG)D) Lipoarabinomanano (LAM)(E) Proteinas(F) acidos micolicos (AM),
(G) Glicolipidos.

En la membrana celular ddap se anclan las proteinas y el lipoarabinomanano
(LAM). ElI LAM es un lipoglicano que presenta undrestura compleja de 17 kDa y que se
compone de tres dominios: un nucleo polisacaridopeeesto por unidades de D-manana y D-
arabianana, un dominio formado por fosfadilinositotlado a la membrana y un polisacarido
terminal que contienen el disacaripld-Araf(1-1)-o-D-Araf. Las especies de micobacterias
patogenas y de crecimiento lento (como es el casd.duberculosis, M. lepma y Map)
presentan en el extremo termirfaAra, un residuo de manosa, por lo que al LAM se le
denomina (Man-LAM). En contraste, las especies bacterianas avirulentas y de

crecimiento rapido (comM. fortuitumy M. smegmatispresentan en el extremo termifal
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Ara, un fosfoinositol, por lo que al LAM se le demoa PILAM (Chatterjee y col., 1992;
Prinzis y col., 1993; Nigou y col., 2003). La cagapeptidoglicano (PG) forma el esqueleto
interno basico al que se une el arabinogalactaii@),(An polisacarido ramificado formado
por D-arabinosa y D-galactosa. El residuo termdella D-arabinosa se esterifica para dar
lugar a acidos micélicos (AM) hidrofobicos de afteso molecular a los que se anclan
glicolipidos de superficie. EI complejo PG-AG-AM egsoluble y se caracteriza por
conformar la estructura esencial de la pared aeyuber ser la diana a la que van dirigidos las

mayoria de agentes antimicrobianos (Hett y Ruli)6g}.

El PG es un material rigido que facilita el maimteéento de la forma y estructura de la
bacteria y la protege de la presion osmoética, aengumbién permite la expansion y
crecimiento bacteriano. El PG esta formado por rasiele péptidos y glicanos, éstos ultimos
representados por cadenas largas formadas poicrepes seriadas de N-acetilglucosamida y
N-acetilmuramico (Hett y Rubin, 2008).

El AG es el principal polisacarido de la paredulzl cuya funcion es el
mantenimiento de la arquitectura celular y el gactke la capa de AM a la capa de PG. El
AG esta compuesto por arabino y galactano y estounsu vez a la capa de PG mediante

una unién fosforil-N-acetilglucosaminosil-ramna®cNeil y col., 1990; Crick y col., 2001).

Finalmente los AM estan constituidos por una aiede acidos grasos de cadena
corta (60-90 carbonos/cadenajalkil y B-hidroxil y son los encargados de mantener la
impermeabilidad de la pared celular. A lo largdadecapas de la pared se intercalan proteinas
transportadoras y porinas, que representan el 18ePopeso de la pared. Aunque las
micobacterias presentan una capa gruesa de P(&geoale membrana externa al igual que
las bacterias Gram +, presentan también algunaseolades comunes con las bacterias Gram
-. Al igual que las bacterias Gram -, las micobaaseno retienen la tincibn de Gram (sin
embargo si retienen la carbolfucsina en presereigctlo y alcohol) debido a la presencia de
porinas en la membrana lipidica (Hett y Rubin, 20 la Tabla Il se resumen las

principales caracteristicas morfoldgicas, bactégiolas y metabdlicas déap.
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Tabla lll. Caracteristicas morfolégicas, bacteriologicas yatn@licas deMap

Caracteristica morfoldgicas, bacteriolégicas y mebdlicas deMap Referencias
Caracteristicas Morfolégicas
»  Bacilo inmavil. Twort e Ingram, 1912
e Tamafio: 0.5 um x 1-2 ym Bergey y col., 1923
« Tendencia a formar grumos Thorel y col., 1990
Caracteristicas Bacterioldgicas
e Gram+

L o : Twort e Ingram, 1912
Tinciones: Acido-alcohol resistente (BAAR). ZN + Wayne y Kubica, 1986

e Pared celular de alto contenido lipidico o
. o~ B Nikaido, 1995
0 4 capas: Membrana citoplasmatica, PG, AG y AM rennan y iNikaido
0 Presencia de AM de 60-90 atomos de carbono.

Caracteristicas Metabdlicas
* Aerobio Facultativo
« Baja actividad metabdlica
e Test Bioquimicos:
o Positivo a: catalasa, hidrélisis del Tween y testadtrehalosa.
0 Negativo a: produccién de niacina y fosfatasa alaabhctividad:
ureasa, pirazinamidasa y arilsulfatasa, reducciénnitrato y
telurito y tolerancia al cloruro sédico.

« Requerimientos nutricionales Snow, 1970
o Fuente de Carbono: glicerol, piruvato e hidrocasbur Merkal y Curran, 1974
o Fuente de Nitrégeno: asparagina, glutamina, glutamécido Thorel y col., 1990
aspartico, sales de amonio. Cocito y col., 1994
0 Macroelementos: Potasio, magnesio, azufre, fésforo. Whittington, 2010

0 Microelementos: Hierro, zinc, manganeso, molibdeno.
o Componentes que facilitan el crecimiento: &cidobnfio y
OADC, yema de huevo o dioxido de carbono
e Crecimiento lento: 8-6 semanas (hasta 6-12 mesgg)nsla cepa y el

medio
o a3r°C
0 La mayoria de las cepas requieren micobactina Eara
crecimiento

BAAR: Bacteria Acido-Alcohol Resistente. OADC: Giej Albumina, Dextrosa, Catalasa.

[1.2.3. Resistencia ambiental y fisico-quimica dslap.

Map es altamente resistente a condiciones ambieniir®rsas y a algunos
tratamientos fisico-quimicos empleados para higanel agua y los alimentos destinados al
consumo humano. El elevado grado de resistencigpmpsenta este bacilo se explica en parte
por la compleja estructura de la pared celular enalipidos, lo que le permite soportar
condiciones fisico-quimicas que no suelen aguartas especies bacterianas y por otro lado,
por la posibilidad de ralentizar su metabolismodeterminadas condiciones y por su lento

crecimiento (Grant, 2010).
Debido al creciente interés y preocupacion sudgiten torno al posible potencial

zoonosico deMap, se ha tratado de determinar que productos alariestde origen animal

podrian estar implicados en una posible transmide&ap a la especie humana (Eltholth y

20



Il. INTRODUCCION GENERAL

col., 2009). En la Figura 4 se muestra cuales a®piincipales vias de transmisiénMap a

los humanos.

Farm environment contaminated
by MAFP-infected faeces

Runoff into waterways

MAP shed in milk and/or milk P

contaminated by MAP-infected Spread of localized MAP
faeces during milking during slaughter process Survival of MAP during

]
]
: water treatment?
]
]

MAP in minced/ground
beef, venison?

MAP in dairy products? MAP in drinking water?

FOOD SAFETY WATER SAFETY

L —— e e . o e e s . s . s s . e . .

Figura 4. Principales vias de transmisiénMap a los humanos. Grant, 2010.

El producto més veces estudiado hasta el momento esHa.lLa contaminacion
ésta en las explotaciones puede producirse polinaaidn directa en la leche de va
infectadas, o por contacto con heces infectadaBe&io de que la leche pueda constun
vehiculo de transmisién ddap de los animales al ser humano ha hecho que se hayado
a cabo numerosos estudios para determinar la te¥sigtencia y la efectividad d
tratamiento térmico de pasteurizacion en la desibacdeMap. Chiodini y Hemon-Taylor
(1993) demostraron que los tratamier de calor utilizados efa pasteurizacion63 °C 30
minutos o 72 °C 15egundo) destruyen gran parte de las células viableMap pero no
consiguen eliminar la bacteria totalme Mientras que con dratamiento térmico ( 63 °C
durante 30 minutose destruyeron el 90 % de las células viableMap, con el tratamient
de 72 T 15 segundos se eliminaron el 95 % de las cétldiMap. Rademaker y col. (20C
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demostraron que el tratamiento de la leche a teahperde 72 °C durante 15 segundos era
suficiente para la eliminacion practicamente td&lVlap. Sin embargo, un estudio reciente ha
demostrado la viabilidad dMap en mas del 40 % de 65 muestras de leche en polvo
analizadas que procedian de 18 paises diferentemt(@ col., 2014). Otros tratamientos
como la electroporacion (Rowan y col., 2001) yridiaciones gamma (Stabel y col., 2001)

ofrecen mejores resultados de inactivacion quaséeprizacion a nivel experimental.

Otra posibilidad que se ha contemplado es la deNgap entrara en la cadena
alimentaria a partir de carne contaminada. Asip teldtratamiento de la carne destinada al
consumo humano, desde el momento en que el ganadd en el matadero hasta el
procesado de dicha carne para la venta en lasapl@specializadas, debe ser llevado con
precaucion para evitar los riesgos de contaminasiconMap a partir de un foco primario de
infeccidén. Alonso-Hearn y col. (2009) aislaron ytesaron bacilos viables ddap a partir
del musculo del diafragma de 6 terneras sacrif€ada matadero mediante cultivo
bacteriologico y PCR convencional y a tiempo rBal.estos 6 animales 4 presentaban signos
clinicos, lo que sugiere que el posible riesgordesimision déMap podria darse a partir del
consumo de carne contaminada tanto de animalesnsititos como de subclinicos. Sin
embargo, recientemente se ha demostrado una rédutei5 ordenes en la carga bacteriana
presente en hamburguesas de carne de vaca alrcestaa durante 6 minutos (Hammer y
col., 2013).

También se ha investigado el papel del agua potabmo posible vehiculo de
transmision deMap de los animales al ser humano, demostrandoseplacidad de cepas
bovinas y humanas delap de sobrevivir al tratamiento con cloro (Whan y.c@001).
Vaerewijck y col. (2005) estimaron que en el agotaiple podrian acumularse hasta 7 X 10
células deMap por litro de agua debido a que la bacteria eszdpaesistir a los tratamientos
de cloracion vy filtracion del agua. Segun algunagomes, los procesos normales de
sedimentacion, filtrado y desinfeccion del aguasadan lo suficientemente eficientes para
eliminar el bacilo, lo que explicaria su deteccpmsterior en agua del grifo (Whittington y
col., 2005). En la Tabla IV se muestra un resuneelos alimentos en los que se ha detectado
contaminacion pokap.

22



Il. INTRODUCCION GENERAL

Tabla IV. Resumen de alimentos en los que se ha detectathmioacion poMap.

: Namero % % Numero de :
A muestras PCR+ PCR - UFC deMap REEEIEE
Leche y productos lacteos
Leche cruda de vaca 26 a 35 a Taylor y col., 1981
(Animales Individuales) 77 a 11.6 2-8 UFC/50ml  Sweeney y col., 1992
126 a 8.3 a Streeter y col., 1995
11 18.0 45.0 <100 UFC/ml  Giese y Ahrens, 2000
211 33.0 4.0 a Pillai y Jayarao, 2002
1493 13.5 2.8 a Jayarao y col.2004
483 a 18.4 4-20UFC/50ml  Ayele y col., 2005
84 3.6 a a Bosshard y col., 2006
342 32.5 0 10-560 cél/ml  Slanay col., 2008
Leche cruda de vaca 200 9.0 a a Sevillay col., 2002
(Tanque, nivel de 52 68.0 0 a Stabel y col., 2002
explotacion) 501 22.4 a a Stephan y col., 2002
20 50.0 5.0 a Pillai y Jayarao, 2002
29 27.5 20.6 a Jayarao y col., 2004
100 3.0 a a Bosshard y col., 2006
110 11.0 a a Haghkhah y col., 2008
5 80.0 0 1-<10 cél/mf Slana y col., 2008
Leche cruda de vaca 244 7.8 1.6 4-20UFC/50ml  Grant y col., 2002
(nivel de procesamiento) 310 a 0 a O’Doherty y col., 2002
389 12.9 0.3 a O'Reilly y col., 2004
175 a 0.6 a Pearce y col., 2005
Leche de vaca pasteurizada 312 7.0 0 a Millar y col., 1996
567 11.8 1.8 a Grant y col., 2002
710 15 0 a Gao y col., 2002
77 A 0 a O’Doherty y col., 2002
357 9.8 0 a O'Reilly y col., 2004
702 64.0 2.8 a Ellingson y col., 2005
244 a 1.6 a Ayele y col., 2005
70 a 2.9 a Paolicchi y col., 2005
22 4.5 0 a Lillini y col., 2007
Leche cruda de cabra 10 a 10 a Singh y Vihan, 2004
(Animales individuales)
Leche cruda de cabra 90 1.1 0 a Grant y col., 2001
(Tanque, nivel de 340 7.1 0 a Djonne y col., 2003
explotacion)
Leche cruda de oveja 344 23.0 a a Muehlherr y col., 2003
(Tanque, nivel de 14 0 0 a Grant y col., 2001
explotacion) 63 23.8 a a Muehlherr y col., 2003
Queso
Queso feta griego 42 50.0 4.7 a Ikonomopolous y col., 2005
Queso duro y semiduro 42 12.0 2.4 a Ikonomopolous y col., 2005
Queso curado 98 5.0 0 a Clark y col., 2006
Queso suave, semiduroy 143 4.2 0 a Stephan y col., 2007
duro curado suizo
Queso crudo artesanal 19 6.8 20 a Williams y Withers, 2008
Leche en polvo para 51 49.0 2.0 a Hruska y col., 2005
lactantes 190 9.5 0 a Rowe y coal., 2007
Leche entera en polvo por
aspersion en seco
Carne de vaca
Carne picada/molida 113 a 0 a Maher y col., 2004
200 0 a a Jaravata y col., 2007
Canales de carne de vacuna200 4.0- a a Meadus y col., 2008
450 54.0

a) No testado o no reportado. b) UFC. Unidadesddoras de colonias. ¢) Recuento determinado poRgC

tiempo real. Grant, 2010.
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En cuanto a la resistencia ambiental Map, diversos autores han estimado la
viabilidad de Map en agua, suelo, heces, purines y orina bajo diseindiciones

medioambientales.

Tabla V. Estimaciones de la viabilidad d#ap en funcién de las condiciones medioambientales.

Condiciones Ambientales Viabilidad Técnica Refemcias

Agua De estanque 9 meses Cultivo Lovell y col4419
De rio 163 dias Cultivo Lovell y col., 1944
De presa, sin incidir luz solar 48 semanas CUuR@R Whittington y col., 2004
Lagos 841 dias Cultivo/PCR Pickup y col.,200

Suelo Pastos 117 semanas Cultivo/PCR Whittingtoaly 2004
Ambiente seco y sombrio 55 semanas Cultivo/PCR hittlwgton y col., 2004

Heces Origen ovino 385 dias Cultivo/PCR Whittingtpool., 2004
Origen bovino 246 dias Cultivo Lovell y cdl944
Origen caprino 67 dias Cultivo Lovell y cdl944

Purines Origen bovino 252-287 dias Cultivo Jorgend&T,7
Digestion anaerébica (Biogas) 21-28 dias Cultivo Olseny col., 1985

Orina Origen bovino 7 dias Cultivo Vishnevskii y.¢d940

Recientemente, también se ha sefialado la presdaditap viable en los suelos,
cubiculos e incluso en el polvo depositado en sagstablos, tras la introduccién de vacas
excretoras de esta micobacteria (Eisenberg y2@1.0). Asi mismoMap puede ser ingerido
por amebas de vida libré¢anthamoebapp.) que le proveen de un nicho protegido domde n
s6lo sobrevive sino que puede llegar a replicavied y col., 2006). Salgado y col. (2015)
sugieren que las amebas infectadas Map puede actuar como un "Caballo de Troya"
proporcionando un medio para la persistencidVid@ en los suelos y potencialmente una

fuente de infeccidn para los animales de pastoreo.

1.3. EPIDEMIOLOGIA

[1.3.1. Rango de hospedadores

La paratuberculosis afecta principalmente a rutag@ntanto domeésticos como
silvestres y adquiere mayor importancia en las @spebovina Bos tauru$, ovina Qvis
aries) y caprina Capra hircu3 debido a los intereses adquiridos por el ser Imonrsobre
ellas. Aunque hasta la fecha no se han descritts @bes paratuberculosis en todas las especies

de rumiantes, se considera que todos los rumiantesusceptibles a ser infectados dap,
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al igual que los camélidos (Manning, 2011). La pdrarculosis se ha reportado ampliamente
en muchas poblaciones de camellos en Asia, Oristagio, Africa y la antigua Union
Soviética (lvanov y Skalinskii, 1957; Gameel y ¢dl994; Wernery y Kinne, 2007). La
enfermedad en camellos puede tener una evolucibns mapida que en
ganado, pudiéndose producir la muerte después&eefmanas de enfermedad (Wernery y
col., 2007).

A pesar de que ciertos rumiantes como la cabvajsay los antilopes no manifiestan
signos clinicos de la enfermedad (Griffin, 19883, tiervos si manifiestan diarrea asociada a
la infeccién poMap (Mackintosh y Griffin, 2010). El ciervo es partiatmente susceptible a
la enfermedad, sobre todo cuando se cria en gramjasautividad mostrando evidencias
clinicas de la enfermedad y patologia severa aedad mas joven que en otros rumiantes.
Desde mediados de los afios 90, se han identiflesdimes asociadas a la paratuberculosis en
unos 600 ciervos criados en cautividad en unas 8@fljas de Nueva Zelanda, con una
prevalencia a nivel de rebafio del 6 % (de Lislely, 003). Con el tiempo, es muy posible
que la mayoria de las granjas de ciervos de Nueskanda estén infectadas con
paratuberculosis, debido al movimiento de ciervoteelas granjas y a que los ciervos
comparten pastos con vacas y ovejas presumiblenmdatéadas coMap.

Como puede observarse en la Tabla VI y Whp se ha sido aislada por cultivo
bacterioldgico de una gran variedad de especianades silvestres, rumiantes (Tabla VI)
pero también especies monogastricas (Tabla VII). |&e 41 especies de animales no
rumiantes en las que se ha aisldtlp hasta la fecha, en 39 de ellas el aislamienteaed
a partir de tejidos de los animales infectadosl@de ellas a partir de heces y en 15 de las 41
especies se observaron lesiones histopatolégicasadas a la paratuberculosis (Elliot y col.,
2014). La histopatologia de las infeccionesap en especies no rumiantes se ha estudiado
preferentemente en conejos infectados en condkioaturales, en los que se ha podido
observar lesiones severas en el intestino (Graigly 1997; Beard y col., 2001a). En otras
especies de animales no rumiantes, la patologialadénfeccion es menos notoria
observandose generalmente pequefios granulomasaycaéaa bacteriana en los nddulos
linfaticos mesentéricos y en la mucosa intestiBeb¢d y col., 2001a).
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Tabla VI. Especies de rumiantes silvestres en las que ssladaMap por cultivo bacteriolégico.

Rumiantes Familia Especie Referencia

Arrui Bovidae Ammotragus lervia Boever y Peters, 1974
Bisonte Bovidae Bison bison Buergelt y col., 2000
Yak Bovidae Bos grunniens Almejan, 1958

Cebu Bovidae Bos indicus Katic, 1961

Bufalo de agua Bovidae Bubalus bubalis Katic, 1961

ibice Bovidae Capra ibex Ferroglio y col., 2000
Gnu Bovidae Connochaetes albojubatus Rankin, 1958

Cabra blanca Bovidae Oreamnos americanus Williams y col., 1979
Musmon Bovidae Ovis canadensis Williams y col., 1979
Muflon Bovidae Ovis mousimon Machackova y col., 2004
Saiga Bovidae Saiga tatarica Dukes y col., 1992
Camello bactriano Camelidae Camelus bactrianus Katic, 1961

Dromedario Camelidae Camelus dromedarius Amand, 1974

Llama Camelidae Llama glama Appleby y Head, 1954
Guanaco Camelidae Llama guanicoe Salgado y col., 2009
Alpaca Camelidae Lama pacos Ridge y col., 1995

Alce Cervidae Alces alces Soltys y col., 1967

Axis Cervidae Axis axis Riemann y col., 1979
Corzo Cervidae Capreolus capreolus Machackova y col., 2004
Ciervo Comun Cervidae Cervus elaphus Pavlik y col., 2000a
Ciervo canadiense Cervidae Cervus elaphus nannodes Jessup y col., 1981
Ciervo sica Cervidae Cervus nippon Thoeny col., 1977
Gamo Cervidae Dama dama Riemann y col., 1979
Venado de cola blanca Cervidae Odocoileus virginianus Chiodini y Vankrunigen, 1983
Ciervo de los cayos Cervidae Odocoileus virginianus clavium Quist y col., 2002

Reno Cervidae Rangifer tarandus Katic,1961

Elliott y col. 2014
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Tabla VII. Especies de mamiferos no rumiantes y aves en ésejba aisladilap por cultivo bacterioldgico.

Mamiferos no rumiantes Orden Especie Presencia deMap Lesiones Referencia

Tejidos Heces
Jabali Artiodactyla Sus scrofa Si Nt Nt Notario y col., 2010
Cerdo doméstico Artiodactyla Sus scrofa domesticus Si Nt Si Miranda y col., 2011
Coyote Carnivora Canis latrans Si Nt Nt Anderson y col., 2007
Gato Carnivora Felis familiaris Si Si Nt Corny col., 2005
Tejoén Carnivora Meles meles Si Nt No Beard y col., 2001a
Mofeta Carnivora Mephitis mephitis Si No Nt Corny col., 2005
Armifio Carnivora Mustela erminea Si Si Si Beard y col., 2001a
Comadreja Carnivora Mustela nivalis Si Nt Si Beard y col., 2001a
Hurén Carnivora Mustela putorius furo Si Nt Si De Lisle y col., 2003
Mapache Carnivora Procyon lotor Si Si Nt Corny col., 2005
Oso pardo Carnivora Ursus arctus Si No Nt Kopecna y col., 2006
Zorro Carnivora Vulpes vulpes Si Si Si Beard y col., 2001a
Armadillo de nueve bandas Cingulata Dasypus novemcinctus Si Si Nt Corny col., 2005
Zarigueya Didelphimorphia Didelphys virginiana Si Si Nt Corny col., 2005
Ualabi Diprodontia Macropus eugenii Si No Si Cleland y col., 2010
Canguro gris Diprodontia Macropus fuliginosus Si No Si Cleland y col., 2010
Possum de cola de cepillo Diprodontia Trichosurus sp. Si Si Si Nugent y col., 2011
Erizo Erinaceomorpha Erinaceus europaeus Si Si Si Nugent y col., 2011
Liebre parda europea Lagomorpha Lepus europeus Si Si Si Nugent y col., 2011
Conejo Lagomorpha Oryctolagus cuniculus Si Si Si Beard y col., 2001b
Conejo de Florida Lagomorpha Sylvilagus floridanus Nt Si Nt Raizman y col., 2005
Rinoceronte negro Perissodactyla Diceros bicornis Nt Si Nt Bryant y col., 2012
Asno Perissodactyla Equus asinus Si Nt Si Van Ulsen, 1970
Macaco raboén Primates Macaca arctoides Si(Tracto GI) Nt McClure y col., 1987
Mandril Primates Papio sphinx Si Si Si Zwick y col., 2002
Raton de campo Rodentia Apodemus sylvaticus Si Si Si Beard y col., 2001a
Topo Rodentia Microtus arvalis Si Nt Nt Pavlik y col., 2010
Rat6n casero Rodentia Mus musculus Si Nt Nt Florou y col., 2008
Rata parda Rodentia Rattus norvegicus Si No No Beard y col., 2001a
Rata negra Rodentia Rattus rattus Si Nt Si Florou y col., 2008
Rata café Rodentia Sigmodon hispidus Si(Tracto GI) Nt Corny col., 2005
Rata de abazones Rodentia Thomomys talpoides Si(Tracto GI) Nt Corny col., 2005
Blarina Soricomorpha Blarina brevicauda Si No Nt Corny col., 2005
Musarafa blanca Soricomorpha Crocidura suaveolens Si Nt Nt Pavlik y col., 2010
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Aves Orden Especie Presencia deMap Lesiones Referencia
Tejidos Heces

Tarro maori Anseriformes Tadorna variegata Si No No Nugent y col., 2011
Agachadiza comin Charadriiformes Gallinago gallinago Si(Tracto GI) Nt Corny col., 2005
Cuervo Passeriformes Corvus corone Si Si Leve Beard y col., 2001a
Graja Passeriformes Corvus frugilegus Si Si No Beard y col., 2001a
Grajilla occidental Passeriformes Corvus monedula Si Nt No Beard y col., 2001a
Gorribn comun Passeriformes Passer domesticus Si(Tracto GI) Nt Corny col., 2005
Estornino europeo Passeriformes Sturnus vulgaris Si (Tracto GI) Nt Corn y col., 2005

Nt: No testado. Gl: Gastro-intestinal. Elliot y c&2014
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Los aislamientos en especies silvestres son iaped desde el punto de vista
epidemiolégico, ya que estos animales podrian actrao reservorios délap y contribuir a
la difusion de la paratuberculosis, pudiendo pigdic como fuentes de infeccion para el
ganado doméstico. Sin embargo, un metanalisizeshirecientemente ha demostrado que la
prevalencia déMap en animales silvestres es de so6lo un 2.41 % apemdmente (Carta y
col.,, 2013). A pesar de esta baja prevalencia, msoe estudios han demostrado que la
transmision deMap entre especies es posible. Entre estas evidenalasn destacar las
siguientes: i) el aislamiento de cepas Map de genotipos bovinos y ovinos de tejido
intestinal de ciervos y gamos que comparten zoegsadto con rebafios de vacuno lechero
(de Lisle y col., 1993), ii) el aislamiento déap en heces de conejo de campo muertos en
practicas de caza menor en una zona en la que [abistancia de diagnostico de
paratuberculosis en pequefios rumiantes (Fuentegbyai@, 1988), iii) la reproduccion
experimental de la infeccién en conejos utilizandmo inéculo una cepa déap aislada de
ganado vacuno (Mokresh y Butler, 1990) y vicevéBsard y col., 2001c), iv) el aislamiento
de cepas de genotipo ovino en roedores, zorrabyels que estaban en contacto con rebafios
de pequefios rumiantes, ademas de la identificad@dnna cepa de genotipo ovino en un
roedor (Florou y col., 2008). Como las liebres sapaces de eliminar una gran cantidad de
Map en sus heces, 1UFCs deMap por hectarea y dia (Daniels y col., 2003), el ooms de
heces de conejo de campo infectadashMap por vacas y ovejas podria constituir una posible
via de transmision a pesar de que no se ha confirmmasta el momento. Con el desarrollo de
técnicas de genotipado molecular, numerosos estindio detectado idénticos genotipos de
Map en diversas especies de animales silvestres ydima sugiriendo que la posibilidad de

transmision déMap entre especies es factible (Stevenson y col.,;Z8@3ch y col., 2012).

11.3.2. Transmision

El principal mecanismo de transmision de la infacten rumiantes domeésticos es la
via horizontal o fecal-oral, es decir, los animasesinfectan al ingerir calostro, agua, o
alimentos contaminados con restos fecales que ermmtiMap excretado por animales
infectados, o al mamar de las ubres contaminadasesbos fecales de las madres (Sweeney,
1996; Manning y Collins, 2010). El riesgo de infiécces muy grande en explotaciones
intensivas donde existe un contacto frecuente eatién nacidos y animales eliminadores. A
pesar de que las terneras son mas susceptiblesfadeion por esta via, los animales adultos

también pueden infectarse por el consumo de almsemtagua contaminados (Larsen y col.,
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1975). La via fecal-oral adquiere especial impamitaren aquellas explotaciones con mala
higiene o con una alta prevalencia de paratubesisulo

Una via menor de transmision en los rumiantes dboos es la intrauterina o vertical,
gue quedd confirmada al aislafdap en tejidos del tracto reproductor, asi como, evsfeie
vacas gestantes con sintomatologia clinica de yimatulosis (Whittington y Windsor,
2009). En el ganado vacuno, las infecciones irgrinds se estiman entre un 10 y un 50 % de
los fetos en funcién del curso subclinico o clindeolas madres, respectivamente (Sweeney,
1996; Kennedy y Benedictus, 2001). El semen destoroarneros infectados puede contener
la bacteria, provocando infeccion intrauterina emhbras receptoras, que al mismo tiempo
puede ser trasladada al cigoto, lo que hace quailizacion de estos animales con fines
reproductivos sea desaconsejada (Glawisching y2@04; Khol y col., 2010; Munster y col.,
2013).

Otras vias de transmision que han sido sugeriiasisvia aerégena (Corner y col.,
2004; Biet y col., 2005), ii) por ingestion de @ cadaveres contaminados en animales
carnivoros o carrofieros como el zorro y el jalBdafd y col., 2001a; Machackova vy col.,
2004) o iii) a través de vectores-insectos, nenwotbmbrices y amebas de vida libre-
(Lloyd y col., 2001; Fischer y col., 2003b; Muracgl., 2006). Recientemente, Sorge y col.
(2013a) han demostrado la presencia de DNA Mip en la saliva de vacas con
paratuberculosis, por lo que estos autores planteanipotesis de que la saliva pueda

constituir un nuevo vehiculo de transmisiorvthp.

11.3.3. Resistencia a la infeccion

La resistencia a desarrollar paratuberculosis aseadociado con diversos factores

ambientales y genéticos, tal y como se indica dratda VIII.

Tabla VIIl. Factores ambientales y genéticos que influyersadaeptibilidad de la infeccion pltap.

Factores Ambientales Factores Genéticos
« Edad en el momento de exposicion » Efecto especie
* Dosis infectante » Efecto racial
e Manejo higiénico-sanitario e Genes candidatos: inmunidad innata
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11.3.3.1.Factores ambientales

La edad de los animales cuando entran en contactcel agente etioldgico es un
factor decisivo en la paratuberculosis. Los anisy@&enes (menores de seis meses de edad)

son los mas susceptibles a la infeccion debidaipdtmente a los siguientes hechos:

a) El desarrollo incompleto de su sistema inmuree lzaeste grupo de edad mas vulnerable a

la infeccion poMap.

b) El maximo desarrollo en animales jovenes delasas de Peyer ileales que son la puerta

de entrada dMap al intestino.

c) Gracias a la presencia de la gotera esofagi@nnales jovenes, la leche infectada con
Map pasa directamente del es6fago al abomaso evadlesdmecanismos defensivos del
tracto alimentario del hospedador como son compsesiliares, pH acido, enzimas

digestivas, mucus, peristaltismo y competicion leoffora comensal.

Otro parametro importante para el establecimiatgola enfermedad es la dosis
ingerida. Se ha establecido que la dosis infecésaaproximadamente de *1®acilos
(Brotherston y col.1961). Teniendo en cuenta que el numero de badidddes eliminados
en heces de animales supereliminadores es®&0i WFC/g (Whittington y col., 2000c), una
minima contaminacion fecal del ambiente es sufieigrara producir la infecciéon de los
animales susceptibles. A pesar de que se ha demosjue los animales adultos (mayores de
dos afios de edad) son mas resistentes a la infeomnMap que los animales joévenes, se ha
descrito la infeccion poMap en animales adultos sometidos a una dosis elevada d
micobacterias, bien por una elevada tasa de arsmeatgetores en el rebafio o por un nivel de
contaminacion ambiental alto (Larsen y col., 19%ndsor y Whittington, 2010). Por ello, el
adecuado manejo higiénico-sanitario del rebafio § wwncretamente la instauracion de
pautas de manejo orientadas a minimizar la expgoside la recria #Map (protocolos de
limpieza y desinfeccion, separacion fisica de madweia postparto, pasteurizaciéon de los

calostros, etc.) resulta fundamental para evitavasl infecciones.
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11.3.3.2. Factores genéticos

En lo relativo a los factores genéticos y la spsbi#idad aMap, se ha descrito cierta
variabilidad racial para los rumiantes domeéstic@e acuerdo a algunos estudios
epidemiolégicos la incidencia de la paratubercsl@s mayor en las razas de aptitud lactea
gue en las razas carnicas (Pence y col., 2003mAsela heredabilidad de la susceptibilidad
a la infeccion poMap ha sido estimada para las raza Holstein-FrisohadiSy col., 2012;
van Hulzen y col., 2012a) y Jersey (Zare y col.14). Estos estudios, asi como otros
realizados en pequeios rumiantes (Hickey y co0320an Hulzen y col., 2012b) concluyen
valores de heredabilidad bajos, en torno a 0.1-0.3.

Por otro lado, se ha planteado la hipotesis deciprtos genes implicados en los
mecanismos que regulan la respuesta inmune inmatdefa patdgenos intracelulares-
parasitarios, bacterianos o incluso micobacteria®ts humanos y los animales, pudieran
intervenir también en la susceptibilidad a la iofén porMap en los rumiantes. En la Tabla
IX se muestran algunos de los genes candidatosiagl@ en relacion a la infeccion

paratuberculosa en bovino y ovino.

Tabla IX. Genes candidatos que pudieran intervenir en lzegtibilidad a la infeccion pdvlap en rumiantes.

Micro-

Gen Especie satélite SNP Mutacién® Localizacién  Significacior’ Referencia Afo
CARD15 Bovino - 2197T>C Cys733Arg LRR 2.32 Pinedo y col. 2009
(1.41-3.83}°
Bovino - 1908C>T - 3-UTR 2.043 Ruiz-Larranaga 2010
(1.22-3.42) y col.
IFN-y Bovino - 2781G/T  Glyl34Vval Exén 1 1.98 Pinedo y col. 2009
(1.11-3.519°
ILIORA Bovino - 984G>A Syif Cadificacién 2.27 Verschoorycol. 2010
(1.4-3.67Y
Bovino - 1098C>T Syn Codificacion 2.27 Verschoorycol. 2010
(1.4-3.67)
Bovino - 1269T>C Syn Codificacién 2.27 Verschoory col. 2010
(1.4-3.67)
Bovino - 1302A>G Syn Codificacién 2.27 Verschoory col. 2010
(1.4-3.67)
MHC Ovino 163/* - - - p <0.05 Reddacliff y col.. 2005
SLC11A1 Ovino 162/* - - Intronl p<0.05 Reddacliffycol.. 2005
Bovino 275/* - - 3-UTR 2.01 Pinedo y col. 2009
(1.08-3.76)
Bovino 279/* - - 3-UTR 5.31 Pinedo y col. 2009
(1.56-17.9)
Bovino - 1067C>G Pro356Ala Transmembrana 1.484 Ruiz-Larranaga 2010
dominio 8 (1.049-2.099) y col.
Bovino - 1157- - Intrén 11-12 1.592 Ruiz-Larranaga 2010
91A>T (1.095-2.314) y col.
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Micro-

Gen Especie satélite SNP Mutacion? Localizacién  Significacior’ Referencia Ao
TLR1 Bovino - G658A  Val220Met Ectodominio 3.459 Muchagl.c 2009
Ovino - 448A>G  Serl50Gly Ectodominio 9!08 Bhide y col. 2009
Ovino - 517G>Y Glul73 Coadificacién 9.08 Bhide y col. 2009
[Lys,Glu] _
Ovino - 658A>G  Val220Met Ectodominio 9/08 Bhide y col. 2009
TLR2 Bovino - 2038A>G  lle680Val Dominio NA Mucha y col. 2009
Toll/IL-1R
Bovino - 1903T>C Syn LRR Putativa 1.7 Koets y col. 2010
(1.2-2.8Y
Ovino - 2008A>Y Phe670Leu Dominio 4.5 Bhide y col. 2009
Toll/IL-1R
Ovino - 2037T>C Leu679Phe Dominio 2.0% Bhide y col. 2009
Toll/IL-1R
TLR4 Bovino - 892G>Y Gly298 Ectodominio NA Muchay col. 2009
[Arg,Trp]
Bovino - 895G>A  Asp299Asn Ectodominio NA Mucha y col. 2009
Bovino - 1165G>A  Gly389Ser Ectodominio NA Mucha y col. 2009
Bovino - 1167T>C  Gly389Ser Ectodominio NA Muchay col. 2009
Ovino - 1066T>C Phe356Leu Ectodominio 1.64 Bhide y col. 2009

a) Cambios en los aa de la secuencia de la proteieapslimorfismo esta dentro de la region tradaclg) Significancia
presentada como odd ratio o valor de p obtenidolasrtest de Chi-square/Fishe). Abreviaturas: LRR: Leucine-Rich
Repeat. 3"-UTR: Untranslated Region. Syn: Synonym®N®: Single Nucleotide Polymorphism. TLR: Toll-likeceptor.
SLC: Solute Carrier Family. MHC: Major HistocompatityilComplex. IL: Interleuquina. IFN: Interferon. CARBaspase
recruitment domaind) Odd ratio determinado por analisis univariante=(Bomocigoto, 1 = mutante heterocigoto, 2 =
mutante homocigoto}) El efecto es incluso significante usando anafisiftivariante, considerando factores como la raza y
la edad.f) Significativo s6lo para los rebafios Holstein-Fnsale Espafiag) La significancia se pierde en los analisis
multivariantes, considerando factores como la mazla edad.h) Odd ratio para el factor dominantg Asociacion
significativa con enfermedad grayeOdd ratio para mutantes homocigotgsOdd ratio para mutantes heterocigotpslo
aplicable al 100 % (14/14) de las vacas con estaaaiones. Todos tienen fenotipo de enfermedadli®yrcol., 2011.

[1.3.4. Distribucion y Prevalencia

La paratuberculosis es una enfermedad de creqeenvalencia en especies ganaderas
gue esta ampliamente distribuida por todo el myibinning y Collins, 2010). Sin embargo,
la dificultad en su diagnostico hace que en ocasida estimacion de la prevalencia real sea
dificil. Las técnicas utilizadas en la detecciém @himales infectados, sobre todo de los
animales subclinicos, en general no son especigédnsemsibles, a lo que hay que afadir el
largo periodo de latencia desde la infeccién hiasgparicion de sintomas, y la variabilidad
del curso de la enfermedad entre animales. Adeamgssar de que la paratuberculosis esta
incluida dentro de la lista B de enfermedades d®IRB, la notificacion de casos en los
distintos paises es variable, lo que dificulta e@ncsu distribucion mundial. En EEUU se
estima que la infeccion afecta aparentemente a%o68e los rebafios bovinos de leche
(Nielsen y Toft, 2009). Sin embargo, de acuerd@sadnalisis bayesianos realizados por
Lombard y col. (2013) la prevalencia real para®stbafios estadounidenses muestreados en
2007 alcanzaria el 91 %. La prevalencia de la pbeatulosis bovina en rebafios en Europa
es de aproximadamente un 50 %. En la Tabla X sestnauda prevalencia de la

paratuberculosis bovina en rebafios de varios p@isgsia y Shallo, 2015).
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Tabla X. Prevalencia de la paratuberculosis bovina a niggkthaiio en diversos paises.

Prevalencia de

. Tipo de rebafio Ne rebafios; = Prevalencia a Ayt T .
Pais (estado) bovino NC vacas reban(z (E)parente reportada (%) Método de diagnostico Referencia
Holanda Leche 378; 15.822 59.7 NR Suero, Elisa Muskens y col., 2000
Bélgica Leche 98; 4.497 32 90 Suero, Elisa Boelaert y col., 2000
Bélgica Carne 259; 4.010 7 °3 Suero, Elisa Boelaert y col., 2000
Estados Unidos Carne 380; 10.371 7.9 NR Suero, Elisa Dargatz y col., 2001
Canada Carne NR; 1.799 15 NR Suero, Elisa Waldner vy col., 2002
Suiza Leche 1.384 19.7 NR Leche de tanque, PCR i @@tephan, 2002
Reino Unido Leche 1.384 19.7 NR Leche de tanqu® PCGrant y col., 2002
Estados Unidos (CA) Leche 65; 1.950 68,035C NR Suero, Elisa Adaska y Anderson, 2003
Canada Leche 50; 1.500 40.0 26.8 Suero, Elisa Sorensen y col., 2003
Austria Mixto NR; 756 19 NR Varios métodos Dreietgf., 2006
Estados Unidos Leche 524; NR 68.1 NR Cultivo fecal ~ APHIS, 2007
Espafa Leche 1.210; 38.077 35%954.96 27.77°18.79 Suero, Elisa Dieguez y col., 2007
Espafa Carne 1.497; 22.964 10°6847 2.78,d2.40C Suero, Elisa Dieguez y col., 2007
Espafia Mixto 28; 84 7.14%3 57 5.70%12.24 Suero, Elisa Dieguez y col., 2007
Irlanda Leche 34; 949 55 NR Suero, Elisa Mee y Richardson, 2008
Irlanda Leche 165; NR 31.5 20.6 Suero, Elisa Goodly 2009
Irlanda Carne 458; NR 17.9 7.6 Suero, Elisa Goodly 2009
Estados Unidos Leche 524 70.4 91.1 Cultivo fecal mhbard y col., 2013
Estados Unidos Leche 13 granjas 76.92 NR Culticalfe Toth y col., 2013
Ca”,b.e y Latino Mixto 21 estudios 75.8 NR Varios métodos Fernandez-Silva y col,
América 2014
Pool de cultivo fecal +
Nueva Zelanda Carne 116; NR 29 42 Elisa de sueros Verdugo y col., 2014
individuales
Suiza Leche 12; 855 83.3 NR Pool de FC,L(‘:“F'{VO fecal * \ellery col., 2014
Suiza Carne 11; 484 72.7 NR Pool de ggg"o fecal + ealler y col., 2014
Canada Carne 28; 840 21 20 Suero, Elisa Pruvok y2ai 4

a) NR: No reportado. ELISA: Enzyme-linked Immunosortb@ssay.b) Nivel de corte ajustado al alza para aumentasfeaficidad.c) Basado en 2 o mas animales con

resultado positivod) Basado en 1 0 mas animales con resultado pas@iaia y Shalloo, 2015.
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La prevalencia individual de la paratuberculosiseeiropa tanto en bovino como en
pequefos rumiantes es muy variable y oscila eh®e58 % como se puede observar en las

Tablas Xl y XII.

Tabla XI. Resumen adaptado de las prevalencias individual@situberculosis en Europa en ganado vacuno.

Pais/region Periodo de estudio PN Referencia
aparente (%)

Alemania/Arnsberg 1993 15 Bottcher y Gangl, 2004
Alemania/Arnsberg 1993 1.4 Bottcher y Gangl, 2004
Alemania/Bavaria 2005 15 Bottcher y Gangl, 2004
Alemania/Bavaria 2005 0.9 Bottcher y Gangl, 2004
Alemania/Bavaria 2005 24 Bottcher y Gangl, 2004
Alemania/Sajonia 2002-2004 4.4 Donat y col., 2005
Austria/todas Desconocido 19.0 Dreier y col., 2006
Austria/4 regiones 1995-1997 6.0 Gasteiner y ¢899
Bélgica/todas 1997-1998 0.9 Boelaert y col., 2000
Eslovenia/todas 1997 0.4 Ocepek y col., 1999
Eslovenia/todas 1998 1.2 Ocepek y col., 1999
Eslovenia/todas 2000-2001 0.4 Ocepek y col., 1999
Eslovenia/todas 1999 3.4 Ocepek y col., 1999
Francia/Yonne 1998-1999 3.3 Petit, 2001
Holanda/todas 1998 2.5 Muskens y col., 2000
Italia/Latium Desconocido 2.4 Lillini y col., 2005
Italia/Véneto 2000-2001 3.5 Robbi y col. 2002
Italia/Verona 1997-1998 6.8 Vicenzoni y col., 1999
Noruega/desconocido 1996-1997 7.7 Tharaldsen.y2@03
Noruega/todas 2002 0.1 Mork y col., 2003
Republica de Irlanda/animales importados 1997 3.6 O'Doherty y col., 2002
Reino Unido/sur-oeste 2004 3.5 Cetinkaya y c@96L
Suecia/todas 2000-2001 0 Sternberg y Viske, 2003
Turquia/desconocida Desconocido 4.6 Atala y Akeap1
Turquia/Tracia Desconocido 0 Ikiz y col., 2005
Turquia/Elazig 1997-1998 5 Cetinkaya y col., 2000

Nielsen y Toft, 2009

Tabla XIl. Resumen adaptado de las prevalencias individuaepatlatuberculosis en Europa en ovejas y
cabras.

Especie animal Pais/region Penodq ik Prevalencia Referencia
estudio aparente (%)
Cabra Grecial Islas Espéradas Desconocido 0 Micas, 1994
Cabra Espafia/Avila 1996 52 Reviriego y col., 2000
Cabra Suiza/todas 2002 23 Muehlherr y col., 2003
Cabra Reino Unido/Inglaterra, 1998 1 Grant y col., 2001
Gales, Irlanda del Norte
Rebafio mixto de Eslovenia/todas 2000-2001 12 Ocepek y col., 2002
ovejas y cabras
Rebafio mixto de Portugal/Lisboa Desconocido 27 Mendes y col., 2004
ovejas y cabras
Ovejas Grecia/Norte Islas Espéradas Desconocido 0 Minasy col., 1994
Ovejas Espafia/Avila 1996 29 Reviriego y col., 2000
Ovejas Reino Unido/Inglaterra, 1998 0 Grant y col., 2001
Gales, Irlanda del Norte
Ovejas Suiza/todas 2002 24 Muehlherr y col., 2003

Nielsen y Toft, 2008
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Un estudio sobre la prevalencia d@p en explotaciones bovinas lecheras realizado
mediante PCR especifico tap en muestras de leche de tanque indicd que alrededon
18 % de las instalaciones espafiolas podrian edtatadas (Sevilla y col., 2002). En otro
estudio realizado en 201 vacas de desvieje protesidel matadero de Bilbao se detectaron
porcentajes de positivos individuales de 0.5, @.3, 15.4 y 19.4 % mediante cultivo de
tejidos y de heces, inmunodifusion en gel de agafagarose gel immunodiffusion; AGID),
histopatologia, PCR y ELISPespectivamente (Garrido, 2001). Al combinar laait&ados de
las distintas técnicas, la prevalencia individued éle un 31.3 %. En Asturias, Balseiro y col.
(2003) analizaron 134 vacas mediante histopatolegéantrando una prevalencia individual
del 28 % y a nivel de rebafio de alrededor del 3%/1%s recientemente se ha observado que
el 2.8 % de los terneros de 137 rebafios analizaedd3astilla y Ledn presentaban lesiones
asociadas con la paratuberculosis y que cercalde Be estos rebafios presentan al menos

un animal infectado con paratuberculosis (Péreal.y2009).

En cuanto a la prevalencia de la enfermedad eadganvino, en el Pais Vasco se
analizaron 4.504 ovejas procedentes de 226 relaitmntrandose prevalencias individuales
del 2 % con la técnica AGID y del 5.8 % con la téanELISA (Aduriz, 1993). Las
seroprevalencias a nivel de rebafio encontradasstenestudio fueron del 23.5 % con la
técnica AGID y del 31.4 % con ELISA. En Aragén, €gry col. (1996) encontraron
prevalencias individuales en ovino de hasta un 2® dmpleando métodos histopatoldgicos.
Otro estudio realizado en rebafios de ovejas y sammaviadrid reveld6 mediante la técnica
AGID una prevalencia individual de hasta el 44 %peqguefios rumiantes (Mainar-Jaime y
col.,, 1998). En rebafios caprinos procedentes ddvaju€ordoba e Islas Canarias, los
resultados de ELISA indicaron porcentajes de ammalositivos del 41, 13 y 0.5 %
respectivamente (Molina y col., 1991). Estos esmidonfirman una amplia distribucion de la

paratuberculosis en Espafa en bovino, ovino y mapri

En EspafalMap es endémico en ciervo€€rvus elaphysy gamos Pama damade
la costa norte y también ha sido identificado esgicamente en jabalieSys scrofy conejos
(Oryctolagus cuniculysy tejones Keles meles La prevalencia de la enfermedad en ciervo
se estima inicialmente en un 30.1 % (Reyes-Garcial., 2008). Sin embargo, estudios mas
recientes situaron la prevalencia en ciervo en.lrPd (Carta y col., 2012). Estas diferencias
se deben principalmente a que en el primer estgliemplearon ciervos en cautividad y se

utilizé la técnica ELISA, mientras que el segungtudio se realiz6 Unicamente con ciervos
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silvestres y se utilizé analisis histopatoldgicogpdeterminar la prevalencia. Los porcentajes
de prevalencia de la enfermedad en jabali, ganangjo se han estimado en un 1.5, 29.4 y
2.5 % mediante cultivo, histopatologia y ELISA, pestivamente (Alvarez y col., 2005;
Balseiro y col., 2008; Maio y col., 2011). Cartagl. (2013) concluyeron que la prevalencia
media deMap en animales silvestres se situaria en torno a.dn¥@2 Para llegar a esta
conclusién realizaron una revision bibliograficaGfeestudios, la mayoria de ellos realizados
en Europa y Norte América, en los que se determidalprevalencia de un total de 178
especies silvestres empleando histopatologia, RGIRyo y serologia. En la Tabla Xl se

resumen las prevalencias Map encontradas en animales domésticos y silvestresgana.

Tabla XIIl. Prevalencias dilap en animales domésticos y silvestres en Espafa.

Tipo Prevalencia

Especie Region . Técnica Referencias
Prevalencia (%)
Bovino  Norte/Centro/Sur  Rebafio 18.0 PCR Sevilla y col., 2002
Espafia
Pais Vasco Individual 31.3 Cultivo, AGID, PCR, Garrido, 2001
histopatologia,
Asturias Individual 28.0 ELISA Balseiro y col., 2003
Asturias Rebafio 32.0 Histopatologia Balseiro y col., 2003
Castillay Ledn Individual 2.8 Histopatologia Pérez y col., 2009
Castillay Ledn Rebafio 50.0 Histopatologia Pérez y col., 2009
Histopatologia
Ovino Pais Vasco Individual 2.0 AGID Aduriz, 1993
Pais Vasco Individual 5.8 ELISA Aduriz, 1993
Pais Vasco Rebafio 23.5 AGID Aduriz, 1993
Pais Vasco Rebafio 314 ELISA Aduriz, 1993
Aragon Individual 49.4 Histopatologia Pérez y col., 1996
Madrid Individual 44.0 AGID Mainar-Jaime y col., 1998
Caprino Huelva Rebafio 41.0 ELISA Molina y col., 1991
Cérdoba Rebafio 13.0 ELISA Molina y col., 1991
Canarias Rebafio 0.5 ELISA Molina y col., 1991
Madrid Individual 44.0 AGID Mainar-Jaime y col., 1998
Ciervo  Centro/Sur Individual 30.1 ELISA Reyes-Garcia y col., 2008
Espaia
Centro/Sur Individual 1.1 Histopatologia Cartay col., 2012
Espaia
Jabali Sur/Oeste Individual 15 Cultivo Alvarez y col., 2005
Espaia
Gamo Asturias Individual 29.4 Histopatologia Balseirogl., 2008
Conejo  Sur Espaia Individual 2.5 ELISA Maio y col., 2011
[1.4. PATOGENIA

La patogénesis de la paratuberculsois englobaifesentes mecanismos empleados
por Map para penetrar y persistir en el animal que vagidos a prevenir la activacion de los
macrofagos, la maduracion de los fagosomas y lauatgdn de la respuesta inmune Thl o

proinflamatoria. Es imprescindible comprender ctamidad la patogénesis de la enfermedad
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para poder llegar a desarrollar estrategias queepgan o controlen la infecciéon o para el

tratamiento de los animales infectados.

[1.4.1. Entrada de Map en el hospedador

11.4.1.1. Entrada d®ap a través del epitelio intestinal

Una vez ingeridaMap viaja a través del tracto gastrointestinal hastdeeh. En los
modelos de infeccidbm vivo en los que generalmente se emplean concentracicaesltas
de Map se ha demostrado que una vez ingeNtp invade la mucosa oral a nivel de las
criptas de las amigdalas, desde donde llega athdos linfaticos mesentéricos y al ileon por
via sanguinea (Sweeney y col., 2008). En la Figusa muestra la via oral de infeccion con

Map.
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Figura 5. Entrada de Map por via oral. Map es ingeridg1) y a través del tracto gastrointestinal llega habta
rumen(2) donde las proteinas FAP de la bacteria se actives ynen a la fibronectina. A continuacidfap
llega hasta el tracto digestivo inferi@). Al alcanzar el ileoid) Map se une a los receptores de fibronectina de
las células M localizadas en las placas de P@)erUna vez que la bacteria cruza el epitelio intedties
fagocitada por los macrofagos sub-epiteliales wetale receptores de complemento C3 o TLR-2 que ehe
Man-LAM de la envuelta dMap (6). Los macrofagos infectados se agregan a otrosafagos v linfocitos para
dar lugar a los granulom#8) en dondeMap persiste durante la larga fase crénica de la ef@ad. Cuando la
enfermedad se reacti8) Map escapa de los granulomas y puede ser transmitiola tarneros y a los recien
nacidos a traves de la lecti)) o a través de las hecgkl). (a) boca(b) glandulas salivare&) esofago(d)
rumen(e) reticulo (f) omaso(g) abomasgh) vesicula biliar(i) pancreagj) duodeno(k) yeyuno(l) ileon(m)
ciego(n) intestino grues¢o) ano(p) utero. Arsenault y col., 2014.
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Una vez alcanzado el ileotMap se une preferentemente a los receptores de
fibronectinaBl de las células M que tapizan los foliculos lidés de las placas de Peyer del
epitelio intestinal (Momotani y col., 1988; Sweene®l11l; Bermudez y col., 2010). Se ha
demostrado que la entrada lap a traves de las células M depende de la expregda
proteina de membrana de 35 kDa de la bacteria ¢Bdime y col., 2003a) y del puente de
unién de las proteinas de unién a la fibronectfitaohectin-attachment protein; FAP) de
Map y las integrinaf3l de las celulas M (Secott y col., 2001; Secottoly, 2004). No
obstante, el paso d@ap via células M no es exclusivo puesto que tambeénasdemostrado
el paso de la micobacteria a través de las cégpdsliales o enterocitos (Bermudez y col.,
2010; Ponnusamy y col., 2013). Sin embargo, lada®M al poseer en su superficie una alta

densidad de integringd., actuarian compo receptores preferentes (Cougsais 2010).

Las células M son capaces de traslocar la micebacintacta en el interior de
vacuolas desde el lumen intestinal hasta la subsaucdmnde serd fagocitada por los
macrofagos subepiteliales (Miller y col., 2007).bi2l® a la falta de lisosomas y enzimas
hidroliticas presentes en las células M, muchadadepropiedades antigénicas We&ap
permanecerian inalteradas después de pasar a tav@fas. La captacion y transporte de
Map por estas células transcurre de manera muy ra8dmrdardottir y col. (2001)
demostraron que tras la inoculacion directaMbgp en el intestino delgado de cabras, la

mayor parte de las bacterias atravesaron las sélilen menos de una hora.

11.4.1.2. Entrada d®ap en los macréfagos subepiteliales

La entrada en el macréfago se produce mediantgnidn del Man-LAM a los
receptores de manosa del macrofago (mannose recé&p®), por union al receptor de
complemento 3 (complement receptor 3; CR3) de t#eba previamente opsonizada con
complemento-3 (C3) y a través del CD14 del TLR-Bemas de con los macrofagos del
hospedadonMap también puede interaccionar con las células deécelsimediante union del
Man-LAM de la envuelta d&ap al receptor DC-SIGN (Dendritic cell-specific intetlular
adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) (Jozstaw col., 2008).
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Figura 6. Tacticas utilizadas porMap para atravesar la barrera intestinal e invadir losmacréfagos.Map
invade preferentemente las células M mediantedacidn de un puente de fibronectina y posteriorengvade
los macréfagos subepitelialddap también puede atravesar las células epiteliatestinales. La entrada en el
macréfago se produce mediante la unién del Man-Ldé\Wap al receptor de complemento CR3, a los MR y/o
a los TLR-2. Coussens y col., 2010.

[1.4.2. Mecanismos de supervivencia diklap en los macréfagos del hospedador

Los diferentes mecanismos de los que dispgdap para asegurar su supervivencia
intracelular en el interior de los macréfagos desgedador vienen resumidos en la Tabla
XIV.

Tabla XIV. Mecanismos de supervivencia intracelulaivtip.

Mecanismo Via celular Factor Resultados

| TNF
}IL-12
}IL-8
Sobre-expresion de IL-10 TLR2-MAPK-p38 Man-LAM | MHC-II
| Apoptosis
| Acidificacion del fagosoma
| Muerte deMap

Disminucién de la expresion
de TNFe, IL-12 e IL-8

Atenuacioén de la respuesta inflamtoria

Mediado por IL-10 Man-LAM " atenuacion de la respuesta inmune Thl

Disminucién de la expresion

de MHC-II. Mediado por IL-10 Man-LAM | Presentacion de antigenos

Mediado por IL-10

Disminucién de la apoptosis | TNF

? 1 Supervivencia celular

| Acidificacion del fagosoma  Mediado por IL-10
| Fusién fagosoma-lisosoma TLR2/MAPK-p38

Man-LAM 1 Supervivencia d&ap

TNF: Tumor necrosis factor. Weiss y Souza, 2008.
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Map tiene la capacidad de inhibir la maduracion deb$agna, su acidificacion y su
consecuente fusion con los lisosomas. El papel@adie tieneMap en la prevencion de la
fusion fagosoma-lisosoma esta apoyado por la ohsénv de que las células viablesMap
son capaces de persistir en el fagosoma durantéigkh mientras que la formacion del
fagolisosoma no se ve interrumpido después dedtaci@n de células no viables Map
(Kuehnel y col., 2001). Souza y col. (2013) denasim que la incubacion de macréfagos
bovinos con el Man-LAM de la envuelta déap previo a la infeccion coMap inhibe la
acidificacion del fagosoma, la fusion fagosomadmua, la apoptosis y aumenta la
supervivencia déVlap en el interior del macréfago infectado. Consecerente con estos
resultados, se demostré que la union del Man-LAMdds aislados virulentos ddap al
TLR-2 de los macrofagos resulta en activacion derddeina kinasa activada por mitdgeno
P38 (mitogen-activated protein kinase; MAPK-38). lactivacion de esta quinasa
serina/treonina celular conduce a la activacioruide cascada de activacion de factores de
transcripcion que a su vez resultan en una solpeepresion de la IL-10 (Weiss y Souza,
2008). La sobre-expresion de la IL-10 resulta embibicion de quimioquinas, IL-12, TNF-
a, IFN-y y el MHC-II. Estos resultados apoyan la hipoteisjue el Man-LAM es uno de los
factores de virulencia dblap que facilita su supervivencia en el interior dehcndfago
infectado. Ademas, el Man-LAM délycobacterium tuberculosi§MTh) parece estar
implicado directamente en la supresion de radiaesxigeno y generacion de oxido nitrico
(Majumdar y col., 2008).

Map es capaz de inhibir la maduracion de los fagosomasmaduracion de los
fagosomas es un proceso regulado por dos GRabGSHRab5 estimula la fusion de los
fagosomas con endosomas tempranos y Rab7 la fdsidns fagosomas con endosomas
tardios y con los lisosomas (Chua y col., 2011 )ef¢ner a Rab5 en el fagosoma y al inhibir
el reclutamiento del autoantigeno endosomal pron@arly endosome antigen EEA1L) al
fagosoma, la bacteria es capaz de bloquear ladadivie Rab5 y Rab7 y consecuentemente

inhibir la maduracion del fagosoma infectado (Fratiol., 2001).

La inhibicion de la fusion fagosoma-lisosoma sedesuproducir directamente gracias
a los sulfolipidos déap como se puede observar en la Figurildp también puede inhibir
la fusion del fagosoma con el lisosoma mediangetaecion de la fosfatasa SapM. Durante la
maduracion de fagosoma, el fosfatidilinositol 3ffbs (PI3P) es un lipido que regula el

trafico a través de la membrana que permite qdagelsoma pueda adquirir constituyentes
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lisosomales (Vergne y col., 2005). En células itsféas con micobacterias muertas, el PI3P
funciona de forma normal, pero en células infedatlan micobacterias vivas, el PI3P se
elimina de forma continua por la actividad hidiokt de la fosfatasa SapM (Brumell y
Scidmore, 2007). Este mecanismo es muy probablesgaeutilizado poMap ya que su
genoma contiene una fosfoesterasa muy similar@reseia de aminoacidos a la que presenta
la SapM erMtb. Otro mecanismo utilizado pdap para inhibir la fusion fagosoma-lisosoma
es bloqueando la liberacién de la proteina envuddtatriptéfano aspartato (tryptophan
aspartate nontaining coat protein; TACO). NormalteemACO es liberado por el fagosoma

permitiendo asi su fusion con el lisosoma. (Fegraol., 1993).

Phagosome

2 AP

Figura 7. Inhibicion de la maduracion del fagosoma que contiee aMap y su fusion con lisosomagl Man-
LAM de las cepas virulentas déap se une a los TLR-2 del macréfago lo que resultareninhibicién de la
MAPK-p38 y consecuentemente en un bloqueo de &dition de EEAL al fagosoma que contieridag. El
bloqueo en la liberacion de EEAL impide la correotduracion del fagosoma. Otro mecanismo utilizaoio
Map para impedir la maduracion correcta del fagosomangidiendo la fusion de éste con endosomas
tempranos mediante el bloqueo de la liberacion AbSR Por otro lado, los sulfolipidos ddap bloguean
directamente la fusion del fagosoma con el lisoso@teos mecanismos utilizados pdliap para bloquear la
fusién fagosoma-lisosoma estan mediados por ldatésas SapM y PtpA (Protein tyrosine phosphatgsgué
son secretadas povap. SapM desfosforila PIP3 y altera el trafico dembeana impidiendo al fagosoma la
adquisicion de constituyentes lisosomaldap puede también bloquear la liberacién de TACO dgbfoma lo
gue impide la fusién fagosoma-lisosoma. La V-ATPest involucrada en la acidificacion del fagosoh.
PtpA deMap se une a la la V-ATPasa y esto resulta en la eéiaidn de ésta Ultima del fagosoma lo que impide
la acidificacion del fagosoma. Arsenault y col.120
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Para que las enzimas hidroliticas que contienenlifbsomas puedan actuar se
requiere que el pH del fagosoma sea lo suficiemésrécido. Para ello, el fagosoma aumenta
el pH de sus vacuolas mediante la accion de la HPe&& (V-ATPasa), una proteina
transportadora que utiliza la energia de trifostit@denosina (ATP; Adenosine triphosphate)
para bombear protones en la vacuola fagociticadiBtoszycki y col., 1994). La inhibicidon
de la acidificacion de las vacuolas fagosomalesresnecanismo de evasion utilizado por
muchos patogenos intracelulares. De hecho se hastemo que los fagosomas que
contienen micobacterias patdgenas tienen un pHaubalmente mas alto que los fagosomas
gue contienen organismos no patdégenos o muertakdie y col., 1999). A través de la
neutralizacion de esta bomba de protolkep es capaz de prevenir la acidificacion de las
vacuolas fagosomales y consecuentemente del fago§Btargill-Koszycki y col., 1994).
Para ello,Map secreta la fosfatasa PtpA a la vacuola fagosommalsg une a la V-ATPasa

bloqueando su accién y la consecuente acidificad#bfiagosoma.

La actividad bactericida del fagolisosoma maduepeihde de la produccion de
moléculas quimicas reactivas, incluyendo las espaeiactivas de intermediarios de oxigeno
(reactive oxygen intermediates; ROI) tales comangdn superéxido, peroxido de hidrogeno
y los radicales libres hidroxilo (Karakousis y ¢@004).Map tiene la capacidad de secretar
superéxido dismutasa que neutraliza los radicakessuaperdxido. En el ambiente del
fagolisosoma también se producen otras moléculdBnianbacterianas, los reactivos
intermediarios de nitrogeno (Reactive nitrogen rinediates; RNI) como el 6xido nitrico
(Chany col., 1992). En macréfagos de raton, lapeoion de oxido nitrico inducida por IFN-
v esté directamente relacionada con la capacidatidamar aMtb, Mapy M. leprae(Adams
y col.,, 1993; Denis y col., 1990; Chan y col., 1p9Pa relevancia de los RNIs en la
paratuberculosis esta apoyado por la capacidadsdednocitos bovinos infectados pdap
para aumentar la produccion de 6xido nitrico empuesta a una estimulacién con IFN-
(Zhao y col., 1997)Map, asi como otras micobacterias inhiben el reclutatni de oxido

nitrico sintetasa a los fagosomas infectados.

La inhibicidn de la apoptosis de los macrofagostesde las estrategias utilizadas por
Map para evadir el sistema inmune del hospedador yeatan su supervivencia. Se ha
observado como macréfagos infectados Etap son mas resistentes a la apoptosis inducida
por HO,, un inductor de la apoptosis de los macrofagoddkay col., 2012). Uno de los

mecanismos por los qiMap inhibe la apoptosis es mediante la reduccion axaesion de
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caspasa 3/7 y 8 (Borutaite y Brown, 200@ap tambien inhibe la apoptosis a través de la
secrecion de la IL-10 y posterior inhibicién de FxfKoul y col., 2004). Man-LAM también
parece estar implicado en la regulacion de la asopmediante la prevencion de un aumento
en la concentracion del calcio citosolico. El aalcitosolico facilita la apoptosis al aumentar
la permeabilidad de la membrana mitocondrial, le gesulta en la liberacion de productos
pro-apoptéticos (Koul y col., 2004). EI Man-LAM diéap también estimula la fosforilacion
de la proteina proapoptotica Bad (Bcl-2-associakeath). La proteina Bad fosforilada es
incapaz de unirse a proteinas anti-apoptéticas cem®CL-2 (B-cell lymphoma 2).
Moléculas de BCL-2 libres evitan la liberacion d®aomo ¢ de la mitocondria e inhiben la
apoptosis (Pott y col., 2009).

En las fases iniciales de la infeccion, las cegadentas deMap son capaces de
alterar la capacidad de los macréfagos infectadoa presentar antigenos bacterianos a las
células T a través del sistema CD154-CD40 (Sommeply 2009). Esto conduce a la
secrecion de la citoquina anti-inflamatoria IL-10eqgpermite la supervivencia de las cepas
virulentas deMap en los macrofagos del hospedador durante la fabelisica de la
enfermedad al inhibir la produccion de Ikl1FN-y e IL1$ (Weiss y col., 2004; Kabara y
Coussens, 2012; Abendafio y col., 2013a). El fadéowrirulencia deMap implicado en la

inhibicion de la interaccidon de los macrofagosétdeos con las células T es desconocido.

[1.4.3. Establecimiento y progresiéon de la infeccid

Map replica en el interior del macréfago infectadotaapie los recursos celulares y el
espacio son limitantes. Es entonces cualhthp induce la apoptosis e infecta a otros
macrofagos subepiteliales vecinos. Los macrofagiestados migran a los nédulos linfaticos
locales y regionales, incluyendo los nédulos liot& mesentéricos (Ayele y col., 2004;
Sivakumar y col., 2005; Tiwari y col., 2006; Zhuwel., 2008). Los macréfagos infectados
secretan IL-8 que resulta en el reclutamiento delas epiteliales y células gigantes de
Langhans, macrofagos vy linfocitos T y B al sitioldenfeccion. Esta acumulacion de células
alrrededor de los macréfagos infectados se denognarailloma y se rodea de una capa densa
de fibroblastos y coldgeno que cierran la estract8aunders y Cooper, 2000). En la Figura 8

se muestra la estructura de un granuloma.
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Figura 8. Estructura de un granuloma. Los macréfagos del granuloma pueden fusionarséudas gigantes
multinucleadas o diferenciarse en células espumaegges se caracterizan por la acumulacion de lipidas
células espumosas se han observado con més frecuwnel borde del centro necrético de los granalm
maduros. Se han observado pocas bacterias enllgasscéspumosas y en las células gigantes muléadeks.
Las bacterias estan presentes por lo general girdas necroticas centrales donde se observando®iagos
muertos y moribundos. Muchos otros tipos de céltdashién forman el granuloma, tales como neutrgfilo
células dendriticas, células B y T, células NK (Mail killer), fibroblastos y células que secretamponentes
de la matriz extracelular. Basado en Ramakrishnaol.y2012.

Dentro del granuloma, los linfocitos T secretal-Ify, que se encarga de activar a
otros macrofagos. ElI TNe&-producido por los macréfagos es una de las citagucriticas
para la correcta formacion y persistencia de l@gomas, manteniendo el reclutamiento
celular (Roach y col., 2002, Marino y col., 200 hakravarty y col., 2008). Los macréfagos
infectados también producen grandes cantidadds-@ejlie juega un papel fundamental en la
diferenciacion de macréfagos activados a célulganges multinucleadas.

Aunque se ha pensado durante mucho tiempo querteaion de granulomas es un
proceso impulsado por el hospedador para contangfdccion, estudios recientes indican
gue los granulomas contribuyen al crecimiento bste temprano y que las micobacterias

patégenas aprovechan el granuloma para su expdos#lny diseminacion sistémica (Davis
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y col., 2009).Map puede persistir por tanto en el interior de langtomas en un estado de
dormancia durante decadas (Sandor y col., 2003)a $1munidad del hospedador se ve
debilitada o suprimida, la micobacteria en estagldarmancia puede reactivarse, escapar del
granuloma y causar lesiones en otras partes b iegestinal causando el engrosamiento de
la pared intestinal (Sivakumar y col., 2005). Léedation también puede diseminarse a los
ndédulos linfaticos supramamarios y a la glandulanaréa contaminando la leche y el calostro

(Sweeney y col., 1992).

[1.5. RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDADOR

[1.5.1. Respuesta inmune anti-inflamatoria inducidatras la interaccion deMap con los

macrofagos del hospedador

En los estadios mas iniciales de la infeccilap es capaz de evadir la respuesta
inmune pro-inflamatoria del hospedador que es &aegqucondiciones normales se activa en el
hospedador en respuesta a un agente patégenoafzngnte a lo que seria esperabap
induce una respuesta inmune de tipo anti-inflanatem el macréfago infectado para lo que
emplea diversos mecanismos: inhibicion de la acitva de los macréfagos infectados,
inhibicion de la apoptosis e inhibicion de la praaeion de antigenos a las células T. Esta
respuesta de tipo anti-inflamatorio facilita la smyivencia deMap en el interior de los

macroéfagos infectados.

11.5.1.1. Inhibicidn de la activacion de los maagds infectados.

El mecanismo queMap utiliza para entrar en los macrofagos del hospadad
determina directamente la naturaleza de la respdeséste antes incluso de d@&p entre en
la célula hospedadora. La unién de Man-LAM Mep al TLR-2 inicia una cadena de
activacion celular a través de la cual se actiyaddeina kinasa MAPK-p38. La activacion de
esta kinasa media en la produccion de las citoquardi-inflamatorias 1L-10 y TGB-
(transforming growth factop) (Weiss y Souza, 2008). La produccion temprandlLeE0
inhibe la produccioén de las citokinas pro-inflammeate IL-12, IL-1, IL-2, IFNy, TNF-a e IL-
8 con lo que se favorece la supervivencidid en el interior del macrofago infectado. Por
otro lado, la IL-10 inhibe la activacion de los mdagos infectados al inhibir la produccion

del factor estimulante de colonias de granulooiesmacrofagos (Granulocyte-macrophage
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colony-stimulating factor; GM-CSF). La estimulacida IL-10 en los macréfagos infectados

resulta también en un bloqueo de la acidificaciéhfdgosoma que contienen los bacilos
infectivos y de su fusion con el lisosoma. Es edante destacar el hecho de que en
monocitos bovinos tratados Unicamente con Man-LAdMhs conseguido reproducir los

efectos supresores de inmunidad que tienen lugsutra infeccion con una cepa virulenta de
Map.

11.5.1.2. Inhibicidn de la apoptosis.

Se ha demostrado que el Man-LAM Map es capaz de inhibir la apoptosis del
macrofago infectado al incrementar la concentradéncalcio intracelular (Koul y col.,
2004). ElI aumento de calcio intracelular conllevaaumento de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial con la consiguiente libemnadi@ moléculas pro-apoptéticas como
por ejemplo el citocromo C. La liberacion de molésupro-apoptoéticas al exterior de la
célula resulta en una disminucion de las posildi$ade que la célula infectada entre en
apoptosis. EI Man-LAM de la envuelta B&ap inhibe la apoptosis de la célula infectada por
otra via que consiste en la estimulacion de laofdation de la proteina Bad. La fosforilacion
de Bad previene su unién a las proteinas anti-apoas BCL-2 y BCL-XL. Como
consecuencia, moléculas libres de BCL-2 puedenrepiela liberacion de citocromo C de la
mitocondria y por lo tanto prevenir la apoptosid@nmacrofagos infectados chtap. Otro
mecanismo utilizado por las cepas virulentas Migp para inhibir la apoptosis de los
macroéfagos infectados es a través de la inhibid@la produccién de TNE-

11.5.1.3. Inhibicidn de la presentacion de antigeados linfocitos T.

En un periodo de tiempo de solo 12-24 horas tmafadjocitosis, los macréfagos
infectados con cepas virulentas Map presentan un nimero menor de moléculas del MHC
clase Il en superficie que los infectados con cepaslentas o coMycobacterium aviurrel
procesamiento de los antigenosWlp y su presentacion a las células T también esthidth
al neutralizarse las proteinas fagosomales immEagh la degradacion de antigenos a
péptidos como la catepsina D. De hecho, se ha deadosque en los fagosomas que
contienen cepas virulentas Bliap, la catepsina D y otras enzimas proteoliticagneeientran
inactivadas (Gomes y col., 1999). Por el contraiofagosomas que contienen cepaddp

atenuadas, la catepsina D se presenta en su fatwa.&Se ha demostrado que la IL-10
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también actia bloqueando la presentacién de aon8ggeMap a las células T al inhibir la
produccion del MHC clase 1l, CD (Cluster of diffatation) 80, CD86 y ICAM-1
(Intercellular adhesion molecule 1) presentes enmkmbrana celular del macréfago

infectado.

[1.5.2. Respuesta inmune pro-inflamatoria (Thl) indicida durante la fase subclinica de

la infeccion

Durante el transcurso de la infeccion, algunogodemacréfagos infectados pueden
reactivarse e inducir la expresion de quimioquiyagitoquinas pro-inflamatorias que
favorecen el reclutamiento continuo de otros magad$ infectados y de linfocitos T y B al
sitio de infeccion para dar lugar a las lesion@esmgilomatosas caracteristicas que aparecen en
los tejidos de los animales infectados. Es pootagdta respuesta pro-inflamatoria exacerbada
y continuada a lo largo del tiempo la causante aleldstruccion progresiva del epitelio
intestinal. En la Figura 9 se muedira representacion esquematica de las primeraaseatiap

la respuesta inmune a la infeccion micobacteriana.

Granuloma and infection
@ dissemination
Mac rc-phat_e migration to

bacterial infection site

Y

@ Phagocytasis

Phagolysosomal —

@ ﬁmonfﬂjf_ﬁ .f x‘\i @ @

=T - .
T Migration of _ R )
.- Intracellular bacterial
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Figura 9. Representacion esquematica de las primeras eleppsoceso de infeccion micobacteriaBarvalho
y col., 2012.

Cuando los macrofagos infectados ddap se reactivan lo primero que se produce es
la presentacion de antigenosMap por parte del MHC en la superficie de los macrosag

junto con la produccion de IL-1. Ambos eventos tesuen una activacion de las células T
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(Stabel y col.,, 2010). Las células T activadas peced IL-12 que esta implicada en la
expansion clonal de los linfocitos CD4 + T helpe&28 + T citoliticos. En esta etapa crénica
de la infeccion, son los linfocitos CD4 + los emzatos de expresar las citoquinas pro-
inflamatorias IFNy, IL-12 y TNF-a (Burrells y col., 1999; Stabel y col., 2000). EN-y es la
principal citoquina efectora de tipo Thl y desengpefin papel muy importante en la
diferenciacion de las células que intervienen eie @#po de respuesta, asi como en la
activacion y reclutamiento de los macrofagos ab gie infeccion (Stabel, 2000a, 2006).
Aunque los linfocitos T CD4 + son los principalesoguctores de IFN-en las fases
subclinicas de la infeccion; se ha demostrado duees @oblaciones de linfocitos como los
linfocitos T CD8 + también lo producen pero en @iste mas avanzados de la infeccion. Otra
de las poblaciones de linfocitos, |98, estan implicados en la formacion de granulomas
indirectamente al aumentar la produccion de {#dldirectamente mediante la atraccion de
los macrofagos al sitio de la infeccion. El TMFse considera también una de las citoquinas
bésicas en las fases subclinicas de la paratubsiguéstando estrechamente implicado en la

formacion de granulomasélzuherri y col., 1996).

[1.5.3. Respuesta inmune humoral (Th2) inducida efa fase clinica de la infeccidn

Aunque la secrecidn de citoquinas pro-inflamato®g necesaria para controlar la
infeccidn inicial, su produccion excesiva o demaasiprolongada también puede llegar a ser
perjudicial a nivel local debido al riesgo de cawsecesivo dafio tisular. Por tanto, a medida
que la infeccidon progresa, y como consecuencia rde raspuesta pro-inflamatoria (Thl)
exacerbada que implica graves lesiones tisulagsufgmatosas, se produce un cambio en el
perfil de citoquinas (Stabel, 2010). De este madiguinas citoquinas anti-inflamatorias (Th2)
principalmente la IL-10 pero también las IL-4, IL$% la IL-6, se sobre-expresan
contribuyendo a disminuir los niveles de IL-12 ylB®&l-y producidos por los linfocitos CD4
+ Thl (Ito y col., 1999; Khalifeh y Stabel, 2004Be esta manera, al estar inhibido el H-N-
por estas citoquinas Th2, no se reclutan nuevosdfiegos al sitio de la infeccion que puedan
fagocitar la bacteria e ir aumentado y favorecieglddesarrollo del granuloma. Sin embargo,
el cambio de una respuesta inmune Thl a una Tha perjudicial para el hospedador,
porque al activarse la Th2 lo que se consigue @sdpagacion de las micobacterias a otras

zonas del tejido infectado en las fases avanzaglksidfeccion.
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Esta inhibicién de una inmunidad Thl y el cambigna inmunidad Th2 se relaciona
con la etapa clinica de la paratuberculosis y amm estimulacién de los linfocitos B para
producir anticuerpos, mayoritariamente de tipo Ig@por tanto, con una inmunidad de tipo
humoral (Figura 10). En efecto, Ito y col. (1998yjdenciaron la funcién inmunosupresora
gue la IL-10 es capaz de ejercer indirectamenteeseb IFNy, al inhibir el gen IP-10,
esencial para su secrecion. También se ha destptpel supresor de la IL-4 sobre el IfFN-
(Peleman y col., 1989). Confirmando estos resusiabalifeh y Stabel (2004a) demostraron
que la expresion de IL-10 y T@Fera mayor en ileon y nédulos linfaticos asociatksacas
gue manifestaban un estado mas avanzado de lanedfed, con lesiones multifocales y
elevado niumero de micobacterias, comparado consvs@aas 0 en fases iniciales de la
enfermedad. De la misma forma, Tanaka y col. (20€&)stataron una mayor expresion de
IL-4 e IL-10 en lesiones multibacilares frente s feucibacilares en nddulos linfaticos ileales
de vacas infectadas pelap.

Clinicalshedder<:| Subclinical shedder <:J Subclinical non-shedder

Shedding Predominant Predominant

4-—..—_.__’-—-\\-

into feces in humoral in cell mediated
Granuloma immunity immunity
Formation with Exacerbation of Map L 4
serious growth and granuloma /" i
Map growth _ formation S <
Wi 2

7 \.&

* Cure or lifelong
latent infection

(o

p ,
Oral infection B-cells and Cellularimmune %
in calf antibodies response Dormancy Regression of

X @ Bacterial growth
Entrance via‘M-cell uptake in intestine .. 0 ﬁ and granulomas

Antigen K . / ‘,'

presentation &

Interferon-y Interferon-y g ,

Increased bactericidal
Activity by cell mediated
immunity

> . Transform to Epithelioid
Initial lesion

cells from macrophages
PRt can be formed (Granuloma formation)
Dendritic cells

Initial infection

FiguralO. Representacion esquemética de la formacion dgrlsulomas, diseminacion de la infeccion y el
paso de una respuesta inmune Thl a Th2. KoetshynG2o15.
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El TGF$ es otra de las citoquinas conocidas por sus afgmounomoduladores en la
paratuberculosis. Tiene la capacidad de suprimselerecion de IL-2, pero también se ha
comprobado la inhibicidn que ejerce sobre la promucde IFNy, del MHC-II y el bloqueo
que ejerce sobre la activacion macrofagica, adeteatvorecer la secrecion de la IL-10
(Maeda y col., 1995). Mufioz y col. (2008) compralogn situ en ileon y nédulos linfaticos
asociados de bovinos y ovinos infectados naturakpgerimentalmente, que el TGFse
expresaba abundantemente en los macrofagos y sdaidantes repletos ddap en los
animales con lesiones difusas multibacilares y tnagmal test del IFNy mientras que su
presencia era escasa 0 nula en aquellos con lssifmoales, multifocales o difusas
paucibacilares, con escasos bacilos y positivésNiy. Estos resultados confirmaron que la
secrecion de TGB- se asociaria con la incapacidad de los macrofaigogontener la
diseminacion y propagacion d&ap, probablemente a través de la inhibicion del KN la
Tabla XV se muestran las principales citoquinas paticipan en la respuesta inmune del
hospedador frente a una infeccion clap y en la Figura 11 se muestra 1 resumen
esquematizado de los acontecimientos inmunologgres suceden en el hospedador en

respuesta a la infeccion pidiap.
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Tabla XV. Citoquinas mas importantes en la respuesta innntheida tras una infeccion cofap.

Citoquina

Efectos biolégicos principales

Célula productora

IFN-y

Activador de células T y macrofagos.

Favorece la maduracion de células dendriticas
Implicado en la sobre-expresion de MHC | y Il
Induce produccion de reactivos deyN,

Induce la secrecion de IL-12

Reclutamiento de monocitos al sitio de infeccion.

linfocitos T CD4+, CD8+y3

TNF-a

Funcién pro-inflamatoria (Th1) directamente relaeida con la destruccion dap del
macréfago infectado a través de la generaciontdenimediarios de N©O
Implicado en la apoptosis de los macréfagos infea

macrofagos, células dendriticas,
linfocitos T

IL-4, IL5

Citoquinas anti-inflamatorias (Th2).

Estimula el crecimiento y diferenciacion de lintosi B.
Inhibe citokinas y mediadores pro-inflamatorios.
Induce IgE e IgG4.

linfocitos Th2

IL-10

Inhibe la respuesta inmune pro-inflamatoria albia produccion de IL12.

Inhibe la presentacion de antigenos de los maarsfadectados a las células T al inhibir la
expresion del complejo mayor de histocompatibiliti#dC-II, CD80, CD86 y ICAM-I en la
membrana del macréfago infectado.

Inhibe la proliferacion de células Tyy productoras de IFN-

monocitos, macrofagos, linfocitos T
yB

TGF

Funcion inmunosupresora de la respuesta inmunaflamiatoria y produccion de IFiX-
Suprime la maduracién y diferenciacion de célukrsdditicas.

Inhibe la presentacion de antigenos de los maaréfadectados a las células T al inhibir la
expresion del complejo mayor de histocompatibilitddC-II.

Inhibe los mecanismos de destruccion de microosgams en el interior del macréfago.
Inhibe la apoptosis celular.

monocitos, macréfagos

IL-1

Funcién Proinflamatoria. Activacion de las céluldm.

monocitos, macrofagos, células
dendriticas

IL-12

Su produccion es esencial para la estimulaciamdeespuesta pro-inflamatoria.

Activa las células T colaboradoras de tipo 1 (Thé¥timula la produccidn y citotoxicidad de las monocitos, macréfagos, células

células T citotoxicas y de las células NK.
Induce la produccion de IFiN-

dendriticas
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Figura 11. Resumen esquematizado de la respuesta inmune indd&ien el hospedador en respuesta a la infeccién por
Map. Las citoquinas representadas en azul son las @adias tradicionalmente de tipo Thl y las rojasite Th2. Las
flechas azules acompafiadas de la sefial (+) indicafecto de “estimulacion”, y las rojas, junto darsefial (-), un efecto
“inhibidor”. Al penetrarMap por las células M del intestino, es captado pocédslas presentadoras de antigenos (CPA) y se
activan los mecanismos de la respuesta inmuneainAlentrar en contacto con los antigenod/@ a través del MHC de
tipo I, los linfocitos inmaduros ThO se diferentian diversos subtipos segln el predominio de wit@g en el medio,
entrando en accion la respuesta inmune adapt&ivan principio, tanto las CPA como las células Phdducen citoquinas
Th1 protectoras, entre ellas el TMFgue induce la salida de monocitos de los vastgusaeos y estimulan el reclutamiento
de macréfagos para contener el crecimiento micebaob. Las demas citoquinas Thl contribuyen apamsion clonal de
linfocitos Thl, la activacion macrofagica, asi cotaoinhibicion de las células Th2. Las células Thictuan de forma
sinérgica con las Thl. En cambio, cuando se prodndallo en esta respuesta inmune protectora ndmka produccion de
las citoquinas Thl resulta excesiva, puede provaoacierto dafio tisular, empiezan a predominarlilofecitos Th2,
quienes, con la ayuda de las células T reguladoraien la actividad Th1l y contribuyen a la inkibn de la activacion
macrofagica, con la consecuente multiplicacioiidg. Ademas, en este momento, se estimula la produdad@nticuerpos

especificos frente a la micobacteria por los liitéecB. Delgado, 2010.
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No obstante, esta teoria de dualismo inmunolégige tradicionalmente se ha
asumido en la paratuberculosis de los rumiantesgod ser del todo cierta, tal y como han
indicado recientemente Begg y col. (2011) trasafeteespuestas inmunes concomitantes en

ovejas infectadas experimentalmente.

11.6. CUADRO LESIONAL Y SIGNOS CLINICOS

11.6.1. Lesiones macroscopicas

Macroscopicamente, las lesiones caracteristicasladeparatuberculosis afectan
preferentemente a los tramos distales del intestatgado (ileon y valvula ileocecal) y a los
linfonodos mesentéricos asociados. A veces, tamégmposible obervar lesiones en los
tramos distales del yeyuno, en el ciego o en lagnsatos mas craneales del colon.
Macroscépicamente, el engrosamiento de la paredtinal es el rasgo caracteristico de la
enfermedad en la especie bovina, principalmentel deon. Tras seccionar longitudinalemte
estos tramos, en la mucosa tumefacta y edematosaede apreciar el relieve de unos
pliegues de aspecto circunvoloide que persistausackras traccionar el intestino. En los
nodulos linfaticos mesentéricos, principalmenteuyejes e ileocecales, se oberva aumento

de tamafio, tumefacion y edema.

En fases subclinicas, el grado de engrosamieméstinal es menor y los nédulos
linfaticos pueden estar ligeramente tumefactos. éPaontrario, en fases avanzadas de la
infeccion, el engrosameinto puede llegar a los segos mas distales del intestino, duodeno
y recto. En estas fases es posible observar péddidpasa mesentérica y subcutanea, atrofia
muscular y serosa, edemas en el tejido subcutédomandibular o ventral, ascitis y
presencia de liquido en las cavidades toracicariggrdica (Fecteau y Whitlock, 2010). A
consecuencia de la diseminacion bacterina queaeurfases avanzadas de la enfermedad, se
han descrito lesiones extraintestinales, tales cainudia de la grasa de los surcos coronarios,
calcificaciones y fibrosis en la aorta (toracicangsentérica) y endocardio, y la deplecion
linfoide del timo (Chiodini y col., 1984; Perez glg 2000; Gonzalez y col., 2005). En bovino
es posible incluso observar microgranulomas entetsticio hepatico en las fases avanzadas
de la enfermedad. En animales que llegan a presant@&stado de caquexia y debilidad
extrema, es posible llegar a observar lesiones abihigs con enfisema pulmonar intersticial
agudo (Chiodini y col., 1984; Perez y col., 200@ldado y col., 2012). En la Figura 12 se
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muestra una imagen de algunas de las lesiones soapioas producidas por la

paratuberculosis bovina.

Figura 12. Lesiones macroscopicas en el ileon tipede la paratuberculosis bovinaFotografia de lesiones
en el ileon tipicas de la paratuberculogisla izquierda, la pared intestinal se observa esapia debido a la
infiltracion de leucocitos y células epitelioides.la derecha, se observa un edema mesentéricojrcaanal
linfatico mesentérico dilatado, que se muestrawanflecha. Fecteau y Whitlock, 2010.

La tumefaccion de la mucosa intestinal, linfasgjtilinfangiectasia en los segmentos
intestinales engrosados es mas frecuente y numerogaquefios rumiantes, especialmente
en cabras, pero también ocurre en bovino (Djon@d&)QR Asi, los vasos linfaticos inflamados
y dilatados presentan un aspecto de cordones deacmn blanquecina y forman trayectos
tortuosos en la serosa intestinal, llegando inclascalcanzar los ndodulos linfaticos
mesentéricos. La formacion de focos necréticososasey calcificaciones es un hallazgo
caracteristico de la paratuberculosis caprina,tgoién se describe en corzos y en ovinos
pero es inusual en ganado vacuno (Badiola y c®8801Juste y col., 1983; Garcia-Marin y
col., 1994; Perez y col., 2000; Gonzalez y colQ®2®Delgado y col., 2012).

[1.6.2. Lesiones microcopicas

Histologicamente, las lesiones se caracterizan eoteritis y/o linfoadenitis
granulomatosa de la lamina propia de la mucosastingd y de los nodulos linfaticos
mesentéricos asociados. El infiltrado inflamatoes de naturaleza mayoritariamente
histiocitica y estd compuesto por macrofagos, tinds, células epitelioides, células gigantes
multinucleadas de Langhans y eosionéfilos (Stariyayt, 1954). Tanto en el intestino como
en los nddulos linfaticos mesentéricos asociadoglidribucion del infiltrado inflamatorio
varia en funcién del tiempo de infeccion. Asi, emales que no manifiestan sintomatologia
clinica las lesiones microscopicas se limitan funelatalmente a pequefios granulomas

localizados en el espacio interfolicular de laxatade Peyer inestinales, o al &rea cortical y
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paracortical de los nédulos linfaticos mesentériassciados, frecuentemente en la zona
interfolicular o proximas a los senos peritrabe@daSin embargo, al progresar la infeccion
en animales con signos clinicos, la inflamaciéondes a extenderse de forma multifocal a
difusa por la mucosa, siendo frecuente observaieletacion de otras capas mas internas de la
pared intestinal , como la submucosa o la muschtacualquier caso, no siempre el grado de
diseminacién de la infeccién se correlaciona can dgnos clinicos caracteristicos de la
infeccion (Antognoli y col., 2008; Alonso-Hearn yl¢ 2008). A consecuencia de la
infiltracion inflamatoria se produce la dilataci@e las vellosidades llegando incluso a
fusionarse y a atrofiarse si el infiltrado es atamd. A su vez, el desplazamiento de las
criptas de Lieberkhun debido al acimulo de detriteisilares que contienen en su interior,
conlleva la alteracion de la arquitectura del itmes De la misma forma, el aumento en el
namero de granulomas en los nédulos linfaticos ntéseos y su extesion hacia la zona
medular causa también alteracion de la pared inésDurante la progresion de la infeccion,
ademas de un aumento de la inflamacion, se eviaantiincremento de la presencia de
BAAR en el interior de los macrofagos y célulasagigs cuando se emplea la tincion de ZN

u otras técnicas inmunohistoquimicas (Buergeltly £878b).

Gonzalez y col. (2005) describieron algunas ceestieas diferenciales de la
microscopia de las lesiones paratuberculosas gan@ldo vauno con respecto a los pequefios
rumiantes: i) localizacion preferente de los gramds primarios o focales en el linfonodo
yeyunal caudal y en menor medida en las placaseglerRle la valvula ileocecal (VIC), ii)
mayor frecuencia de presentacion de células gigaaigadas o formando parte de los
granulomas en los tejidos afectados y iii) auserdga focos de necrosis caseosa Yy

calcificacion en los nodulos linfaticos mesenté&ico

11.6.3. Clasificaciéon de las lesiones

En el ganado bovino, Gonzalez y col. (2005) dleesibn a las lesiones segun su
extension y severidad en focales, multifocalesfiysdis. Las lesiones difusas se subdividieron
a su vez atendiendo a la composicion celular détrado inflamatorio y a la cantidad de
BAAR en linfociticas (o paucibacilares), intermedia multibacilares. En el ganado ovino,
Perez y col. (1996) emplean como criterios de fitasion: i) presencia de lesiones
granulomatosas, ii) localizacion de las lesionad, intensidad de las lesiones, iv)

composicién celular predominante en el infiltrade) ypresencia y cantidad de BAAR.
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Tabla XVI. Clasificacion de las lesiones en bovinos y oviseglin los estudios histopatolégicos realizados por

Gonzélez y col. (2005) y Pérez y col. (1996).

Bovino Gonzalez y col., 2005

Ovino Pérez y col., 1996

 Focales Pequefios granulomas, biem
delimitados, localizados en el éarea
interfolicular de la placa de Peyer o mas
frecuentemente en el cortex de los LN
mesentéricos asociados, fundamentalmente
LN ileal y LN yeyunal.

Los granulomas estan formados por 5-30
macrofagos, junto a algunos linfocitos.
Frecuentemente, se observan células gigantes
de Langhans aisladas o formando parte del
granuloma.

Escaso o nulo nimero de BAAR

* Multifocales: Generalmente, las lesiones
afectan al éapice de algunas vellosidades
intestinales, ocasionando un moderado
engrosamiento de las mismas. Sin embargo,
la mayor parte de los segmentos intestinales
no presentan variaciones morfoldgicas.

Granulomas formados por 15-40 macrofagos
o células gigantes de Langhans, rodeados de
un ligero infiltrado de naturaleza linfocitaria
0 plasmocitaria, localizados en el tejido
linfoide. .

Moderada presencia de BAAR.

« Difusas Marcado engrosamiento de grandes
segmentos de la pared intestinal, ileon y en
menor medida yeyuno, que afectan tanto a
areas de mucosa asociadas con tejido linfoide
organizado como a tramos no relacionados
con la placa de Peyer. Tanto en los LNs
mesentéricos como en el intestino se pierde
la arquitectura histolégica normal. Se
reconocen 3 subtipos:

- Difusas linfociticas  (paucibacilares):
infiltrado inflamatorio con predominio de
linfocitos, algunas células plasmaticas y
células gigantes de Langhans Escasos o nulos
BAAR.

« Difusas intermedias: infiltrado celular
formado por linfocitos, células plasmaticas,
células gigantes y macrofagos, aislados «o
formando granulomas. NUmero variable de
BAAR, menor que en las lesiones
multibacilares.

e Difusas multibacilares: predominio de
macrofagos cargados de BAAR y células
epitelioides que infiltran de forma difusa la
lamina propia.

Tipo 1: No se observan lesiones macroscoépicas en la
mucosa intestinal ni en las placas de Peyer yeyunal
Granulomas formados por 6-50 macréfagos junto a
algunos linfocitos. Estos granulomas se encuentran
exclusivamente en el tejido linfoide. No hay dei&ac

de la bacteria por cultivo.

Tipo 2: No se observan lesiones macroscopicas. Los
granulomas se encuentran colocados en fila desde la
zona basal de la zona interfolicular hasta el apee
algunas vellosidades, penetrando en la lamina @ropi
Los granulomas estan bien delimitados, son de forma
redonda y variable en nUmero, pero nunca lo
suficientemente numerosos como para causar una
enteritis difusa. En los ganglios linfaticos, los
granulomas parecen ser similares a los descritdasen
lesiones de tipol pero se observan con menor
frecuencia en este sitio que en las placas de Pgyer
siempre de menor tamafio. Escaso o moderado nimero
de BAAR.

Tipo 3:Las lesiones granulomatosas afectan tanto a las
placas de Peyer y a la mucosa adyacente, asi ctaso a
mucosas no asociadas con el tejido linfoide. Matkera
presencia de BAAR. Se reconocen 3 subtipos:

3a: La unica lesibn macroscépica es un ligero
engrosamiento de los vasos linfaticos del ileon.

Las lesiones observadas en las placas de Peyer y la
mucosa adyacente se parecen mucho a las lesiones de
tipo2, pero los granulomas situados en la lamiopigr

son mas grandes en tamafio y afectan a mas
vellosidades. Los granulomas tienen una distribucio
multifocal y se observan en mayor nimero en ehileo
que en el yeyuno.

3b: Hay un marcado engrosamiento de la pared
intestinal, ileon y en menor medida del yeyunoeEst
subtipo se caracteriza por una enteritis granulosaat
difusa formada por grupos de células epitelioidas.

las placas de Peyer, los granulomas se observisen
zonas interfoliculares asi como en los foliculos y
cupulas, lo que resulta en una modificacion notdele

su estructura normal. La inflamacién causa un cambi
en la morfologia de las vellosidades intestinaletely
area basal de la lamina propia. Se observan ures po
células gigantes mal definidas. La presencidldp se
puede demostrar, tanto por tincion ZN y métodos.IHQ
3c: Se observa una enteritis granulomatosa difusa. Un
mayor numero de macrofagos y células gigantes
deLanghans. Las células inflamatorias predominantes
son los linfocitos. El edema de la submucosa se
presenta con frecuencia. En los granulomas, se
observan pequefios focos necréticos, con 0 sin
calcificacion.

LN: nédulo linfatico. IHQ: inmunohistoquimica.
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Figura 13. Lesiones microscopicassociadas a la paratuberculosis bovin (A) Focal. Granulomas pequefi

localizados en el area cortical del ganglio lirfatileal. Hematoxilina-Eosina (HE). Bar, 30n. (B) Multifocal. ileon. Grupo de macrofagos (flechas) o células rgis
(punta flecla), rodeados de linfocitos y localizados en eléple las vellosidades intestinal(C) Difusa Linfocitica. lleon. Marcado engrosamiento de la mucosa intds
debido a la presencia de un infiltrado granulon@atfmsmado principalmente por linfocitoEntre ellos se pueden observar algunos macréfagodwas gigantes ¢
Langhans dispersas. HE. Bar, 100. En el recuadrose detectainmunohistoquimicamente los macréfagos y célulgarges.Anti-lisozima. Bar, 6Qum. (D) Difusa
Intermedia. ileon. Vellosidades intestinales atrofiadas y separ: de las glandulagebido a la presencia de un infiltrado granulon@tiaso en linfocitos y macréfagos. !
pueden observar varias células gigantes de Langh&nhsBar, 10 um. En el recuadro, se pueden alige los bacilos situados en el citoplasma de éhala gigant. ZN.
Bar, 6um. (E) Difusa Multibacilar. Yeyuno. Infiltrado inflamatorio formado principalme por macréfagos, que muestra una aparienciaadaioo y provocando

engrosamiento de la mu@gda fusion de las vellosidades y la separacidlaslglandulas intestinali HE. Bar, 10Qum. En el recuadro, detalle del infiltrado con @élula
gigante, que muestra un gran namero de bacteiids-dkcohol resistentes. ZN. Bar, um.

Gonzélez y col., 2005.
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[1.6.4. Signos clinicos

Los signos clinicos de la enfermedad son pocoeews, a veces variables y estan
asociados principalmente a los diferentes estadiok enfermedad (Whitlock y Buergelt,

1996). Asi, la progresion de la enfermedad se dieitl cuatro estadios o fases:

Fase I. Infeccion silente. Esta fase se caracteriza paukencia de signos clinicos de la
enfermedad y se encuentra presente fundamentalreanterneros y novillas, aunque en

ocasiones también se ha descrito en ganado adulto.

Fase Il. Fase subclinica. En este estadio se encuentramilbsles portadores déap que no
presentan sintomatologia alguna de la enfermeda@stas formas subclinicas de infeccion,
los signos que pueden llevar a su sospecha enceineade leche son principalmente
reduccion de la produccién lactea, problemas remtdtbs y mayor predisposicion al
desarrollo de mastitis. Ademas, la gran mayoriégodeanimales son negativos al cultivo en

heces, pues excretan en heces una carga micrdiz@ignde manera intermitente.

Fase lll. Fase clinica. Esta fase se desarrolla tras vafios de infeccidon poMap en

animales adultos. Concretamente, en el vacuno rnednecuentemente se observan signos
clinicos entre los 2 y los 6 afios, generalmente eéigparto y coincidiendo con la primera o
segunda lactacion de las hembras (Nielsen y S#6048). Otros factores estresantes que
pueden desencadenar la aparicion de la clinicacambios en el manejo, elevada densidad
animal, carencias nutricionales o procesos parasstéBlood y Rasdotits, 1999). Los signos
clinicos iniciales y caracteristicos de esta fase Ia caida de la produccion lactea, pelo

hirsuto, pérdida de peso y diarrea.

Fase IV.Fase clinica avanzada. El paso de la fase antergta fase tiene lugar en tan solo
unas pocas semanas, durante las cuales los animalesn en un estado de letargo,
debilitacion y emaciacion. Esta fase se caractaizau vez por la aparicion de un edema
mandibular debido a la presencia de hipoproteineademas de la presencia de caquexia y
diarrea profusa. Es en este estadio en el que rimsakes son sacrificados debido a la
reduccion en la producciéon lechera y a la pérdidapéso, aunque en ocasiones algunos
animales mueren por la deshidratacion severa pdaexia que tiene lugar. En los rebafios

bovinos infectados, por ejemplo, se suele obseunar baja proporcién de animales con
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clinica, en torno al 10 % (Merkal y col., 1975; Sherman, 1985). De heth@paricion di
un animal con clinica de paratuberculosis puedersiphasta 25 infecciones subclinicas
el rebafio (Whitlock y Buergelt, 199¢

El signo clinico mas caractsitico de la paratuberculosis, y comun a todas
especies de rumiantes, es el adelgazamiento pragresnsuncion o tisis, sin pérdida
apetito como consecuencia de la mala absorcionrgidae proteica que experimentan
animales infectados (Swegne2011). Aunque la administracion de dietas nigmalmente
mejoradas puede provocar una recuperacion del pesie los niveles 6ptimos
digestibilidad, en fases de infeccibn muy avanzdaasndicion corporal no se recupera !

animal finalmente mue o es prematuramente eliminado del ret

En la especie bovina, la hipoproteinemia favorecaparicion de edemas que tien
a localizarse en el &rea intermandibular o en eh@éDunkin, 1934). En la especie bov
también es caracterisitica laesentacion de una diarrea acuosa y persistentepuge
aparecer de forma crénica o intermitente y queaspande al tratamiento (Saseendrane
col., 2011; Sweeney, 2011). Los episodios diarsemeeden remitir durante varias seman
aparecer de nwe asociados con factores estreseé o con el parto. En la Figura se
muestran algunos de Isignos clinicos de la paratuberculosis boy

b .' .
/ ot
I
Figura 14. Signos clinicos de la paratuberculosis bovin Marcado estado caquéctico (arriba) y diarre
detalle del edema de papada (abajo). Fecteau yaahi2010. Vazquez, 20!
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En los rebafios ovinos y caprinos, la diarrea sserwh mas esporadicamente, sin
exceder el 20 % de los casos y ligada a formasefinde la infeccion (Stehmanm, 1996).
Otros signos mas inespecificos que suelen acompafiar caquexia son: debilitamiento
general, empalidecimiento de las mucosas, aneroteas alteraciones en los valores séricos
de proteinas y microelementos, fiebre intermiteséagre en heces, deterioro y/o caida del
pelo o lana, atrofia muscular, postracion y erm@dttérmino la muerte (Kopecky y col., 1971;
Badiola y col., 1980).

[1.7. INMUNOPATOGENIA

En otras enfermedades provocadas por micobactiae la tuberculosis y lepra ha
sido descrita la estrecha relacion existente dmtrespuesta inmune y las lesiones presentadas
por el hospedador (Ridley, 1983; Yamamura y c@911 Orme y col., 1993). Tomando estas
descripciones como modelo, diversos autores hatlestdo el espectro inmunopatoldgico
de la paratuberculosis (Bendixen, 1978; Chigdaul., 1984; Clarke, 1997; Bastida y Juste,
2011; Vazquez y col., 2013). En la Figura 15 sestraeuna representacion esquematica de
las formas inmunopatoldgicas de la paratuberculdsisacuerdo al modelo propuesto por
Bastida y Juste en 2011. Asi, las respuestas irsreeielar o de tipo Thl, con predominio de
células CD4 + y secrecion de IRNtienen lugar en las fases subclinicas de lad¢idadras
la exposicion @Map y se asocian con lesiones focales y multifocalespohinadagormas
delimitadas Cuando la infeccion progresa hacia fases clinalge mas avanzadas, las
lesiones que se observan avanzan simultdneamemte tlagar a lagormas difusasgn el
caso de que la respuesta inmune no fuera capaetdeed la infeccion, las micobacterias
pueden proliferar y la respuesta de tipo Thl decdmndo sustituida por la respuesta humoral
o de tipo Th2. Esta respuesta se acompafia de ageepion lesional hacia formas difusas,
llegando a provocar una enteritis cronica granutosatipica de las formas multibacilares,
acompafadas de una elevada carga micobacteriaglantestino. Sin embargo, en el caso en
que se mantenga una fuerte respuesta celular Thhatkera prolongada e incontrolada,
suficiente para contener la diseminacion Map pero demasiado excesiva, ésta resulta
perjudicial para el hospedador y acaba causandoefdsritis difusas linfociticas o
paucibacilares.
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Efficient innate
Immune response

Health Infection 390..‘:2:;:::““" Disease

Humoral

Diffuse forms

Non-lymphocytic 86%

Delimited forms
Multi-Focal

Lymphocytic 14%
Cellular > Laslon
extension
46.1% 18.6% 16.7% | Perez et al., 1999 18.6% Cattle
50.6% || 24.1% 9.0% | van Schaik et al, 1996 16.3% Sheep
\_50:0% J\ 11.7% J ) Corpaetal., 2000 \_38.3% JGoats

Figura 15. Formas inmunopatolégicas de la paratuberculosisRepresentacion esquematica de acuerc
modelo propuesto por Bastida y Juste en 2

Segun el modelo propuesto por Bastida y Juste | alrededor de un 46 % d
ganado bovino, 51 % de las ovejas, y 50 % de l&#sasaen una granja infectada
presentarian ningun signo de infeccién. Por ottlo |l 19 % del ganado bovino, el 24 %
las ovejas y el 12 % de las cabras presentarianinfeccion focal y delimitad Alrededor
del 17 % y el 9 % del ganado bovino y ovino ind€ct respectivamente presentan fori
multifocales.Aproximadamente el 19 % del ganado vacuno, el lde%s ovejas y el 38"
de las cabras desarrollarian formas sas que conducen a que los animales presenters

clinicos y posteriormente a su mue

Recientemente, las cinco formas inmunopatologicasigmente descritas (focal
multifocales, difusas linfociticas, difusas intedizes y difusas paucibacila) se han
reagrupado en dos grupos; las formas latentes fplass patentes (Vazquez y col., 20:
Esta clasificacion auna los hallazgos histopatoligyi y variables microbiologicas
inmunoldgicas especificas, tanto de base celularocbumoral. Para ta clasificacion se
utilizaron cuatro pruebas diagnésticas: ELISA,iealtPCR e histopatologia en 1031 bovil
sacrificados en matadero. Asi, las formas latesgedefinen como aques casos de formas
delimitadas o lesiones focales en las que la rista del hospedador logra un cierto éxitc
contencién de la infeccion mediante la activaciéruda respuesta inmune innata y en las
la carga bacteriana, los niveles de anticuerp@srgdpuesta celular son bajos. En contr.

en las formas patentssque se observa un incremento significativo dealga bacteriana ¢
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tejidos y niveles de anticuerpos y de IRNen suero frecuentemente detectables. Estas formas
patentes englobarian a las lesiones multifocatiigas de Gonzalez y col. (2005).

11.8. DIAGNOSTICO

La visualizacién de lesiones macroscépicas retacias con la paratuberculosis y de
los signos clinicos tipicos de ésta, sirve parabéster un diagndstico de rebafio, pero puede
ser insuficiente o simplemente impracticable parddteccion de infecciones subclinicas. La
confirmacién del diagndéstico de paratuberculosisaeimales con signos clinicos se realiza
mediante la deteccién ddap en heces por microscopia, cultivo bacterioldgicomediante
PCR. El diagnostico post-mortem consiste en lacd&ie de las lesiones caracteristicas de la
enfermedad en intestinos y con la demostracibnaderésencia de bacterias acido-alcohol
resistentes en frotis de las lesiones o medianté/@wacteriolégico de las lesiones. La
deteccién de infecciones subclinicas es menostdenyise realiza mediante la deteccion de
anticuerpos especificos por serologia, cultivoMBgp en heces o tejidos recogidos en la

necropsia, o mediante la deteccion de respuestasigs de tipo celular.

Entre los test serolégicos mas comunmente utiigadara la deteccion de la
paratuberculosis destacan el ELISA, el test decifija de complemento (Complement
fixation; CF) y AGID. El ELISA es un test idéneorpaa confirmacion del diagnéstico en
animales con signos clinicos asociados a la enftadhe Entre los test mas cominmente
utilizados para la deteccion de inmunidad celulestacan el ensayo de liberacion de
interferén y la intradermorreaccion, pero su intet@cion en ambos casos es dificil. Estas
respuestas celulares se detectan en estadios teamta la infeccion pero van disminuyendo
a medida que la infeccion progresa llegando a esiaente en los casos clinicos. Estas
respuestas celulares pueden ser inespecificaasineal se ha expuesto a otras micobacterias

medioambientales.

Tabla XVII. Capacidad de deteccién W&ap de de los ensayos diagnésticos en funcion destadhnica de la
enfermedad.

Tipo de Ensayo Fase | Fase I Fase lll y Fase IV
Signos clinicos de la enfermedad No No Si

Cultivo de heces No En ocasiones Si

PCR No En ocasiones Si

Tincién de acido-alcohol resistencia No En ocasiones Si

IFN -y En ocasiones  Si En ocasiones
Serologia No En ocasiones Si
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La eleccion del test depende de las circunstayoggrado de sensibilidad requerido
para la deteccion ddap individual o a nivel de rebafio. A nivel de rebgfimomo ningun test
diagnostico es 100 % especifico, se suelen reatimaastreos por ELISA y PCR de heces
durante varios afos eliminando a los animalesiposity a la cria de estos. (OIE Terrestrial
Manual., 2014)

Tabla XVIII. Test disponibles para el diagndéstico de la paeatuliosis y su propésito.

Objetivo
Rebafio Animales Contribucién | Confirmacion| Prevalencia Estado
libre de libres de la | a politicas de| casos clinicog infeccién. | inmunolégico
Método infeccion infeccion erradicacion de animales @
previo a su Vigilancia rebafos
movimiento después de la
vacunacion
Identificacién del agenté
Histopatologia* + - + +++ - -
ZN de heces - - - + - -
Cultivo ++ + ++ + + ++ + + -
PCR + + + + + + -
Deteccién de la respuesta inmurie
Test Serolégicos
AGID** + + - + + ++ + ++ +
ELISA + + + + + ++ + ++ +
CF - + + + + ++ +
Test para la deteccidn de la inmunidad mediada pazélulas
Ensayo IFNy - - + - - ++ +
DTH - - + - - + + +
+ + + = método recomendado; + + = método adecuadométodo que puede usarse en ciertas ocasiones pe
su coste, fiabilidad u otros factores limitan slicagion; - = no adecuado; * = usar sélo post-murte =

apropiado par ovejas y cabras; 1 = se recomiendaambinacién de los métodos de identificacién gentes
aplicados sobre la misma muestra clinica; 2 =esmmienda una combinacién de pruebas seroldgicasjue
no todas las pruebas de las categorias +++ 0 ++hae sometido a validacion, su rutina
y el hecho de que se han utilizado ampliamenteesnitados dudosos, las hace aceptalidd$d: delayed type
hypersensitivity. OIE Terrestrial Manual, 2014.

[1.9. TRATAMIENTO Y MEDIDAS DE CONTROL

11.9.1. Tratamiento

Actualmente se disponen de diversos agentes fatégacos que pueden aliviar o
reducir la sintomatologia clinica de la enfermedsd, suponer una cura para ésta. En la
actualidad no existe un método estandar utilizaai@ pestar la susceptibilidad déap a
diversos agentes antimicrobianos, por lo que lomdos utilizados en los distintos estudios
son variables. Mas recientemente, se ha adaptagist@ina de cultivo automatico BACTEC
MGIT 960 y el medio de cultivo ParaTb como platafarpara testar la susceptibilidad de

Map frente a diversas drogas. Utilizando este métsdohan testado las concentraciones
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minimas del medicamento requerigi@ra inhibir mas del 99 % del crecimiento en
comparacion con el control no tratado (Minimum bitury concentration; MIC) de 10
compuestos antimicrobianos frente a 18 aisladodlae(9 de origen humano y 9 de origen

animal) como se puede observar en la Tabla XIXs{ifran y col., 2009).

Tabla XIX. MIC%,y MICq de 18 cepdsde Map y el porcentaje de cepas clasificdfdesmo susceptibles,
intermedias y resistentes a 10 medicamentos amthianos de uso comun.

Medicamento MIC o MIC o Porcentgje Porcentaje Porgentaje
susceptible intermedio resistente
Ciprofloxacino 1.0 8.0 55.5 55 39.0
Azitromicina 2.0 4.0 100 0 0
Claritromicina 0.25 1.0 100 0 0
Amikacina 3.12 3.12 83.3 16.7 0
Rifampicina 1.5 3.0 44.4 50.0 5.6
Rifabutina 0.5 2.0 111 72.2 16.7
Etambutol 5.0 5.0 27.8 66.7 5.5
Clofazimina 0.625 1.25 55 16.7 77.8
Dapsona >5 >5 0 0 100
Isoniazida > 8 >8 0 0 100

®MICs es la concentracion minima del medicamentaedda para inhibir mas del 99 % del crecimiento en
comparacion con el control no tratado.

P9 cepas de origen humano y 9 de origen animal

“Clasificacion basada en el criterio de la NCCLSaplas pruebas de sensibilidad a los medicamento€ MA
(National Committee for Clinical Laboratory Standsr2003).

Todos los aislados ddap fueron susceptibles a los antibidticos de tipo blatws
como la claritromicina y azitromicina. Ningun attadeMap fue resistente a la amikacina.
La rifampicina y la rifabutina fueron la terceracyarta droga mas efectiva frenteMap,
seguidas del ciprofloxacinMap es muy resistente a la isoniazida (droga anti-tubesa) y a
la dapsona (droga anti-lepra). Se obtuvieron peapiedliferencias en cuanto a la
susceptibilidad de los aislados Bkap de origen humano y animal a las drogas testadas en

este estudio.

Entre los antibioticos clinicamente activos se uentran los aminoglucdésidos
(gentamicina, canamicina, neomicina, estreptomiging capreomicina, larifabutina, la
rifampicina, la viomicina, la isoniazida, clofazimai y dapsona (Fecteau y Whitlock, 2011).
Estas sustancias no sulen admisnistrarse indivithrége sino de forma combinada Por
ejemplo, St Jean (1996) demostrd que el tratamidiatdo con isoniazida (20 mg/kg) sélo o
en combinacién con rifampicina (20 mg/kg) durardgevida del animal puede reducir la
progresion de la efermedad. Sin embargo, el trat@imicon este tipo de farmacos es muy
costoso, se requieren periodos de tiempo prolorsggpdi@ evitar decidivas e implican que los

productos obtenidos de animales tratados y destnaldconsumo humano sean retirados. Por
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ello, el tratamiento de la paratuberculosis rardmese lleva a cabo, o s6lo de manera

excepcional en animales de alto valor genéticizatlbs para obtener semen o embriones.

Greenstein y col. (2007) demostraron que muchasgadr anti-inflamatorias
comunmente utilizadas para el tratamiento de larevddad de Crohn eran capaces de inhibir
el crecimiento in vitro de Map como el metotrexato, azatioprina, rapamicina, 6-
mercaptopurina (6-MP, 2-4 pg/ml), ciclosporina Ajdé 5 aminosalicilico (5-ASA, 8-32
png/ml) o tacrolimus (Greenstein y col., 2007b; Shi@ollins, 2008; Khrishnan y col., 2009).
Sin embargo, desde el punto de vista de saludgajldu aplicacion en animales destinados al

consumo humano resulta cuestionable.

Recientemente, se han realizado algunos ensaybstdeniento con sustancias no
estrictamente farmacoldgicas tales como probiotamlistipo de Dietzia subsp. C79793-74,
gue en estudios preliminares en animales adultosneanifestaciones clinicas consiguio
disminuir la intensidad de la respuesta humoratap, alargar la vida productiva y remitir
la sintomatologia (Click, 2011a). Entre las susanoaturales con capacidad inhibitana
vitro del crecimiento deMap destacan el carvacol y el trans-cinamaldehido, pe@stos
principales del aceite esencial de orégano y caredpectivamente (Wong y col., 2008) o el

aceite de naranja (Crandall y col., 2012).

Otra hipotética alternativa seria llevar a cabtatnientos con micobacteriéfagos pero
su utilizaciénin vivo tiene muchas limitaciones: necesidad de rebajacidez del abomaso
para garantizar la supervivencia de los fagos, taozacion de la resistencia-sensibilidad de
Map a los fagos, falta de evidencia experimentalvivo sobre la efectividad de este
tratamiento y el potencial peligro de que la trarestbn o transfeccion con fagos incremente

la virulencia deMap (Emery y Whittington, 2004).

Hoy en dia, la sustancia quimioprofilactica mejevaluada en relacion a la
paratuberculosis es un ionéforo denominado Monangia que su administracion diaria en
vacas adultas disminuye la carga bacteriana feedlice las lesiones histopatologicasy
disminuye la positividad a ELISA de la leche (Ggem y col., 2009). Esta sustancia, sin
embargo, se encuentra prohibida como aditivo enliletess del ganado bovino en la Unién
Europea desde el afio 2006 (Reglamento (CE) N° 2883/ articulo 11) para reducir los
riesgos de crear resistencias microbianas y praskr\eficacia de ciertos antibiéticos de uso

66



Il. INTRODUCCION GENERAL

humano. EIl nitrato de galio también ha ofrecidoultaslos preliminares prometedores
(Fecteau y col., 2011).

11.9.2. Medidas de Control

Los modelos predictivos han indicado que la ntaunsicion de medidas de control de

la paratuberculosis resulta en un incremento romiei su prevalencia (Kudahl y col., 2008).
Por otro lado, el que la paratuberculosis causdiges econdmicas significantes y pueda
suponer un peligro para la salud publica, sobre &idse confirma qu&lap es un factor
causal de la enfermedad de Crohn, justifica laaursicion de medidas de control de la
enfermedad en términos financieros y de salud gailfBastida y Juste, 2011). Efectivamente,
tanto la propia industria ganadera como la indaistgroalimentaria relacionada, asi como las
autoridades competentes en sanidad animal, hardecedo que el impacto de la enfermedad

justifica la instauracion de estos programas dérabn

El largo periodo de incubacion de la enfermedagyrésencia de animales subclinicos
en la explotacion, la falta de herramientas diatices adecuadas, asi como la falta de
conocimiento de la diversidad genéticaMiap y de la virulencia y transmision inter-especie
de los distintos aislados ddap son aspectos importantes a tener en cuenta a éadw®r
disefiar un progama efectivo de control de los as/éele infeccion que consiga a corto plazo

el control de la paratuberculosis y a largo plazerftadicacién de ésta.

La estrategia mas simple de control se basa eptaxdmédidas higiénico-sanitarias
generales dirigidas a reducir la carga micobagtarisecomendandose especialmente seguir
estrictas pautas de manejo de los animales masgsyeguesto que éstos son los mas
susceptibles a la infeccién al no estar su sistamane completamente desarrollado. Ademas
de este tipo de medidas, en la actualidad existen a$trategias de lucha frente a la
paratuberculosis: i) el saneamiento o eliminaciéh r@bafio de animales infectados que
actian como fuente de contagio para otros aninglsseptibles y ii) el aumento de la
resistencia a la infeccion de los animales suddeptimediante la vacunacion. Un programa

de control tiene que cumplir dos objetivos prink2pa

1. disminuir el contacto de animales susceptibbesanimales infectados y el medio ambiente

mediante la aplicacién de medidas higiénico-sangay
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2. reducir el numero de animales que evolucionam astado clinico de la enfermedad

mediante el saneamiento o la vacunacion.

Dentro de la UE, no existe un programa obligatdeccontrol de la paratuberculosis.
Sin embargo, la mayoria de los paises han implgtaoigramos voluntarios de control de la
enfemedad. Entre los factores a considerar a ka d®idisefiar una estrategia de control de la
enfermedad estan los recursos financieros dispEsibd prevalencia de la infeccion a nivel
de rebafo, region, o pais; asi como, la prevaledeiatras enfermedades que requieran
prioridad a la hora de ser controladas. Por otdo,la@ependiendo de la prevalencia de la
enfermedad el objetivo a corto plazo del programaahtrol puede ser la erradicacion (en
paises de baja incidencia de la enfermedad) o réfato(paises con alta prevalencia). En
paises, como en el Reino Unido, en el que la incidede la tuberculosis bovina va en
aumento, es muy dificil que los propietarios de éxplotaciones y las asociaciones de
productores inicien programas de control de latpheaculosis hasta que la tuberculosis no
este bajo control, pues el control de ésta esifim. Recientemente, se ha propuesto un
programa de control basico frenteviap que podria utilizarse como referente internacional
minimo y que se representa en la Figura 19 (Kh&8aymgartner, 2012). Este programa
consta de tres fases: 1- el desvieje de los ammad@ clinica de paratuberculosis, 2-
implementacion de medidas higiénico-sanitariasclhgsy 3- seguimiento del estado sanitario
de la instalacion mediante el andlisis de muestnrabientales. Este programa podria
implantarse con un minimo coste y carga de tralpaj@ el ganadero. El objetivo del
programa es la reduccion de los casos clinicos@nbd la reduccion de la eliminacion de

Map al ambiente.

1. Diagnéstico de Rt 2. Instauracién de ™, 2 Sequmints 3

todos los casos de - . medidas higiénico- NN giﬂ;ﬁ:‘fé’gg{l rif:fti?
diarrea y desvieje de P sanitarias (Intensidad O W—— atencib;a
los animales con A~ wvariable dependiendo I pecia I
elinica s’ de los recursos) a los animales
. eliminadores

Figura 16. Representacién esquemética de las 3 etapas dedlondd programa de control basico de la
paratuberculosis bovina propuesto por Khol y Bautnga en 2012.

11.9.2.1. Manejo y medidas higiénico-sanitarias

Entre las medidas de control aplicables, la pr@mar tener en cuenta y de
cumplimiento constante durante cualquier plan detrob de la paratuberculosis es la de
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adoptar medidas higiénico-sanitarias generalesitadas a reducir la carga micobacteriana
recomendandose especialmente seguir estrictasspantal manejo de los animales mas
jovenes. En la Tabla XX se muestran las medidagrigp-sanitarias basicas generalmente

utilizadas para el control de la paratuberculositas explotaciones.

Tabla XX. Medidas higiénico-sanitarias para el control dgdeatuberculosis en las explotaciones.

Medidas Higiénico-Sanitarias

« Instauracion de protocolos periddicos de limpiezieginfeccion de las instalaciones
* Adecuado manejo de los purines

» Separacion de animales con sintomatologia clinica

» Evaluacion del estatus sanitario de los animalessguncorporan al rebafio

GENERALES

» Separacion fisica de la zona de partos y limpighawgstiva de la mismas tras el parto
e Separacion de las crias de las madres tras el parto

NEONATOS e Alojamiento separado para recria y adultos

« No recriar animales procedentes de madres elimiaadteMap

« Pasteurizacion del calostro o administracion denpdgzantes lacteos comerciales

Véazquez, 2014

Las vias de transmision fecal-oral y lactea deberser atajadas evitando o
restringiendo el contacto entre madres y crias)tgeeadultos y jévenes en general, evitando
el contacto de los purines con los animales, liosealtos y la bebida, realizando tratamientos
efectivos del calostro y de la leche, y manteniemais buenas medidas higiénicas generales.
En casos de madres que excreten micobacterias ess,hpuede ser aconsejable la
eliminacién de su descendencia pues puede encamtiafiectada por via intrauterina. La
mayoria de estas medidas son econdmicamente $dsteni rentables, sobre todo para
rebafios grandes, compatibles con otras estratagazontrol y su adopcién reduce
considerablemente la prevalencia de la infeccidéal@abafio. Sin embargo, estas medidas no
son economicamente sostenibles en el caso de epafjaefos e imposible de implementar
en rebafos de vacuno de carne o de ovino debids eostes. Por otro lado, estas medidas no
dan resultados inmediatos por lo que son abandemadgado otros problemas productivos

son mas acuciantes (Muskens y col., 2003).

11.9.2.2. Saneamiento

El saneamiento se emplea fundamentalmente en mhdgabovino al no ser
econdémicamente viable en pequefios rumiantes ys@mae la Unica herramienta legal para
combatir la enfermedad en esta especie, en loggafs los que las autoridades sanitarias

competentes no permiten el uso de la vacunaciénspesrposibles interferencias con los
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programas de erradicacién de tuberculosis. En By mpsanemianto de las explotaciones se
realiza mayoritariamente mediante la participa@arnprogramas voluntarios, a excepciéon de
Holanda, Noruega y Austria, en donde se realizaniral®s con caracter oficial (Bakker,

2010). Asi, en el programa de sanemianto holanel@eisigue la mejora de la calidad de la
leche mediante el control trimestral de la cargaVide en los tanques de leche mediante
ELISA, mientras que el programa austriaco estanta@d a la vigilancia de la infeccion en

rumiantes domésticos y en ciervos procedentes pletagiones cinegéticas (Bakker, 2010).

Por otro lado, en Suecia en donde la prevalencia garauberculosis es menor de un 0.3 %
se aplican programas de control/certificacion eghaos dirigidos a mantener el estatus
“libre” de la enfermedad mediante analisis exh&osgior cultivo de los casos con sospecha
de paratuberculosis (Sternberg y Viske, 2003). Gaae detecta un animal infectado en una
explotacion se procede a la eliminacion del rel@topleto, a identificar todos los animales

introducidos y vendidos del rebafio en cuestidéreadizar ELISA en todos los rebafios que
han tenido algun tipo de contacto con el rebafectatio y a desinfectar las instalaciones,

equipos y purines relacionados con el rebafio iafect

La eficacia de los programas de control basadosl sanemianto esta fuertemente
condicionada por las sensibilidad de las pruebagndisticas empleadas para detectar a los
animales infectados, por su alto coste y por ehpg@ requerido para la obtencion de los
resultados diagnésticos (Garrido, 2012). La fale sensibilidad de las técnicas de
diagnéstico, sobre todo de infecciones subcliniga® necesaria la repeticion de las pruebas,
de manera que se incurre en unos costes de diagnpstiodicos y de larga duracién. En la
actualidad, las técnicas diagnésticas mas comummatiizadas en los programas de
saneamiento son el ELISA como test de screeningculevo o PCR fecal como método
confirmatorio (Garrido y col., 2012, Perez y cd@dQ12). Hay que tener en cuenta que al
utilizar esta estrategia no todos los animalesetams serian detectados mediante ELISA. En
el caso de los programas de sanemianto en losegem@slea directamente el cultivo o la PCR
de muestras fecales, se suele realizar el andéspols de heces de hasta 5 animales con el
fin de abaratar los costes, sin causar un desaEn$a sensibilidad diagnostica (Kalis y col.,
2004). Sin embago, con el cultivo o la PCR de masdiecales se detectan a veces falsos
positivos, animales no infectados que han consumprdductos infectados cdvWap que es
eliminada en las heces sin causar infeccion. Eastindio de simulacion se concluyo que la
estrategia mas efectiva para reducir la prevalestial rebafno seria el desvieje tras el primer
ELISA positivo (Kudhal y col., 2011).
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11.9.2.3. Vacunacién

Las caracteristicas de la vacuna ideal frente @atatuberculosis son: i) prevenir la
infeccidbn de animales vacunados, ii) permitir @gifegiar animales vacunados de animales
infectados poMap, iii) carecer de interferencia con los test dieggimds, fundamentalmente

frente aM. bovisy iv) minimizar o evitar el dafio lesional en ehpude inoculacion.

Las primeras vacunaciones frente a la paratulmsisubovina se llevaron a cabo en
1926 en Francia mediante inyeccion subcutanea garcepa viva no virulenta déap y tres
sustancias adyuvantes (parafina liquida, aceitglide y polvo de piedra pomez). La vacuna
disminuyo la aparicion de sintomatologia clinicgl yamero de animales excretores (Vallée y
Rinjard 1926). En pequefios ruminates se vieneneangb vacunas inactivadas desde los
afos 50, llegandose a utilizar esta pauta en logramas de control oficiales de algunso
paises Europeos, como Islandia, Noruega o Ausii@aier, 2010; Kennedy y Citer, 2010).
En Espafia, la vacunacion con vacunas inactivadiéesvaseutilizando como medida de control
desde los afios 70 en ovino. En un principio el dario de Agricultura proporcionaba
vacuna gratuita para la recria ovina, pero a paetit990 los productores tenian que pagar por
la vacuna y por su administracion. Reciéntemergeha observado un incremento de la
vacunacion con vacuna inactivada frentdagp como medida de control en la cabafia caprina
(Lozano De Arcenegui y col.,, 2012). Por el contara posible interferencia de la
vacunacién con el diagnostico de la tuberculosisnaomediante IDR (Intradermal reaction)
ha hecho que su uso en el ganado bovino sea miéadiin{Kohler y col., 2001; Muskens y
col., 2002). El inconveniente mas importante devisunas inactivas es que no son DIVA
(no diferencian animales infectados de vacunados)gque interfieren con el diagnéstico
seroldgico de la paratuberculosis e interfieren losnprogramas nacionales de erradicaciéon
de la tuberculosis. Sin embargo, recientes ensdgogcunacion realizados con la vacuna
Silirum® han demostrado que solo un 0.5 % de amimalacunados intefieren con el
diagndstico de la tuberculosis cuando se realizauaba intradermal comparada (Garrido y
col., 2013). Otro inconveniente de las vacunastiveatas es que en algunos animales el
adyuvante oleoso que forma parte de la vacuna paszssonar lesiones granulomatosas en el
sitio de inyeccion. Aunque la vacuna inactivadagpnatege a los animales de la infeccion al
100 %, aumenta la resitencia a la progresion @afiermedad clinica reduciendo la severidad
de las lesiones, por lo que tiene un claro efemtaptutico (Alonso-Hearn y col., 2012). Por
otro lado, la carga bacteriana excretada en lasshgcdetectada en los tejidos se reduce
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mientras que la esperanza productiva y la prodadéictea se ven claramente mejoradas con
un coste-beneficio significativo para el produdthrste y col., 2009b).

En la actualidad existen varias vacunas comezea@dis: Neoparasec®, Gudair®,
Mycopar® y Silirum®. La primera de ellas se des#&iren la década de los afios 80 y es una
vacuna viva atenuada elaborada a partir de la 8&p& de Weybridge con un adyuvante
oleoso y una concentracién de bacterias de 3’ udi@lades viables por mililitro de vacuna.
Su empleo ha ofrecido buenos resultados tanto esdacie bovina (Klawonn y col., 2002)
como en la especie ovina (Juste y col., 1994).dcuna Gudair® se produce en Espafa desde
los aflos 90 y ha sido ampliamente utilizada enmyircaprino (Windsor y col., 2014). Se
trata de una vacuna elaborada con la misma cepdaqaeterior, con 2.5 mg de bacilos
desecados, inactivada por calor. Esta vacuna, adsenéncuentra registrada en Australia y
Nueva Zelanda. En Estados Unidos ademds, se cafimaciMycopar®, una vacuna
inactivada elaborada con la cepa 18Migcobacterium aviunsubespecieaviumy que ha
sido utilizada para estudios en bovino (Tewari {;,c2014). En Espafia se han otorgado
varios permisos especiales para realizar estudiosadunacion en la especie bovina con la
vacuna comercial Silirum® elaborada con la cepaF3il6é Map e inactivada por calor
(Garrido y col., 2006, Garcia-Pariente y col., 20@6foz y col., 2006).

En los dltimos afios se han disefiado nuevos prosivecunales a base de proteinas o
de DNA deMap como se puede observar en la Tabla XXI. Una vaeubase de proteinas o
compuesta por plasmidos bacterianas o codificanantienos déMap que sea efectiva
podria resolver los problemas de interferenciardiatica que presentan las vacunas basadas
en bacteria viva atenuada o muerta. La identifisaaile antigenos dMap capaces de
estimular una respuesta inmune protectiva es elgorpaso necesario para el disefio de este

tipo de vacunas.
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Tabla XXI. Resumen de los ensayos realizados en animalesaodidatos vacunales basados en vacunas de psoyeliéA deMap.

K Especie Cepa
Tipo de vacuna ol D Funcion el ) 2 G0 DI 1 iR € Inmunizacién y resultado Referencia
nombre que se testa usada en el infeccién
la vacuna desafio
Vacunas basadas en
Proteinas
Proteina de fusion MAP 74F 74 MAP3527 (Pep A) es Ratones MAP -10° UFC Inmunizados por via subcutanea dos veces (3
MAP3527-MAP1519 una proteasa de 34 KDa. C57BL/6 66115-98 - Intraperitoneal semanas de diferencia) con50 pg / animal deChen
MAP1519 es una (deuna - El desafio se la proteina de fusion en MPL. El grupo col y
proteina hipotética que vaca realizé 3 semanas control recibié sélo MPL. ZOdé
pertenece a la familia de infectada) después la Ultima
las proteinas PPE inmunizacion Reduccion en la carga bacteriana: en higado a
las 12 semanas, en bazo a 8-16 semanas, en
nodulos linfaticos a 12 semanas.
MAP3840 Hsp70, 70 Chaperonina 40 terneros  Map de -Almenos 2 x 106  Inmunizados por via subcutanea dos veces,
dnak hembras vaca UFC 308 dias de diferencia, con 200 pug de Hsp70Koets y
infectada - Oral recombinante en DDA. col.,
- 9 dosis durante 2006
un periodo de 21  Reduccion en la excrecién ddap en las
dias heces durante los 2 afios siguientes al desafio.
MAP0216 Ag85AA 32 El complejo del antigeno 24 terneros MAP -1x 10 UFC Inmunizados por via subcutanea con la
MAP1609c g85BAg 30 85 (Ag85) incluye 66115-98 - Oral mezcla de 100 pg de cada proteina en MPL o
MAP3531c 85C 32 Ag85A, Ag85B vy - 7 dias por via intramuscular con MPL + 100 ug de
MAPQ187c SOD 23 Ag85C, que son micolil - consecutivos de DNA de IL-12 bovina. Kathaperu
transferasas implicadas - 4 semanas mal
en la sintesis de la pared después ultima Se induce cierta proteccion pero no sgcol., 2008
celular. SOD es una inmunizacion observan diferencias significativas entre los
superoxido dismutasa. grupos vacunados.
Vacunas basadas en DNA
Mezcla de 26 plasmidos que Estos 26 genes codifican
codifican para los antigenos proteinas transportadoras Ratones MAP6112 -1 x 16 UFC Inmunizados con pistola génica con 2 ug de
deMap 0448, 1301, 1308, ,de unién, antigenos BALB/c - Intraperitoneal un pool de los 26 plasmidos y estimulados 3
2491,3498c, 1239c, 1493c, ricos en prolina de la - Al de 2 semanas semanas después. No se observo proteccion.
1912, 2239, 3049c, 3131, familia PPE, proteinas de de la Ultima
3171c, 0047c, 1003c, 2191, membrana, proteinas de inmunizacion Huntley
2192, 3737, 1796¢, 1871c, entrada a los y col.,
2171c, 2174c, 2175¢c, macrofagos, sintetasas 2005b
2230c, 2604c, 3742, 3764c¢ de micobactina y
policétidos.
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K Especie Cepa
Tipo de vacuna ol D Funcion el ) 2 G0 DI 1 iR € Inmunizacién y resultado Referencia
nombre a que se testa usada en el infeccién
la vacuna desafio
Mezcla de pDNA Mezcla El complejo del antigeno  Ratones Mapde -1x 10 UFC Inmunizados por via intramuscular con 50 pug
codificante de 85 (Ag85) incluye C57BL/6 vaca - Intravenosa de cada DNA 3 veces en intervalos de 3
MAPQ0216 Ag85A 32 Ag85A, Ag85B vy infectada - El desafio se semanas.
MAP1609c Ag85B 30 Ag85C, que son micolil - efectud 3 semanas
MAP3531c Ag85C 32 transferasas involucradas después de la Se observé una reduccién significativa de la
MAPQ187c SOD 23 en la sintesis de la pared Ultima carga bacteriana en el bazo y el higado de los Park
MAP2121c MMP-1 35 celular. SOD es inmunizacion vacunados en relacién a los controles siny col.,
superoxido  dismutasa. vacunar. 2008
MMP-1 es una proteina
de membrana de funcién Gravedad de las lesiones histopatolégicas en
desconocida. el higado y bazo en concordancia con los
resultados de cultivo.
MAPO0586¢ (pDNA) 33 Transglicosilasa Ratones MAP -2 x 10 UFC Inmunizados por via intramuscular con 100
BALB/c ATCC - Intravenosa 1g de DNA cuatro veces en intervalos de 3
C57BL/6 19698 - Alde 6 semanas semanas o tres veces con el DNA vy
de la dltima potenciado con 50 upg de proteina Roupie
inmunizacion recombinante. y col,,
2008a
Tanto el DNA como el DNA combinado con
proteinas redujo de forma efectiva el nimero
de bacterias en el bazo.
MAP3936 (pDNA) Hsp65 65 Chaperona GroEl- Tipo | Corderos Mapdeun -2x10 UFC Inmunizados intramuscular- mente tres veces
BCG3866¢ Ag85A 32 paciente - Oral en intervalos de 20 dias.
MAV0214 Ag85A 32 don la - El desafio se Sechi
enfermedad realizd6 3 meses Las secciones histopatoldgicas del tejido y col.,
de Crohn  después de la post-mortem revelaron ausencia de lesiones o 2006

Gltima vacunacion de bacterias en los grupos vacunados con los
tres tipos de vacuna de DNA.

MPL: Monophosphoryl lipid. SOD: Superdxido dismutaBDA: Dimethyl dioctadecyammonium MMP: matrix metalloproteinase. Hspteat shock protein.
Huygen y col., 2010
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11.10. MODELOS DE INFECCION PARATUBERCULOSA

11.10.1. Modelos de infeccién animal

La ventaja de las infecciones experimentales,exdspa las infecciones naturales, es
gue se pueden controlar los diferentes factoresinflilgyen en la infeccién. Sin embargo,
estas experiencias resultan dificultosas debidioe etras, a las caracteristicas propias de esta
bacteria como son su lento crecimiento y su teridemda aglutinacién, lo que dificulta la
administracion de una suspension homogénea y panto de una dosis exacta a todos los
animales, o el largo periodo de tiempo necesania gasarrollar lesiones evidentes o signos
clinicos (Chiodini y col., 1984; Saxegaard, 1990arke, 1997), siendo frecuente que haya
animales que no muestren signos de infeccion (Gitngacol., 1978; Thorel y col.,1992). El
exito de un estudio experimental de paratubercaildspende de factores tan importantes
como tipo del inéculo, dosis, método de cuantifi@am® via de administracion del mismo, el
intervalo en que se administra éste, asi comoléz@én de animales (Begg y Whittington,
2008).

La paratuberculosis se ha reproducido experimaetate en bovinos, ovinos, caprinos
y cervidos (apartado 11.10.4.). La infeccién expwntal de terneros y cabras ddglap ha
permitido estudiar la respuesta génica del hosmedada infeccion (Khare y col., 2012),
eficacia de prototipos vacunales (Hines y col.,20#& identificar biomarcadores bacterianos
(Facciuolo y col., 2013) y del hospedador (Davidoy.,, 2014) con potencial diagnostico. A
pesar de que estos animales son los hospedaddreslesm de la infeccion y se puede
observar en ellos los distintos estadios de larerd@dad conforme la infeccion progresa, se
necesitan grandes espacios para la realizaciorosleeisayos experimentales con estos
animales y sus costes de mantenimiento son mugddevsobre todo teniendo en cuenta que
se requieren de varios afios para que puedan olsedes signos clinicos asociados a la
enfermedad. Con idea de reducir los costes asaciadtbs modelos experimentales de
rumiantes se han realizado ensayos de infeccioMeqren animales de laboratorio como los
hamsters (Francis, 1943; Larsen y Miller, 1978)ay@s (Francis, 1943; Merkal y col.,
1982), jerbos (Larsen y col., 1976), conejos (Fsari®©43; Mokresh y Butler, 1990; Vaughan
y col., 2005), ratas (Chandler, 1961a; Koets y, @000) y ratones (Collins y col., 1983;
Hamilton y col., 1991; Thomsen y col., 2001).
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Tabla XXII. El raton y el conejo como modelos de infecciérapdrerculosa.

. Modelo
Caracteristica -
Raton Conejo
Raza C57/BL6, BALB/c, SCID White New Zealand
Ruta de administracion Oral, intraperitoneal Oral
Dosis de infeccién 10"-1@ UFC/animal 18-10° UFC/animal

) Higado, bazo, intestino, ganglios Higado, bazo, intestino, ganglios
Recogida de muestras

linfaticos, suero linfaticos
Diarrea Nunca Frecuente
Excrecion fecal Raramente Ocasional
o B UFC, histopatologia, evaluacion UFC, histopatologia, signos
Criterios de valoracion ) o o
inmunologica clinicos
) Raramente se desarrollan signos Falta de reactivos y algunos signos
Carencias . ] o ]
clinicos de la paratuberculosis clinicos de la paratuberculosis
Talaat, 2010.

El modelo experimental murino es uno de los méplesdos para la evaluacion de
vacunas frente a la paratuberculosis, para testairdlencia de mutantes déap y para el
estudio de la interacciddap-hospedador durante la infeccion (Scandurra y 201L0). Este
modelo también se ha utilizado para analizar lalicapion de determinados genes del
sistema inmune del hospedador en la mayor o mersaeptibilidad a la infeccion caviap
(Tanaka y col., 2000). La formacién de granulongseificos déMap pueden observarse en
ratones infectados a las 3-6 semanas de la infe¢&idin y col., 2006). Utilizando ratones
inmunodeprimidos (Severe combined immunodeficier®9jD), se han observado lesiones
intestinales caracteristicas de la paratubercutpssincluyen infiltraciéon luminal con células
mononucleares que contien®tap (Mutwiri y col., 2001). Ademas se observo secreaién
hierro en los intestinos infectados y dafio celulal epitelio intestinal. También se ha
utilizado el modelo de raton para el estudio dantigenicidad de determinados antigenos de
Map con aplicacion diagnostica (Paustian y col., 20@4hpleando el modelo de ileon de
raton pudieron determinarse algunos de los factdeesirulencia déMlap implicados en la
invasion del epitelio intestinal, como la proted@®eunion a fibronectina (Secott y col., 2002,
2004). A pesar de las ventajas del modelo murixisten diferencias anatdémicas, fisiologicas
e inmunoldgicas entre los rumiantes y los ratogeg, pueden afectar al desarrollo de la
infeccidon. Es por esto que, algunos de los siglingaos caracteristicos de la enfermedad en
ganado como la diarrea, asi como las lesionestimdéss severas caracteristicas de la

enfermedad no son reproducibles en raton.
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Otro modelo de infeccién animal que se ha utilizad el conejo, al ser un hospedador
susceptible de ser infectado pbtap en condiciones naturales. Mokresh y col. (1990)
observaron episodios diarreicos intermitentes atlaseses post-infeccion en el 70 % de los
conejos (White New Zealand) infectados con una tep@na de referencia (ATCC 19698) y
con otra cepa de campo (10FC/animal). En algunos de los conejos infectadwsla cepa
de referencia, que presentaban diarrea, se obsert@mbién granulomas multifocales. Sin
embargo, no se obtuvieron cultivos positivos deekate los animales infectados y tampoco
se observo pérdida de peso ni reduccion de la ghadaminal en ningin animal. Por el
contrario, Vaughan y col. (2005), si observaromasgclinicos como diarrea, pérdida de peso,
reduccion de grasa corporal y lesiones intestirieless al cabo de 2 afios de la infeccidén de
conejos con una cepa de campo de origen bovino.eRipargo, no observaron siempre
excrecion bacteriana, no obteniéndose cultivostigoside heces de los animales infectados
en medio solido. Hay ciertos aspectos de la enfgawhecomo los relacionados con la
induccién de diarrea, pérdida de peso o colonimaritestinal que pueden ser estudiados de
manera mas optima en el modelo de conejo que da eton. Sin embargo, el modelo de
conejo no es tan utilizado como el de raton emvastigacion de la paratuberculosis por la
falta de reactivos inmunoldgicos y por el costerdahtenimiento de los conejos en relacion

al modelo de ratén.

Otras especies monogastricas empleadas como moeegleerimental de
paratuberculosis han sido las aves (Collins y d@i83; Valente y col., 1997). Para infectar
pollos se han empleado tanto cepad/lap aisladas de vacuno (Larsen y Moon, 1972) como
de pacientes con la enfermedad de Chron (van Kugem y col., 1991). Las lesiones se
encontraron principalmente en ciego, bolsa de Eiabrpulmones, higado o pericardio. No
obstante, en tan sélo dos de seis de los animadesilados por via oral se encontraron
lesiones granulomatosas en tejido linfoide int@stiooincidiendo con lo observado en
rumiantes (Juste y col., 1994; Pérez y col., 198bgaballo es una especie que también se ha
utilizado para el estudio de la paratuberculosergen y col., 1972). Mediante la infeccidn
experimental de potros con un aislado bovind/ad por via endovenosa y oral se comprobo
gque ambas vias eran adecuadas para conseguirekxitnf ya que, ademas de que dos
animales infectados por via endovenosa presenthaorea y adelgazamiento a los 35 y 84
dias p.i., todos los animales del experimento delaon lesiones granulomatosas, siendo de
mayor gravedad en dos potros que presentaban ueatieny linfadenitis granulomatosa

difusa, asi como engrosamiento de la porcién dadsghintestino delgado y nodulo linfatico
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mesentérico adyacente (Larsen y col., 1972). Fiealey el ganado porcino ha sido utilizado
con éxito para reproducir la infeccién granulomatoslizando para ello tanto cepas aisladas
de ganado porcino (Ringdal, 1963; Jorgensen, 186608)0 de ganado vacuno (Jorgensen,
1969; Larsen y col.,1971). Aunque no se han obdersagnos clinicos de paratuberculosis en
esta especie, si se han hallado las tipicas lesieméntestino y nddulos linfaticos asociados
tras la infecciébn oral (Jorgensen, 1969; Larsenol, c1971) e intravenosa d®lap

acompafnado, en algunos casos, de excrecion deibagter heces (Larsen y col.,1971).

11.10.2. Modelos de infecciénn vitro

La experimentacion animal ha sido y es en muchsssimprescindible, sin embargo,
existen razones cientificas y éticas para busdarnaktivas a los meétodos que utilizan
animales de experimentacién, con objeto de redelcitimero de animales empleados y
cuando sea posible, sustituir los experimentosizesds con animales por otros
procedimientos que no los precisen. Segun su diad)i los modelosn vitro pueden ser
pruebas sustitutivas de los modelos con animaldsem pruebas de criba previa a las de
aquellos, o con el caracter de complementariasmajarar la sensibilidad y especificidad de

los estudios con animales.

De los modelog vitro los cultivos celulares son los mas comunmenteatibs. Los
cultivos celulares aportan una serie de ventajamtdr a modelosn vivo como la
caracterizacion y homogeneidad de la muestra yajel toste. Por otro lado, el empleo de
cultivos celulares permite identificar mejor log&bs directos de un compuesto, una cepa
bacteriana o una vacuna sobre un determinado tejidélula diana aislado, al descartar
posibles influencias indirectas de otros tejidalulas del organismo, asi como de cambios
endocrinos. La gran limitacion del empleo de colicelulares es que su comportamiento es
distinto al del organismo completo ya que las eslulo estan interaccionando con tejidos ni
organos. En la Tabla XXIII se pueden observar algude los modelos de experimentadgion

vitro basados en cultivos celulares indicando las vastapesventajas de cada uno de ellos.
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Tabla XXIIl. Algunos métodos de experimentacion basados enasittelulares. Ventajas e inconvenientes.

Modelo Ventajas Inconvenientes

* Se obtienen de fluidos o tejidos *  Crecimiento limitado
manteniendo caracteristicas « Inhibicién porr contacto
especificas « Vida corta (7-10 dias)

Cultivo primario
de células dispersadas

e Cultivo conjunto de distintos
tipos celulares

e Mayor informacién sobre las
interaccién patégeno-hospedador

Sistemas de Co-cultivo e Vida corta (7-10 dias)

« Proceden de cultivos primarios
que se adaptan al cultivo
indefinido

Cultivo de lineas celulares e Cultivos homogéneos

« Disponibles para la mayoria de
los 6rganos y para bastantes
especies animales

Pueden perder algunas
de las caracteristicas
especificas del tejido

« Envejecen y pueden
modificarse al
subcultivarse

e Arquitectura tridimensional y
Cultivo de agregados fisiolégica similar a laxistente in
celulares vivo
e Buena comunicacion intercelular

Vida corta (7-10 dias)

Los cultivos de células aisladas directamente adsangre o tejido de un animal
reciben el nombre de cultivos primarios. Estos ieaeh las caracteristicas de las células del
organo que fueron aisladas aunque su crecimientitro es limitado y hay inhibicion por
contacto. Cuando en el cultivo coexisten dos tig@scélulas de linajes diferentes recibe el
nombre de co-cultivo. Cuando uno o varios tiposcélellas de un cultivo primario se re-
siembran en una nueva placa (sub-cultivo), el waultobtenido se denomina cultivo
secundario y en este caso la heterogeneidad eg.nimntos modelos vitro basados en los
cultivos celulares los mas comunmente utilizados fsadamentalmente las lineas celulares
establecidas, que se obtienen por sub-cultivogcs#&n de cultivos secundarios. Este tipo de
cultivo tiene como caracteristica principal no teinkibicién por contacto y crecer de manera
indefinida. La gran ventaja de las lineas celulagsssu homogeneidad y disponibilidad,
aungue en la mayor parte de los casos no sueletemeantotalmente las caracteristicas
diferenciales del tejido de origen por lo que nproducen fielmente el tejido maduro. Otra
ventaja es su facil manipulacién genética, que penmodelarlas en diferentes sentidos como
la activacion o represion de genes. También egisteltivo de agregados celulares donde se
intenta reproducir una estructura tridimensionaké qimule el tejido original donde se
consigue una arquitectura tridimensional y fisiadégsimilar a la existenten vivo y una

buena comunicacién intercelular. Por ultimo, etigalde 6rganos y tejidos se puede definir
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como el mantenimiento de fragmentos de tejidosgariss completos vitro. Este tipo de
cultivos mantienen la estructura tridimensional tiido u 6rgano pero no permiten la
proliferacion celular, por lo que se requiere numaterial del animal para cada experimento
lo que conlleva una elevada heterogeneidad y wmaidcion de las ventajas que supone el

cultivo celular propiamente dicho.

La mayoria de los trabajos para estudiar la paiagte la paratuberculosis vitro se
centran en la interaccion déap con un tipo celular concreto, ya sea con los nfagos o
con células epiteliales del hospedador. Lo magaiib son las lineas celulares establecidas
tanto de células epiteliales (MAC-T, MDBK) como mecrofagos (BoMac, MOCL-4, RAW
264.7). La gran ventaja de estas lineas celulasesuehomogeneidad, con morfologia y
composicion uniformes, mientras que su mayor ddajgeres que envejecen y pueden
modificase con los sucesivos pases de cultivo, ddede que pueden perder algunas
caracteristicas especificas. Por otro lado, tamii&nhan utilizado mucho los cultivos
primarios de células mononucleares de sangre peaf@eripheral blood mononuclear cells;
PBMCs) y de macrofagos derivados de monocitos (MDMstas células se obtienen de
sangre periférica y su gran ventaja es que mamtisn® caracteristicas, mientras que la mayor
desventaja es que tienen una vida corta y soélo csdtivables alrededor de 10 dias.
Recientemente se estan llevando a cabo estudiosistemas de co-cultivo donde participan
tanto celulas epiteliales como macrofagos, lo cpaimite estudiar la comunicacion
intercelular entre los distintos tipos celulareprgporcionan mayor informacion sobre la
interaccionMap-hospedador en las primeras etapas de la infeparatuberculosa (Lamont y
col., 2013; Everman y col., 2015). Estos modelosaeultivo permiten por tanto estudiar la
colonizacion de las células epiteliales, la intei@t temprana entriglap y los macrofagos y

Su posterior respuesta inmune en un mismo expetamen

[1.11. DIFERENCIAS ENTRE LOS DISTINTOS AISLADOS DE MAP

[1.11.1. Diferencias gendémicas entre diversos aislas deMap

Tradicionalmente las cepas M&ap se han clasificado en dos grupos dependiendo de
la especie animal de la que mayoritariamente hdo gisladas: cepas "Sheep” o Tipo S
aisladas principalmente de ovinos y caprinos y £épattle” o Tipo C aisladas de bovinos,

animales silvestres y enfermos de Crohn. Colliroly (1990) empleando las técnicas de
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polimorfismos en la longitud de los fragmentos @stniccion para la secuencia de insercion
IS900 (IS900 Restriction fragment length polymospii IS900-RFLP ) y electroforesis en
gel de campo pulsado (Pulsed field gel electromerePFGE) identificaron otro grupo
bacteriano al que denominaron "intermedio”(l) y qugupaba a ciertos aislados de ovejas
procedentes de Canada. Segun estos autores, ks "tejgrmedias” tendrian caracteristicas
genotipicas intermedias a las cepas C y S. Medianti&cnica de reaccion en cadena de la
polimerasa y analisis con endonucleasas de raétricPCR-Restriction endonuclease
analysis; PCR-REA), Whittington y col. (2001a) ideoaron un polimorfismo genético en la
secuencia de insercion 1IS1311Map que permitia clasificar a las cepasMigp en tipos C, S

y B. Las cepas tipo C, S y B se diferenciaron ewifin del nimero de copias conunaCo T
en el nucledtido 223 de la secuencia de inser@iB311. Todas las copias de la secuencia de
insercion 1S1311 en las cepas Tipo B presentabanTuen la posicion 223 mientras que en
las cepas Tipo S todas presentaban una C y e [@gpd C tenian una o0 mas copias con una
C o una T en esta posicién. Las cepas Tipo B aiaatlas en este estudio se aislaron
fundamentalmente de bisontes americanos y pequeaitraantes originarios de la India. La
secuencia completa del genoma de estos aisladdgpdeB revel6 que los aislados Tipo B
procedentes de animales de la India eran diferelgdss aislados de bisontes americanos y
por ello pasaron a denominarse “Indian Bison tyff&thgh y col., 2013). Empleando la
técnica de PFGE, Stevenson y col. (2002) agrupasooepas dMap en dos grandes grupos
o tipos de cepas: el Tipo I, comparable al Tipo ®IyTipo Il, semejante al Tipo C.
Posteriormente y empleando también PFGE, se detéraiexistencia de un tercer genotipo
de cepas (Tipo Ill) qgue agrupaba a aisladoMédp procedentes de cabras espafiolas (de Juan
y col., 2005; Castellanos y col., 2007b). En lal&ak¥XIV se muestra un resumen de las

distintas clasificaciones de las cepadv/idg y las técnicas de tipado utilizadas en cada caso.

Tabla XXIV. Nomenclatura de las cepasiap determinado por diferentes técnicas de tipado.

Método de Tipado Tipo de cepa Referencias
IS900-RFLP Ovino (S) Intermedia (1) Bovino (C) Qo y col., 1990
Pavlik y col., 1999
PFGE Tipo | Tipo 1l Tipo 1l Stevenson y col., 2002
De Juany col., 2005
IS1311 PCR-REA Ovino (S) Bisonte (B) Bovino (C) Marsh y col., 1999
Whittington y col., 2001a
DMC-PCR Tipo Ovino Tipo Bovino  Collins y col., 2R0
RDA-PCR Tipo | Tipo Il Dohmanny col., 2003
gyr-PCR Tipo | Tipo 1l Tipo Il Castellanos y col., Qdb
inhAPCR Tipo | Tipo 1l Tipo Il Castellanos y col., 2007a
PPE-DGGE Tipo | Tipo Il Tipo Il Griffiths y co0l.2008

Stevenson, 2010
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Empleando la tecnologia de microarrays o mediandéisisin silico de secuencias del
genoma completo se han identificado regiones ammofismos de secuencia larga (Long
Sequence Polymorphisms; LSPs), inserciones o defexs; presentes en las cepas Tipo S 'y
ausentes en las cepas Tipo C y viceversa. Las dep@gpo S presentan 4 grupos de fases de
lectura abierta (Open Reading Frame; ORF) que estéentes en la cepa bovina de
referencia déMap (K-10) y que aparecen indicados en la Tabla XX%toE 4 polimorfismos
se han detectado consistentemente en todos lasi@stie Tipo S analizados hasta la fecha.
Posteriormente, Catellanos y col. (2009b) iderarin ciertos polimorfismos ausentes en las
cepas de Tipo C que no habian sido detectadosapmemie (MAV_0339, MAV_ 2223,
MAV_254, MAV4125-MAV4130).

Tabla XXV. Polimorfismos presentes en las cepas Tipo S yntesen las cepas Tipo C.

Polimorfismo

. Denominacién Funcién Referencias
OREF Cluster
MAV_1975- PIG-RDA20 MAP_2178 truncado involucradoDohmann y col., 2003
MAV_2008 LSPA 4-lI en sintesis micobactina. Semret y col., 2006; Alexander y col.,
MAV-7 Regulador transcripcional Tet R. 2009
INDEL10 Proteinas PPE, Hsp, Pap A2Wuy col., 2006

transportador ABC-2, 1S1311. Castellanos y col., 2009a

MAV_2978 - PIG-RDA 30 Citocromo P450, la proteinaDohmanny col., 2003

MAV_2998 MAV-14 SecD, arilsulfatasa. Wu y col., 2006; Alexander y col., 2009
INDELS Metabolismo de los lipidos. Castellanos y col., 2009a

MAV_3258 - MAV-17 Biosintesis glicopeptidolipidos Wu y col., 2006

MAV_3270 INDEL3 Castellanos y col., 2009a
GPL Paustian y col., 2008; Alexander y col.,

2009

MAV_5225- PIG-RDA 10  Metabolismo lipidico Dohmann y col., 2003

MAV_5243 LSPA18 Semret y col., 2006; Alexander y col.,
MAV-24 2009
INDEL16 Wu y col., 2006

Castellanos y col., 2009a

Stevenson, 2010

Utilizando la tecnologica de microarrays, Marshcgl. (2006) identificaron tres
grandes delecciones en el genoma de las cepaCTgpe estaban ausentes en las cepas Tipo
S. Estas 3 delecciones incluian las 24 ORFs queusstran en la Tabla XXVI. Tras realizar
comparaciones de la secuencia gendmica de vastedes de Tipo S, Castellanos y col.
(2009a) reportaron la ausencia de MAP 3584 enikiados Tipo Il déMap.
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Tabla XXVI. Resumen de las delecciones en las cepas Tipo especto a las cepas Tipo C.

Delecc
ion Posicion  Posicion

cepas de inicio Final EEE i ALTEE)

Tipo S

1 1625179 1633227 8,049 Par MAP1484c Dioxigenasa
MAP1485c Acetil-Coa sintasa
MAP1486¢ Enoil-CoA hidratasa
MAP1487c Piruvato deshidrogenasa
MAP1488c Piruvato deshidrogenasa
MAP1489c Deshidrogenasa
MAP1490 Alfa-metilacil-CoA racemasa
Par MAP1491 Alfa-metilacil-CoA racemasa

2 1888735 1908664 19,93MAP1728c yfnB Deshalogenasa acido 2 haloalcano

0 MAP1729c Tioesterasa Il

MAP1730c Proteina de union ATP/GTP
MAP1731c Proteina hipotética
MAP1732c Regulador transcripcional Tet R
MAP1733 Precursor de prolina
MAP1734 Familia de las proteinas PPE
MAP1735 lipw_1 Probable esterasa
MAP1736 Tet R regulador transcripcional
MAP1737 mmpS5  Proteina de membrana
MAP1738 mmpL5  Proteina de membrana
MAP1739c fabG3_1 3-Oxoacyl- (ACP) reductasa
MAP1740c Sensor histidina quinasa
MAP1741c Proteina hipotética conservada
MAP1742c Proteina hipotética conservada
MAP1743c Proteina hipotética conservada
MAP1744 Proteina hipotética

3 2608297 2609525 1,229 MAP2325 Proteina de siyaesia

intracelular

Par: Parcial. CoA: coenzima A. ACP: acyl carriestpin. Marsh y col., 2006

En 2005, se publicé la secuencia completa deda bevina K-10 déMap (Li y col.,
2005) y en 2012 la secuencia completa de la cepa @897 (Bannantine y col., 2012). Las
secuenciaciones del genoma completo de las cepasald6-10 y ovina S397 supusieron dos
pasos de gran relevancia cientifica, ya que coafiom el caracter genémico diferencial que
presentan los dos grandes tipos de cepaglaje Las principales similitudes y diferencias

encontradas entre las cepas bovina y ovina se@atascfueron las siguientes:

Caracteristicas gendmicas generaidsiimero de genes anotados en el genoma de la

cepa ovina (4700) es mayor que los de la cepa 8aviB50). Sin embargo, ambas cepas
contienen un operén rRNA y 46 tRNA. En la Figurasgé7muestra el analisis comparativo del

genoma de la cepa S397y K-10.
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Figura 17. Andlisis comparativo del genoma de la cepa K-18 gepa ovina S397A) Comparacion de los
mapas de restriccion Bsi WI entre la cepa K-10c(ir interno) y la S397 (circulo exterior). Cadadile
representa un fragmento de restriccion. Los blogeedes son regiones en la misma direccion y loguds de
color rojo son las regiones que estan invertida® dos dos genomas. Los bloques blancos son fraigseue
no estan alineados. La delgada linea roja a lasot&s es el locus del gen dngB) Alineacion del genoma
S397 (parte inferior) con el genoma de la cepa Kjidrte superior). Los bloques de colores reprasent
regiones homélogas presentes en cada genoma,gbétaestan conectados por lineas. Los bloques parte
inferior del genoma S397 indican regiones con ¢ai@tdn inversa. Dentro de cada bloque las areaxéda
indican las secuencias especificas del genoma.aBéne y col., 2012.

Inserciones genémicakl andlisis comparativo de la secuencias de losmas de las

cepas S397 Map K-10 reveld que 10 LSPs que contenian 4 o mas @Rfeban presentes
en la cepa Tipo S y ausentes en la cepa K-1daje La mas larga de estas inserciones tiene
un tamaio de 9 Kb y se extiende desde la ORF MARR{Q % MAP-16060. Cuatro de estas
LSPs habian sido previamente identificadas medidmibeidacion gendmica y andlisis
mediante microarrays (Castellanos y col., 2009a).c&junto, un total de 70 ORFs estan

presentes eMap S397 pero ausentes Btap K-10 y de ellas 57 estan presentes en la cepa

84



Il. INTRODUCCION GENERAL

104 deM. avium hominissuis (Mdl94) y 13 son UnicasMap S397. Se espera que a medida

gue se vayan conociendo las secuencias de masdegaso S, se pueda determinar si estas

13 secuencias son exclusivas de todas las cepgapas.

Delecciones gendmicakl andlisis gendmico comparativo del las cepas/SB8R-10

de Map revel6 también la presencia de 32 ORFs en el garaerla cepa K-10 ddlap que
estaban ausentes en la céfep S397 (Bannantine y col., 2012). Estas ORFs inclaiaos
grandes delecciones previamente descritas; MAPL84B1491 y MAP1728c-MAP1744

(Marsh y col., 2006). En la Tabla XXVII se muesttaa genes presentes en la cepa K-10 y

ausentes en la cepa MAP S397.

Tabla XXVII. Genes presentes en la cepa K-10 (Tipo C) y ausent&a cepa ovina S397 (Tipo S).

ORF Inicio Fin Tamafio Gen Descripcién
MAP1432 1564255 1565745 1490 - proteina detailia REP
MAP1433c 1565742 1567487 1745 - 3-oxoesteradidieshidrogenasa
MAP1434 1567583 1568701 1118 ---- oxigenasa fhgbattativo
MAP1435 1569096 1569809 713 - deshidrogenasaadena corta
MAP1436¢ 1569916 1570698 782 oxidorreductasa putativo
MAP1437c 1570719 1571705 986 proteina hipotética
MAP1438c 1571838 1572821 983 lipH probable lipasa
MAP1484c 1624930 1626315 1385 - putativa diexigsa
MAP1485c 1626606 1627856 1250 acil-CoA sintasa
MAP1486¢c 1627866 1628738 872 enoil-CoA hidratasa/isomerasa
MAP1487c 1629019 1630029 1010 piruvato deshidrogenasa componente E1 subunidaal [be
MAP1488c 1630041 1631033 992 piruvato deshidrogenasa componente E1 subunidizd [al
MAP1489c 1631038 1631910 872 - deshidrogenasatipa
MAP1490 1632173 1633054 881 - alfa-metilacilAO@mcemasa
MAP1491 1633129 1633404 275 - alfa-metilacilAO@mcemasa
MAP1728c 1889230 1889952 722 yfnB deshalogenasi &haloalcano
MAP1729c 1891100 1891927 827 tioesterasa |l
MAP1730c 1891954 1892976 1022 - proteina pudiafiTP / GTP vinculante
MAP1731c 1893076 1893345 269 proteina hipotética
MAP1732c 1893345 1893992 647 - regulador trepsmnal (familia TetR/AcrR)
MAP1733 1894235 1894861 626 proteina precursora rica en prolina
MAP1734 1895243 1896526 1283 - proteina deufaifaPPE
MAP1735 1896774 1897700 926 lipW_1 probable esteras
MAP1736 1897902 1898510 608 putativo regulador de la transcripcién tetR
MAP1737 1898826 1899242 416 mmpS5 pequefia pradeimembrana conservada
MAP1738 1899239 1902139 2900 mmplL5 proteina graledmembrana conservada
MAP1739c 1902213 1902995 782 fabG3_ 1 3-oxoacyl-Ppf2ductasa
MAP1740c 1903102 1904640 1538 - sensor dediigtiquinasa
MAP1741c 1904670 1905554 884 - proteina hipcaétonservada
MAP1742c 1905715 1906596 881  --—--- proteina hipotética conservada
MAP1743c 1906663 1907664 1001 - proteina hipotética conservada
MAP1744 1907910 1908374 464 proteina hipotética

Bannantine y col., 2012
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Inversiones gendmicablap S397 presenta 14 inversiones de secuencia coectesp

la cepa K-10. Estas inversiones varian en tamafiZ2de 1174 pb y constituyen 2.4 Mb del
genoma de la cepa S397. Siete de estas inverssonesias largas de 22 Kb y 13 tienen al
menos una secuencia de insercion en las regicareguiantes. Las inversiones resultan en un
cambio en el orden de los genes y en las micobastearecen estar mediadas por secuencias
de insercion. Las micobacterias pueden utilizaasestversiones de secuencia para modificar
la expresion de ciertos genes y obtener asi alginefizio durante el proceso infectivo,

aungue este aspecto debe ser contrastado medidtitesatranscriptomico y proteémico.

Duplicaciones gendmicaPos grandes duplicaciones en tandem designadasiVGl-

VG1-18 se han identificado en varios aislados hwsateMap (Wynne y col., 2011). Estas
duplicaciones tienen 63 y 109 ORFs respectivamgetgan flanqueadas por la secuencia de
insercion 1S4 lo que sugiere que la recombinaci@diada por transposones podria ser
responsable de la duplicacion de ciertas secuer@@m®&specula con la posibilidad de que
estas duplicaciones puedan conferir una ventagetbe a las cepas diéap que las presentan

favoreciendo su persistencia en un hospedadomadiendo y aumentando su virulencia.

Secuencias de insercidras secuencias de insercion juegan un papel mugrtarge

en la diversidad genética entre las micobacteriamuglen utilizarse como dianas en el
diagndstico molecular. La cepa K-10 Blap contiene 19 secuencias de insercion diferentes
con un total de 58 copias incluyendo la 1S1311asydecuencias de insercidén especificas de
Map 1S900, IsMav2, IS-MAPO02, IS-MAPO4 y secuencias btogas al REP13E2. Estas
secuencias de insercion estan presentes en 1&6883aen el mismo nimero de copias que en
la cepa K-10 y no se han identificado secuenciaes#gcion especificas para las cepas S o C.
Sin embargo, el numero de copias de la secuenciaseéecion IS900 varia entre distintas

cepas de Tipo C.

Secuencias repetiddsl numero total de secuencias repetidas y el naiakeicopias de

estas repeticiones es muy variable entre distogpas déMap y puede servir para distinguir
entre las cepas S y C y también entre algunas depa<C (Thibault y col., 2008; Biet y col.,
2012).

Polimorfismos de nucleétido simple (Single, hudé®polymorfisms, SNPsEe han

identificado mas de 3000 SNPs diferentes entredpss Tipo C y S delap. Dentro de las

86



Il. INTRODUCCION GENERAL

cepas Tipo C también se han encontrado SNPs redpeasde variaciones genéticas entre
cepas del mimo tipo. Se han localizado alrededoi@® SNPs diferentes entre las cepas
Tipo |y Tipo Il deMapy otros 100 entre las cepas de camello y la cepa Map S397. No

todos los SNPs tienen porque ocasionar cambiogmatbgicos o patolégicos pero generan

una variabilidad genética importante.

Estabilidad genomica y tasa de mutaciGomoMap replica muy lentamente (22-26

h) la tasa de mutacion genética se espera qubagedThibault y col., 2007). Empleando
analisis Bayesiano de mas de 100 secuencidagese ha estimado que la tasa de mutacion
es de 0.3 SNPs por genoma por afio (Stevenson,.2@ &sa de mutacion y la consiguiente
variacion genética introducida también estan imitiedas por la presion selectiva del
ambiente en el que reside la bacteria y por coigitel se ve afectada por las respuestas
inmunes del hospedador y/o por la presencia dbiatitios. A pesar de que se han descrito
cambios genéticos en cepas Map tras sucesivos pases en cultivo, no se han ddtecta
cambios genéticos por IS900-RFLP tras realizarsegia vivo de las cepas (Kasnitz y col.,
2013).

Recientemente, se han secuenciado los genomasadpa aislada de camello (JQ5)
(Ghosh y col., 2012), de una cepa aislada de uma ¢85) (Singh y col., 2013) y de una cepa
aislada de leche de un paciente con enfermedadate QMAP4) (Bannantine y col., 2014).
En la Tabla XXVIII se muestra un resumen de laadaristicas gendmicas de todas las cepas

deMap secuenciadas hasta la fecha.

Tabla XXVIIl. Comparacion de las caracteristicas genomicassdefzs K-10, S397, JQ5 y MAP4 dap.

Caracteristicas Genémicas Referencias

« Cepa K-10 bovina. Unico cromosoma circular (4.889.pb): 69,3% G+C,
4.350 ORF, 46tRNAs, 1 rRNA

+ Cepa S397 ovina. Unico cromosoma circular (4.8124.98): 69,3 % G+C, Liy col., 2005
4.700 ORF, 46tRNAs, 1 rRNA Bannantine y col., 2012

« Cepa JQ5 camello: Unico cromosoma circular (4.81130B): 69.3 % G+C, Ghosh y col., 2012
4,3950RF, 46tRNAs, 1 rRNA Singh y col., 2013

+ Cepa S5 caprina: Unico cromosoma circular (4.798.45): 69.3 % G+C, Bannantiney col., 2014
4.288 ORF, 46 tRNAs, 3 rRNAs

+ Cepa MAP4 humana: Unico cromosoma circular (4.824p8): 69,3 % G+C,
4.326 ORF, 46 tRNAs, 1 rRNA

Tras la secuenciacion del genoma completo de svasislados deMap se ha
clasificado a los aislados ddap en dos grandes grupos; Tipo | (0 S) y Tipo Il (p C

(Stevenson, 2015). Por analisis del genoma comp$etcha determinado también que las
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cepas “intermedias” o “Tipo IlI” son en realidad suabtipo de cepas Tipo S (Alexande
col., 2009). De la misma mara, los aislados ovinos Map que daban colonias pigmentac
en medios de cultivo (Stevenson y col.,, 2002) yaislado de camello recienteme
secuenciado también se han considerado como ssilatgddripo S (Ghosh y col., 2012). |
analisis mas detallado d#s cepaTipo B mediante secuenciacién completa de su genor
revelado que lasepas de este tipo aisladas de animales de la éndra diferentes de I«
aislados de bisonte de Estados Unidos y ambosnsédesan subtipos del Tipo C (Stevens
2015).El arbol filogenético de cepas Map de acuerdo al analisis de polimorfismos de

nucledtido presentes en el genoma completo se rawg la Figura 21.

USA Bison type

Type B

500 SNPs

Figura 18. Filogenia de los distintos aislados Map basada en la presencia de s en todo el genoma.
Stevenson, 2015.

Asi mismo, se han publicado los resultados de taeseia completa de una ce
humana deMap (MAP4) aislada de la leche de un paciente de Crohgos resultadc
indican que la cepa humanaMap es esencialmente idéntica a la cepa bovina deerefa
K-10 (Bannantine y col., 201
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[1.11.2. Diferencias en la capacidad de crecimientale diversos aislados déMap en

médios de cultivo

La existencia de dos tipos distintos de cepaddp atendiendo a su capacidad y
velocidad para crecer en medios de cultivo ardifes se sospechd desde principios de 1930
pero no pudo confirmarse hasta que se identifican@dios de cultivo que permitian el
crecimiento de ambos tipos de cepas (Taylor, 194ylor, 1951). Los aislados déap de
Tipo C son relativamente faciles de aislar de nmaedtnicas y crecen razonablemente bien
en medios sélidos o liquidos suplementados conbaiina, formando colonias detectables a
las 4-16 semanas post-siembra, dependiendo dellndwicial y del medio de cultivo
utilizado. Los aislados Tipo S son mas dificilesaigar y tardan de 16 a 53 semanas en
crecer. En la Tabla XXIX se muestran las caradteais descritas para el aislamiento y

cultivo de aislados delapde Tipo Sy C.

Tabla XXIX. Caracteristicas de cultivo descritas para loa@dis Tipo S y Tipo C délap.

Caracteristica Tipo S Tipo C
Aislamiento primario Dificil Facil
Deteccién en medio sélido 4-12 meses 5-16 sama
Deteccion en medio liquido 7-12 semanas Jdebiapas
Requerimiento de yema de huevo

para aislamiento primario Requerido No reigioe

El medio Middlebrook 7H11 suplementado con mictibaces probablemente el
medio solido mas apropiado para el aislamiento gmionde aislados dMap de pequefios
rumiantes de Tipo C y S (Dimarelli-Mari y col., Z)1 Recientemente, Whittington y col.
(2013) han desarrollado un nuevo medio de culiyasido (M7H9C) compuesto de medio
Middlebrook 7H9 suplementado con casitona, albupiextrosa, catalasa, yema de huevo,
micobactina J y un cocktail de antibiéticos quenpte el cultivo de aislados déap de Tipo
C y S. La micobactina J se afiade generalmente anéuBos de cultivo aunque algunos
autores han reportado crecimiento de cepadajede Tipo S en medio 7H11 sin micobactina
(Aduriz y col., 1995; Whittington y col., 2011). laglicion de yema de huevo al medio parece
ser beneficiosa para el aislamiento de los aisldéddap de Tipo S; sin embargo, el medio
de Herrold’s que contiene yema de huevo no peratiterecimiento de las cepas Tipo S
probablemente porque algin componente del mediimsibiendo su crecimiento o porque
la concentracion de yema de huevo no sea sufic{gvitétington y col., 1999). También se

ha demostrado que la adicion de piruvato sodicoeslio de cultivo; asi como, la adicion de
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vancomicina o ampicilina pueden inhibir el crecim@de los aislados de Tipo S (Stevenson,
2015).

En general, los aislados M&ap no pueden diferenciarse de acuerdo a la morfolbgia
las colonias. En medios soélidos, las colonias a@earenormalmente pequefias, firmes,
convexas, humedas y de color blanco-crema (Merkalilyan, 1974). Sin embargo, algunos
aislados ovinos pueden dar lugar a colonias mas, |suaves, y brillantes, coloreadas de un
pigmento amarillo anaranjado que es estable copdsesn vitro e in vivo (Stevenson y col.,
2002). Hasta la fecha, todos los aislados pigmesta@Map se han clasificado dentro del
Tipo I. No se ha identificado ningun polimorfismengitico ni la presencia o ausencia de
algun gen especifico que pudiese estar asociadéaguigmentacion de estos aislados por lo
que la causa de la pigmentacion de las coloniaalglenos aislados delap sigue siendo

desconocida.

Map, como otras bacterias, emite componentes volabitganicos (volatile organic
components, VOCs) durante su crecimiento. Trefzoly €013) identificaron 34 VOCs
emitidos porMap durante su crecimiento en medio HEY (Herrold’s ggli). Entre estos, el
2-ethylfurano, 2-methylfurano, 3-methylfurano, 2pdfurano, acetato etilico, y el
dimetildisulfuro se correlacionaban con la densitiadteriana. Diferentes aislados Meap
pudieron ser identificados de acuerdo a su patedendision de VOCs lo que demuestra que
los aislados d&lap varian en cuanto a su crecimiento y actividad nidizdn En este estudio
en concreto, un aislado de Tipo S pudo distingudeséa cepa referencia de Tipo C (ATCC
19689), mientras que las emisiones de tres cepikapee Tipo C no mostraron diferencias
significativas. Tambien se ha observado que lassxdppo C deMap a diferencia de las
cepas de Tipo S son capaces de acumular hierr@raicones deficitarias en este metal

(Janagama y col., 2010b).

En andlisis de la secuenciacion del genoma compketiversos aislados diéap no
ha evidenciado la existencia de genotipos espesifie areas geograficas determinadas. Sin
embargo, los aislados pigmentadosNap parecen estar restringidos a zonas geograficas
concretas del Reino Unido y no se han aislado &3 @bnas geograficas (Stevenson y col.,
2002). Ciertos subtipos del Tipo C se han aisladdusivamente en Canada y en las Islas
Azores. Sin embargo, hasta que no se realice disiandel genoma completo de estos

aislados no se podra concluir que sean espectficestas areas geograficas.
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[1.11.3. Comparacién de las caracteristicas epidemlidgicas de diversos aislados déap

Se ha sugerido que los distintos tipos de cepddagepodrian ser diferentes desde el
punto de vista epidemiolégico sobre todo atendieadsu hospedador preferente y a los
factores implicados en su transmision. Sin embargg,que tener en cuenta que en muchos
de los estudios epidemioldgicos realizados en shgm no se emplearon medios de cultivo
que permitieran el crecimiento de los distintosgipe cepas ddap ni tampoco se realiz6 el

genotipado de estas.

Aunque las cepas de Tipo C se aislan predomimn¢g@anado bovino, no muestran un
hospedador preferente y se han aislado de un amgrigo de hospedadores domeésticos y
silvestres, de rumiantes pero también de especw®gastricas. Hasta la fecha todos los
aislados dévlap procedentes de muestras de pacientes de Crohm gehatipado dentro del
Tipo C (Whittington y col., 2000a; Bull y col., 2B0Paustian y col., 2008). Aunque en
Australia las cepas Tipo C se han aislado raranmnvino (Whittington y col., 2000a), en
Europa tanto las cepas Tipo S como las de TiporCshto identificadas en ovino y caprino
(Sevilla y col., 2007, Sevilla y col., 2008, Stesen y col., 2009). Estas diferencias pueden
ser debidas a los tipos de cepas predominanteadanregion, a las diferencias relativas en
cuanto al nimero de ovejas o vacas en producci@adspais, a la posibilidad de que ambas

especies compartan pastos o a la virulencia detgarlde cepa en particular.

Las cepas Tipo B, consideradas actualmente comaulmipo del Tipo C, se
describieron por primera vez en ejemplares de fea@s Bison bisonen el continente
americano (Whittington y col., 2001a) y despuéspeguefios rumiantes originarios de la
India (Sevilla y col., 2005). Posteriormente, dt§uo Bisonte se ha aislado también de otras
especies de animales silvestres, como por ejengphithlo Bubalus bubalis(Yadav y col.,
2008), de antilopeBpselaphus tragocameluKumar y col., 2008) y de humanos (Singh y
col., 2009).

Tradicionalmente, las cepas de Tipo S se handaigggedominantemente de ovino y
caprino, lo que sugirié cierta preferencia por extpecie de hospedadores. En bovino, la
mayoria de las infecciones con cepas de Tipo @sédentificado en toros de lidia o en casos
en los que hubo un frecuente contacto directo wdob entre ovejas infectadas con cepas

Tipo S y terneras, mas susceptibles a la infecctdrMap que el ganado adulto (de Juan y
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col., 2006). Moloney y Whittington (2008) estimarque la prevalencia de infecciones con
cepas deMap de Tipo S en ganado vacuno australiano no serimmte un 0.8 %. En
ocasiones, se han aislado cepas Tipo S de cienaxos en cautividad (de Lisle y col.,
1993). Sin embargo, estos aislamientos no son cespuoomo tampoco lo son los
aislamientos de este tipo de cepas en otras esmiiestres. Solo hay descritos aislamientos
de cepas Tipo S en gambama dama (Machakova y col., 2004); en ratdMfs musculus
(Florou y col., 2008) y en camello (Ghosh y cobD12). Se ha estimado que el riesgo de
transmision natural de cepas de Tipo S de pequeiiaantes a ganado o ciervo es bajo y la
transmision probablemente sélo tiene lugar cuara dnimales susceptibles estan en
contacto con animales infectados y se exponenas dlbsis de este tipo bacteriano. Un
estudio reciente de Verdugo y col. (2014) demuegisaislados diklap de Tipo S son mas
comunes en vacuno de carne en Nueva Zelanda quieldspo C y el mismo subtipo de
cepas de Tipo C estaba presente en vacuno de amevejas que compartian los mismos
pastos. El tipo de manejo empleado en las granjadegopor tanto ser determinante para la

transmision déMap entre especies animales que comparten los misastas

La transmision déap entre especies puede depender también de la dagaide las
distintas cepas d®lap para subsistir en el medio ambiente. Solamentesindio se ha
centrado en investigar como los distintos tiposelgas déviap sobreviven en determinadas
condiciones medioambientales (Eppelston y col.,420En condiciones aridas se ha
demostrado que la supervivencia de un aislado ple TideMap no se veia afectada, pero las
posibilidades de que una cepa de Tipo S muriemstas condiciones era 2.3 veces mas alta
(Eppelston y col., 2014Map tiene la capacidad de formar esporas que soriaetds al calor
y que permiten su supervivencia en el medio ambi¢gbamont y col., 2012). Hasta el
momento no se ha determinado si existen diferenerada capacidad de los distintos
genotipos deMap de formar esporas y/o de subsistir en suelo, agual alimento o en las

heces de animales infectados.

[1.L11.4. Comparacion de la virulencia de diversos islados de Map en infecciones

experimentales realizadas en hospedadores naturales

En infecciones experimentales, se ha evidenciadoacion en el grado de
patogenicidad o virulencia entre cepadviigp de distinto origen en un mismo hospedador, asi

como la diferente virulencia que puede tener upa cencreta dblap en una especie animal
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u otra. En la Tabla XXX se muestra un resumen denas infecciones experimentales

realizadas con el objetivo de comparar la virulerse distintas cepas déap en bovino,

ovino, caprino y en cervidos.

Tabla XXX. Infecciones experimentales realizadas en rumggraea estudiar la virulencia de distintos aislados

deMap.

Especie  Cepa utilizada Resultado Referencias

Bovino Ovina Enfermedad clinica Taylor, 1953
Caprina No enfermedad clinica. Si aislamientoMap Saxegaard, 1990

Bovina/Conejo
Bovina/Bisonte
Bovina/Ovina

Enfermedad clinica. Similar con ambas cepas Beard y col., 2001c
Mayor patogenicidad de las cepas de bisonte  Stabel y col., 2003
Mayor patogenicidad de las cepas bovinas Stewart y col., 2007

Ovino Bovina/Ovina
Bovina/Ovina
Bovina (Tipo C)
Ovina (Tipo S)

Mayor patogenicidad de las cepas ovinas Vernay col., 2007
Patrones de respuesta, enfermedad clinica simil&tewart y col., 2004
Enfermedad clinica con ambas cepass lesiones Fernandez y col., 2014
inducidas por las cepas bovinas tienden a

disminuir a medida que progresa la infeccion.

Caprino Bovina/Ovina Mayor patogenicidad de lasasdpovinas Stewart y col., 2006
Cervidos Bovina (Tipo C) Mayor patogenicidad de la cepa Tipo C O’Brien y col., 2006
Ovina (Tipo S)
Bovina/Ovina Mayor patogenicidad de la cepa bovina Mackintosh y col.,
2007

Stewart y col. (2004, 2006 y 2007) demostrarontmmenos, ovinos y caprinos podian

infectarse con cepas déap de origen bovino y ovino, si bien el efecto dehdi cepas era

diferente segun el hospedador. Mientras que ennboyicaprino se observé una mayor

patogenicidad de las cepas bovinas frente a lazasyvien las ovejas infectadas con cepas

bovinas u ovinas, los patrones de respuesta yféaneedad clinica fueron similares. A pesar

de que las tres especies eran susceptibles a ampas, al haberse evidenciado signos de

infeccidn en los tres casos, las vacas fueron registentes que las ovejas y las cabras

resultaron las mas sensibles. Taylor (1953) obsguédterneras infectadas con cepas ovinas

desarrollaban la enfermedad clinica. Saxegaard960, linfectd terneros con una cepa de

Map aislada de caprino, no observandose en ninguncelids signos clinicos de la

enfermedad, ni tampoco respuesta inmune humonal.eBibargo, cuando los terneros se

sacrificaron se consiguio aislar la bacteria délasj intestinales y de nédulos linfaticos

mesentéricos. Beard y col. (2001c) inocularon t@heon una cepa ddap aislada de

conejo, encontrando lesiones histopatologicas aigsl a las observadas en otros terneros

infectados con una cepa bovina. Finalmente, Stgbebl. (2003) infectaron terneros y

bisontes con cepas déap de origen bovino y de bisonte. Los resultados ste estudio

demostraron que los bisontes eran mas suscepilidesepa bovina que los terneros, mientras

gue los terneros fueron mas susceptibles a ladepésonte.
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En ovino, las infecciones experimentales realigaacorderos parecen confirmar que
el tipo de cepa deéMap tiene un impacto significativo en la severidad ldepatologia
observada y en el nimero de casos clinicos. Adinesstudio realizado por Verna y col. en
2007 se demostré que, las cepas ovinas provoca@seonés mas severas que las cepas
bovinas en ovejas infectadas. Estos resultadosrat®tian a las evidencias obtenidas
previamente por Stewart y col. 2004 quienes habvétenciado patrones de respuesta y de
enfermedad clinica similares en ovinos infectadns aepas bovinas y ovinas. En un estudio
reciente, Fernandez y col. (2014) estudiaron ditefde distintos tipos de cepas Map,
ovinas (Tipo S) y bovinas (Tipo C), en la patogé&neg la enfermedad en ovino realizando
una evaluacién del desarrollo de las lesiones lasl@espuestas inmunes inducidas tras la
infeccidn. Los investigadores detectaron una mayoduccion de anticuerpos especificos y
de IFN«y en corderos infectados con aisladosMbgp de Tipo C que en los infectados con
aislados de Tipo S. En corderos infectados concégms Tipo S se observaron lesiones
granulomatosas focales y restringidas al tejidéoiile, no observandose diferencias en la
intensidad de la lesion a lo largo del tiempo. &mbargo, las lesiones ocasionadas por las
cepas de Tipo C ocurrian en el tejido linfoide p&mbién en la lamina propia y se
caracterizaban por la aparicion de células gigafist® resultado sugeria que la presencia de
células gigantes podria estar asociada al tip@pa deMap mas que ser una consecuencia de
las respuestas inmunes inducidas por el hospedaddos corderos infectados con las cepas
de Tipo C las lesiones eran mas graves a los EHsOqtie a los 390 dias p.i., lo que sugeriria
qgue las lesiones inducidas por las cepas de Tigm Corderos podrian tener un caracter
regresivo a medida que progresa la infeccién. Par lado, en este estudio se observaron
también diferencias en el tipo de lesiones ocads@or un aislado de campo de Tipo C y
por la cepa de referencia K-10 a los 150 diaslaicepa K-10 producia un menor nimero de
lesiones severas de tipo multifocal sugiriendo lgueepa K-10 podria ser menos virulenta
como consecuencia de los sucesivos pases en caltv® que habia sido sometida. En este
estudio no se observaron diferencias entre logudtedos de campo de Tipo S empleados. En
el caso del ganado caprino, los datos de las ioiees experimentales realizadas parecen
indicar que estos animales son menos resistergemizccion que el ganado bovino y ovino
y susceptibles de ser infectados tanto con cepasigkn bovino como ovino, no habiéndose
identificado hasta el momento una cepa especigéddap en caprino (de Juan y col., 2005).

En el caso de los ciervos, estos animales passremenos susceptibles a la infeccion

experimental con las cepas ovinas que con cepasdsovO Brien y col. (2006) infectaron
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ciervos con cepas bovinas (Tipo C) y ovinas (Tipp dbservando una mayor respuesta
inmune, asi como mayor tasa de detecciorMde en tejido y heces en aquellos ciervos
infectados con la cepa Tipo C. Cuando la infece®mnealizé con la cepa Tipo C, el 100 % de
los animales se infectd, mientras que cuando &anbn se realizé con la misma dosis de la
cepa de Tipo S solo el 69 % de los animales setiinfe que sugeria que las cepadvidgp de
Tipo S podrian ser menos virulentas para los ceeo/gue los ciervos son mas resistentes a
este tipo de cepa ddap. De la misma manera, Mackintosh y col. (2007) olzsen que la
cepa ovina era menos virulenta para los ciervodajuepa bovina aunque ambas provocaban
enfermedad clinica. Por tanto, estos resultadasr&mguna mayor sensibilidad de los ciervos
a cepas bovinas de Tipo C, lo que explicaria éraignto tan frecuente de dichos genotipos

de ciervos en granjas con casos nhaturales de paratlosis.

[1.11.5. Comparacién de la patogénesis de diversasslados deMap in vitro

La primera etapa en la infeccion pap es la invasion de la barrera intestinal a través
de las células M y de las células epiteliales, ddiadadherencia bacteriana puede jugar un
papel crucial (Arsenault y col., 2014). La hemagina de union a heparina (Heparin-binding
hemagglutinin; HBH) es una proteina de adherentiada en la superficie ddap y que
media en la unién dilap a las células epiteliales y fibroblastos (Menozzol., 1996)Las
regiones C-terminal del gen de la HBHA difierenrertias cepas de Tipo C y Tipo S Mep,
siendo las cepas Tipo S las que tienen mayor adguhcie adhesion al tener mas repeticiones
ricas en lisina, que son importantes para la udiéda HBHA a los glicosaminoglicanos
sulfatos de heparina (Heparan sulfate glycosanyeagt HS-GAG). No se han encontrado

diferencias en la estructura de la HBHA entre ldgtipos | y Il de las cepas Tipo S.

Una vez cruzada la barrera del epitelio intestinélaves de las células M y células
epiteliales, el bacilo es fagocitado por macréfagasepiteliales. La capacidad de
supervivencia d&ap depende de su capacidad para inhibir la aciditicadel fagosoma y la
fusion del fagolisosoma. A pesar de que las dedirdepas d&lap emplearian un Unico
protocolo de infeccion, su capacidad para entrasolrevivir en los macréfagos del
hospedador parece depender del genotipo bactdfeotimick y col., 2007, Stevenson, 2015).
Hasta la realizacion de la presente tesis doctoskstudios de comparacion de la virulencia
de diversas cepas didap se habian realizado Unicamente en macréfagos dmwvirtilizando

pocas cepas Y sin genotipo determinado y nuncatsarmincluido cepas silvestresiap en
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los analisis. El Unico estudio que hasta la feahanttio de esta tesis habia comparado la
virulencia de distintas cepas N&p en modelosn vitro, es el de Janagama y col. (2006), en
el que se evaluo la capacidad de tres de cepilapee origen bovino, humano y ovino para
persistir en el interior de macrofagos bovinos aledza Hosltein. Los resultados de este
estudio demostraron que las cepas bovinas y hunemaascapaces de sobrevivir mejor que
las cepas ovinas en el interior de macréfagos logvinfectados a las 24, 48 y 96 horas p.i.
Sin embargo, para evaluar el numero de bacterias ieerior de los macrofagos infectados
se utilizé la técnica de PCR, que al cuantificarADtdnto de bacteria viva como muerta,
sobre-estima la carga bacteriana. Previamente adglmos estudios habian evaluaditro

los perfiles de expresion de genes del sistemanermducidos por cepas bovinasMap en
macrofagos bovinos obtenidos de animales sanodiyeas celulares de macréfagos bovinos
(Weiss y col., 2004; Janagama y col., 2006; Murnpbyl., 2006). En conjunto, los resultados
de estos estudios transcriptomicos sugieren geeutra infeccion coMap se produciria un
blogueo de los mecanismos de defensa pro-inflainatdo que explicaria la persistencia y la
inhibicion de la apoptosis de las cepas virulemkadlap en el interior de los macrofagos
infectados. Ademas, se ha demostrado que las gapuemunes inducidas en macréfagos
bovinos frente a una infeccion cbtap dependerian del genotipo bacteriano (Gollnick y, col
2007). En concreto, en este estudio se utilizagpag de origen bovino, ovino y humano,
demostrandose que las cepas bovinas y humanasmgmrtaban de manera similar y que
serian mas virulentas que las cepas ovinas atetwdiah perfil de expresion de ciertos
marcadores inmunolégicos del hospedador. Mien&rasépas bovinas y humanas indujeron
una respuesta celular de tipo anti-inflamatorie tgs permitiria sobrevivir en el interior del
macrofago infectado, las cepas de origen ovinoquanon una respuesta pro-inflamatoria en
los macrofagos infectados, dirigida a eliminar bdateria del macrofago infectado. Motiwala
y col. (2006) compararon las respuestas inmunasgidds por la linea celular de monocitos
humanos (THP-1) frente a la infeccion con 3 cemaMadp (bovina, humana y ovina). Las
respuestas inducidas por la cepa humana y boverarfudénticas y estaban asociadas con
inhibicion de la expresion de genes implicados eocgsos pro-inflamatorios o en la
induccion de muerte celular programada o apoptgsison sobre-expresion de genes
necesarios para la correcta persistencia bactegiargd hospedador. Sin embargo, en células
infectadas con la cepa ovina se observé sobrewgprale 21 genes relacionados con
respuestas inflamatorias e invasoras y con la midoale respuestas apoptoéticas dirigidas a
eliminarMap en los macrofagos infectados. Janagama y col6ja08orrmann y col. (2011)

analizaron la respuesta inmune inducida por difeeetipos de cepas ddap en MDMs
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bovinos y en la linea celular de monocitos humanéB-1 respectivamente. Ambos estudios
concluyen que las cepas Tipo S producen menordaghtle la citoquina IL-10 y mayor
cantidad de TNF que las cepas de Tipo C. Tambiéhasénvestigado la expresion de
proteinas de las cepas Tipo S y Tipo C bajo comwgs de estrés oxidativo, nitrosativo,
hipoxia etc. que imitan el entorno de los macré$adgentre las cepas Tipo C y S se han
observado diferencias en la expresion de cientateipas de 10 proteinas implicadas en
respuesta al estrés oxidativo (Kawaji y col., 20d® 9 implicadas en respuesta al estrés
nitrosativo (Kawaji y col., 2010), de 27 en respaed flujo de temperatura (Gumber y col.,
2009b), 21 a la hipoxia (Gumber y col., 2009a) yeR6respuesta a la inanicion (Gumber y
col., 2009a). Otro factor de estrés que encuaviap al infectar los macréfagos es la baja
disponibilidad inicial de hierro. Algunos estudgsgieren que las cepas Tipo Sy Tipo C de
Map responsen de distinta manera a condiciones dedisganibilidad de hierro siendo las
cepas Tipo C las que son capaces de acumular re&se lgjue las cepas Tipo S, lo que
proporciona una ventaja a la hora de sobrevivieleimterior de los macréfagos infectados

(Janagama y col., 2010b).
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1. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis ha sido ecdmparar la virulencia de 11 aislados
de Map de diversos genotipos y procedentes de distirdaalitaciones geograficas y
hospedadores en modelos de infecamwitro bovinos y ovinos en dos estadios diferenciados

de la infeccion. Para ello se ha determinado:

1- La entrada, crecimiento y supervivencia intraceld aislados d&lap de diversos
genotipos, localizaciones geograficas y hospedader macrofagos bovinos y

ovinos.

2- La respuesta inmune de los macrofagos bovinos yosvirente a una infeccién con

las cepas dblap seleccionadas.

3- La capacidad de diversas cepadvid para inducir la formacién de microgranulomas

empleando modelds vitro de granulomas.

Empleando los conocimientos obtenidos durantedéizacion de esta tesis doctoral,
se han desarrollado modelos de infecéioritro de macrofagos bovinos, ovinos y caprinos
mas especificos y se ha demostrado recientementgilslad como plataforma para la
evaluacion de la eficacia de candidatos vacunikt®s modelos vitro permiten reducir el
namero de animales sometidos a ensayos de infegcino y facilitan la identificacion de

marcadores inmunoldgicos de proteccidén que pueslmir para refinar el disefio vacunal.

La consecucion de esta tesis doctoral ha permitido:

1. Desarrollar modelos de infeccidm vitro para la evaluacion de la virulencia de diversas
cepas deMap en diversos estadios de la infeccion; asi comm [@evaluacion de la

eficacia y mecanismo de accion de prototipos vdesna

2. Determinar que aislados/genotiposMap representan un riesgo potencial para la salud

de las especies bovina y ovina.
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Determinar como el aislado/genotipo Map influye en el tipo de respuesta inmune y en
la patogénesis de la enfermedad en estadios Escjainas avanzados de la enfermedad.

Determinar si es necesario incluir el tipado dedepas deMap en los programas de

control y certificacion de la paratuberculosis.

Establecer si es necesario introducir medidas deraloque eviten el contacto y la

transmision déMap entre diversas especies animales.

Conocer los riesgos bioldgicos imputables a aislagmotipos deMap procedentes

hospedadores silvestres en relacion con la prodnigzanadera.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Declaracion ética

Los procedimientos experimentales fueron realigagmr veterinarios clinicos
en estricta conformidad con las recomendaciones lale Guia Etica Espafiola
para el cuidado de los animales utilizados para éxperimentacion vy

otros fines cientificos (Real Decreto LegislatiRiZD13).

IV.2. Animales y extraccion de muestras de sangrespférica

Se recogié sangre periférica de la vena yugularadas de la raza Holstein mayores
de 24 meses y de ovejas de la raza Latxa mayore48dmeses en tubos Vacutainer
heparinizados (Becton, Dickinson and Company, $pdtktados Unidos). Las extracciones
de sangre se realizaron con un minimo de 14 dias ellas con el objetivo de asegurar la
renovacion de las células rojas y se recogio coramo el 1 % del peso del animal en cada

extraccidén sanguinea.

El procedimiento de recogida de sangre fue apwpad el Comité Institucional para
el Cuidado y uso de Animales (Institutional Anin@dre and Use Committee; IACUC) de
NEIKER-Tecnalia y por el Departamento de Agricudtute la Diputacion Foral de Bizkaia,
Espafa (PermisoNL4.133).

IV.3. Seleccion y crecimiento en medio liquido deiwkersos aislados délap

Para este estudio se seleccionaron 11 aisladoMlage procedentes de diversos
hospedadores (bovino, ovino, caprino, ciervo, ganjabali y bisonte), de diversas
localizaciones geogréficas (Espafia, Estados Unitftalia y Portugal) y con distintos
genotipos (C, S y B) como indica la Tabla XXXI. Gomepa control se utilizo la cepa K-10
de Map obtenida de la ATCGAmerican Type Culture Collection, Manassas, Estados
Unidos). Los otros 10 aislados Map se habian aislado previamente de muestras fecales
tejidos de los animales domésticos y silvestregaus y se mantuvieron en glicerol a - 80

°C como parte de la coleccion de aislados del &bdo de Micobacteriologia de NEIKER-
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Tecnalia. Los aislados dédap seleccionados se cultivaron en frascos de culiwa 37 °C
durante un maximo de 3 meses en 10 ml de medio ldhidubk 7H9 (Difco Laboratories,
Detroit, Estados Unidos) suplementado con 10 %\{@hlde OADC (Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, Estados Unidos), 0.05 ésdfvol), de Tween-80 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Estados Unidos) y 2 mg/L de micobactin@llied Monitor Inc, Fayette, Estados
Unidos). El medio de cultivo se centrifugé a 3.0pth durante 20 min en una centrifuga
Beckman Coulter Allegra X-12. Los pellets bactesmmorrespondientes se resuspendieron
en 2 ml de solucién salina de Hanks (Hank's bathseé solutionHBSS) (Lonza, Verviers,
Bélgica) y la suspension resultante se paso 20s\eteves de una aguja de calibre 27 para
disgregar los grumos formados por agrupacion baotedurante el crecimiento. La turbidez
de la suspension bacteriana se ajusté a un estdndarMcFarland con un densitbmetro
Densimat (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia). 84da fraccion superior de la suspension

gue contiene bacterias dispersas se utilizd pararlsayos de infeccién.

Tabla XXXI. Aislados deMap incluidos en el estudio.

Cdbdigo cepa Region/ Pais Especie de procedencia PE@H/SRSA\M Perfil PFGE
K10 Estados Unidos Bovino C 11
6 Cantabria/Espafia Bovino C 52-1
P38l Aragon/Espafia Ovino C 2-1
2349/06-1 Portugal Ovino S -
334 India Ovino B 60-1
711 Bizkaia/Espafia Caprino C 2-1
311 Menorca/Espafia Caprino S 16- 47
855 Toledo/Espafia Ciervo C 68-1
622/07 Asturias/Espafia Gamo C -
681 Toledo/Espafia Jabali C 2-1
6.1 Estados Unidos Bisonte B 2-1

IV.4. Genotipado de las cepas seleccionadas paraestudio

Los aislados seleccionados habian sido previamgatetipados utilizando dos
técnicas moleculares: 1S1311 PCR-REA y PFGE (Seyviltol., 2005). Con el objetivo de
confirmar el genotipo de las cepas de manera ramdadiseflaron primers para la
amplificacion por PCR de 4 fragmentos de DNA cqoeslientes a 4 ORFs (MAP1487,
MAP1485, MAP1738, MAP2325) que estan presented gereoma de las cepas N&ap de
Tipo C y ausentes en las cepas Tipo S (Marsh y 206D5; Marsh y col., 2006). En las
reacciones de PCR se utiliz6 como molde DNA gendmidraido de las 11 cepas Map.
Para la extraccion del DNA gendmico, una suspend@cada cepa ddap se ajusto a un

McFarland de 1 y se centrifugé durante 20 min a02X5g. Los pellets bacterianos se
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resuspendieron en 180 pl de lisozima (20 mg/mr@iAldrich) en 20 mM de tampoén Tris-
HCI (pH 8,0) y se incubaron durante toda la nocl3& 4C. Al dia siguiente, se afiadieron a
cada vial 20 pl de proteinasa K (2 mg/ml) y loadigs resultantes se incubaron 3 horas a 56
°C y posteriormente 15 min a 96 °C para inactivla proteina K. Después de la adicion de
200 pul de etanol, los lisados se dispensaron eitohiimnas DNeasy (QIAamp DNA Blood
Mini Kit; Qiagen Inc, Valencia, Estados Unidos)eycentrifugaron durante 1 min a 6000 X g.
A continuacién, el DNA unido a las columnas QIAarap,lavo y eluyd de las columnas en
100 pl de tampon Tris-EDTA estéril (TE) (pH 8,0ywendo las instrucciones del fabricante.
La concentracion de DNA se determiné empleando spearofotometro NanoDrop 1000
(Thermo Scientific, Wilmington, Estados Unidos).

Las reacciones de PCR con los cebadores espedificdduM de cada primer) para la
amplificacion de los fragmentos de DNA de MAP14B®\P1487, MAP1738, MAP2325 y
MAP16S rRNA se realizaron empleando 250 ng de DNMAGmico como molde y el kit de
GC-Rich PCR (Roche, Mannheim, Alemania) de acueaiolas instrucciones del fabricante.
Los productos de PCR amplificados se analizarorefemtroforesis en geles de agarosa al 1
% (peso/vol) teiidos con GelRed (Biotium Inc, HayvdEstados Unidos).

En la Tabla XXXIlI se muestran las secuencias de domers utilizados para la
deteccion de estos 4 fragmentos del genomaVdp, las temperaturas de alineamiento

empleadas y la concentracion del buffer GC-Richasta una de las reacciones de PCR.

Tabla XXXII. Primers especificos utilizados para la detecci6mM4@1485, MAP1487c, MAP1738, MAP2325
y MAP16S por PCR.

Fase de el T° Concentracion
lectura Funcion Primgr Secuencia 5’-3’ Alineamiento Buffer
abierta (°C) GC-rich (M)
MAP1485c Acil-Coa sintasa 1/F TCACGAGCAGGTTCTCGACTT 62.3 0.5
2/R CGTCAAGCACCGGATGATG
MAP1487¢c Piruvato 3/F  ACCAAGAGATGACGATGCG 55.7 2
deshidrogenasa 4/R AATCGTCTCGATGAACAGGC
MAP1738 Proteina de 5/F  ACCACGATGCTGACCATGTA 55.7 05
membrana 6/R ATCAGGCACAGCGAAGAGAT*
MAP2325 Proteina 7/F  GTTTGACCATCCGGCACTC 55.7 05
intracelular 8/R CCGCGTAGGCGACAATAAC
MAP16S 16S RNA 9/F CGAACGGGTGAGTAACACG 62.3 0.5
ribosomal 10/R TGCACACAGGCCACAAGGGA

#Primers disefiados de acuerdo a Marsh y col. (2006)
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IV.5. Modelos celularesin vitro para el estudio de las fases inicialete la infeccior

Para el estudio de Iateraccidil de las distintas cepas Wap con los macréfagos d
hospedador en los primeros estacde la infeccion se utilizaron:

e Lalinea celular de macréfagos bovi (BoMac).

*  MDMs bovinos y ovino.

En la Figura 1%e muestra una fotografia al microsct invertido decontraste de
fases de losmodelos de infeccidin vitro utilizados.

A >, e A > ] 8 :
Figura 19. Modelos de infeccianA) DMs bovinos, (B) MDMs ovinos y (C) BoMac. |

o

La linea celular BoMz la proporcioné la Dra. J.R. Stabélnited States Departme
of Agriculture; USDA) Gtabel and Stabel, 1995). Las células BoMac seévatdn er un
frasco de 175 c(Corning, Nueva York, Estados Unid con RPMI1640 (Roswell Par
Memorial Institute)suplementado con 20 mM deglutamina, 10 % de suero fetal bovi
inactivado, 100 U/ml € penicilina y 10(ug/ml de estreptomicin@d.onze). Para los ensayos
de infeccion, laxélulas BoMac stripsinizaron del frasco de cultivo y sembraron a una
densidad de 1 x £@élulagml er placas de cultivo de 24 pocill¢€orning y se incubaron a
37 °C en una estufa de ¢@l 5%.

Para la obtenciéon d@BMCs bovinos y oving linfocitos y monocitos, se llevé a ca
un gradiente de Ficoll, con la idea de separardiferentes tipos celulares por densic
Veinticinco mililitros ce sangre diluida 1:2 en HBSS fueron afadidos sbbnel de Fico-
Paque (1,084 g/chh(GE Healthcare B-Sciences, Uppsala, Suecia) en tubos de centrifel
50 ml. Las células se centrifugaron a 900 X g dir@0 min para separar los eritrocitos y
células polimorfonucleares de las PBMCs. Tras latrifegacion, la primera fase d
gradiente que contiene el plasma sanguineo sebaspis PBMCs se recogieron con pip
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pasteur de la interfase creada tras la centrifdgade transfirieron a tubos 50 ml y se
lavaron 3 veces en HBSS mediante centrifugacid®laxdg 10 minutos a 20 °C para elimi
las plaquetas. El pellet final conteniendo los PBM®vinos se resuspendieron en R-
1640 suplementado con 20 mM d-glutamina, 10 % de suero fetal lw inactivado, 10(
U/ml de penicilina y 100 géiml de estreptomicir. Los PBMCs ovinos se resuspendieror
medio especifico de macréfagos (Macrophage SFMtrirgen, Carlsbad, Estados Unidi
suplementado con 20 mM d-glutamina, 10 % de suero de com@ractivado, 100 U/ml d
penicilina y 100 g/ml de estreptomicit. Tanto los PBMCs bovinos como los ovinos
sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos adewsidad de 1 x ° células/ml y se
incubaron durante 2 horas a 37 °C en una estufa¥a de CO,. Pasado este tiempo
incubacion, las células que no se adhirieron aalselde los pocillos (los linfocitos)
retiraron y las células adheridas a la placa dévou(los monocitos) se incubaron a 37
durante 7 dias en medio de cultivo paraar su diferenciacién a macréfagos. Al cabo de
7 dias de cultivo, la mayoria de las células adtiesetenian un aspecto estrellado
superficie irregular, gran nucleo celular y vesasilacuolas en el citoplas, tipica

morfologiade los macroéfagc

Figura 20. Esquema de la obtencion de PBMCs mediante un gitado®n Ficoll.a) Plaquetasb) PBMCs.c)

Ficoll-Paqued) Membranae) Granulocitosf) Eritrocitos.
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IV.6. Infeccidn de la linea celular BOMAC y MDMs borinos y ovinos corMap

Los macrofagos bovinos y ovinos se infectarontpplicado con 100 pl de cada una
de las cepas déap a una concentracién de McFarland 1 (3 & @6C/ml), empleando una
multiplicidad de infeccion (Multiplicity of infectin; MOI) de 10:1 (bacteria:célula). Tras la
infeccidn, los correspondientes lisados celularsesogieron a las 2 horas (para medir la
entrada) y a los 7 dias p.i. (para medir la sugengia y multiplicacién bacteriana). Alas 2 h
p.i., se recogio el sobrenadante de las células yxélulas se lavaron dos veces con HBSS
para eliminar la bacteria extracelular. Los magoéfinfectados se lisaron a las 2 h p.i. (dia
0) o se afiadié medio de cultivo fresco para cultiga7 dias més (dia 7). Para la lisis de los
macrofagos infectados a dia 0 y dia 7 se utiliz&@® pl de Triton X-100 (0.1 %) en agua

estéril durante 10 min.

IV.7. Cuantificacion de Map en el interior de los macréfagos infectados empledo el
Sistema BACTEC MGIT 960

Como métodos para realizar la cuantificacionMbgp en el interior de macrofagos
infectados, se probaron: PCR cuantitativa (Para@bku Vacunek, Bizkaia, Espafa), el
plagueo en medio solido y el sistema de cultivonedio liquido BACTEC MGIT 960
(Becton, Dickinson and Company) (Tabla XXXIII).

Tabla XXXIIl. Crecimiento en medio liquido (7H9) y sélidos (HEYMJ, y 7H11) de los aislados déap
seleccionados.

N° Muestra P
- Hospedador IS 1311 7H9 HEYM LJ 7H11
Cadigo cepa PCR/REA
14-35 Bovino C + + + +
2-P381 Ovino C + + + +
3-ovicap41l Ovino IS + - - +
4-2349/06-1 Ovino S + - + Nd
5-334 Ovino B + - + Nd
6-711 Caprino C + - + +
7-3334 Caprino S + - + -
9-855 Ciervo C + + + +
10-622 Gamo C + + - +
11-681 jabalf C + + + +
12-6.1. Bisonte B + - + -
13-K10 Bovino C + + + +

+ Positivo - Negativo nd: no determinado
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Aungue la técnica de PCR cuantitativa se puso #oppara el recuento cMap en
células infectadas, este método no permite diféaiemacteria viva de muerta por lo que
descart6. Como puede observarse en la Tabla XXKdltodas las cepas incluidas er
estudio fueron capaces de formar colonias facileneniantificables enodos los medios
sélidos ensayados (HEY, LJ o 7H11) por lo que dba@de cuantificacion cMap mediante

conteo de colonias en medio solido también descartado.

Sin embargo, todas las cepas incluidas en el estadicieron eficientemente en tut
indicadores de crecimiento micobacteriancycobacterial growth indicator tubMGIT) que
contienen medio liquido Middlebro 7H9 modificado.El sistema de cultivo en mec
liquido BACTEC MGIT 960(Becton, Dickinson and Compangs capaz de cuantificar
calga bacteriana viable en el interior de los macgagfectados y ademas fue el mét
que aporto resultados mas repetitivos y rapidososldres ensayados. Por todo ello, «
sistema fue el método elegido para poder evaluaapacidad de cada cepera entrar y
sobrevivir en el interior de los macrofagos delgeakador El sistema BACTEC MGI 960
determina el tiempo de detecc (Time to aetection, TTD) en dias/horas que se tard;
detectar el crecimiento bacteriano. Este tiemppreporcional al tamafio del inoculo inici
Los tubos MGIT presentan un sensor con un componente fluores¢eis-4,7-diphenyl-
1,10-phenathroline rutheniur chloride pentahydrate) en la base qus sensible a la
presencia de oxigeno. Inicialmente, elgeno del tubo bloquea la emision de fluorescel
Con el tiempo, lognicroorganismos consumen el geno lo que resulta en emision
fluorescencia. La fluoszencia emitida en cada tubo es monitorizada atican@ente cad
hora por el instrumento BACTEC MGIT 9€En la Figura 21esmuestra el sisteméACTEC
MGIT 960.

Figura 21. Sistema de cultivanicobacterianBACTEC MGIT 960.
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Este sistema se utiliza habitualmente para lacdéte de Map pero no para su
cuantificacion, por lo que se tuvo que poner a @updra utilizarlo como método de
cuantificacion (Abendafio y col., 2012). Para ell® prepararon suspensiones de cada uno de
los aislados d&lap seleccionados en HBSS a una concentracién de MoBanl (3 x 18
UFC/mI). A partir de estas suspensiones se preparadiluciones decimales sucesivas. De
cada dilucién se tomaron 100 pl que se inoculamndpplicado en los tubos MGIT. Cada
tubo MGIT contiene 7 ml de medio Middlebrook 7H9difizado con caseina peptona. Cada
tubo se suplementa con 8(0de un suplemento compuesto por OADC (BBL MGIT G&AD
growth supplement, Becton, Dickinson and CompaAgemas los tubos se suplementaron
con 2 pg/ml de micobactina y con una mezcla débititos compuesta por polimixina B,
anfotericina B, acido nalidixico, trimetroprina,aglocilina (BBL MGIT PANTA antibiotic
mix, Becton Dickinson and Company). Los tubos seulmron a 37°C en el sistema
BACTEC MGIT 960 durante 42 dias. Los tubos sontpas cuando la carga bacteriana
alcanza concentraciones en un rango del0®UFC/mIl. Cuando los tubos son positivos, el
aparato proporciona el tiempo que cada tubo taadéahalcanzar la positivad, el TTD. Para
generar curvas patron especificas para cada aigtatiodo en el ensayo, el TTD de cada
tubo (en dias) se relacion6 con eljlpde las UFC estimadas que estaban presentes en cada
dilucion mediante analisis de regresion no lin€abphPad Prism 6, GraphPad Software, San
Diego, Estados Unidos). De esta manera se genezauationes que permitian estimar el log
UFCs presentes en un inéculo determinado de caaldaitos aislados déap incluidos en el

estudio con un 95 % de intervalo de confianza.

El log de UFCs presentes en cada dilucion se ificantambién mediante PCR a
tiempo real empleando un kit especificamente dideip@ra la deteccion de la secuencia de
insercion F57 que se encuentra en copia Unica egeebma deMap (ParaTbKuanti,
Vacunek). Para ello, se extrajo DNA a partir de il0@e cada una de las siete diluciones
decimales de cada aislado Meap empleando el procedimiento descrito en el apartadb
El DNA extraido de cada dilucion decimal se amgiifipor PCR empleando el kit
ParaTbKuanti. Este kit utiliza una sonda especfiga la secuencia de insercién F5Migp
marcada con el fluor6foro 5-carboxifluoresceina MHAen el extremo 5°. El kit también
utiliza una sonda interna marcada con 6-carboxy-4lichloro-2",7 -dimethoxyfluorescein,
succinimidyl ester (JOE) para controlar que no taxishibicion de la amplificacion. Las
reacciones de gPCR se llevaron a cabo en el sistd@dh&rism 7500 (Applied Biosystem,
Carlsbad, Estados Unidos) con las siguientes camdis de amplificacion: 1 ciclo de
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desnaturalizacion a 95 °C durante 10 min, 45 cidébdesnaturalizacion a 95 °C durante 15 s,
y un ciclo de alineamiento/extension de 60 °C deré0 s. Para la cuantificacion del DNA se
genero una curva estandar empleando concentraaer@BlA conocidas de un plasmido que
contenia la secuencia de insercion F57 siguierslintrucciones del proveedor. Esta curva
estandar se empleo para extrapolar los valorest diee s muestras problema y obtener la
concentracion de DNA correspondiente en muestrasodecidas, en nuestro caso en cada
una de las diluciones decimales de las 11 cepasvigge La curva estandar y las
concentraciones de DNA en las muestras problenaaae&aron empleando el software ABI
Prism v 1.4. Por ultimo, el nUmero de copias de Di¥Map en cada una de las diluciones
seriadas de los aislados Meap incluidos en el estudio se correlacion6 con eldedas UFCs
cuantificadas con el sistema BACTEC MGIT 960 mediam analisis de correlacion lineal
(Microsoft Office Excel) y mediante un test t deu@&nt (GraphPad Prism 5, GraphPad
Software).

Ademas de generar ecuaciones para la cuantifitat@ocada aislado en el sistema
BACTEC MGIT 960, caracterizamos también el crecimuvede cada aislado en los tubos
MGIT. Para ello, las medias de los valores de THlewdos para todos los aislados del
estudio se compararon empleando un andlisis danzai(ANOVA) unidireccional con la
correccion posterior de Duncan (SAS Institute Estados Unidos). Para definir los grupos,
los valores de TTD de cada una de los aisladosrepararon con los de la cepa de referencia
K-10. Las diferencias en relacion al crecimientoceasideraron significativas cuando los
valores de P < 0.05. Al comparar las medias devébares de TTD, pudimos agrupar a los
aislados déMap incluidas en el estudio en dos grupos distintoaalerdo a su crecimiento en
el sistema BACTEC MGIT 960.

Una vez que se puso a punto el sistema BACTEC MBBO para la cuantificacion de
Map, este método se utiliz6 para comparar la capacidalds 11 aislados ddap incluidos
en el estudio para entrar, multiplicarse y persisti el interior de las células BoMac y en
MDMs bovinos y ovinos (Abendafio y col., 2013a, Ad&fo y col., 2014). El inoculo y los
lisados celulares recogidos a las 2 h (dia 0) yi.7sp inocularon en tubos MGIT y se
incubaron a 37 °C en el sistema BACTEC MGIT 960s tiempos de deteccién para cada
muestra se transformaron en UFCs siguiendo la fi@rmpreviamente obtenida para cada
aislado. El porcentaje de entrada de cada aisladmlsulé como el porcentaje de bacteria

inoculada que se recuperd de cada lisado celwagido a dia 0. El crecimiento intracelular
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de cada aislado se expresé como el incrementogddR&s entre el dia 0 y 7 p.i. calculado
como la diferencia en el log UFCs estimado en anikagpos p.i. El ratio de crecimiento de
cada aislado se calculo dividiendo el log UFCsaaOdéntre el log UFCs a dia 7. Un ratio de
crecimiento mayor que 1 indicaba que el aisladmskiplico dentro del macrofago infectado
entre los dias 0 y 7 mientras que un ratio menerlgindicaba destruccion bacteriana dentro
del macréfago infectado.

Para comparar los porcentajes de entrada de epdaen los macrofagos se utilizoé un
test de Fisher (GraphPad Software). El valor mexditmado de UFCs en los indculos
iniciales y los dias 0 y 7 después de la infecs®mitilizaron para generar un modelo general
lineal (GLM) (SAS version 9, SAS Institute Inc). hanalisis el modelo celular (BoMac,
MDM bovino, MDM ovino), tiempo p.i. (indculo, digsy 7 p.i.), el genotipo de la cepa (C, S
y B) y la especie animal del que se aislaron laasé€bovino, ovino, caprino, ciervo, jabali,
gamo) fueron las variables independientes. Lasafifeas se consideraron significativas

cuando el valor de P < 0.05

IV.8. Extraccion de RNA, sintesis de c-DNA y amplitacion mediante qRT-PCR de
citoquinas y proteinas implicadas en apoptosis y d&uccion tisular

Para evaluar la respuesta inmune inducida en naagoséfinfectados con cada uno de
los aislados d#lap se puso a punto un ensayo cuantitativo de gRT-R&Rpgrmitia analizar
la expresidn de varias citoquinas y proteinas itapks en apoptosis y destruccion tisular.

Para la seleccion de los genes incluidos en elisen&e realizO una revision
bibliografica de analisis transcriptomicos antexorealizados en macréfagos infectados con
Map. De esta manera se seleccionaron un panel de gefes IL-2, IL-6, MMP3-1, TIMP-

1, IL-10, TGHB-1, TNFw, BCL2-1, IFNy) cuya expresion se habia demostrado que estaba
alterada tras una infeccion con cepad/dg de origen bovino (Abendafio y col., 2013b). Los
primers se disefiaron empleando el software PrimpreSs 3.0 de acuerdo a las secuencias
publicadas en el GenBank para cada uno de los gehascionados. Los primers disefiados
presentaban el mismo contenido en GC y la misma Hmpleando cDNA de células sin
infectar como molde, se estimd mediante qPCR aptiereal la concentracién optima (50,
100 o 200 nM) de cada par de primers que propidigamenor Ct y minimaRn. También

se realizaron reacciones de gPCR en las que nidasidamolde y que permitieron verificar
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qgue losprimers seleccionados no formn primer-dimers entre ellog asegurar asi la
especificidad de la amplificacion. Todos Iprimers presentaron la misma eficiencia
amplificacion & 90 %)y fueron capaces de amplificar por PCR a la misnaperatura d
alineamiento (60 °Camplicones con un tamafo de entre-250 pb. Como genes enddgel
control se utilizaron los genes constitutivos B-actina o gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenas@GAPDH) que permitieron normaliz los resultados obtenidi En las Tabla

XXXIV y XXXV se muestran los prime¢ seleccionados.

Tabla XXXIV. Genes bovinos seleccionados, primers correspordiarilizados en las reacciones de -
PCR y concentracion optineara cada ge

Cadigo

Secuencia Nombre Abreviatura Cadigo cebador / secuencia (53) g]c,)vr;)centracién
GenBank

AAA30583 Interleukina 1-alpha IL1 %E’;ﬁéggﬁgfggggﬁﬁ/?fg%@“ 200
XP_586521 Matrizmetallopeptidasa MMP3-1 12;{&%@: ggggﬁgfe%cégggﬁﬂc 200
exraoe _meewmais a0 SECLCCOCRATONCoRSTT o
XPSO29T  griniono bota Tl pGRIOCCOTATICCACCATTAGCE
e vy RSO ASCOCCE,
NP01070954 Proteina mitocondrial BCL2-1 j%;gé?gggégiiégé??ggﬁn 100
AAMO8378  Beta-actina B-actina 43FATGCTTCTAGGCGGACTGTTAC 200

44RIACAAATAAAGCCATGCCAATCT

1.000+000

1.000e-001

10006002 AP

1.000¢-003

1.000e-004

Denvative
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1123458617
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Figura 22. Curvas de amplificacion y curvas de disociaciohos genes bamos seleccionadc
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Tabla XXXV. Genes ovinos seleccionados, prirrcorrespondientes utilizados en las reacciones d-PCR y
concentrad@n 6ptima para cada g

cieslze Abreviat Concentracior
Secuencia Nombre ura Cddigo cebador / secuencia (5°-3) (M)
GenBank
. 169F/ACAACCCTTGTCTTGCATTG!
NM001009806.1 Interleukina 2 IL-2 170RCTTGAAGTAGGTGCACCGTTTC 200
Metallopeptidas 173FTGCTCATCTATCCCCTGCAAL
NMO001009319.2 inhibidor 1 TIMP-1 174R/TGGTCCGTCCACAAGCAA 200
. 191FTTCTTTCAAATGAAGGACCAACTG
NM001009327.1 Interleukina 10 IL-10 192RCCCTTAAAGTCATCCAGCAGAGA 200
Factorde necrosi: 177F/ICCATCAGCCGCATTGCA
X55152.1 tumoral, miembro TNFo- 2 178RITGATGGCAGAGAGGATGTTGA 200
Proteina 181F/GGGCACTGTGCGTGGAA
NMO001009226.1 mitocondrial BCL2-1 182RTGCGATCCGACTCACCAATA 200
Factor
179F/AAGCGGAAGGGCATCGA
NM_001009400.1 tran;fo.rmador d TGH3-1 180RCGAGCCGAAGTTTGGACAAA 200
crecimiento, beta
Gliceraldehdlo z-
AF030943.1 fosfato GAPDH 187F/TGCCGCCTGGAGAAACC 200

; 188R/CGCCTGCTTCACCACCTT
deshidrogenasa

Delta Rn vs Cycle Dissociafion Cue

1.0¢H001

106000

102001 -—

1.0:-002 00

Delta Rn
Deriv ative

R L

VI 010
103004 H—-H

005

L b L

000

102008 008
12345678 1011121314 15161718 197021 2223 2426 26 27 2029 3031 3233 34 3536 37 39 3040 i i 10 L] 8 L 0 %

Cyole Nurber Temperalure (C)

Figura 23. Curvas de amplificacion y curvas de disociaciomodegenes ovinos seleccionar

Para ehnalisis transcriptomi, las células BoMase infectaron con dos cepasMap
(Bovino-C y OvinoS) que habian demostrado claras diferencias enacw@wasu capadad
para multiplicarse y sobrevivir en su interior. &ncaso de los MDIs ovinos, dos cepas (
Tipo C aisladas de bovino y ovino fueron selecadilasapara el andlisis de expresion gér
El mismo experimento se realizé por separado carncdpas ovinase distinto genotipo (C
S) con el objetivo de evaluar si el genotipo dbdateria podria influir significativamente
la respuesta inmune inducida en MDMs ov infectadosLas infecciones se realizaron de
misma maneraa la descrita en el apartadV.6. Como control se utilizaron células

infectadas.
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Alas 4, 14y 24 h p.i., las células BoMac inféetsise lavaron con 0.5 ml de HBSS y
el RNA total se extrajo empleando Trizol de acueadas instrucciones del fabricante (Life
Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). El RNAaéatd se tratdo con Turbo DNAse | (Life
Technologies) durante 20 min a 37 °C para elim@gladNA genémico y se transcribié a
cDNA empleando el kit SuperScript VILO cDNA syntlgesiguiendo las instrucciones del
fabricante (Life Technologies). Las reacciones deRPcuantitativo se llevaron a cabo
empleando el SYBR® GreenER qPCR SuperMix Univeglisé Technologies) empleando 1
ul de cDNA como molde y la concentracién éptimaviamente determinada para cada par
de primers. Para el caso de los MDMs ovinos, laaegion de RNA, sintesis de cDNA vy
gRT-PCR se realiz6 empleando el kit Power SYBR® eBr€ells-to-Ct siguiendo las

instrucciones del fabricante (Life Technologies).

Las amplificaciones de cDNA mediante gPCR se f@va cabo en todos los casos en
el termociclador ABI Prism 7500 (Applied Biosysteempleando las siguientes condiciones:
1 ciclo de 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de desabzacion a 95 °C durante 15 s,
hibridacién a 60 °C durante 60 s, y una curva dediacion para medir la especificidad de la

amplificacion.

Para determinar la expresion relativa (Relativangjfication; RQ) de cada gen, se
utilizé la siguiente formula; RQ=3“", dondeACT es la resta entre el CT del gen diana y el
CT del gen endégenoMACT) es la resta entre ACT de la muestra experimental y/LT
de la muestra control sin infectar. Los resultadesexpresaron como cuantificaciones

relativas de transcripcion en comparacion con ékasd células no infectadas.

La produccion de citoquinas a las 4, 14 y 24 hggicompar6 con el procedimiento
GLM del SAS (SAS version 9, SAS Institute Inc). Ehanalisis, el origen de las cepas
(bovino, ovino) y el tiempo p.i. (4, 14 y 24 h piueron las variables independientes. Las

diferencias se consideraron significativas cuandaler de P < 0.05.
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IV.9. Generacion de modelos tridimensionales de gnaloma in vitro

IV.9.1. Generacidon de microgranulomas bovinos yosin vitro

Para la generacion de microgranulonmasgitro, PBMCs bovinos y ovinos purificados
por gradiente de Ficoll, tal y como se ha explicadcel apartado 1V.5., se sembraron sobre
una matriz extracelular de colageno y fibronectiEsta matriz se preparé mezclando: 0,8 mli
de 3 mg/ml de colageno Purecoll (Nutacon BV, LeisydPaises Bajos), 0,1 ml de 10 X
buffer fosfato salino de Dulbecco (DPBS) (Lonza) ml de 1 mg/ml de fibronectina humana
(BD Biosciences). El pH de la matriz se ajusto 2776 usando 0.1 M de NaOH estéril
(Sigma-Aldrich). El volumen final de la solucion g@sté a 1 ml con agua estéril. Para evitar
la gelificacién, la temperatura de la mezcla setmana 4 °C. A continuacion, 5 x 1fe
PBMCs, preparados tal y como se describe en etaamalV.5., se sembraron en pocillos de
placas de 96 pocillos encima de 50 pl de matrizaegtular. A continuacion, las PBMCs se
infectaron por separado con la cepa bovina deemdéé K-10 o con la cepa ovina de Tipo S a
tres MOls (bacteria:células) (1:8, 1:16 y 1:33)\irscubaron durante 2 horas a 37 °C en una
estufa a 5 % de GOFinalmente el volumen en cada pocillo se ajusg®@ pl con RPMI-
1640 suplementado con 20 % de suero fetal y lastmagese incubaron a 37 °C en una estufa
de 5 % CQ durante 10 dias. La agregacioén celular se obsees 5 y 10 dias p.i. en un
microscopio invertido de contraste de fase (Olymipi&l) equipado con una camara digital
Nikon DS-Fil. Las imagenes se editaron utilizand8aftware Fiji/lmagen J (v 1.48). Los
agregados generadwsvitro se cuantificaron a los 5y 10 dias p.i.. En lauFag24 se muestra
una fotografia al microscopio invertido de coneadé fases de microgranulomas generados

tras la infeccion de PBMCs ovinos chtap.

Figura 24. Fotografia al microscopio invertido de contrastdakes de microgranulomas generados tras la
infeccion de PBMCs ovinos cdviap (20 X).

118



IV. MATERIALES Y METODOS

IV.9.2. Andlisis histoldgico de los agregados cales

Los agregados celulares se recogieron a los Bpdiapara realizar histologia. Para
ello, el medio se retird cuidadosamente de caddllpoc se reemplazé con 0.2 ml de
formalina tamponada al 10 %. Las placas se incab@ae la noche en estufa a 37 °C. Al dia
siguiente, la formalina se retir0 y se afiadio agaatillo 0.2 ml de hematoxilina diluida con
PBS (1:1) a cada pocillo. Pasados 10 minutos déawon a temperatura ambiente, se retiro
la tincion y se afiadio 0.2 ml de agarosa LE-2 (lepiEspafia) al 2 % previamente calentada a
42-45 °C. La placa se incubd 15 minutos a 4 °C paranitir que se solidificara la agarosa.
Los bloques de agarosa que contenian los agregatidares fueron retirados de cada pocillo
y se almacenaron en placas de seis pocillos cowleth 70 % antes de su procesamiento
histolégico. Para ello, se afiadié una gota de aasins bloques de agarosa que contenian los
agregados celulares. Cada bloque de agarosa skiéref papel, se colocé en un cassette y
se procesO en un procesador de tejidos ShandodeCRA00 (Fisher Scientific Company,
Pittsburgh, Estados Unidos) durante 17 h. Cadauklag agarosa se incluyo en parafina, se
cortd en secciones de 4 um con el microtomo LEIOA R035 (Leica Mycrosystems,
Barcelona, Espafia) y por ultimo, los cortes serdifieon hematoxilina-eosina (HE) y con
ZN. Finalmente, los agregados celulares se observamn un microscopio Olympus BX51

equipado con una camara digital Olympus U-CMAD3.

El nimero de granulomas generadowitro se comparé mediante un test ANOVA
con el posterior analisis de comparacion multigerdkey Kramer (GraphPad Software). Las
diferencias se consideraron significativas cuandaler de P < 0.05.

IV.10. Seleccion positiva de monocitos CD14 + demiantes

IV.10.1. Seleccién positiva de monocitos CD14 #wmiantes a partir de PBMCs

Para el enriquecimiento de monocitos CD14 + deinmgvovino y caprino se
emplearon nanoparticulas magnéticas funcionalizadasun anticuerpo monoclonal anti-
CD14 humano (mAb) en combinacién con la tecnolddfCS (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Alemania). Para ello, las PBMCs se manifin a partir de sangre heparinizada (50

ml) de una cabra de raza Azpigorri, de una ovejeade Latxa y de una vaca de raza Holstein
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mediante un gradiente de densidad de F-Paque (1,084 g/cth (GE HealthCare Bio-
Sciences) como se ha descrito anteriorn (Apartado IV.5.). Para @nriquecimiento c los
monocitos CD14 +,na suspensit de las PBMCsle cada especie anin(2 x 10) se incub6
con 40 ul de MicroBeadmagnéticas unidas a un mAb ~CD14 humano(ClonTUK4,
Miltenyi Biotec) durante 1Bninutos a 4 °C. Tras el marcaje magnétitas célulasse lavaron
con 4 ml de tampén MACEBS0.5 % de FCS) y se centrifugaror8@C X g durante 10
minutos. El sobrenadante agpir¢ completamente y el pellet celulse resuspendié 500 pl
de tampon MACSLa suspension celular resultantetransfirio a columnas magnéticas N\
colocadas en un imamagnético Separador MiniMACS, MiltenyBiotec). La columna s
lavd 3 veces con el tampdon MAC( Después se retird la columna daeimpo magnétic se
afadié 1ml de tampAACS a la columna y las células CD14nagnéticamen retenidas se
eluyeronpresionando firmemer un émbolo sobre la columnan la Figura 2 se muestra un

esquema de la separacién inmunomagneética utilizendenologia MACS

k: .
v, K

Figura 25. (A) Esquema de laeparacion inmunomagnética utilizando la tecnol MACS. (B) MicroBeads

magnéticas, columnas MS, imasgparador MiniMAC¢

IV.10.2. Selecciémositiva demonocitosCD14+ de rumiantes a partir de sanperiférica

Para la purificacion de monocitos CD14 + a partirsdngre entera se utilizaron
MicroBeads "WholeBlood CD14" y las columnas magnéticas "WI Blood" siguiendo las
instrucciones del fabricant®{ltenyi Biotec). A 15 ml de sangre dma ovej Latxa recogida
en tubos Vacutaindneparinizadc se afadieron 750 pl de Whdséood CD14 MicroBeac

unidas a un mAb anttD14 human¢(Clon TUK4, Miltenyi Biotec).La me:cla de sangre y
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MicroBeads se incubd durante 15 minutos a 4 °Co#tinuacion, las células marcadas con
las MicroBeads se lavaron con 10 ml de tampon MAGS centrifugaron a 445 X g durante
10 minutos. El sobrenadante fue aspirado completeme el pellet celular se resuspendio
enl5 ml de tampon MACS. La suspension celular t@std se afiadio a las columnas
colocadas sobre un iman magnético (Miltenyi Biatée)s columnas se lavaron 3 veces con
tampdn MACS para separar las células sin marcésdmarcadas que quedan retenidas en la
columna. Después la columna se separo del camppoétiag se afiadieron 5 ml de tampon
MACS a la columna y las células CD14 + magnéticamegtenidas se eluyeron presionando

firmemente un émbolo sobre la columna.

IV.10.3. Andlisis por citometria de flujo de la pma de monocitos CD14 + purificados

empleando la tecnologia MACS

Para determinar el grado de pureza de los morso€lidl4 + en cada etapa de la
purificacion se analizaron por citometria de fllgs siguientes fracciones celulares: 1- la
fraccion de PBMCs recogida tras realizar el gradieon el Ficoll (fraccion Post-Ficoll), 2-.
la fraccion de PBMCs marcada con las MicroBeadac€ion original), 3- la fraccion de
PBMCs incubada con las CD14 + MicroBeads y purificgoor las columnas (fraccion
positiva) y 4- la fraccion celular que se obtuvo les lavados de la columna (fraccion
negativa). Alicuotas de 50 ul cada una de las ifvaes celulares (Post-Ficoll, Original,
Negativa y Positiva) se incubaron con 10 ul de dihaion 1:11 de un mAb anti-CD14
humano (Clon TUK4, Miltenyi Biotec) conjugado caoderitrina durante 5 min en oscuridad
a 4 C. Las fracciones marcadas se lavaron con @némpon MACS y se centrifugaron a
300 X g. Los pellets resultantes se resuspendierorB00 pl de tampdén MACS y se
analizaron por citometria de flujo. Para distinglar especificad de la union del mAb
monoclonal anti-CD14 a las CD14 MicroBeads, uneualia de la fraccion celular original
(50 pl) se tifid a 4 °C durante 10 min con 10 pbkia dilucién 1:11 de un anticuerpo control
de isotipo IgG2a de ratén conjugado a PE. Estewipo (clone S43.10) es especifico del
hapteno 4-hydroxy-3-nitro-phenyl acertyl y no sepresa en ningun tipo celular. Las
fracciones celulares obtenidas a partir de sangpima se analizaron en un citbmetro
MACSQuant FACSCAN con el Software MACSQuantify (Mityi Biotec). Para el analisis
de las fracciones celulares de ovino y bovino deditel citdmetro Beckman Coulter y el
Software Gallios 1.2. Se seleccion6 un area obsenval alrededor de los monocitos

identificados por su tamafio eliminando a las célataertas del analisis. A continuacion, se
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calculd el porcentaje de células fluorescentesgroblacion celular seleccionada a la que se

substrajo la autofluorescencia de las células queertifieron con el anticuerpo monoclonal.

IV.10.4. Funcionalidad de los monocitos CD14 + fiemdos con la tecnologia MACS

La funcionalidad de los monocitos CD14 + purifisacton la tecnologia MACS se
estimo midiendo su capacidad para fagodilatboviso Map. Para ello, monocitos CD14 +
bovinos y caprinos purificados con la tecnologia @8\ a partir de PBMCs de diversos
donantes sanos se sembraron en placas de 24 parilloa densidad de 4 x°304 x 1¢
células/ml, respectivamente. El medio de cultivpkemado fue RPMI-1640 suplementado con
20 mM de L-glutamina, 10 % de suero fetal bovinactivado, 100 U/ml de penicilina y 100
png/ml de estreptomicina. Después de 2 horas a 3én’@stufa de CO las células no
adherentes se eliminaron al lavar cada pocilloB8S. Las células adherentes se incubaron
en RPMI-1640 suplementado a 37 °C para permitidiferenciacion a MDMs. Los MDMs
bovinos y caprinos se infectaron por triplicado conasilado de campo dé. bovis(Neiker
1403, espoligotipo SB0339) o con un aislado deaaeMap (Neiker 711; Genotipo C),
respectivamente a una MOI de 10:1 (bacteria:c€ltdh)y como se describe en el apartado
IV.6. La cuantificacidn de la carga bacterianaidétulo y en el interior de los macrofagos al
de 2 h p.i. se cuantificé utilizando el sistema BAC MGIT 960 tal y como se explica en al

apartado IV.7.

La comparacion de las UFCs presentes en los MDIds 2 h de la infeccion, se llevo
a cabo generando un GLM con el paquete estadiS&& version 9 (SAS Institute Inc). En
primer lugar, la especie micobacteriala povisy Map) y la especie animal donante (bovino
y caprino) se consideraron como las variables ahes. Una vez demostrado que ninguna
de estas dos variables afectaba al nimero de UfeéSsrtes en las células infectadas a las 2 h
p.i., se paso a comparar las UFCs presentes &nDdés purificados de cada animal incluido
en el analisis de manera individual. Las diferena@ consideraron significativas cuando el
valor de P < 0.05.

IV.11. Anélisis estadistico

En la Tabla XXXVI se muestra un resumen de detdss estadisticos utilizados en

esta tesis doctoral.
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Tabla XXXVI. Resumen de los test estadisticos utilizados.

Objetivo

Muestras

Test

Software

Generacion de las curvas patron para la cuantifinate los
distintos aislados delap en el sistema BACTC MGIT 960.

Cepas déap

Analisis de regresién no lineal

GraphPad Prism 6
GraphPad Software

Correlacién entre nimero de copias DNA estimadaypor-
PCR y UFCs estimadas en el BACTEC-MGIT para cada
aislado deMap.

Cepas déMap

Andlisis de correlacién lineal
Test t Student

GraphPad Prism 5
GraphPad Software

Clasificacion de los distintos aisladosMap de acuerdo a su
crecimiento en el sistema BACTEC MGIT 960.

Cepas déMap

ANOVA + Agrupamiento Duncan

SAS version 9

UFCs en los in6culos y alas 2 hy 7 dias p.i.

MDMs bovinos infectados
con los distintos aislados de
Map.

MDM ovinos infectados con
distintos aislados delap.
Células BoMac

GLM

SAS version 9

Porcentajes de entrada de los aislsidp en macrofagos

Células BoMac infectadas con
los distintos aislados déap.
MDMs bovinos infectadas
con los distintos aislados de
Map.

MDMs ovinos infectadas con
los distintos aislados ddap.

Fisher

GraphPad Software

Produccién de citoquinas

Células BoMac
MDMs Ovinos

GLM

SAS version 9

Numero de granulomas generados

PBMCs bovinos
PBMCs ovinos

ANOVA + Tukey Kramer

GraphPad Software

UFCs en los indculos y a las 2 h tecnologia MACS

MDMs bovinos purificados
con la tecnologia MACS e
infectados conM. bovis y

Map.

MDMs caprinos

GLM

SAS version 9
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V. RESUMEN

Map es el agente causal de la paratuberculosis ergramavariedad de rumiantes
domésticos y silvestres. Una vez ddap entra en el hospedador, generalmente a través de |
via fecal-oral, atraviesa el epitelio intestinalrgpaer posteriormente fagocitado por los
macrofagos subepiteliales. Generalmente, los magodf responden frente al ataque de
cualquier microorganismo induciendo una respuestaune dirigida a su eliminacién. Sin
embargo, las cepas virulentas Map han desarrollado ciertas estrategias que les farmi
evadir la respuesta inmune del hospedador y solirewiracelularmente. La interaccion
Map-macrofagos del hospedador que se produce entbdi@siniciales de la infeccidon es un
indicador de la virulencia delap y determina el riesgo de progresion de la enfeatieé!
objetivo general de esta tesis doctoral es el depacar la interaccion de aislados Map
procedentes de rumiantes domesticos y silvestmmnydistintos genotipos con macrofagos
bovinos y ovinos, al ser éstas las dos especiesadas en las que la paratuberculosis causa
mayores pérdidas econémicas. Este analisis pefindiéterminar la virulencia, patogenicidad
y adaptacion a un determinado hospedador de distaislados d&ap y sentara las bases
para tratar de mejorar las estrategias de manenirol de la paratuberculosis en granjas
donde el ganado domeéstico comparte pastos con lesinglvestres potencialmente

infectados coMap.

Con objeto de determinar diferencias en la vircieeren los primeros estadios de la
infeccidn, se comparo la entrada, multiplicaciésupervivencia de 11 aislados M&ap de
diversos genotipos (C, S y B) y procedentes deinthst localizaciones geograficas y
hospedadores (bovino, ovino, caprino, jabali, disoriervo y gamo) en modelos de infeccion
in vitro bovinos y ovinosAsi mismo, se analizé la respuesta de los maavéfada infeccion
con los aislados dblap seleccionados mediante el analisis de los perfilegxpresion de
determinadas citoquinas y proteinas implicadas paptasis y destruccion tisulaAmbos
parametros, capacidad de supervivencia de logitistaislados dMapy respuesta de los
macrofagos a la infeccidn, se correlacionaron dgato de determinar la virulencia de cada
aislado en los hospedadores bovino y ovino. Asimmjs/ con el fin de comparar la virulencia
de diversos aislados ddap en estadios mas avanzados de la infeccion semdatersu
capacidad para generar microgranulomas en conégiorvitro. Por Gltimo y con objeto de
adaptar los modelos de macréfagos desarrolladosstntesis doctoral a otros objetivos,
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como por ejemplo para su utilizacién en la evalwaae actividad fagocitica inducida por
prototipos vacunales, se desarroll6 un método immagnético de enriquecimiento de
monocitos CD14 + de bovino, ovino y caprino utiida nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con un anticuerpo monoclonal aitit€ humano en combinacién con la
tecnologia MACS.
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VI. PUBLICACIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoraldhdo lugar a cinco publicaciones

cientificas:

En la PUBLICACION I el sistema BACTEC MGIT 960 adapt6 para cuantificar la
carga bacteriana en el interior de los macréfagtectados a distintos tiempos p.i. y poder
evaluar asi la capacidad de aisladosMigp de diversos hospedadores y de distintos
genotipos, para entrar, sobrevivir y multiplicaese el interior de macrofagos bovinos y

ovinos.

En la PUBLICACION Il resumimos los estudios traisimicos realizados
previamente en macrofagos bovinos y humanos irdesta vitro con Map. Esta revision
bibliografica permiti6 determinar cuales eran la®aquinas y proteinas implicadas en
apoptosis y destruccién tisular que podrian utiigacomo marcadores de infeccién y los

tiempos p.i. Optimos para su cuantificacion traipsémica.

En las PUBLICACION Il se analizé por un lado latada, la multiplicacion y la
supervivencia de los 11 aisladosMap en macrofagos bovinos. Por otro lado, se analizaro
los perfiles de expresion de los marcadores dednde seleccionados en la Publicacion 1l en
macrofagos bovinos infectados con diversos aislgdostipos deMap. Ambos parametros,
capacidad de supervivencia de los aisladosvide y respuesta de los macrofagos a la
infeccidn, se correlacionaron para poder determagata capacidad de cada aisladdvidg
para iniciar una infeccion productiva en los maagof infectados.

En la PUBLICACION IV resumimos las condiciones dmiltivo utilizadas
previamente para la generacion de granulomas hwsmanatro tras una infeccién coM.
tuberculosis M. bovisy M. leprae Esta revisidn bibliogréafica permitio estableces |
condiciones de cultivo e infeccibn que podrian Itasutambién en la formacion de

granulomas bovinos y ovinos tras una infeccionMap en condicionen vitro.

En la PUBLICACION V se analizé por un lado, la rana, multiplicacion y

supervivencia de diversos aisladosuikip en macrofagos ovinos. Por otro lado, se analizaron
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los perfiles de expresion de citoquinas y proteiingglicadas en apoptosis y destruccion
tisular en macrofagos ovinos infectados con losdis deMap seleccionados. Por ultimo, se
evaluo la capacidad de los distintos aislado§ldp para inducir la formacion de granulomas
ovinos en condicione® vitro. De esta manera se determind que aislados/genatgldap

serian capaz no solo de iniciar sino también dabkster una infeccion productiva en el

hospedador ovino.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctonal dealo lugar a un manuscrito
cientifico que se encuentra en este momento endasevision pero que también se ha

incluido en el compendio de publicaciones:

En la PUBLICACION VI de esta tesis doctoral, sea#e un método de purificacion
selectiva de monocitos de rumiantes con un altdogce pureza empleando la tecnologia de
seleccion celular magnética MACS. Los monocitosifigardos con esta tecnologia son
completamente funcionales en términos de capadatgtitica y produccion de citoquinas y
proporcionan una excelente plataforma para la ecalo de la eficacia de prototipos

vacunales.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoraddado lugar a dos manuscritos que
se encuentran en este momento en fase de prepasacjdoe aunque no se incluyen en el
compendio de publicaciones si se discuten en atajmde discusion general de esta tesis
doctoral:

PUBLICACION VII. “Mycobacterium aviumsusbp. paratuberculosisfatty acid
composition might determine its interaction withvise macrophages and influence the
intracelular survival of the bacillus”. Alonso-HeaM, Abendafio N, Rubirar A, Aznar R,
Juste RA. En esta publicacion se compard la corigosde acidos grasos de dos aislados de
Map de origen bovino (genotipo C) y ovino (genotipog8g habian demostrado previamente
distinta capacidad para sobrevivir en macrofagaosnos y que habian inducido expresion
diferencial de citoquinas y de proteinas implicadas apoptosis y destruccion tisular
(Publicacion 1ll). La composicion de acidos grasies ambos aislados fue diferente en
condiciones extracelulares observandose difererstigsficativas en el contenido del acido
tuberculoestérico, oleico y palmitico entre amb@gados. Estos tres acidos grasos son

componentes importantes de la envueltddg y son los encargados de unir el componente
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manosilado del lipoarabinomanano (Man-LAM) a la wita deMap. Diferencias en la
composicién de estos acidos grasos podrian afad@rconformacion del Man-LAM de la
envuelta de cada aislado Bap y afectar a su reconocimiento por los receptoeemdnosa
de los macrofagos; y podrian consecuentementecaxdis diferencias observadas en cuanto

a la capacidad de ambas cepas para sobrevivirieregbr de macréfagos bovinos.

PUBLICACION VIII. “Enhanced early mycobacterialegring by macrophages from
sensitized cattle suggests that trained innate imitpnumay be critical for the control of
tuberculosis progression”. Juste RA, Alonso-Hearn@drrido JM, Abendafio N, Sevilla IA,
Gortazar C, de la Fuente J, Dominguez L. En eshdigacion, macréfagos purificados de
sangre periférica de terneras sin vacunar y va@amaor via parenteral con una vacuna
inactivada frente 8. bovisse purificaron con la tecnologia MACS e infectaeanvivocon
Map. Los resultados demostraron diferencias signifiaaten cuanto a la capacidad de los
macrofagos procedentes de animales vacunados wesinnar para fagocitaMap y
demostraron la utilidad de los modelos de MDMs delados en esta tesis doctoral para

evaluar la eficacia vacunal.
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Quantification of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis Strains
Representing Distinct Genotypes and Isolated from Domestic and
Wildlife Animal Species by Use of an Automatic Liquid Culture
System

Naiara Abendaiio,? lker Sevilla,® José M. Prieto,” Joseba M. Garride,® Ramon A. Juste,® and Marta Alonso-Heam?

Department of Animal Health, NEIKER-Tecnalia, Basque Institute for Agriculiural Research and Development, Berreaga 1, Derio Bizkaia, Spain® and Serida, Department of
Agricuiture of the Begional Government of the Principality of Asturias, Grado, Asturias, Spain®

Quantification of 11 clinical strains of Mycobacterium avium subsp. paratubercilosis isolated from domestic (cattle, sheep, and
goat) and wildlife (fallow deer, deer, wild boar, and bison) animal species in an automatic liquid culture system (Bactec MGIT
960) was accomplished. The strains were previously isolated and typed using IS1311 PCR followed by restriction endonuclease
analysis (PCR-REA) into type C, §, or B. A strain-specific quantification curve was generated for each M. avium subsp. paratu-
berculosis strain by relating the time to detection in the liquid culture system to the estimated log,, CFU in each inoculun. Ac-
cording to their growth curves, the tested M. avium subsp. paratuberculosis strains were classified into two distinct groups. The
first group included the S-type strain isolated from goat and all the sheep strains with C, §, and B genotypes. A second group con-
tained the C- and B-type strains isolated from cattle, goat, and wildlife animals with the exception of the fallow deer strain. The
strains isolated from cattle or sheep showed similar strain-specific standard curves irrespective of their genotype. In contrast, the
strains isolated from goat or from wildlife animal species varied in their rates of growth in liquid culture. Universal-standard
curves and algorithms for the quantification of each group of strains were generated. In addition, the liquid culture system was
compared with a real-time quantitative PCR system for the quantification of the 11 M. avium subsp. paratuberculosis strains.
Correlations between the estimated log,, CFU and M. avium subsp. paratuberculosis DNA copy numbers were very high for all

the tested strains (R= 0.9).

yeobacterium aviwm subsp. paratuberculosis is the causative

agent of paratuberculosis in domestic and wildlife animals,
including cattle, sheep, goat, deer, bison, wild boar, and other
ruminant and nonruminant animal species. M. avium subsp.
paratuberculosis may also have human health significance as a pos-
sible cause of Crohn’s disease in humans (6). Molecular typing
techniques, such as PCR followed by restriction endonuclease
analysis (PCR-REA), pulsed-field gel electrophoresis (PFGE],
multilocus short sequence repeat (MLSSR}, and variable-number
tandem repeats (VNTR), have been used to allow a profound ge-
netic discrimination between M. avium subsp. paratuberculosis
strains (5, 17, 37, 38). Broadly speaking, M. avium subsp. paratu-
berculosis strains can be classified into two host-associated types
based on culture characteristics and on genome analysis: sheep
strains (also called “S type” or “type I") and cattle strains (also
called “C type” or “type I1") (7, 42). A subtype of type [ strains was
designated “intermediate” or “type I1I” (7, 10). The type Il strains
are highly similar genetically to and difficult to distinguish from
type I strains. Single nucleotide polymorphism analysis in the
1S1311 insertion sequence distinguishes three types of strains: §, C,
and B (45). It is important to point out that single nucleotide
polymorphism analysis of the 1S1311 sequence cannot distinguish
between types I and III. The culture of S-type strains has been
historically more difficult, with very low isolation rates on the
solid media routinely used for culture of C-type strains (20). In
2005, the complete, annotated genome sequence of the bovine
isolate K10 was published (22). Since then, the genomes of multi-
ple isolates of M. avium subsp. paratuberculosis of different prov-
enance have been subjected to whole-genome sequencing (44).
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Preliminary results suggest that the human isolates are essentially
identical to the bovine isolate K10, while the sheep isolates contain
some large sequence deletions, three of which had been previously
described (25, 26, 32, 35, 40, 47). Recently, the genomes of three
U.S. sheep isolates of M. avium subsp. paratuberculosis have been
sequenced, and a novel deletion comprising the open reading
frames (ORFs) MAP1432 through MAP1438c¢ (partial) was iden-
tified as absent from the ovine isolates (4). Although the classifi-
cation of strains into C, 5, or B types may reflect a host preference,
multiple strains of M. avium subsp. paratuberculosis can cross the
species barriers and be isolated from a broad range of animal spe-
cies (28, 29, 41). While the diverse M. avium subsp. paratubercu-
[osis strains use a similar mechanism of infection, invasion and
survival efficiency of M. avium subsp. paratuberculosis within the
host cells appears to differ with respect to the M. avium subsp.
paratuberculosis genotype (14, 18, 21). A deeper understanding of
the pathogenesis of M. avitm subsp. paratuberculosis requires first
the development of precise methods that allow for the quantifica-
tion of viable M. avium subsp. paratuberculosis cells inside the
host.
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TABLE 1 M. mvum subsp. paratuberculos’s strains used in this stady

Specissof 151311 PCH-
Strein code Megion/country  origin REA type TFGE profilz
K16 ITmited States atlle (s 1-1
[ Cantabuia/Spain Catile C g2-1
P3El Aragony Spain Sheep C 2-1
2349/ 1 Portugal Sheep §
334 India :ih.ﬂp 1 ED-1
T RiskzialSpam Cinat (¢ 7-1
1 MenorcatSpain Goat 5 16-47
B33 Toledo/Spain Deer c £8-1
G207 Asturias/Spain Fallow deer C
(.31 Toledo/Spain wild boar < 2-1
61 United States Biscn B 2-1

Although cultivation of mycobacteria on a solid medinm such
as Lowensiemn Jensen or Middlebrock agar is relatively straight
forward, itisinsensitive and may take several weexs, Culture tech-
nicuesthat use lignid medium, such as the nonradiometric Bactec
Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) 960 system, are
able to detect mycobacteria within a conziderably shorter time
£33), In addition, the Bactec MGIT 260 system allows for sood
growth of most mycobacterial species (431 MGITs heve been suc-
cessfilly msed for the dataction and cothee of M. avium suhsp.
porerrebercdosis Teom auimal Gssves (8, 11), milk (15), and breast
mi'k and 2t tissnes of Crohn's dissase pardents (30, 34). The
yuanlisalive capabilities ol Uie Baclee MGIT 960 systern lave been
previonsly explorad only for C-type M. aviten subsp. paratuber-
cielosis strains isolated fom either w@itle or homans based on e
abservation that generation tima is proportional to inoculum size
(39). The similarity of stain-specihe stendard curves for cattle
strains was in agreament with previous evidence that cattle strains
are penetically conserved. Therzfore, a relevant measure of phe-
notypic diversity within genomically diverse M. mium subsp.
pararieberculpsis strains can be found in their ability to grow in
lignid medium. In the present study, we generated standard
curves far the quantification in a liquid cultur: system of strains of
M. avium subsp. paratuberculosis with distinet genotypesand iso
lated from & diverse range of hasts, including sheep, goat, and
nondomestic animal species such as deer, fallow dzer, wild boar,
and bison.

MATERIALS AND METHODS

M. avium subsp. paratuberculosis straine, bacterial culture, and prepa

ration of bacterial snspensions. Ten low-passage-mamber M. avium
snhsp paratuberculesic strains isolated from cattle (Boi tanrus), shaep
(Ovisaries),goat { Capra aegagrus fireusy, red deer (Cervue cn'apfms‘,. fallow
deer (Liiena dammal, bison (Bison oison ), and wild boar (Sus scrofa ) species
were used in this study and are presented in Tanle 1. These dinical isolates
were previonsly recoverad from fiecal or tissue semples of domessic ar
wildlifeanimal specizsard maintained as glyceral stocks at —80PC( 2, 381,
Must of the samples were collected in several geographic arcas of Epain,
but some straimns solated n India, Portugal, 2nd the Umted States were
also included in the study. M. avinm subsp. paratubercilosis grain K10,a
seyguenied ad labeoraton p-adaptel solaie recovered o lical case of
panataberculosis, was obtainzd from the American Type Calture Collec-
tion |ATCC, Marassas, VA). The 11 M. avium sabsp. pereruberculssis
sireins selzcled inour study were grown in T25 tissue culture flasksat 37 —
1"C forup to 3 months in 10 ml of Middlzbrook 7H? media ( Difco Lab-
aratorics, Detmait, MI) supplemented with 10% (volfvol b oleiz acid-albu-
min-dextrose-catalase (UADLC) (Becton, Lickinsor and Company,

2610 jomiEmorn

Franklin Lakes. NT). 0.05% (wtfvol) Tween 80 {Sigma-Aldnich. 5t Louis
MO}, and 2 mg lier ! of mycobactin | (Alliec Monitor Inc., Fayette,
M), Bactenal cells were harvested by centriugation at LI0U X g for 2U
min in a Beckman Coulter Allegrz X 12 centrifuge. Bacterizl pellets were
washed three Cmres with sterile Hanis balanced sah solution (HB3S) and
resvapended ir 2wl of HASS, and the remitant anspendon was passed 30
times through a 27-gange needl: in order to declump czlls, The turbidity
of the bacterial suspension was adjusted to a McFarland standard of 1 with
a Densimat (bioMdriaux, Marcy I'Etoile, France), Only the top fractionof
the suspersion containing dispersed bacteria was used for the assays

Comfirmatinn af the presenca ar ahsence of fonr (IRFx lacated in
thiree deletions previously identifial in 5 struios, The AL avim sulsp
paratuberculosis strains ircloded in this study were previousty character-
ized in G, 5 or B types by 181311 'CIR-REA (38). In the presont stady,
genomic DA extracted for eack strain was tested for the presence or
ahsence nf finr- genes (MAPIARS, MAP 1487, MAP1738, ard MAPTIIE]
located in thres large genomic celetions previcusly ideatified in 5 strains
{25, 25). For genomic DMA extraction, 2 suspensicn of each strain of M,
avium subsp. _pam.ru{'emalo;fs was adjusted to 2 McFarland standard of 1
and centrifuged for 20 min at 2,250 < g, and the supernatant was dis-
rorded. Racteral pellets were resispendad in 180l of lysoeyme [0 mg
wl™ "y (Sigrua-Addricly) in 20 ] Triy-HCI bufler (pH 8.0) by repealed
pipetting and incubazed overnight at 37°C The rext day, 20 pl of protzi-
nase K (2 mg ml ") was added :o cach vial and tac resultant lysates were
incubated at 55°C for 3 b and or a further [5 min at 95°C to inactivate
proteinzse K. After the acdition of J00 pl sfethanol, the ertire mixtures
wete Jusdiad va DNvasy winicoluimns (QLAwny DA Blood Mo Kio
Qiagen nc.. Valencia. CA) ard centrifuged for 1 mir at 6,000 » g DINA
bound to the QIAemp membrancs was washed and subscquently chated
trom the conmns i 10U pl of sterile Trs-<0F1A butter (1E) (pH 8.0]
fellowing rhe mannfartirer's ‘natmictinns. The concentratinn afthe DN A
wigs Laluudated by wsing @ HuonuDhvop 1000 oo uophoioaseter {(Thern
Scientific, Wilmington, DE). PCEs with soecific primers (0.2 pM each]
for the amplification of DMNA fragments of MAPI4EE, MAPI4E7,
MAP 738, MAP2325, and MAP l65 tRNA genes were performed from
250 ng of genomic DMA asing the GC-Rich PCR spszem (Bochz, Mann-
Dwing, Geruruy } accordiog o e meanofaciwe’™s instoctions, Specilic
priraers for the amplification of each OFF. ther annealing temperatares,
and the concentration of CC-Tich resolation solutien used to generate
eeich PLK product are shown m lablz I Amphhed products wese ana-
lyzed oy electrophoresis in [ (witfval) agarose gels stained with GelRled
mucleic acid gel stain (Biotinm Inc., Hayward, CA)

Generation of strain-specific standard curves. Serial dilutions (10-
feld; 100 1 of 10°% 10 107 CTU) of suspensiors of eack of the 11 M. avium:
subsp. paratuberculoss stracns (Mcbarland standard of 1] were prepared
in HESS with vortexing between dilntion steps. Two supplemented B3L
MGIT tabes (Bevton, Dickison wnd Compeny, Sparks, MDY wene -
ulated with 0.1 ml of each dimtion. Each MGIT tubz contained 7 ml of
modificd Middlcbrook 7HY brothk basc with cascin peptene and en oxy-
gen-sensitive fuorescent compoind (trs-4,/-diphenyl-1,1U-0henathio-
line ruthenium chlandz pentahydrate) embedded in silicare on the bot-
b of the wbe. Eads tobe was supplosenied with 800 pl ol an
enrichment supplement concaining oleic acid. bovne seram albumir
with glucese, dextrosc, and catelase (BEL MCIT OADC growth supple-
ment), and a reconstifnted lyaphilized antibiotc mochare of polymyan B,
amphotzricin B, nzlidiric acid, crimethoprim, and adocillin {BBL MGIT
PANTA antibiotic mixmre; Becton, Dickinscn and Compary]. The mbes
werz zlsa supplemented with 2 g ml ! of mycobzctin 1. A 100-pl inoc-
uhum from each of uo to seven serial 10-fold dilutions made for each M.
ayem subsp. peratubercuiosis stram was moculated in duplicate irto
MEGIT tubes. The viak wereincubated at 37 + 27 forup to 41 days in the
Buven MGIT 560 stiumeot {Becton, Dickinson aind Copngrany ) al
wers momtored sutomaticelly every hour for an ncrease of fluorescence
The carliest instmamental indication of positivity (Lo, time ta detection
|"UELM ) tor each fube was recorded. Any tube that wes :denbibied 25 posi-
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Cuzntification of M. avium subsp. paratubsroutesiz

TABLE 2 Specific PCR primers wsed in this study to examine the presence or absence of MAP1485, MAP 1487, MAP1738, and MAP2325

C-rich
Mycobacterium solution
FRErCn 0SS Frimar ANnzaing  Concn
ORE aqivalent Patativa fanction coide Serence (5°-37) temp (*C) (M)
MAPI485:  RvDIl4 Acyl-coenzyme A synthase I/F TCACGAGCAGGTTCTCSACTT
R COTCAAGCACCGCGATGATG 613 0.3
MNAFLA/T HV24%6C Pymuvate dehydrogenase 3t AUCAAGALAT GALGA T LOG"
LR AATCOTCTIGATRAACAGGT® 557 ?
MAPL7TIB  RvdGT6c Conserved large membrane protein ST ACDCACGATGCTGACCATGTA® 557 0.5
6/R ATCAGGCACAGUGAAGAGAT
MAPI315 Ry2dléc Enhanced intrazellular survival protein (MmpL5]  7F CTTIGACCATCCTGCACTCH 557 03
HE CCGOGTACGOGACAATAAC™
MAPL65 165 rRNA 9E CGAACGGOTGAGTAACACG 623 0.5
10VR TSCACACAGCOCACAACGCA
= necording te Marshet al (230,

b primory 7 and § were desiznad to bridge MAPIZZS,

tive was rermowed from the instmment, snd 0 sample wos fested by POR 0
wonfio e presence of ML aviurrsubsp, parsiuberidoss, Ta lbedid nul
signal positive before 42 days {6 weele) of incubation, it was removed
from the instrament and determined to be negative. In order to gencrate
sirzin-specthe standard corves for eack tested strain, the 1'DD) for each
tube {in days ) was plotted againstthe estimated log,, number of M. cvim
subsp. parameberculosis c2ls present in each innoalim.,

M. avinm subsp. paratuberculosis quantification by real-time
qPCE. Log,, CI'U predictions for the same M. avium sabsp. panatubercu-
fesis cell saspensions were determuned by both the Bacier MLl 960 and
real-time quantitative PCR assay (qPCH) methods. For the real-time
qPCH, genomic DN A was isolatec from 100 plofeach ofup to seven serial
10-fold ddutions made for zach M. avium sudsp. paratuberoulasis strain as
described anove., Real-time qPCR assays to detect the singe-copy D7
inserfion sequerce of M. aviumsubsp. paratubereuiosis were perormed in
«duplizate using the ParaTB Kuanti VE kit following the manufacturer's
instructions (Vacunek, Bizkaia. Spain). The kit uses a F57 TagMan probe
laheled weth the flnorescent reporter dve S-rarhnxyfinnrescein (FAM) at
the 5" el Tndsibitionn of (e aopBGoaiion reaction is rolad oot by edad-
ing an interral kybridization probe hbeled with 6-carboxy-4".5"-di-
chlora-2 ,?"-r_i.mcthna’yﬂunrcsccm, saccinimudyl ester [JOE) at the =
enc. Heal-time qPCK amphitcations were performed oo an ABl Prism
T5L0 detection system (Appliec Biosysterrs, Carlsbad, T4 ) under the fol-
lowing conditions: 1 cycle of denzturation at 93°C for 10 min, 45 cycles of
denaturation it 95°C for 15 s, and annealing/exteasion at 60°C for 6] 5.
Quantification of the starting amount of target DMA in unkaown samples
was accomplihed by nang 1 standard curve genzrated with 2 senes of
Imown quantities of the target ;equence according to the manufacturer's
instructions. The results were analyzed with AB] Prism softwarz v. 1.4

Statistical anatysis. The relatinnship hatween the predicted lng , CFIT
in the inoculum and the MGIT detection times was assessed by nenlinear
regression analysis. Equations for predicirg log CFU in the inoculor
with 9534 confidence intervale were dstermined using SraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA). Mean TTD values for all the sirains
racorded from the Bactec MGIT 36D instrument were compared by one-
way anlysi of viaooe (ANOVA) with (e Duowan posties. of e SAS
statistical pacikape (5AS Institute Inc., Cary, NC) ar with the Student-
Mewman-Kouls muitisle-comparison postiest of the CraphPac InStat
wverston 310 for Windows Y5 (raphtad Sottware). LibFerences 1n rela-
tinn 0 the duration of grovwth were considered sipnificant when P valnes
swere <005, The relations between thee pralioted Loy CFU and M. cvitar
subsg. parambercplosi: DNA copy rumbers were evaluated by linzar cor-
reletion analysiz (Microsoft Office Excel) and by an unpaircd Student ¢
test using Graph Pad Prism 5 {Graphlad Software .
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RESLLTS

Confirmation ofthe presence orabsence of four Ol Fslocated in
three deletions previously identificd in 5 strains, The 11 field
strairs mclided in the prasent stondy wera previonsly isnlated from
samples of 7 different domestic and wildlife animal species and
typad into distinct [S1311 PCR-REA and PFGE profiles (Tablz 1),
In the present study, genom:c DNA extracted from the 11 strains
was tzsted for the presence or absence of four DRTs (MAP1485,
MAPI1487, MAP1738, and MAP2325) located in three large dele-
tions previously identified in 5-type strains | 25). Asshown in Fig
1, our results confirmed the absence of DNA fragments corre-
sponding to these four CRFs in the genome of the sheep and zoat
strairs with an § genotype. Conversely, our results showed that
these four regions were present in the C-tyvpe strainsisolated trom
shezp and fallow deer and in the two cartle strains tested. In con-
trast, a 466-ho fragment of MAP1487 could not be amplified from
genomic DN A of the bison, goat, wild boer, and deer strains with
a Cgenotype (Fig. 1B), As cxpacted, the MAP16S rRMA gene was
present in the genomes of all the tested strains (kg 1B
Generation of strain-specific standard carves, Strain-specific
standhard curves were penerated in duplicate for each afthe 11 M
atum subsp. paransbercuinsis strains shown in Tatble 1. Since no
statistically significant d:fferences were observed between dupli-
cates pfeach strain-specific curve by nsinga paired t test, duplicate
MGIT data recorded as TTD for each strein were pooled. Inocu-
lm sizes were determired according to the dilutinn factar and
inoculum volume and plotted against TTD or cays of incubation
for cach strain, When the data were subjected to regression anal
vsis, the results indicated that a linear relaticnship Cid not exist
between TTD and the predicted log,, CFU in eachinoculum, with
a significant curvature for all the strairs. Therefore, the curves
were fitted to & one-phase exponential-decay model with three
parameters according to the following 2quation: log,, inocu
lum size = span ¥ el—K ¥ 1I'l'D) — plateaw. Span is the dif-
ference between TTD at time zero and the platezu, X is the
dzpree of decay bor the log,, CFU, and platean is the value for
log CFU curve atiening. All the strain-specific stendand carves
fitted to this model with R?values between 0.97 and 0.99. Esti-
mations of span, K, plateau, ard the £ of goocness-of-fit val-
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A w1 2 % 4 5 8B 7 82 95 101

MAP14ES

FIG 1 PLK assays to test the presence or absence of four URks lncated i thres
long deletions previously identified in S strains. Panels A, B, C. D. and E show
the amplified produocts coresponding to the MAPL4R5, MAPI487, MAPL 738,
MAPZIZ5, and MAP 165 rRNA genes, respectively. Genomic DNAs extracted
frorm the following strains were used as templates (strain type s m parentie-
ses) lzne 1. sheap (51:lane 2. geat(S1: lane 3, sheep (C): lane 4, sheep (B): lanz
5, fallow deer (C); bane &, catte () (strain K10}, lane 7, cattle [); lana 3, bizon
(0); lane 9, wild boar (Cj; lane 10. goat (C): lzne 11, deer {C). MW, 1-kb DA
ladcer (Invitrogen).

ues between 110 and log,, CHU for each sirain-specific curve
are shown in Table 3.

Comparison of strain-specific standard curves and genera-
tion of universal-standard curves. Multipie comparisons of the
1'l'» means of all the strains recorded by the Bactec ML Y60
instrument were made by one-way ANOVA. Differences among
the standard deviations | SDs) of the TTD means were not signil-
icant (Bartleit’s test, P = 0.6364). Means, sample size, and cluster
analysis of the TTD data using the Duncan pos:-ANOVA test are
shown in Table 4. When the Student-Newman-Keuls multiple-
compatison pasttest was nsed, similar chaster resnlts were oh-
tained. By conmparing the mean TTDs of all the strains with the
mear TTD of the reference strain K10, two groups of strains were
generaled. A lrst proop conaanng M avirem subsp. purarnbercn-
fosis strains that took longer to reach & TTD for a given inoculum
size than the K11 strain was identified. All the strains In group [
had significant differences between their mean TTD and the mean
TTD of the K10 strain (P < 0.05). Group | included the S-type
strzin isolated from goat and zll the sheep strains with C, 5, and B
genotypes. Interestingly, a C-type strain isolated from fallow deer
(strain 622/07 ] took longer to reach a TTD for a given inoculum
size than all tha strains included in group 11, and therefore it was
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TAELE } Estimations of span. K. plateav. and the B of goodness-of-fit
wvalues between TTD and cstimated log;  CFU for cach strain-speafic
curve”

Soain Husl PCR-

code REA bype Span K Plaleau  R°

K1k Lattla— L1.48 00503 - 131b L3490y

.Y Cattla—" I5.44 003240 — GUDED 08827

P28 ﬁ]u:r_'!l—: 9572 00211 — 534 4971

2345/06-1 Sheep—3 11.82 0.0724 3222 [1.9508

a4 Srhcc‘p—B 1186 00208 480 09713

A1 Laoat—L ¥ ] L{Re R ]| — B2 L9y

i a5 9511 IR B Ana 4958
= Deer-C 109 0.1527 1317

G207 Fallow deer-C 15.!5 1.2257 -219¢5

623/07 Fallow desr—C 12.34 00236 =2159

681 Wild Loa—C 8735 (L0484 0760

[ Bison—h 17.34 12253 - 6077 [1.9959

Bl Bison—B 20.84 0.2256 9508 08898

bl Bison—b 1833 LINRIIC Lolb LLy9nL

= Exgrator o exporestio-decay e o gp ioocnlun sise — spran w0 o] — K =

I'TM + platean (seethe tox ). Dal v twi an tree standard curves of the fallow
desr [strain 622007} end biscn strain 6.1 isolates, respectivelr, reshown.

clustered within group L. Statistical analysis indicated that group 1
strains behaved m a similar manner in terms of a relationship
between TTD and estimated inoculum size (AMNOVA, P —
0.5544), since clustering analysis revealed that the TTDmeans of
the § type strains were closer, cluster A containing the sheep and
goart strains with an S genotype was created withon group [ strains.
Cluster B included the C end B type strains isolated rom sheep,
and cluster Cinchided only the fallow deer stramn [sraim 622/07).
Figure 2A depicts ftted plots of predicted log, ; CFU in the inoc
uhom azainst 1D for all the M. aviunr subsp, paratuberculoss
strains included in groug 1

Group 11 contained the C-type strains isolated trom cattle,
goat, wild boar, and deer and the D-type strain from bison. No
sipnifcant differences were ohserved hetween the TTT af all the
strains included in thisgroup and the TTD of the reference strain
K1 isolated from cattle | P = 0L05). Twao clusters within pronp 17
were made ups duster D incuded the catte (stiain 14-35), the

TAELE & Comparison of TTD cata recorded in the Bactec MGIT 960

systern and dluster analysis of M. cvinm subsa. peratubermilasis straing®

Stain Hiust— Sample  Wean Clustaring P
code PCR-RCA size {n} TTD 5D analysis valus
21345/06 1 Sheap § 11 312264 [0BS2 A Groupl .05
Al Loet-5 14 Jldid Group | <102
PIRE ﬁhrﬂp_(. 14 11 164 Gronp | <05
M Shv::p—l'- 14 30993 Group | =005
622/07 Fallow deer—C 28 1975 Group | <05
& Catile C 11 14800 Group II =0.05
Bl Bson-6 22 13412 Groupll =005
681 Wild boar-C 14 213157 Group Il =005
K10 Catile—C 14 L8186 Group 1I

711 Coet-C 14 14 .80 815 Group Il =005
855 Diear_Z 14 933 G&IME GCroupll =005

* Nosignincant differences were observec between the TTEs of the strains inchuded in
e 11 aned the TTTY of strain K Wk Caap 7 eentained sraine that tnk lnnger in wah

a TTD fora given ineculam size than the reference it
similarly i TTD were chestered whtin categories labebed A o D, Differenseswith P
vaines of <105 were considered significant.

Seraims with the highest
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FIG 2 Relationship betwesn estimated log,, CFU inoculum size and TTC for group | strains (A and groap 11 srains (B! by nonlinear regression. Universal-
standarc carve: from the pooled data of each group of straine were generated, and their corresponcing sqaations are chown in the upper part of the panas.

bison, and the wild boar strains. and clusier E contained the lzb-
oratory-aedapted strain K10 and the goat and the deer strains. It
should be noted that the mean TTD for the deer isolate (strain
B35) was shorter than the TTD of any other strain in the Bactec
MGIT 960 system and statistically different from the mean TTD of
cluster D strains, Heure 2B depicts fitted curve plots of predicted
log,, CFU in the moculum against 1L for groun | strams.

The reletionship between the predicted log,, CI'U of the inoc-
ulum and the MGIT detection times was assessed tor gronp I and
group Il strains by nonlinear regression anaiysis. Universal curves
and the corresponding equations for predicting log, . CFU 1 the
inoculum weth 95% confidencs intervals were determined for
group | and zroup I strains and are shown in the upper parts ot
Fig 2A and B, respectively.

Comparison between universal-standard curves and strain-
specific curves. The validity of applying the universal-stendard
enrve foreach strain wasdeterminad by cross-validatian. The pre-
dicted o, CFU obitgized Tom e strain-specific carve gener-
ated for each strain was comypared with the estimated log,, CFU
wbtained by using group Tor grovp I uneversa-standard carves.
Eor all the strains tested in thz study, high correlations were cb-
tained between the pracicted log,, CFU for each inoculum est-
mated by both standard curves, universal and strzin specific (R =
0.91. For the deer isolate (strain B55), the cerrelation between the
strzin-spacific and the universal-standard curves had the lowes: I
value (R = 0.9193). Diferences between mean TTD values for
each M. avitm subsp. paratubercnlosis strain calculated using ei-
ther the strain-specific standard carve or the universal-standard

August 2012 Volume 30 Mumber g

curve were considered to be statistically nonsigrificant (unpaired
ftest, P o= 005,

Reproducibility of the MGIT counting method. Two M.
avinm subsp. paratuberadpsis strains, the bison and the fallow
deer strains, were selected for reproducibility analysis of standard
curves. Standard curves were repeated for these straing, and the
alzomithms for predicting log,, CFU 1 the inccalum of each rep-
licate are shown in Table 3. When the mean TTD values were
compared using a paired * test. no significant variaticnin recorded
detection times was noted in any of the experiments performed in
triplicate with the bisor strain (P = (.64 /and F = .6861) and in
duplicate with the fallow deer isolate (strain 622/07) (P = 0.8792).
The consistency of the replicates was measured by the correlation
coefhcient (R), which indicates the linearity of the log,, CFU val-
ues plotted. When log,, CFU estimat:ons were compared at the
same inoculum sizes. the correlation (R) between the log,, CFU
estimatons pradicted hy each exporiment was (.99 for the hison
strain and 0.97 for e fallow deer stain.

Comparison of the M. avinm subsp. paratubercnlosis quan-
titalive capabilities ol the Baciee MGIT 960 and ¢ PCR metliods.
Log, , CFU predictions from the same M avitm subsp. paratuber-
crlosis cell suspensions calculatec using cPCR or the Bactec MGIT
960 system were compared. The relationships between the pro-
dicted log,, CFU and DNA copy numbers were evaluated using
the correlation coefficients ( R) for group 1 and group [TM. awiwn
subsp. paratuberciiosds streins and are shown in Fig. 3 and 4, re-
spectively. A significant linear correlation with R values between
0.20 and 0.99 was obtained for all the tested strains. Predicted log, ,
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FIG 3 Comelation between real-dime gPCR and MGIT estimaticns for group | strains. Data from two indepencent standard curves of the fallow deer isolate

{strain 22/07 ) are shewn. Corrclation cocfficients (R} arc shown,

CTI'J concentrations for each M. avium subsp. paratuberculosss
strzin based on the strair-specific carve did not diler signihcantly
from CNA copy numbers (unpaired ¢ test, = 0.05)

DISCUSSION

Understanding the interaction of M. avium subsp. parasuberculo
sis with its host 1s important to have a better knowledge of the
pathogeresis of the infection. [Towever, M. avium subsp. parari-
Bercwlosis-host interactions are not well understood. in part be-
cause cf the lack of reliable methods for quantfying numbers of
viable M. aviuin subsp. paratuberoidosis cells, Becanse of its verv
slow replicat:on rate (everage generation time in liquid mediz, 1.4
days) and its tendency to clump., M. gviten: subsp. paratubercelosis
has been difficalt to quantify 5y routine bacteriological metheds
{13). A microscopic Huorescence-based method to semiquantity
both the number of host macrophages and the number of M.
aviurt snhsp. paramnercudasis hacteria in i vitro 38says was provi-
ously developed (27 ) However, Uiis method is very line=consumn-
ingand, as with all microscopy-based assays, very subjective. Cul-
ture i solid media is comsidered the “gold standard” methed Lo
detact and quantify viable M. avium subsp. paraiuberculosis cells
in the lakoratory in spite of some of its imitations (45). Standard
plate counting methods for slowly growing mycobacteria are la-
boricus, expensive, and time-consuming and frequently fail due
to either contamination or medium dehydration during the long
incubarion period, Because of this bacterium’s tendency to form
clumps, M. aviten subsp. paratuberculosis colture in solid media
underestmates the number of CFU present in a sample, In com-
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parison, systems that use a liquid medium for M. avium subsp.
paratitherculosts culture, such as the Bactec MGIT %60 system,
have better analytical sensitivity and require lzss time to grow
mycohacteria (2). Since the software of this system does not esti-
uale the nuber of CPU present in a sample, an algoritlun for
converting TTTY in days info the predicted number of inoonlated
M. wvinm subsp. puroruberiatosis cells was previously sepurted fos
C-tvpe M. avion subsp. parainberculosic strains isolated from ei-
ther cattle or humans (39). However, the quantitative capabil ties
of the Bactec MGIT 260 system had not been praviously explored
far M. evium subsp. pararubercuiosis sirains [solated from wildlife
animals or from domestic species other than cattlz or sheep.

In the present study, growth rates in a iquid culture system of
11 M. avium subsp. paratuberculosis strains isolated from diverse
hosts were estimated. |'hese strains were previcusly isclated and
typed inte distinct 15131 { PCR-REA and I'TGE profiles. Genomic
DMNA extracted from the 11 strains was tested here tor the presence
or abseace of four ORFs (MAP 1485, MAF 1487, MAP1738, and
MAP?325) lecated in three deletions previomdy identified m S
strains (25). The 5 strains isolated from goat and sheep lacked
INA fragments cotresponding to MAP14R5and MAF1738, while
[rapnents of tese genes were detected in all Uie C-Lype strains
tested. This result confirms that MAP1485 and MAP1738 ate true
markers that clearly differentiate the two main M. avizm subsp.
paratuberculosis genotypes. MAP2325 was init:ally identified as
being absent from Australian sheep isolates of M. avium subsp.
paratubercylosis via microarray analyzis, but sequencing of the
sheep isolate M. avium subsp. peratubercnlosiz §397 identified an
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HIG 4 Correlation between MGIT and real-time estimztions for group 11 strans. Correlation coefficents (R arz shown.

CRF with 100% identity to MAP2315 (MAP34380) (d). Using
PCR primers o bridge MAP2325, we conlinued the alsence of
MAP2325 inthe two S strains testad. This rezion was presant inall
the C-type strains. Interestingly, a DINA fragpment of MAP 1487
cotld not be amplified from genomic DNA of the C-type strains
isolated from gpat, bison, wild boar, ard deer, which confirmsthat
even within types of strairs significant genomic variability exists.
In a previcus report, we were able to successfully obtain a PCE
product corresponding to a sequence spanning MAP149D to
MAP1484c (LSP* 20) in the deer straim (strain 834) | 36), zlthough
a466-bp portion situated in MAT1487 is missing. It remain: un-
clear what eftect the presence or absence of each of these genes
may have cn the Cand & sirain phenotypes. P'CR-baszd methods,
as the one used here, have been developed 1o compensatz for the
limitations of genotyping methods that are time-consuming and
require large quantities of high-guality DNA (12, 15, 35).
Standard curves for eack of the strains incladed in the study
and equations for their quantihcation were generated. A one-
phase exponential-decay relationship between the estimated log,,
CF Tand TT Y wasdemenstrated for the 11 M avium subsp, para-
euberiudusis sirains, By comparing Lhe imean TTDs ol all the strains
with the mean TTD of the reference K10 strain, two groups of
strzius were generaled, Group T oontained M. evivm sulsp. puoa-
tuberculosis strains that took longer to reach a TTD for a given
inoculum size than the raference sirain. No significant differences
were observed between the TTDs of the strains included in group
11 and the TTD of the K10 strain. While group T contained the
S-type strain isolated from goat and all the sheep strains with C, S,
and B genotypes, C-type strains ‘solated from cattle, goat, wild
bozr, and desrand the B-type strzin fram bison were grouped in
group 11, The grouping of the biscn strain within group 11 strains
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isconsistent with previous observations showing that thisstranis
wmuch closer W C-Lype i o S-Lype sirains (37). A characleristic
of group I strains was their almost identical strain-specific stan-
dard curves (R = 0.99). This common growth rate of the sheep
strains with C, §, and 3 penotypes sugpests a lzck of correlation
between genotype and growtn race for the ovine isolates, although
all the S strains tended to grow slower. Therefore, we can speculate
that the lower growth rate of the C- and B-type strains isolated
from sheep in liquid medium compared with that of M. avium
sebsp. paratuberculosis strains with the same gerotvpes 1solated
from other animal species might be due to the accumulaton of
ditterent polymaorphisms resulting in slower prowth. Another
possibility would be that C- and B-type M. aviurn subsp. paratu-
Berauiosis strains growing in sheep may have become adapted to
the host by modifications in the exprzssion of several penes result-
ing in siower growth. Previous studies have shown that the eavi-
renment towhich M. avium subsp. paratuberculosis is exposed can
alter the transcriptiomal regulation of genes, aftecting its envelope
composition and its ability 1o grow and survive in host cells (3,
31} Recent data also sugpest that spacific mycohacterial epitopes
are present only within s giver Lost (190, Therelure, (Uis reason-
able to hypothesize that C- and B-type M. avinm subsp. paratu-
Berculosts strains growing in sheep mey have becone adapled Lo
the host by modifications in the expression of some genes that
might, in turn, affect the strains ability to grow in liquid mediam.
This epecific hest medification of the bacterial phenctyps would
occur only in B- and C-type strains isolated from infected sheep,
since M. avitmn subsp. paramberculasis straivs with these geno-
types isolated from other host species were able te grow at higher
rates in liquid culture. Further investigation is needad to confirm
this hypothesis.
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Although group 11 strains grew taster than group [ strains
more strein-to-strain difference in grow:h curves was observed for
gronp 1T strains. Grenp 11 strains had previously known diversity
Cin host oviging RFLP patlemn, el ) therelore, the differences
found were not really surprising, In fact, the type-C strain isolated
[rom deer (strain 855) bad a signilicantly shorter mean TTD Uian
those of the cattle and wildlife strairs with 2 C genctype included
in cluster [, [t should be noted that this strain show=d anovel and
distinct PFGE profile (68-1), idertified only in deer as far as we
know. The fact that the deer sirain grew fasier than any of the M.
avium subsp. paratuberculodis strains tested in liquid medium is
associated with the observed stronz infectivity of C-type M. avinm
subsp. paratuberculosis strains in farmed deer. In contrast to the
chromicity of paratuberculosis in cattle, an acute form of paratu-
berculosis often occurs in farmed 1ed deer under 1 year of aze,
which has dramatic consequences for the whole breeding group
(23, 24). [t isdebatable whether thisincreosed virulence in farmed
red deer nnder 1 year of age comparad to bovine paratuberculosis
is due to specific farm mansgement practices, to specific host
moditication of the bacterial phenotype. to intrinsic genotypic
modifications of the strains isolated from deer, or 10 a combina-
tiom of these factors. Another C-type strain isolated from a cervid,
in particular from fallow deer (strain 622/07), hac a very different
phenntype fram thar of the deer strain strain 855) in ligmid cnl-
ture mediun, Ti facl, Uk C-Lype strain isolated fron Gllow dee:
tank langer tn hedatocted ata given innonlim size than the C-type
streins included incuster E; Ltherefure, it was inuluded ingroup L

The TTTY data reportad hy the RBactec MGTT 940 system highly
worrelated with DNA wpy swnbers detenmined by real-lime
qPCR, suggest:ng that the gPCR of the F57 singlo-copy gene is a
Lest and aciurdle metlod (o estimle Wlal M. avine subsp. pa-
tuberculosis cell numbers in a sampls grown to exponential phase
in liguid medium. It should be noted that the precision of the
liquid system used here is lowest when small numbers of organ-
isms are present. The Bactec MGIT 960 system was capable of
detacting M. aviun subsp. paratuberculssis growth in a sterile sa-
line suspension that originally contained = 10F to 10* CFU/ml for
group I strains and =13%to 10° CFU/ml for group I strains within
41 days. For the dezrstrain, the system was shown to be capable of
detecting as few as 10 cells within the same time period. When the
rea-time qPCR method was used under optimum conditons, a
similar detection limit (10 copiss per reaction) wes obtained. A
potential drawback 11 the use of the Bactzc MGLL Y60 system is the
cortemination of the vials 1Towever, contamiraticn rates in our
cultures were less than 6%, Usuvally. contamination :s easily rec-
ognized and isualikely to confuse enumeratior. attempts.

Once a reeression relationship between iroculum size and
TTD was established for each M. aviun subsp. paracubercolosis
strzin incheded in anr stdy, the measnrement of TTD prowided a
fest and aselul way o predict viable qumbers of eads parlicala:
strzin. For instance, we have been ablz to predict the numbers of
viable M. wviven subsp, peramberadosy organisins in cullored
macrophages at different times postinfection by wsing our math-
ematical model, waich relates TTD in days to the estimated log,,
number of M. avium subsp. paraiuberculosis cells (1). Having os-
tablished that the Bactec MGIT 960 system provides & pracise
method for evelvating in virro intracellular growth dynamics, this
method is being used in ongoing pathogenesis studies.

In summary, we describe a simple and fast method for quanti-
fving M. avium subsp, paratibercuioss strains isolated from di-
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verse hosts, including wildlile animal species. For the cattle
strains, the similarity of their strain-specific curvesconfirmed pre-
vinus nhservatians thar M. avium subsp. paratuherculnsis strains
isolated from catlde are very couserved. Altlougl a lew sbraius
isolated from sheep were included in the study, we observed high
similerity in the stadand cerves of these strains, Drespective of
their genotvpe, which suggested a lack of correlation betweon ga-
notype ard growih réte in liquid medium for the ovine strains. In
contrast, the M. avium subsp. paratuberculosis ctmains isolated
from goat and from nondomestic species, in particular from
cervids, showed preater phenotypic diversity.
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) is the causative agent of a chronic intestinal inflammation in ruminants named
Johne's disease or paratuberculosis and a possible etiopathological agent of human Crohn's disease (CD). Analysis of macrophage
transcriptomes in response to Map infection is expected to provide key missing information in the understanding of the role of
this pathogen in establishing an inappropriate and persistent infection in a susceptible host and of the molecular mechanisms that
might underlie the early phases of CD. In this paper we summarize transcriptomic studies of human and bovine peripheral blood
mononuclear cells (PEMC), monocyte-derived macrophages (MDMs), and macrophages-like cell lines in vifro infected with Map.
Most studies included in this paper consistently reported common gene expression signatures of bovine and human macrophages in
response to Map such as enhanced expression of the anti-inflammatory cytokines IL-10 and IL-6, which promote bacterial survival
Overexpression of IL-10 could be responsible for the Map-associated reduction in the expression of the proapoptotic TNF-a gene

observed in bovine and human macrophages.

1. Association of Mycobacterium avium
Subsp. paratuberculosis (Map) with Chronic
Inflammatory Bowell Diseases of
Cattle and Humans

Mpycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) is the
causal agent of Johne's disease or paratuberculosis, a chronic
inflammatory bowel disease of domesticated ruminants and
wildlife species worldwide. Johnes disease causes major
economic losses to the global dairy industry due to reduced
milk production, lower weight gains, infertility, premature
culling, and increased cow replacement costs [1]. Map has
a worldwide distribution and is of considerable concern in
cattle, sheep, goats, and farmed red deer. Although it is still
controversial, Map has been implicated as a causal or exac-
erbating agent in human Crohnss disease (CD), a chronic
inflammatory bowel disease characterized by transmural
inflammation and granuloma formation [2-4]. Evidences

that Map may be associated to CD in humans include
similarity between the clinical signs of CD in humans and
those found in animals with paratuberculosis; detection of
Map in feces, intestinal tissues, breast milk, macrophages, and
peripheral blood of patients with CD; association between
Map DNA in blood and cellular and humoral immune
responses in CD; and anti-Map antibiotic therapy resulting
in reduction of bacteremia and remission or substantial
improvement in disease condition in many patients [5-10].
In addition, meta-analysis and epidemiological studies have
confirmed an association of Map with CD [11, 12].

Map may enter the food chain from a variety of sources.
The organism, shed from infected animals, may contam-
inate pastures and potable water, where it is resistant to
standard purification with chlorine [13]. Because Map can
survive pasteurization conditions, dairy products such as
milk and cheese have been proposed as possible sources
of exposure of humans to Map [14]. Recently, we have



[ ]

demonsirated that Map can be detecied and culmured from
dizphragm muscle of Map-infected cattle destined for human
consumplion axd sugpested & possible rish of exposure of
humars to Map via contaminated meat [15]. After oral
ingestion, Map invades the intestinal wall preferably through
epithelial cells ar M cells present in the follicle-associated
cpithclium covering the continuous Deyer’s patches in the
distal ileum [16-1%]. Although the mechanism of entry
in the mucosa is important in establishing Map infaction,
most of the bacterial components invalved in the interaction
with the intestinal epithelium are still unknown. It has
been recently demonsirated that Map3464 gene encodes an
NADH-flavin oxidoreductase involved in invasion of hovine
epithelial cells through the activation of est cell Cde42 [19].
After translocation of Map across the intestinal epithelium,
Map is subsequently phagocytised by macrophages in the
intestinal lamina propria and submucosa. Upon phagocytosis
of Map by naive macrophages, there is both intraccllular
replication of Map and bacterial killing by the host, which
reflects an initial T helper 1 {Th 1) or proinflammatory
immune response [20-24]. Bacterial killing is due to a rapid
phagosome acidification response by the host that enables
phagosome-lysosome fusion and presentation of antigens to
T cells via MHC to nccuar in some infected cells. However,
since many phagosomes conlaining Map Gail Lo acyuire sig-
nificant amounts of lysosomal-associated memhbrane protein
(LAMP-1) and to fuse with lysosomes, this can allow Map to
survive and proliferate inside macrophages. An active role for
Map in preventing phegosome-lysosome fusion is supported
by the observation that live bacteria arz able to persist within
phagosomes, while phagosome maturation is not interrupted
tollowing the uptake of killed Map [25, 26]. In addition, recent
studies have suggested that Map alters the ability of infected
macrophages 1o react to extraczllular signals from T cells,
particularly throngh the T 54-CI 40 system [27] This leads
lw an enbanced IL-10 and TGE-ff expressivnin Map-infecied
macraphages, which favor bacterial survival by suppression
of Th-1 responses and I[FN-y in T cells [28-31]. In cattle,
clinical signs cf infection and bacterial shedding are usually
not cvident until 2-5 years post-infection (p.i) [32] During
the subclinical phase of the infection, Map persists and slowly
proliferates within macrophages of the gut without the innate
system being able to clear the infection.

2. Anli-Inflammalory, Antiapoploelic, and
Anti Invasive Responses Induced in Bovine
Macrophages Infected with Mycobacterinm
avium Subsp. paratuberculosis

Several in vitro studies have investigated gene cxpression
profiles induced by Map on bovine macrophages obtained
fram uninfected cattle and on a bovine macrophage cell line
(Table 1). Compared fo uninfected cultures, in vitre chal-
lenges of monocytes-derived macrophages (MDMs) from
healthy cows with live Map resulted in enhanced production
of the anti-inflammatery cytokine interlenkin-10 (IL-10) at
6, 24, and 72h pl. that antagonizes the proinflammatory
immune response by downregularing the production of

bicMed Hesearch International

interleukin-12 (IL-12), tumor necrosis factor-c (TNF-x),
and interferon-y [IFN-p) as estimated by qRT-PCR [33].
Similarly, viher authors also vbserved a downregulatory
trend in TNF-a mRNA expression from 1€h to 96h p.i.
and upregulation of IL-10 mENA levels that peak from
48h to %6 h p.i. [34]. Using micrcarray techrology, three
cytokines including transforming growth factor-3 (TCF-
F), interleukin-6 (IL-6), eand macrophage inflammatory
protein 1 £ (MIP 15) had greater expression in Map infected
MDM at 16h pi. when compared with inactivated control
macrophages [35]. The matrix metalloproteinase [MMP-12)
and the thrombospondin-1, both involved in cell migration
and tissue destruction, were also significantly upregulated. Tn
vontrast, the TNF-£ recepior amd the major histocompalibil -
ity complex (MHC) class Il DO-3 had lower expression in
Mup-infected macrophages. Decreased expression of the cell
surface MHC class [ and class [ molecules was previously
documented in macrophages phagocytising Map organisma
indicating a reduced capacity to present antigens to T lym-
phocytes [11]. Consistently with these results, Murphy et al.
also detected high levels of the anti-inflammatory cytokines
TGF-f and IL-6 in MDM infected with Map at 24h p.i. [36].
In another study, significantly downregulation in expression
of the proinflammatary cytokine 11.-1 and of the metallopro-
eingses MMP-1, MMP-23, and MMP-9 involved in lissue
destruction was ohserved in Map-stinmlatad PEMC when
compared with control cells [37]. Using <DNA microarrays
focused on expressed sequences from a bovine total leukocyte
library (BOLT5) and 10 distinct Map strains te measure total
transcriptomic alterations in Map-infected MDM, a total of
78 annotated bovine genes were found to be differentially
expressed at 6h p.i., relative to uninfected cells [38]. Within
the group of differentially expressed genes significant down-
regulaticn of two proapoptotic genes, BCL2 amtagonist of
cell death (RATY) and TNF receptor (TNFR), was ohserved
in Map-infecled MDM cells relative o uninfected cells.
Upregulation of the apoptotic inhihitor BCILZA1 and of the
proinflammatery cytokines IL-la, [L-18, and IL-€ relative
to unintected control cells was also observed. By using a
pan-genomic analysis of bovine MDM gence expression in
response to in vitro infection with Map, Machugh et al.
revealed that many of the highly upregulated genes at 2 h p.i.
had proinflammatory related functions, particularly IL-1a,
IL-17, TNE IL-5, chemokine ligend 2 gens (C-X-C motif;
CXCL2), and the chemokine ligand 20 gene (C-C motif;
CCL20) [39]. At 6h pi. immune-related genes were among
the differentially expressed genes showing lhe highest relative
increase in expression; however, the fold-change induction
of these genes was not as high as those detected as 2h p.i.
Upregulated genes at 6 h p.i. included 1L-18, TNE CXCL2,
CCL4, CCL5, CCL20, CE40, and the complement factor B
gene (LFE). Of the differentially expressed gene identified
21h p.i. that had a known immune function were the serum
amyloid A3 genes (SAA3), C-type lectin domain family 4
member E(CLEC4E), C-type lectin domain family 2 member
D {CLEC2Dy), CD40, and CFB. Overall, several pra- and antl-
apoptotic genes were upregulated at 2 hand € h pi. suggesting
that this process is highly regulated. Pro- and anriapoptotic
genes upregnlated included TNF (proapaptoric), caspase 1,
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Tanrr 2: Cytoldne, apoptosis related, and tissuc destruction protems differentiolly expressed in o transformed human monceytic ccl line,
in peripheral blood moncnuaclear cells ( FEMC), and monocytes-derived macrophages ( ML ) obtained rom Cronn’s disease (CLY) patients

after stimulation with bovine or human isclates of Map.

Mod Map Map/cellz Time p.i. (h) Upregulated Downregulated
Cell el strain ratio Assay cytokines Cyvtokines Reference
IL-18, IL-12B, IL-234,

THP-12 Bovine 1018 5:1 Micrearray 2h TMF-z, LEDL, and [11]
PDC23

PEMC from Human ) Flow [L-1t, IL-6, and -

CD paticnts® ATCC 43019 i1 cytometry 72h TNF a [EN-y [42]

MDM from IIuman 10:1 Tlow 3h IL-23 [43]

LD patients™ A1CU 43015 : cytometry 7ih TNF-«

{THP-1, human monocytic cell Lne,
2Comparisons were made between uninfected and infected cella,

*Comparisons were made between Map-mfected macrophages from CD patients and controls,

4, 6, and 8 genes (CASP-1, CASP-4, CA5P-5, and CASP-8;
all proapoptotic), the baculoviral IAP repeat containing 3
gene (BIRC-3; antapoptotic), and the FADD-like apoptosis
regulator gene (CFLAE: pro- and antiapoptotic).

We recently examined whether Map isolates with dif-
ferential abilities to grow within a bovine macrophage
cell line [BoMac) induced a characteristic early immune-
Inflammatcry response [43]. Our results showed significant
differences in the expression of several eytokines (1L-6, TGF-
S1CTNE-pe2, 1EN -y and =L}, profeins related to apnptosis
(BCL2-1), or tissue destructlon (MMP3-1) afier the infection
of BoMac cells with a bovine or an ovine isolate of Map.
The bovine isolate that grew within BoMac cells was a good
inducer of the apoptotic inhibitor BCL2-1 at 4 or 14h p.i.
which might causc lewer levels of apoptosis than in BoMac
cells infected with the ovine isalate. [n addition, infection of
BoMac cells with the bovine isolate resulted in a significant
wpregulation of the anti-infammatory cylokines [1-6 and
TGE-$1 at 24 h p.i., when compared with cells infected with
the ovine isolate. Although we did not observe significant
differences in IL-10 or TNF-u2 gene eapression in Bolac
cells infected with the bovine or the ovine isolates at any of
the time points, the bovine isolate did induce more 11.-10
at 14 and 24h p.d and less TNF-a2 at 4 and 14h pi. than
did the ovine isolate, These results suggest that lower THNE-
a2 production and an induction of TT-10 are assnciated with
the growth within bovine macrophages of virulen: lsolates
of Map. We elso observed that cclls stimulated with the
bovine isolate exhibited lower levels of the metalloproteinase
MMWP3-1 involved in tissue destruction at 4h and 24h p.i.
relative to cells stimulated with the ovine isolate. Differences
in induction of the metalloproteinase inhibitor TIMP-1 were
not statistically significant at any of the time points studied
Lul the bovine isolate did nduce more TIMP-1 al 4 i
than did the ovine isolate. The ovine izolate was significantly
attenuated in growth in BoMeac cells and this decrease in
survival wilhin the infected cells correlated with a reduced
anti inflammatory response in the infected cells and with a
significantly upregulated proinflammatory immune response
generally associated with elimination of Map and protection.
In particular, the cxpression of the proinflammatory cvtokine

[L- lev was highly upregulated in cells infected with the ovine
isolate at 14 and 24h pd. and downregulated in Dobac
cells infected with the bovine isolate at 24h pi. Because a
strong correlation between the intracellular multiplicaticn of
the tested isolates and patterns of production of [L-6, TGI-
B, MMPL-3, BCL2-1, and IL-1 was cbserved, the levels
of expression of these specific proteins might be uzed to
discriminate between lsolates with differential virulence in
the BoMac cellular model.

All togerher, the resnlts of the transcriptomic studies in
bovine macrophages included in this paper suggested that
Map might stimulated an initial proinflammatory immunc
response mediated by [L-1a that is followed by an enhanced
anti-inflammatory response mediated by IL-6, IL-10, and
TGF-£. In addition, downregulation of the proapoptotic
gene TNF-o was consistently observed in differsnt stud-
ies. Stimulation of anti-inflammatory and antiapoptotic
responses might allow Mup o successfully persist in bovine
macrophages during the persistent, subclinical phass of the
infection.

3. Immune- Inflammatory Responses Induced in
Human Macrophages Infected with Map

Deegpite the possible role of Map in C[), there is not much
known about the interaction of Map with the human innate
immune system (Table 2), A transformed human mono-
cytic cell line (THP1] stimulated with Map has shown to
differentially respond to infections with well-characterized
clinical isvlates uf Mup when compared with unslimulated
cells. When human THP1 cells were stimulated with bovine
or human isnlates at Map several genes associated with apop-
losis and cylokine sigoalling (LRDD, PDCD-3, IL-12, 1L-
18, IL 23, and TNFa) were significantly downregulated [11].
[Jata from this stndy suggested that the human macrophags
responses to Map isclates from catile or humen sources,
regardless of genotype, follow & commeon theme of antiapop-
totic and anti-inflammatary responzes within the host cells,
an atiribute likely associated with successful infection and
persistence.
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The response of macrophages from CD patients to live
Map has been recently addressed. Following in vitra exposure
to Map, PENMC from CD patients secreted significant more
amounts of TNI-w, IL-G, and IL-10 when compared to
the levels released by PBMUC fram healthy volunteers [42].
In contrast, the IFN-y response to Map was significanily
elevated in PBMC isolaled from healthy volunteers compared
to PRMC derived from CD patients. In another study, hurnan
MDMs obtained from CD patients and contrels were infected
with Mup, Mycobucterivm avivm subsp. wvium (Mav), and
cther live intestinal bacteria such as Escherichia celi or
Enterococeus faecalis, and cytokine levels were evaluated at
different fime points [43]. The results of this study indicated
that macrophages from CD patients showed impaired TNF
a secretiom in response tn hacterial challenge hut augmented
IL-23 secretion as compared to macrophages from healthy
individuals, [t is plausible that the MAP-dependent [L-23
secretion enhancement occurred as consequence of phago-
cylosis, because the high IL-23 concentrations obtained at
Jh pd. were not observed at 3d and 7d p.i. Differences in
cytoking sxpression after bacterial challenge where not Map
specific. as other bacteria (E. coli and Mav) showed similar
ellecls,

Although most of the studies presented in this paper
used PBMU or MDM cells in vitre stimulated with Map.
we should indicate that recently Olsen er al. [45] isolated
intestinal T cells from intestinal biopsics of CD) patients to
investigate cellular immune responses to Map_ Interestingly,
they observed that CD patlents had @ high frequency of Map
reactive T cells and also & higher frequency of response to
Map compared to other bacterial antigens. After stimulation
with Map, intestinal T cells secreted the proinflammatory
cytokines IFN-p and I1-17, and, therefore, a role for Map in

the excessive inflammation seen in CD cannot be excluded.

4, Conclusions

Despite development of cell-mediated immunc responscs
shortly after infection, Mop has the capacity to survive and
grow In macrophages from human and cattle hosts. Gene
cxpression studicsincluded in this paper allow us to conclude
that the inhibition of apaptosis and enhanced expression of
inhibitcrs of macrophage activation could contribute to the
carly survival and immune escape of Map., Common gene
expression signatures of bovine and human macrophages
in response to Map such as enhanced expression of the
anti-inflammalory cylokines IL-10 amd 1L-6, which promute
bacterial survival, have been consistently observed. Overex
pression of [1L.-10 conld ba responzible tor the Map-associated
reduciion in the expression of the proapuplotic TNF-w gene
cbaerved in mary studies. Differential effects on macrophage
gene regulation hetween studies might be cansed by the
different ir vifro models, muldplicities of infection, time
pei, and/er microarray pletforms used. Although this paper
does nat suggest 2 casual effect for Map, it does compile the
findings that Magp is able to alter the normal host immune
response against a pathogen in susceptible humans and cattle

W

and contributc to the pathogencsic of Crohns and Johnc's
diseases.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Assessment of the virulence of isolates of Mycobacterium aviem subsp. pamtuberculosis
{Maop) exhibiting distinct genotypes and isolated from different hosts may help to clarify
the degree to which clinical manifestations of the disease in cartle can be attnbuted to
bacterial or to host factors, The objective of this study was to test the ability of 10 isolates
of Map representing distinct genotypes and isolated from domestic (cattle, sheep, and
goat), and wildlife animal species (fallow deer, deer, wild boar, and bison) to enter and
grow in bovine macrophages. The isolates were previously typed using IS1311 PCR
follovwed by restriction endonuclease analysis into types C, 5 or B, Intracellular growth of
the isolates in a bovine macrophage-like cell line (BoMac) and in primary bovine
monocyte-derived macrophages {MDM) was evaluated by quantification of CAJ numbers
in the initial inoculum and inside of the host cells at 2hand 7 d p.i. using an automatic
liquid culture system {Bactec MGIT 960, Individual data illustrated that growth was less
variable in BoMac thanin MDM cells. All the isolates from goat and sheep hosts persisted
within BoMac cells in lower CFU numbers than the other tested isolates after 7 days of
infection regardless of gemotype. In addition, BoMac cells exhibited differential
inflammatory, apoptotic and destructive responses when infected with a bovine or an
ovine isolate; which comelated with the differential survival of these strains within BoMac
cells. Our results indicated that the survival of the tested Map isolates within bovine
macrophages is assocated with the specific host from which the isolates were initially
isolated.
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1. Introduction

Mpycobacterium avium subsp. paratuberculosis {Map) is
the causal agent of Johne's disease or paratuberculosis, a
chronic gastrointestinal disease of domestic and wildlife
animal species. Broadly speaking, Map isolates can be

* Corresponding author. Tel : <34 944 034350; fax: +34 944 034310,
E-rmail address: malonso@neiker.net (M. Alonso-Hearn ).

0378-1135/% — see front matter & 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http:f s doiorg | 10,1016/ | vetrmic 2012.12.042

classified in two genotypes based on culture character-
istics and on genome analysis: sheepisolates {also called S
type” or “type I") and cattle isolates {also called “C type” or
“type II") (Collins et al, 1990; Stevenson et al., 2002)
Single nucleotide polymorphism analysis of the 151311
insertion sequence distinguishes three types of strains: §, C
and B {Whittington et al., 2001a). Although the classifica-
tion of strains into C, S or B types may reflect a host
preference, isolates of Map can cross these species barriers
and be isolated from a broad range of animal species
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(Muskens et al., 2001; Moloney and Whittington, 2008;
Stewenson et al., 2009). Map is endocytosed by the M cells
ofthe ileal Peyer's patches and subsequently phagocytosed
by subepithelial and intraepithelial macrophages (Harris
and Barletta, 2001 : Bermudez et al., 2010). Once inside
host macrophages, there is bothintracellular replication of
Map and bactericidal activity by the host which reflects an
initial T-helper 1 (Th1) cellular immune response (Zhao
et al, 1999; Rowe and Grant, 2006; Alonso et al., 2007;
Woo et al, 2007). However, since many phagosomes
containing Map fail to mature, this can lead to intracellular
persistence.

We recently refined a method to quantitate Map by
generating equations that relate the time to detection
(TDD) recorded in an automatic liguid culture system
(Bactec MGIT 960) to the estimated log,, CFU numbers
present in an inoculum (Abendafo et al., 2012). In the
present study, this method was used to assess the growth
in bovine macrophages of 10 isolates of Map representing
distinct genotypes and isolated from a diverse range of
hosts. We then evaluated the characteristics of the
cytokine profile generated in bovine macrophages by
two of the Map isolates that exhibited differential
intracellular growth pattern. The identification of isolates
of Map with differential virulence may assist in further
elucidating the pathogenesis of paratuberculosis and in the
design of better strategies for controlling the infection.

2. Materials and methods

2.1. Map isolates, bacterial culture and preparation of
bacterial suspensions

Nine Map isolares from cattle { Bos taurus), sheep (Ovis
aries), goat (Capra aegagrus hircus), red deer (Cervus
elaphus), fallow deer (Dama dama), bisen {Bison bison)
and wild boar (Sus scrofa) species were selected from the
collection of isolates at the Mycobacteria laboratory,
NEIKER-Tecnalia, on the basis of waried hosts and
genomic profiles az per Sevilla et al. (2007) These
isol ates of Map were previously recovered from fecal or
tissue specimens of domestic or wildlife animal species
and maintained as glycerol stocks at —80 °C (Aduriz et al.,
1995; Sevilla et al, 2005). Aliguots of these glycerol
stocks were utilized to directly inoculate all subsequent
cultures for wse im infection of macrophages, so that all
infections were performed with organisms which had
undergone only one previous laboratory passage. Most of
the specimens were collected in several geographic areas
of Spain, but two strains isolated in Portugal and United
Stares were also included in the study, Map reference
strain K10, a sequenced and laboratory-adapted strain
recovered from a clinical case of paratuberculosis, was
obtained from the American Type Culture Collection
{ATCC) (Manassas, VA). The 10 isolates of Map selected
for our study were grown in T25 tissue culture flasks at
37+ 1°C for up to 3 moenths in 100 ml of Middlebrook 7H%
broth { Difco Laboratories, Detroit, Mi) supplemented with
108 (vjv) oleic acid-albumin-dextrose-caralase (0ADC)
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ),
0.05% (wv) Tween-80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and

2mgl " of Mycobactin ] (Allied Monitor Inc,, Fayette, MO),
Bacterial cells were harvested by centrifugation at 2000 = g
for 20 min in a Beckman Coulter Allegra X-12 centrifuge,
Bacterial pellets were washed three times with sterile
Hanks balanced salt solution (HBSS), resuspended in 2 ml of
HBSS, and the resultant suspension was passed 20 times
through a 27-gauge needle in order to declump cells. The
turbidity of the bacterial suspension was adjusted to a
McFarland standard of 1 with a Densimat (bioMerieux,
Marcy I'Etcile, France) Only the top fraction of the
suspension containing dispersed bacteria was used for
the infection assays.

22 BoMac and monocyte-derived macrophages culture

A SV40-transformed bovine peritoneal macrophage cell
line (BoMac) was obtained from Dr. JR. Stabel and
maintained as previously described (Stabel and Stabel,
1995). For isolation of bovine mononuclear cells, periph-
eral blood was collected from the jugular vein of healthy
Holstein cows older than 24 months at the time of
slaughter. The blood was collected into heparinised
Wacutainer tubes (Becton, Dickinson and Company, Sparks,
MD), trans ferred under sterile conditions into sterile glass
bottles and diluted 1:2 in HBSS. Twenty-five millilitres of
blood:HBSS were layered over 10ml of Ficoll-Pague
(1084 g/cm®) (GE HealthCare Bio-Sciences, Uppsala, Swe-
den) in 50-ml centrifuge tubes. Cells were centrifuged at
900+« g for 30min to separate erythrocytes and poly-
morphonuclear cells from peripheral blood mononuciear
ceils {PBMC). PBMC were collected from the HESS—Ficoll-
Pague interface and washed three times with HBSS by
centrifugation at 400 = g for 10 min The isolated PBMC
were resuspended in RPMI-1640 supplemented with
20mM -glutamine, 10% heat-inactivated feral bovine
serum, 100 U/mil of penicillin and 100 ug ml * of strepto-
mycin (Lonza, Verviers, Belgium). PBMC were seeded at a
density of 1x 10°PBMC/ml into 24-well tissue culture
plates and incubated for 2 h at 37°C ina 5% CO; incubator.
Non-adherent cells were removed by washing twice with
HBSS. Adherent cells were incubated for 7 days at 37°Cin
supplemented RPMI-1640 medium toallow differentiation
to monocyte-derived macrophages {MDM) prior to infec-
tion with Map.

2.3. Infection of BoMac cells and bovine MDM with Map

Briefly, BoMac cells or differentiated MDM were
inoculated in triplicate with 100 pul of single-cell suspen-
sions of each of the 10 Map isolates { McFarland standard of
1). This level of infection did not alter cell viability owvera1-
week assay as was previously assessed by Trypan blue
staining. After a 2 h infection time, the supernatant was
removed and the cells were washed twice with HBSS to
remove extrace llular bacteria. Infected macrophages were
lysed at this time point(considered as day 0) or cultured in
supplemented RPMI-1640 medium without antibiotics at
37 °C for 7 days (day 7 ). At each time point, the supernatant
was aspirated and infected macrophages were lysed by
vigorous pipetting with 05ml of 0.1% Triton X-100
(Sigma-Aldrich) in sterile water for 10 min.
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Table 1

151311 PCR-REA types, PEGE profiles, and estd mations of span, K, and plateau for the quantification of each Map isolate in the Badec MGET 960 system
lsalate code R o) coutitty Hast 5 1211 PFCE Span kK Platéai

BCR-REA type profile

K1 United States LCattle C 1-1 11.48 00503 -1316
(5] CantabriafSpain dartle C 521 16.44 DLE20 —G.EE
gl Aragon [Spati Chee p C 2.1 9.972 0.m11 —0634
2349 /06-1 Portugal Sheep 5 - 11.82 00724 3222
711 BizkaiaSpain Goat C 2-1 17.25 0.B01 —E208
311 Menorca/Spain Goat 5 16-47 9.511 00612 ERT
855 Tu|l:ﬂﬂ|‘Spall‘i Dipr C GE8-1 10,95 0.1s27 1217
&22/07 Asturi as{Spai n Eallows Decr c = 21.06 0.0106 1135
GE1 Toledo{Spain Wild boar C 21 B.755 OLME6 0760
6.1 United States Bison B 2-1 13.35 0.08E1 1710

# Growth of all the isolates in the Bactec MGIT 960 system fitted to a one-phase exponential-decay model according o the following equaton (loga
troculum size =span X e —K X TTD) + plateau L Span s the differe noe between TTD at Hrite 2ero and the platesu, K is the degries of decay for the logo CFLU,

and plateau is the value for log,, CFU curve fattening.

2.4 Viable Map quantification using the Bactec MGIT 960
system

Supplemented Mycobacteria Growth indicator tubes
({MGIT} {Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD)
were inoculated with 0.1 ml of each initial bacterial
suspension or with 0.5 ml of the cell lysates for each time
point. Each MGIT tube contained 7ml of modified
Middlebrook 7H9 broth base with casein peptone and
an oxygen-sensitive fluorescent compound ({iris-4,7-
diphenyl-1,10-phenathroline ruthenium chloride penta-
hydrate) embedded in silicone on the bottom of the tube.
Each tube was supplemented with 800 pul of an enrichment
sup plement (BBL MGIT OADC growth supplement) and an
antibiotic mixture (BBL MGIT PANTA Antibiotic Mixture)
{Becton, Dickinson and Company). It is very well estab-
lished that egg yolk is necessary for Map primary isolation
but not for subculture {Cousins et al., 1995). Since all
infections in MDM and BoMac cells were performed with
Map organisms which had undergone one previous
laboratory passage, the addition of egg yolk to MGIT tubes
was unnecessary. The mubes were also supplemented with
2 pgml ' of Mycobactin . Inoculated vials were incubated
at 37+2°C for up to 41 days in the Bactec MGIT 960
instrument (Becton, Dickinson and Company) and were
monitored automatcally every hour for an increase of
fluoresce nce. The earliest instrumental indication of positiv-
ity (ie., ime to detection (TTD)) for each tube was recorded.
Any tube that was identified as positive was removed from
the instrument, and a sample was tested by PCR to confirm
the presence of Map. If atube did not signal positive before 42
days (6 weeks) of incubation, it was removed from the
instrument and determined to be negative, The predicted
number of badlli in each positive tube was calculated by
using previously generated mathematical formulas which
relates TTD (in days) to estimated log, , CFU numbers for each
specific Map isolate (Table 1) {Abendano et al., 2012),

2.5, Assessment of uptake, intracellular growth and
persistence of Map isolates in BoMac celis

Mean logyy CFU numbers fromn three replicare assays
were calculated and statistically analyzed to compare the
uptake, gzrowth and persistence of the selected Map isolates

in BoMac cells. The percentages of uptake were calculated as
the percentages of the inoculated bacteria that were
recovered from each cell lysate at day 0. The intracellular
growth of each isolate was expressed as the mean loga
increases in numbers of intracellular CFU from day 0
through day 7 of infection, calculated as the difference
berween day 7 and day 0 log, ; CFU numbers, Growth ratios
(fold) between day 0 and day 7 were calculated by dividing
the number of log;  CFU numbers at day 7 by that at day 0. A
growth ratio greater than 1 indicated that the smain
exhibited multiplication inside bovine macrophages,
whereas a growth ratio of less than 1 indicated that the
bacteria was engulfed and gradually killed by macrophages.
The ability of each Map isolate to persist within host cells is
presented as the log,o CFU atday 7.

2.6. RNA isolation, c-DNA synthesis, and detection of several
cytokines and proteins involved in apoptosis or tissue
destruction by @ two-step quantitative reverse-transcription
PCR (qRT-PCR)

BoMac cells were cultured and inoculated with two
isolates of Map exhibiting differential growth pattern in
bovine macrophages (isolates 6 and 2349/06-1). Unin-
fected cells were used as controls. At 4, 14 and 24 hp.i. the
infected BoMac cells were lysed in 1 ml of Trizol and the
total RNA was extracted following the manufacturer’s
instructions (Life Technologies, Carlsbad, California). The
extracted RNA was treated with Turbo DMase 1 (Life
Technologies) for 20min at 37 °C to eliminate genomic
DNA contamination from the total RNA. The purity and
yield of the RNA samples was analyzed using a NanoDrop
1000 Spectrophotometer { Thermo Scientific, Wilmington,
DE). RNA quality was determined by measuring the 260/
280-nm absorbance ratio, and ratios of 1.8 or higher were
considered acceptable for purified RNA. Total RNA was
then reverse transcribed to c-DNA using the SuperScript
WILO cDNA synthesis kit following the manufacturer's
instructions (Life Technologies) The reaction mixtures
contained 2 pl of 10 X SuperScript Enzyme Mix, 4 plof 5 X
WILO Reaction Mix and 0.5 pg of RNA in a 20 pl cDNA
synthesis reaction. Control reacdons, lacking reverse
transcriptase, were performed for every RNA sample
The reaction mixtures were incubated at 25 °C for 10 min,
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Table 2
Genes and primer sequenaes used in the qRT-PCR assays
Code sequence protéin Matwié Abbreyiation P 4 code [Sequence (5°-3) Coneri (nM)
in GenBank
AAAIDSES Interleukin 1-alpha ILlx iF 2001
IR
ABX72069 Interleukin & ILG 5F 100
BR
XP_586521 Matrix metallopeptidase 3 MMP3-1 158 200
16K
NF_ 776880 TIMF Metallopeptidase TIMP-1 17F 200
inhibitor 1 1BR
ABX 72072 Interleukin 10 L0 25F 200
26R
XP_592497 Transforming growth TGFp-1 27F 200
factor, beta 1 2BR
NP_776391 Tumor necrosis factor, THFx-2 29E 100
mernber 2 30R
NP 776511 Interferomn ganmma 1FNy IF 100
4
NPD10704954 Muclear gene cnooding BCL2-1 1F 100
mitocondirial protein 428
AAMOE3ITE Beta-actin B-actin 43F 200
44R

42°C for 90min and 85°C for 5min. Real-time qPCR
primers for the amplification of each selected host gene
were designed using PrimerExpress 3.0 software and
veri fied for theoretical non-specific annealing with Primer-
Blast. Table 2 shows the list of the amplified bovine genes
and the corresponding primer sequences. Briefly, real-time
qPCR reactions were carried out in 20-p | reaction mixtures
containing 10 pl of SYBR GreenER gPCR Supermix Uni-
versal (Life Technologies), the optimum concentration for
each pair of primers and 1 pl of cDNA, Previously, we
determined the concentration of each pair of primers {50,
100 or 200 nM) that provided optimal assay performance
(minimum Gr and maximum ARn) using c-DNA synthe-
sized from non-infected cells as remplate, but did not
produce nonspecific product formation with negative
controls {Table 2). Real-time qPCR amplifications of cDNA
were accomplished using the ABIPrism 7500 detection
system {Applied Biosystem, Carlsbad, CA) under the
following conditions: 1 cycle of 50°C for 2 min, 95 °C for
10min; 40 cycles of denaturation at 95°C for 15s,
annealing at 60 °C for 60s, and a melting curve analysis
to measure the specificity of the amplification, Since the -
actin gene is constitutively expressed, it was used as the
endogenous conirol in the assays. To determine the
changes in gene expression {n-fold) or relative quantita-
tion (RQ), the following formula was used: RQ = 2741450
where ACris Cr(target) — Cr (B-actin) and A{AGH) is AG
{experimental ) - AC; (control). Results were expressed as
relative quantification of transcription compared to those
of control uninfected cells.

27. Statistical analysis
Fisher's exacttest was employed to compare percentages

of uptake (GraphPad Software, San Diego, CA), Intracellular
growth after 7 days calculated as the mean log, ; increase in

numbers of intraceflular CAJ between days 0 and 7 of
culture, and log,, CFU at day 7 for all the isolates were
compared by one-way analysis of variance (ANOVA) with
the Tukey-Kramer multiple-comparison post-test of the
InStat v 3.10 for Windows 95 {GraphPad Software). Logp
CFU numbers in the initial inoculum and at day 0 and 7 in
BoMac and MDM were also compared by ANOVA with the
GLM procedure of the SAS Software [ SAS Institute Inc, Cary,
INC). I'n the analysis; time p.i. (Dand 7 days ), strain ge notype
(C S and B), host of origin (cattde, sheep, goat, deer, bison,
wild-boar, and fallow-deer) and cell model (BoMac and
MDM ) were considered as main effects. Statistical analysis
of cytokine production, and log, ; CFU numbersatdays 0and
7 for each Map isolate were compared by a t-test (GraphPad
Software). In all amalyses, differences were considered
significant when P values were <0.05.

3. Results

3.1. Infection with Map isolates is less variable in BoMac than
MDM cells

BoMac cells were inoculated in triplicate with 10 Map
isolates. Isolate code, genotype, country of isolation, and
host of origin for each isolate are summarized in Table 1.
The estimated log,, CFU present in the initial bacterial
inoculum and after 2 h{day 0)or 7 days {day 7) of infection
were estimated for each Map isolate wsing previously
generated mathematical equations (Abendano et al,
2012). These algorithms relate TTD (in days) recorded in
the Bactec MGIT 960 system to the estimated log,; CFU
numbers present in a bacterial inoculum (Table 1). Since
these equations are isolate-specific, they take into account
the specific ability of each Map isolate to grow in MGIT
tubes, Variations among the means of the estimated initial
inoculums for all the isolates included in triplicate assays
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the Tukey-Kramer multiple-comparison post-test of the
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BoMac and MDM were also compared by ANOVA with the
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MDM ) were considered as main effects. Statistical analysis
of cytokine production, and log, ; CFU numbersatdays 0and
7 for each Map isolate were compared by a t-test (GraphPad
Software). In all amalyses, differences were considered
significant when P values were <0.05.

3. Results

3.1. Infection with Map isolates is less variable in BoMac than
MDM cells

BoMac cells were inoculated in triplicate with 10 Map
isolates. Isolate code, genotype, country of isolation, and
host of origin for each isolate are summarized in Table 1.
The estimated log,, CFU present in the initial bacterial
inoculum and after 2 h{day 0)or 7 days {day 7) of infection
were estimated for each Map isolate wsing previously
generated mathematical equations (Abendano et al,
2012). These algorithms relate TTD (in days) recorded in
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numbers present in a bacterial inoculum (Table 1). Since
these equations are isolate-specific, they take into account
the specific ability of each Map isolate to grow in MGIT
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inoculums for all the isolates included in triplicate assays
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Table 3

Entry and intracellular srowth of Map isolates and the reference straln K10 in BoMac cells

lsolate code Host-1S 1311 PCRREA type Entry (2)# Estitriated log,q CFU (+ SDP Fald? Relative increases
O S in loge,q CFL®
K10 Cattle C 7091 403 {+031) 742 (+ 0.65) 184" 3,39
6.1 Bison B 72.30 400 {058 880 (+ 022) 220t 480
B22)07 Fallow deer € 6.0 181 (+ 0.36) 427 [+ 082) 217 4.46
6 Cattle © 76.19 540 (= 044) 855 (= 051) 158 115
581 Wild boar € B2GD 484 (+ 0.77) 7.4 (£ 1.05) 145" 230
855 Dreer C 73.55 474 {+ 0.00) 641 (+ 0.19) 135" 1.68
29.49/06-1 Sheép S 6169 407 (+011) 542 (+ 020 1317 198
1P Groat C B3.30 515(+ 0.61) 538 (+ D11 1.04 0=
Pi81 Shesp C 67.56 454 (+013) 443 (+ D308 098 —01E
311 Guoat § 67,91 424 {+ 0.20) 403 (+ 006 045 —028

* Entry was calculated as the percentage of the inoculated bacteria that was recove red from each cell Iysate at day 0,
B Walues shown are means of three repeated experiments = standard deviations (SDL

© Day 0=2h post infedion

4 Growth ratios (fold ) were calculared by dividing the number of log,, CFU at day 7 by that ar day 0 for each Map isolate,
® Growth is presented as the mean log increases in numbers of intracellular CFU from day O through day 7 of infection.

" Indicates a significant change between day 0 and day 7 (P< 005}

& | ndicates the isolates for which log CF U valives differed significantly from that of the reference strain K10 (P< 0.05).

from the baseline,in a range between 2.20and 1.35-fold {t-
test, P < 0.05). In contrast, the sheep isolate with S-
genotype and the goatisolate with C-genotype showed the
smallest variations in bacterial counts over7 days from the
baseline: 1.31 and 1.04-fold, respectively. The other two
isolates from small ruminants, the goat isolate with an S
genotype and the C-type isolate from sheep, showed
reductions in bacterial counts over 7 days from baseline
which indicated that these bacterial isolates were gradu-
ally killed by macrophages (t-test, P=0.1575 and
F=0,5439, respectively). The intracellular growth exhib-
ited for each isolate calculated as the mean log increase in
numbers of intracellular CFU within BoMac cells between
days 0 and 7 of culture is shown in Table 3. The six more
rapidly growing isolates were obtained from cattle, bison,
fallow deer, wild boar and deer hosts; with log,, CFU
increases in a range between 4.80 and 1.68. By day 7, the
K10 strain grew by 3.39 log, CFU. In contrast, two isolates
from sheep and goat hosts (2349/06-1 and 711) only grew
1.24 and 0.23 log,p CFU, respectively. The goatisolate with
Sgenotype and the sheep isolate with C genotype showed a
decrease in bacterial counts of 0.21 and 0.10 log;s CHU,
respectively. Statistical analysis of the data indicated that
there were no significant differences between the refer-
ence strain K10 or the bovine isolate 6, and the isolates
from bison, fallow deer, wild bear and deer hosts in their
ability to grow in BoMac cells {ANOVA, P > 0.05). Between
the isolakes from wildlife animal species no differences in
growth in BoMac cells were observed. Although the sheep
isolare with an S-genoty pe was able to grow in BoMac cells
{1.31-fold and 1.24 log,n CFU increase), statistical analysis
of the data indicared thar all the isolates from goat and
sheep hosts with S and C genotypes displayed significantly
less growth than that of the K10 reference strain { ANOVA,
F=10.05).

The ability of each Map isolate to persist within BoMac
cells is presented as the estimated mean log, o CFU atday 7
in Table 3. After 7 days, the mean log,, CFU for the K10
strain, the bovine isolate & and the isolates from bison,
fallow deer, wild boar and deer hosts were not significantly

different (ANOVA, P = 0.05). Statistical analysis of the data
indicated that the mean log,y CFU at day 7 for the cattle,
bison, fallow deer, wild boar and deer isolates were
significantly higher than for all the isolates obtained from
goat and sheep hosts (ANOVA, P < 0.05),

3.3. Differential gene expression in BoMac cells infected with
a bovine ar an ovine isolate of Map

Two Map isolates that showed differential growth and
persistence in BoMac cells were selected for gene
expression analysis in infected BoMac cells. Mean fold-
changes in gene expression between infected and nomn-
infected cells as determined through real-time gRT-PCR
analysis are shown in Fig. 2. Significant differences in the
expression of several cytokines (IL6, TGFB-1, TNFa-2,
IFNy, L1 ), genes related to apoptosis (BCL2-1) or tissue
destruction { MMP3-1) after the infection of BoMac cells
with the bovine or the ovine isolates were observed.
Infection of BoMac cells with the bovine isolate resulted
in a significant up-regulation of the interleukin-6 (ILG) at
14 and 24 h p.i. when compared with cells infected with
the ovine isolate {f-test, P=0.041 and P=0.013) A
significant up-regulation of the anti-inflammatory cyto-
kine TGF3-1 was also detected in BoMac cells infected
with the bovine isolate at 24 h p.i. when compared with
cells infected with the ovine isolate {t-test; P=10.009).
Although differences were not statistically significant,
the bovine isolate induced higher IL10 production at 14
or 24 h pi. than the levels induced by the ovine isolate{r-
test; P=0.327 and P=0.208, respectively). In contrast,
BoMac cells infected with the ovine isolate showed a
reduced anti-inflammatory response and a significant
increase in the amount of the pro-inflammatory cytokine
ILiw at 14 and 24 h p.i. when compared with cells
infected with the bovine isolate {t-test, P=0.001 and
P=0,002), Itis possible that the increase inIL6 and TGF3-
1 expression 4 h after the infection with the ovine isolate
was an initial response which was then quickly sup-
pressed by the activation of L1,
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Fg 2. Expression of cytokines and proteins involved Lo apoptosis or tissue destruction in BoMac cells infected with the bovine isolate 6 (A} or with the ovine
solate 2349/06-1 (B) as measured by gRT-PCR at 4, 14 and 24 h p.i. Bars represented the average results of two independent infection experiments. Error
bars represent 5D between the two replicates. Statistically significant differences in the expression of the indicated genes between the two isolates of Map

are showed with an asterisk (P< 005

In regard to the apoptotic response, BoMac cells
infected with the bovine isolate for 4 and 14 h p.i had
increased levels of expression of the apoptotic inhibitor
BCL2-1 which might cause lower levels of apoptosis than
in BoMac cells infected with the ovine isolate (f-test,
P < 0.001). Significant decreased MMP3-1 expression was
also found in BoMac cells infected with the bovine isolate
at 4 and 24h pi. when compared with the levels of
expression of this metalloprotease in cells infected with
the ovine isolate (i-test; P=0.002 and P < 0.001, respec-
tively). Differences in induction of the inhibitor of tssue
destruction TIMP-1 were not statistically significant at any
of the time points studied but the bovine isolate did induce
more TIMP-1 at 4 h p.i. than did the ovine isolate.

4. Discussion

In the absence of a well characterized animal model, in
vitro models {ie., peripheral blood MDM and BoMac cells)
provide an indirect tool to study Map-host interactions at
the early events of the infection. BoMac is an in vitro
differentiated macrophage-like cell line of bovine origin
that has advantages over MDM cells in that the variability
between donors commonly encountered with MDM is
avoided, and that large numbers of cells can be readily
grown and differentiated. In addition, BoMac cells develop
macrophage functions including the ability to phagocytize
bacteria, lyse chicken red blood cells with and without
opsonization, generate reactive oxygen species (ROS),

produce key cytokines, and have the ability to participate
in antibody-independent and antibody-dependent cellular
cytotoxicity following activation (Stabel and Stabel, 1995;
Tooker et al., 2002).

Map-host cells interaction is not fully understood, in
part because of the difficulties to quantify numbers of
viable Map cells by routine bacteriological methods,
Although previous studies have assessed the intracellular
behavior of a few selected strains of Map, in the present
study a panel of isolates of Map representing distinct
genotypes and isolated from domestic and wildlife animal
species were assessed for their intracellular growth in
BoMac and bovine peripheral blood MDM cells by using an
automatic culture system {Bactec MGIT 960). In BoMac
cells we observed significant differences in intracellular
growth and persistence between strains. In addition, a 5-
type isolate of Map isolated from sheep for which lower
virulence is well established on epidemiological grounds
{Moloney and Whittington, 2008 ) persisted at low levels
within BoMac cells which verify the ability of this in vitro
infection model to distinguish between strains of varying
virulence. Previously, Janagama et al. {2006} using MDM
from tweo donors consistently observed that a bovine
isolate (B1018) remained in higher numbers within MDM
cells relatve to a sheep isolate (57565). They used real-
time amplification (gPCR) of the Map hsp65 gene to
estimate total bacterial genome equivalents in infected
MDM at 2, 16, 24, 48 and 96 h p.i, whereas we predicted
numbers of viable Map organisms in cultured macrophages
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at 2 hand 7 days p.i. by using the Bactec MGIT 960 system.
It should be noted that gPCR gquantifies total numbers of
(FU and therefore it does not differentiate between viable
and dead bacteria. In contrast, the Bactec MGIT 960 system
is able to predict viable CFU numbers given a more realistic
picture of the number of bacteria able to persist inside of
macrophages at different imes p.i. Due to the variable
results obtained in MDM, we observed less robust
differences in the intracellular growth and persistence of
the tested isolates in this model of infection. Similarly,
individual data illustrated the substantial variability in
intracellular growth displayed by clinical isolates of M.
tuberculosis in human blood monocytes from 11 subjects
and this variability was observed even when monocytes
from the same donor were infected with each organism (Li
et al., 2002). Nevertheless, we should acknowledge that
our goal was the identification of isolates of Map with
differential behavior within bovine macrophages, rather
than to compare the outcomes of infection within the two
infection models (BoMac and MDM) which have inherent
differences.

All the Map isolates included in our study were
internalized by BoMac cells with similar efficiency,
indicating that equivalent numbers of bacteria were
ingested and that the extent of phagocytosis was
independent of strain type or host animal species of
origin. The isolates from cattle, bison, fallow deer, wild
boar and deer hosts evaluated in our study proliferared in
BoMac cells more rapidly than the isolates from goat and
sheep hosts, Moreover, the sheep isolate with a C genotype
and the S-type isolate from goat showed reductions in
baceerial counts in BoMac and in MDM as well, indicating
that these bacterial isolates were killed by macrophages.
When the data of all the strains were statistically analyzed,
the observed differences between isolates inm bovine
macrophages grouped according to the host from which
the isolates were isolated (ANOVA GLM Procedure,
P=0.012). In other words, the intracellular behavior of
isolates of Map representing distinct genotypes varied
depending of the host of origin (ANOVA GLM Procedure,
P=0.022). Similarly, strains of environmental Mycobac-
teria isolated from fish and humans including strains of M.
avium, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium chelo-
nae, and Mycobacterium saimoniphilum also had different
abilities to grow within macrophages lines from humans,
mice, and carp; which grouped according to the host from
which the strains were isolated (Harriff et al,, 2008),

We observed that not all the strains with compatible
abilities to enter and grow in macrophages shared genetic
similarities (ANOVA GLM Procedure, P= 02491}, In fact,
our results showed that type 5 but also type C isolates from
sheep and goat hosts showed a significant attenuated
phenotype afrer 7 days of infection in BoMac cells, when
compared with type C isolates from cattle, deer, fallow
deer, wiid boar and bison hosts. These findings suggested
that for the isolates from sheep and goat hosts the
phenotype inside of bovine macrophages was not depen-
dent of the genotype of the infecting isofate. In other
words, successful survival in macrophages was not a
commeon characteristic of all the tested C type isolates.
Similarly, a lack of correlation between genotype and

growth rate in the Bactec MGIT 960 system was also
observed for the ovine isolates; with the chosen limited
number of C, S and B type isolates growing at equivalent
rates when cultured in MGIT tubes (Abendano et al., 2012).
Since type C strains are usually virulent strains for cattle,
wve can speculate that the conditions encountered within
ovine or goat macrophages might alter the phenotype of
the bacterium with a consequent decrease ininvasiveness
of bovine macrophages. Sewveral smudies have shown
that wirulence of many bacterial species is regulated by
genes which respond to changes in environmental condi-
tions (Mekalanos, 1992; Cossu et al., 2012). For instance, it
was previously shown that growth of Map within a bovine
mammary epithelial cell line (MACT cells) resulted in
augmented ability to subsequently invade bovine epithe-
lial cells (Patel et al., 2006). In a more recent study, it was
suggested that a LuxR regulator might be involved in the
regulation of the expression of genes affecting Map
envelope's composition and in the bacterium adaptation
to the host (Alonso-Hearn et al., 2010). Recent data also
suggest that specific Mycobacterial epitopes are present
only within a given host {Janagama et al., 2010).
Previously, it was shown that a bovine, a bison and a
human type-C isolates induced amnti-inflammatory and
anti-apoptotic pathways in bovine MDM, which would
favor bacterial survival and persistence (Janagama et al.,
2006). In the present study, gene expression induced by
two clinical isolates of Map with differential abilities to
grow and survive inside BoMac cells was analyzed using
gRT-PCR and the resulting data related to their differential
survival phenotype in bovine macrophages. Because a
strong correlation was observed between the intracellular
behavior of the tested isolates and the patterns of
production of specific cytokines or proteins related to
apoptosis or tissue destruction (IL5, TGFR-1, IL1«, BCL2-1
and MMP3-1), the levels of expression of these proteins
might be used to discriminate between isolates with
differential virulence in the BoMac model. Bovine isolates
of Map hawe been reported to induce early IL10 expression
in MDM that antagonizes the pro-inflimmatory cytokine
response by down-regulating the production of TNFo
(Weiss et al, 2005). Although we did not observed
significant differences in IL10 gene expression in BoMac
cells infected with our bovine or ovine isolates at any of the
time points, the bovine isolate did induce more IL10 at 14
and 24 h p.i. and less TNFx-2 at4 and 14 h p.i. than did the
ovine isolate. Similarly, rapid intracellular macrophage
grow rates by strains of M. tuberculosis correlated with
rapid production of IL10 and suppression of TNFo in THP-
1 cells during the early stages of infection (Theus et al.,
2005). The ovine isolate was significantly attenuated
in growth in BoMac cells and this decrease in survival
within the infected cells correlated with a reduced anti-
inflammatory response in the infected cells and with a
significantly up-regulated pro-inflammarory immune
response generally associated with eliminadon of Map
and protection. This conclusion is supported by reduced
expression of IL10 mRNA as well as normal levels of
expression of IL6 and TGFR-1 (not different from the levels
in uninfected cells) after 24 h of infection with the ovine
isolare. In addition, the expression of the pro-inflammatory
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cytokine IL1ex was highly up-regulated in cells infected
with the ovine isolate at 14 and 24h p.i. and down-
regulated in BoMac cells infected with the bovine isolate at
24 h pi. Itis well known that the expression of IL1ex in the
presence of intracellular bacteria is one of the first steps
leading to activation of macrophages and effective bacteria
killing. Because our study used single Map isolates from
various hosts carrying C or S genotypes and because there
is great diversity among Map isolates, further studies with
muiltiple isolates of these same host/genotype combina-
tions are needed.

In summary, our results showed that successful
survival in BoMac cells was a common characteristic of
the isolates obtained from cattle, deer, fallow deer, bison,
and wild boar hosts. The successful survival within cells
and the observed cytokine expression profile of the bovine
isolate 6 correlated well with epidemiological data and
clinical evidence of virulence, as suggested by the capacity
of bovine isolates to persist for many years in different
locations and to cause numerous outbreaks in carde. In
addition, the reduced survival in bovine macrophages of
the isolates from goat and sheep hosts might explain why
there are few reports of cattle naturally infected with S-
type isolates (Whittington et al., 2001b; de Juan et al.,
2005; Moloney and Whittington, 2008). It also suggests
that isolates of Map from small ruminants may have less
clinical consequences in cattde than Map isolates from
cartle, deer, fallow-deer, bison and wild boar hosts which
might have a selective advantage in causing bovine
paratuberculosis,
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Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium bovis, and Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis can
survive within host macrophages in a dormant state, encased within an organized aggregate of immune host cells called granuloma.
Granulomas consist of uninfected macrophages, foamy macrophages, epithelioid cells, and T lymphocytes accumulated around
infected macrophages. Within granulomas, activated macrophages can fuse to form multinucleated giant cells, also called giant
Langhans cells. A rim of T lymphocytes surrounds the core, and a tight coat of fibroblast closes the structure. Several in vivo
models have been used to study granuloma’s structure and function, but recently developed in vitro models of granuloma show
potential for closer observation of the early stages of host’s responses to live mycobacteria. This paper reviews culture conditions
that resulted in three-dimensional granulomas, formed by the adhesion of cell populations in peripheral blood mononuclear cells
infected with mycobacteria. The similarities of these models to granulomas encountered in clinical specimens include cellular
compaosition, granulomas’ cytokine production, and cell surface antigens. A reliable in vitro dormancy model may serve as a useful
platform to test whether drug candidates can kill dormant mycobacteria. Novel drugs that target dormancy-specific pathways may

shorten the current long, difficult treatments necessary to cure mycobacterial diseases.

1. Zoonotic Diseases Caused by Mycobacteria

Zoonotic diseases are infectious diseases naturally transmis-
sible between vertebrate animals and humans. More than
60% of all human pathogens are zoonotic, including 75% of
the past decade’s emerging pathogens. Pathogens circulating
human and animal populations very often risk public health
as well as animal health, so both the animal and human
health sectors are responsible for their detection, prevention,
and control according to the “one world-one health” concept
(WHO, OIE, FAO). However, the vast majority of zoonoses
are labeled neglected zoonotic diseases (NZDs) because
they are not prioritized by national and international health
systems. The impact of NZDs is most severe in developing
countries, as reliance on animals for food, transport, and farm
work leads to continual close contact with animals in rural
populations. Zoonotic diseases often go undiagnosed and

untreated in these regions due to lacking public awareness
and education on preventive measures and also due to the
lack of political commitment and funding of veterinary and
health services.

Around 15 species of pathogenic mycobacteria for human
beings and/or animals are known and are leading health
concerns. M. tuberculosis causes most cases of tuberculosis
(TB) in humans and is the leading cause of mortality due
to a single infectious agent among human adults in the
world [1, 2]. In 2011, there were an estimated 8.7 million
new cases, 1.4 million deaths, and about 2 billion latent
infections caused by M. tuberculosis [3]. Animal infection
with M. tuberculosis, while being uncommon, has been
described among nonhuman primates and several other
species such as birds, elephants, and other mammals, after
prolonged close contact with humans. However, the overall
prevalence of disease in these susceptible species is low



3%

and documented transmissions of M. fuberculosis between
animals and humans are uncommon [4-6]. Along with M.
tuberculosis, M. bovis causes TB in humans, though far less
commonly than M. fuberculosis [7, 8]. As a result of milk
pasteurization and M. bovis eradication programs in most
industrialized countries, zoonotic transmission of M. bovis
through domestic livestock is now rare. In contrast, similar
eradication programs have not been conducted for wild ani-
mals. Consequently, M. bovis is widely prevalent in cattle and
wild animals and is responsible for $3 billion global economic
losses a year [9]. Recently, two people were identified as
having caught TB from cats but the risk of cat-to-human
bovine TB transmission is very low [10]. Paratuberculosis
or Johne’s disease (JD) causes major economic losses to the
global dairy industry due to lower milk production, reduced
slaughter value, increased premature culling, and increased
calving intervals [11]. Total losses due to JD in US dairy
herds were estimated at $200-250 million annually, and the
prevalence of JD at the herd level is probably much higher
than 50% in most countries with a significant dairy industry
[12]. M. avium subsp paratuberculosis (Map), the causal agent
of JD in domestic ruminants and wildlife animal species,
may also have human health significance as a causal or
exacerbating agent in human Crohn’ disease (CD), a chronic
inflammatory bowel disease characterized by transmural
inflammation and granuloma formation. Evidences that Map
may be associated with CD in humans include similarity
between the clinical signs of CD in humans and those found
in animals with paratuberculosis; detection of Map in feces,
intestinal tissues, breast milk, macrophages, and peripheral
blood of patients with CD; association between Map DNA
in blood and cellular and humoral immune responses in
CDj; and anti-Map antibiotic therapy resulting in reduction
of bacteremia and remission, or substantial improvement in
disease condition in many patients [13-17]. In addition, meta-
analysis studies have confirmed an association of Map with
CD [18, 19].

M. leprae has been eliminated from most countries due
to an aggressive push by the WHO in the 1980s and 1990s,
but it continues as a public health problem in tropical
and semitropical countries. A total of 219,075 new cases of
leprosy were reported in 2011 according to the WHO [20].
Nonhuman reservoirs of M. leprae exist in monkeys and
armadillos and three case-control studies have shown contact
with armadillos to be a significant risk factor for leprosy in
the United States [21, 22]. Naturally acquired murine leprosy
has been observed in rats, mice, and cats but not in humans or
any other species. Thus, in contrast to human leprosy, murine
leprosy is not a zoonosis [23].

2. Mycobacterial Infections Induce
Granuloma Formation

A defining aspect of the immune response against mycobac-
teria is the formation of organized cellular aggregates
called granulomas. Following internalization of pathogenic
mycobacteria by host macrophages, activated lymphocytes
and infected macrophages secrete cytokines and chemokines
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which trigger an inflammatory response including recruit-
ment of blood and tissue macrophages and T-lymphocytes to
the infection site. This accumulation of cells around infected
macrophages is called a granuloma. Granulomas consist of
lipid-loaded macrophages (foamy macrophages), epithelioid
cells (differentiated macrophages) with a larger cytoplasm
and interdigitated cell membranes, and multinucleated giant
cells (Langhans cells) [24-26]. T and B lymphocytes surround
the granuloma core, and a tight coat of fibroblasts and colla-
gen closes the structure, now a complete granuloma [27, 28].
Mycobacteria-infected macrophages are sequestered inside
the granuloma’s hypoxic environment. The accumulation of
intracytoplasmic lipid inclusions, the loss of acid fastness,
the development of resistance to the antibiotic rifampicin,
and the arrest of bacterial multiplication have all been
described as the major hallmarks of dormant bacteria within
granulomas [29-33].

Granulomas have long been considered as a natural
defensive mechanism meant to contain the host immune
response and mycobacteria in a localized area, preventing
bacterial spread to surrounding healthy tissues or other
organs [34]. Complete eradication of the bacteria does not
occur inside granulomas because pathogenic mycobacteria
have developed their own strategies to evade the host immune
response and persist within the granuloma in a dormant
state for decades while continual replenishment of white
blood cells keeps the granuloma [35]. If the host’s immunity
is weakened and/or suppressed, the dormant mycobacteria
may reactivate and escape from the granuloma and form
lesions in other parts of the tissue [36]. For instance, M.
fuberculosis can persist for decades within granulomas and
may reactivate if the hosts immunity is weakened due to
an HIV infection, diabetes, cancer, malnutrition, aging, or
host genetic factors [37, 38]. However, the metabolic and
replicative state of the bacteria in the granulomatous lesions
of asymptomatic humans remains a controversial issue [39].
Although granuloma formation has long been thought to
be a host-driven process to contain infection, recent studies
indicate that granulomas contribute to early bacterial growth
and that pathogenic mycobacteria exploit the granuloma for
local expansion and systemic dissemination [40].

As mentioned before, the secretion of various cytokines
and chemokines is an essential element in the early immune
response against mycobacteria infection and in the early steps
of granuloma formation [41]. Following internalization of
mycobacteria by host macrophages, activated macrophages
release 1L-8, a powerful chemoattractant for T lymphocytes,
which will surround the granuloma structure [42]. Within the
granuloma, activated and recruited T-lymphocytes secrete
interferon (IEN-p), which in turn activates additional
macrophages [43]. Tumor necrosis factor-oc (TNF-at) is pro-
duced by infected macrophages and plays an important role
in the accumulation and differentiation of macrophages into
the highly bactericidal epithelioid cells present in granulomas
[44]. TNF-¢ is also implicated in the maintenance of the
granuloma structure by maintaining cellular recruitment
[45-47]. Mycobacterial-infected macrophages also release
large quantities of IL-6, which plays a role differentiating
activated macrophages to multinucleated giant cells [48].
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3. In Vivo and In Vitro Granuloma Models

Analysis of host-pathogen interactions inside granulomas
is crucial to understand the pathogenesis of mycobacterial
infections. Since the access to granulomas in human biopsy
samples is often limited, animal models of TB granulomatous
inflammation have been developed, including use of mon-
keys, mice, rabbits, and guinea pigs [49]. The most extensively
used animal model, the mouse, is not a natural host of
M. tuberculosis. Although granulomas can be seen in mice,
they are small, have a different cellular organization than in
humans with absence of necrotic areas and multinucleated
giant cells, and are unable to establish latency [50, 51]. Rabbits
are susceptible to M. bovis infection and guinea pigs are
susceptible to M. fuberculosis. Although these animal models
develop classical granulomas, they lack true latency, and the
immune response generated in these in vive models is likely
quite different than the cattle or human response [52, 53].
Nonhuman primate models more closely resemble the wide
spectrum of granulomas in human TB, and latency can be
well established in these models. However, macaques are very
expensive to maintain and difficult to handle and imply ethi-
cal considerations [54]. Cattle can be experimentally infected
with M. bovis or Map but these experiments are expensive
because they require several months of maintenance under
BSL3 conditions for the induced granulomas to be large
enough for study [55, 56]. Another common drawback of in
vive models is that they can only be used to study highly
differentiated granulomas, preventing the analysis of the
processes involved in their very early development [57].

In order to study the very first steps of the granuloma
formation, in vitro hypoxic-induced, stress-induced, or gran-
uloma models have been developed. The advantages of in
vitro models include reduced cost, increased control, and that
they can provide insights into host-mycobacteria interactions
at early stages of granuloma formation. In vitro models
mimic the conditions encountered by the bacteria within host
granulomas (hypoxic-induced or stress-induced models) or
the physiological granuloma (granuloma models). However,
the granuloma constitutes a complex immune microenvi-
ronment highly affected by additional physiological signals
(i.e., growth factors and cytokines) which are exclusively
produced in infected tissues. As consequence, certain aspects
of in vivo granulomas may be different or absent in in vitra
models, including intragranulomatous necrosis, accumula-
tion of fibrin and collagen, and presence and distribution
of bacilli. Using in vitro models, important information
has been achieved about granuloma cell differentiation as
well as about cellular interactions and cell/bacteria inter-
play within granulomatous structures. In a hypoxic-induced
environment, M. tuberculosis accumulates triacylglycerides
(TAG) within intracytoplasmic inclusions (ILI) and enters
into a nonreplicative state; upon reexposure to oxygen, the
pool of TAG within ILI is drastically reduced and bacilli
undergo regrowth [58]. Recently, Deb et al. developed a
multistress dormancy model for M. fuberculosis and showed
that M. tuberculosis exhibited all the hallmarks characteristics
of dormancy [59]. Similarly, in lipid-loaded THP-1 derived
macrophages, M. tuberculosis has been found to accumulate

TAG and stop replication [33]. Although most stress-induced
models of M. tuberculosis dormancy are able to induce
a dormant state of the bacteria, they have been unable
to demonstrate resuscitation under conditions that mimic
immune suppression. To achieve this goal, three-dimensional
in vitro models of granulomas have been developed, which
may more closely resemble not only dormancy but also
resuscitation of the bacteria under conditions that mimic
immune suppression (Table 1). Therefore, granuloma models
can be used to study both latent and active stages of infection.
Three-dimensional granuloma formation occurs in vitro only
when infected peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
are cultured under conditions that inhibit surface contact.

4. Three-Dimensional In Vitro Models of
M. tuberculosis Granulomas

Several reports have described three-dimensional models of
M. tuberculosis granuloma. The first model of early granu-
loma formation using PBMCs infected with M. fuberculosis
or M. bovis was reported by Seitzer and Gerdes [60]. PBMCs
were seeded into agarose-coated wells of 96-well plates at a
density of 6 % 107 in 200 L of supplemented RPMI-1640
medium and infected with M. fuberculosis strain H37Rv or M.
bovis BCG (bacille Calmette-Guerin) at MOI (bacteria/cell)
of 1:150, 1:85, 1:42, and 1:4. After 4 days of incubation
only the MOI 1:150 produced aggregates. Infection at higher
MOI did not result in spheroid formation but rather in
several very small aggregates and a dramatic increase in the
number of dead cells. The authors verified this model as
comparable to in vivo granulomas by assessing the aggregate
cell types and cell differentiation through histology and
immunostaining. By histological analysis, they observed that
the generated heterospheroids shared many phenotypical
characteristics of granulomas, such as three-dimensional
aggregation of monocytes, B cellsand T cells and the presence
of macrophages, multinucleated giant cells, and necrotic
areas. By immunostaining, the presence of disperse CD14*
monocytes, CD163" macrophages and CD3"™ T cells was
demonstrated in the granulomas together with a ring of
CD19" B cells in the peripheral zone.

Birkness et al. observed the formation of small, round,
granuloma-like aggregates by combining human PBMCs,
autologous macrophages, and M. tuberculosis in ultralow
attachment tissue culture plates [61]. When the MOI was
1:400 or 1:4000, and when nonadherent PBMCs were
added 2 and 5 days after infection to simulate the natu-
ral recruitment of additional lymphocytes at the infection
site, small aggregates consisting of multinucleate-giant cells,
epithelioid macrophages, and T-lymphocytes were observed.
Immunostaining showed CD68" epithelioid macrophages
and small numbers of CD3" T-lymphocytes that resem-
bled the granulomas seen in clinical specimens. Acid-fast
bacteria were observed between and possibly within the
cells composing the granulomas. In addition to looking
at the cellular differentiation of the resulting aggregates,
Birkness et al. examined the immunological response of the
host cells as these aggregates formed. Supernatants from
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the infected cells were collected at different time points,
analyzed by multiplexed cytokine bead-based assay, and
found to contain IL-6, IL-8, IFN-y, and TNF-. Secretion of
detectable quantities of these proteins over the first ¢ days
following infection required a MOI of 1:4-1:40. Finally, it
was found that the additions of IL2, IFN-y, and/or TNF-
«, which are known to play a role in cell recruitment and
granuloma formation, greatly enhanced the formation of
aggregates.

The three-dimensional models described above were
unable to demonstrate mycobacterial dormancy and resus-
citation inside the three-dimensional generated granulomas.
Recently, Kapoor et al. developed a three-dimensional in
vitro granuloma model in which M. fuberculosis goes into
dormancy and subsequently resuscitates under conditions
that mimic weakening of the immune system [62]. Human
PBMCs were mixed at room temperature with an extracel-
lular matrix (ECM) at 5 x 10° cells/50 uL/well of a 96-well
plate. M. tuberculosis H37Rv was added to the ECM at MOI
1:10. Samples were allowed to set by incubating at 37°C for
45 min. RPMI containing 20% of human serum was added
and the samples were incubated for 8 days in a 37°C incubator.
Infected PBMCs formed microgranulomas, observed by the
aggregation of lymphocytes around infected macrophages
and the presence of multinucleated giant cells. The ECM was
prepared by mixing 0.95mL of collagen sclution (Purecol,
USA), 50 4L 10 x DPBS (Lonza, US), 4 uL fibronectin (BD
Biosciences, USA), and 10 L IN NaOH per mL of matrix.
In this in vitro model, IFN-p, TNF-a, subunit-j3 of IL12 (IL-
12p40), and interferon-y induced protein 10 (IP-10) were
induced by M. fuberculosis infection and detected in the
culture supernatants from day 8 granulomas. In this model,
M. tuberculosis goes into a dormant state, demonstrated by
loss of acid fastness, accumulation of lipid bodies, develop-
ment of rifampicin tolerance, and gene expression changes.
Treating granulomas with an immunosuppressant anti-TNF-
o monoclonal antibody caused reactivation of dormant M.
tuberculosis.

5. Three-Dimensional I'n Vitro Models of
M. leprae Granulomas

Wang et al. described an in vifro model of M. leprae
granuloma. Monocytes-derived macrophages were infected
in a 24 well-tissue culture plate with M. leprae at MOI 50 :1
[63]. Autologous human PBMCs were added after 24 hours
and the cells cultured in RPMI containing 20% fetal calf
serum (FCS) at 35°C for additional 9 days. Phase-contrast,
electron, and confocal microscopy revealed the presence of
monocytes around macrophages infected with M. leprae and
the formation of multinucleated giant cells and epithelioid
cells, both of which resemble the cells seen in histopatho-
logical granuloma specimens of tuberculoid leprosy lesions.
Patterns of cell antigen expression and cytokine production
appeared consistent with those observed in M. leprae lesions.
M. leprae was seen within multinucleated giant cells, and the
bacteria remained metabolically active, demonstrated by CO,
production which fell insignificantly.

6. Three-Dimensional In Vitro Models of
M. bovis Granuloma

The model of Puissegur et al. used human PBMCs and
artificial beads coated with M. tubercuiosis antigens or live
M. bovis BCG to form aggregates displaying morphological
characteristics and cellular differentiation very similar to
natural granulomas [64]. M. bovis BCG and human PBMCs
were incubated at 37°C in a 3% CO, atmosphere for 15
days. The granulomas were collected at different times of
incubation and prepared for scanning electron microscopy.
At six hours, monocytes were gathering around the bacte-
ria. After 4 to 5 days, lymphocytes began to be recruited
around the structures, which then kept on growing with cell
recruitment until incubation stopped. To befter assess the
internal structure of these in vitro granulomas, day 9 BCG
granulomas were collected, fixed, and embedded in Epon-
araldite resin. Transverse sections (0.5 ym) of the granulomas
were then stained and analysed by transmission electron
microscopy. Activated lymphocytes presenting tight contacts
with activated macrophages and multinucleated cells were
visible in the centre of a BCG-induced granuloma.

7. Three-Dimensional In Vitro
Models of M. avium Subsp.
paratuberculosis Granulomas

Birkness et al. mention only briefly in their paper that in vitro
granulomas also formed in response to infection with other
viable mycobacteria including Map and that the aggrepates
were macroscopically similar to the granulomas formed from
M. tuberculosis infection but did not show any images of these
specific aggregates [61]. We have recently infected bovine
PBMCs placed in a collagen matrix with a bovine isolate of
Map at a MOI =1:8 or 1:16. Our extracellular matrix was
prepared according to Kapoor et al. with some minor modifi-
cations [62]. Plates were incubated for 10 days and examined
for granuloma formation by phase contrast microcopy using
an inverted microscope. Figure 1 shows the morphological
characterization of the three-dimensional granuloma-like
aggregates formed by primary bovine PBMCs infected with
Map. Aggregates started to form 2-3 days after infection
and their relative number increased with time. In addition,
the aggregates become larger and more clearly defined with
time. Uninfected samples from the same donor did not form
these aggregates indicating aggregation is a response to Map
infection. Fixation and paraffin-embedding of the aggregates
are currently being performed for histological examination of
the microgranulomas’ ultrastructure.

8. Conclusions

The four mycobacterial diseases discussed in this paper cause
chronic granulomatous inflammation and the treatment for
each is limited by the presence of dormant bacteria within
host granulomas. Granulomas have long been studied using
in vivo models, but recent in vifro models may allow closer
analysis of the host-pathogen interactions involved, making
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Frgure 1: Phase contrast images showing the presence of in vitro granuloma-like agpregates after the infection of bovine PBMCs with the
bovine K10 strain of M. avium subsp. paratuberculosis at MOI (bacteria : cells) of 1:16 (a) and 1: & ((b) and (c)). Original magnification is 10x.

Uninfected cells show an absence of granuloma formation {d).

study of these models relevant to treatment. Our review sug-
gests that three-dimensional in vifro models are potentially
comparable to granulomas observed in clinical specimens
with respect to the cellular components involved, patterns of
cell surface expression, cytokine and chemokine secretion,
development of mycobacterial dormancy, and resuscitation
under conditions that suppress the host immune response.
These models could potentially provide insights into host-
mycobacteria interactions at stages of granuloma formation
too early to address with animal models. Three-dimensional
in vifro models of granuloma formation may be useful to
(i) understand what factors or molecules play a role in
granuloma formation and in its continued integrity, (ii) eval-
uate the granuloma-inducing activity of particular antigens
or attenuated mutants, (iii) provide a platform for testing
vaccine and drug candidates against dormant as well as active
mycobacteria, and (iv) characterize the molecular interplay
between mycobacteria and host cells within granuloma struc-
tures.
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Abstract

The analysis of the early macrophage responses, including bacterial growth within macrophages, represents a powerful tool
to characterize the virulence of dinical isolates of Mycobeaterium avium susbp. paratuberculosis (Map). The present study
represents the first assessment of the intracellular behaviour in ovine monocyte-derived macrophages (MDMs) of Map
isolates representing distinct genotypes (C, S and B), and isolated from cattle, sheep, goat, fallow deer, deer, and wild boar.
Intracellular growth and survival of the selected isolates in ovine MDMs was assessed by quantification of CFUs inside of the
host cells at 2 h pi. (day 0) and 7 d p. i. using an automatic liquid culture system (Bactec MGIT 960). Variations in bacterial
counts over 7 days from the baseline were small, in a range between 1.63 to 1.05-fold. After 7 d of infection, variations in the
estimated log;; CFUs between all the tested isolates were not statistically significant, In addition, ovine MDMs exhibited
enhanced anti-inflammatory, antiapoptotic and antidestructive responses when infected with two ovine isolates of distinct
genotype (C and S) or with two C-type isolates from distinct hosts (cattle and sheep); which correlated with the successful
survival of these isolates within ovine MDMs. A second objective was to study, based on an in vitro granuloma model, latter
stages of the infection by investigating the capacity of two Map isolates from cattle and sheep to trigger formation of
microgranulomas. Upon 10 d p.i, both Map isolates were able to induce the formation of granulomas comparable to the
granulomas observed in clinical specimens with respect to the cellular components involved, In summary, our results
demonstrated that Map isolates from cattle, sheep, goats, deer, fallow-deer and wild boar were able not only to initiate but
also to establish a successful infection in ovine macrophages regardless of genotype.
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Introduction

Mycobacterium  aviumn  subsp. paratuberculosis (Map) is the
causal agent of paratuberculosis or Johne's disease (JD), a chronic
inflammatory bowel diseage of domesticated mminants ncluding
cattle, sheep, goats and farmed deer, and wildhfe worldwade
[1.2;
global dairy indusiry due to lower milk production and reduced
slaughter value [4,3]. Map solates can be cdassified n owo
genotypes based on culture characteristics and genome analysis:

. P;:\rzmkx:‘r(ulm‘:s Causes mnimr ECOTOmIC l(‘HS(‘F s} f!'h(?

sheep isolates (also called ©S type™ or “type 1) and carde #olates
{also called “C type” or “mpe II) [6,7]. Single nucleotide
polymorphism (SINP) analysis of the ISf31] insertion sequence
ditinguishes three types of sraing 5, € and B or “hison™ type [8].
Because S-type 1solates of Map predominate in sheep and C-type

PLOS OME | www.plosonecrg

in cartle, different host specificides were assumed for both types of
kolates.

:'\rf(.tp B r-ndm'w_n:nsrrd |'1§' the M cells of the ileal p{:’@'r‘r’s pa tches
and subsequently phagocytosed by subepithelial and mracpithelial
macrophages [9,10]. Once mside host macrophages, many
phagosomes containing Map fail to acquire signific ant amounts
of lysosomal-associated membrane protein (LAMP-1) and w fuse
with lysosomes allowing Map to persst within infected macro-
phages [ | 1]. In addition, it has been suggesied that Mafr alters the
ability of infected macrophages to react to extracelular signals
from T cells, partcularly through the CD 154-CD40 system [12].
Map-mfected macrophages secrete cytokmes and chemnokmes
of blood and tssue

mu.rrnph:u;(‘x ﬂlld T—l}mphr»{'ylrs o dl{‘ Iln.i‘;f‘.{'ljfil'l !iIIE(‘. Thlls

“‘h i(h o DIIrﬁhllE{‘ jis] d’tt‘ rm"mil TCTRE
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organized aggregate of immune host cells around Map-infectad
|||kﬂ.|L|E.iIJ'd£(T_\ i! |:d"r:da5la.uu|ulll'd. “’idl“l gl'd.llufulll'dn. cﬂ'livﬂi‘.f‘l
macrophages differennate w0 hmd-baded macrophages (foarmy
marrephages), epithelioid cells with largs —vioplasms and inrer-
digitated membrancs, and/or f13c together o form mulinucleated
gant cdls also called gant Langhane cels [15,02]. T and B
lymphocytzs swround the granuloma core, and a oght coat of
fibroblasts and collagen closes the structure [15].

The amm of the curent study was to to idenify differences in
viruence between Map isolates at two diffrent stages of the
infection. Early mteraction of Map isolites with ovine macro-
phages was assessed wing an ovine monocyrz-derived macrophage
model Later stares of the nfection, such as the first stages of
g1anu|nm3 formarion, were mamicked wing an #1 whro ETarruEama
||]{J|k}_ Trlll“.' 1:3'}}' ill:.fldli.hll] ‘Ur M‘jﬁ Wil]l .‘“Jl}CElidIEIhJ dL"lI('.
macrophages, s pnmary host cell, leads to the releass of cytolines
and chemoldnes. The differenial release of proinflammatory and
antFinflamswey oviokines cosuebowes w de ovaall el
activation, which may determine whether the pathogen is
eradicated or nat Therefore, the ;m;llvy‘i% of thie 1ninal mnrrnphng?
mﬁmnsﬂ.—.‘, inl.'judll.ng blﬂ:m‘iﬂj S_Tmﬂ'h ‘ﬂ"ith'i]'l maf'jljl'lﬂs‘f.s, rtP'n’—
stns a powerful oal o rapidly charactenze the wirulenes of
clmicd wolates of Map. By using a bovine marophage-like czll
lime [BoMac) and bovine monocyte denved macrophages
(MDMs), wr previousy observed differences in inmacellular
growth and persistence m bovine macrophages between strans
of Map that grouped according to the host of origm [16. Our
results demasuated sl Map bolass o goas and shoop
persisted within bovine macrophages in lower CFUs than cattle,
hison, deer and wild hoar strame after 7 days of infection
ttgard}r_‘as af gEna . A strong carrglation beoween thoe
meracellular moloplhatnon of the tested solates and patterrs of
produstion of best TL-, TGF-f, MMPT-A, BCT2-1 and TH1-n
was ohserved. Conscquenty, we suggested that the lewel of
expression of these proteins might be used to discriminate between
1solates of Map with differennal pathogenicity in bovine macro-
of Ma) isolates representing distinet genotypes and isolated from a
diverse range of hosts has nat been fully addressed. Therefore, our
farst ahjoctivc was. to id:ntify cifferences 1n pni]'mgenic‘i}* bhetywesn
distienct isvlaves of Maf by chailying which M solaies could
potentially mitate deease inoan ovine MDM model. For ths
prpese, we evaluaed the capacity of 2 panel of 10 Map kolates
represnting distinct genotypes to grow and survive within ovine
MDMs using an automatic culture system {Bactec MGIT 950 [n
addition, the expression of severzl pro- and and-inflammatary
J.'"_rmkinm and Zenes mvoheed 1n a_pnpt-:is'_s ond tasue destrecton
were tested by qRT-PCR in ovine MDM: mirced with the
selected Map 1solates. Breawse common changes m IL10, TGF-B.
and TNFz gene expression were previously observed in buman
and bovine peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), MDMs,
and in macophage-like cell lmes infected with Map [17], these
BI\BCH-IE gl‘!nm were ﬂnf‘ll"‘fkﬁd ﬁ'lr s{"]’lﬂ ﬂ:{'E'“‘l!Sbiﬂn ﬂﬂ.’i_v‘_»ig 'in m’in{:
MDMs. The expression of the apoprotic inhibitor BCI2- 1 and the
ivhibitor of tissue destrction TIMP-1 was analyzed in ovine
WMC hnl";l'l'lw* lTp—rl"glltaﬁm i-lr hﬂth ngIH WHS ]‘!rf'\.'ir.ll!l’s,'
demonstrated in BoMac cclls infected with a bovine solate of
Map [Ib]. Uang c-DNA mcroarrays focused on expressed
sequences from a bovine toml lmukocwe bbrane (BOLTS)
significant up regulaton of the antapopotic BCL2 Al rene was
also observed in Mag-infected bovine MDMs relative to uninfect-
ed celis [18].
tons ar the very early stages of the infecdon (7-10 d p i), chis
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cellular model &= wnable to mimic later stages of the infecton, such
ws e (st slages ur_slauluh.mlu Fonnms oy, To addeess Llu'_\im.n:, Wi
have developed & three-dimensional i e model enabling the
formation of Map-indoced gramilomas by incohating nfecred
ovine PEMCs with an extracellnlar matrix. Since the ability to
develop a well-defined granulomatous response was previcusly
shown to correlate with the seventy of mycobactenal infections
[19,20,21], the second objective of our study was to assess whether
i vilre granuloma formation was indoced by two Mup isolaws
from cattle and sheep with diginet genotypes.

By comparing the interacton of distinct Ma) olates with ovine
umuupllasu al twvu diffcreei sliapes of the wifecton, we e ‘ﬂ:“_l\.l.l.lﬁ
ta wlently differences m host spe cibicing and patho genicity between
Map wolates and o provice scientific data o support effective
contral management sratcgics agamst owvine paratubcreulosis.
Thas iformmaton might be very wseful m simations where
‘w“!r‘rina'ri;ln% ;“'IH P‘rnrh'ln"'n h;rl-“ T A=seRy rkl{\; ﬂTI(-I i11hnr|'|l-‘i‘
cifcctve management Stﬁlh’_gifj i control pﬂrambrn:ufuﬁs n
mulaspecies Ivesiock operanons or on farms where hvestock share
pastares with wildhfe amimals patengally infeceed with Map.

Materials and Methods

Fthics Statement

E)q'.\:rimtal pTDl‘.Yd'III‘E,'G wiere Ft:rfnrrncd by clmical vetornar-
1ansin strict accordance with the rec ormendations m the Spanish
Ethical Guide for the care of animak used for =xpenmental and
other scientfic purposes (Royal Legslotive Decree 53/2015).
Blood collecrion procedure was approved by the Instmrional
Animal Care and Use Commiteer (IACUC) of NEIKER -Tecnaha
and by the Department of Agriculture, Diputacion Foral de
Bickais, Spain (Paoni N7 14135,

Map Isolates, Bacterial Culture and Przparation of
Bacterial Suspensions

Nine Map solates from catde (Bos faurus), sheep (ks arie),
gl {1}1_!:?"1 hir::uj): o] e {r:r'e!“r’r_'fm r!‘hpfl Mi}, Fallirw deer -:DJFM
dame), and wild boar (5w serofa) speaes were seiected from the
collerion af wolares ar the Myrohacteria labhoratory, NETKER-
Tecnalia, on the basis of vaned hosts and genomic prafiles as per
Sewalla et al, 2004 [2Z. Thes wsolates of Map were previcusly
recavered from fcal or wssue specimens of domestic or wildlife
animal species snd mamtained as glycerol socks ar —80°C
[£3,24). Adquots of these glycerol stocks were utllized o direcily
moculate all subsequent cultores for we in nfection of macro-
p]lagrg_ Most ufthcspcri.lmm were collacted moseveral g(pgrn}':l‘:ic‘
aneas ol Sp'd.ill. Lut tleee solaies oo Tidia, Puliusul am] The
Umited States were also inclhided 1o the stodv, Mafh reference
strain K10, = sequenced and liboratory-sdapted strain recovered
ﬁ'-:lm i rjin'ir_al CASC Drparaiuhr_rmi:lsl'_s, Was r.btni‘nﬂd F[urn t]]c
Amencan Type Colture Collecnon {ATCG) (Manassas, VA). The
10 1olates of Map selected for our study were prownin T27 gssne
culture flmks at 5721°C for up to 3 months m 10ml of
Middlebrook THS broth (Difco  Laboratories, Detroi, M)
supplemented with 0% (vol/voll oleic acid-albumin-dextose-
catdlase (OADC] (Becton, Dickingan and Company, Frankkn
Lake, NJ), 0.05% (wisved) Tween-80 [Sigue-Abkich, Si. Louws,
M) and ? mg L' of mycobactin | (Alied Monitor Inc., Fayerie,
MY Ractenal celk were harvested by r'r'rﬂTi'l‘uyhrirm at B 000«
rpm for 20 min in a Beckman Coulter Allegra ¥-12 centrifuge.
Bactenal pellers were resuspended i 2 ml of Hank's balanced salt
saludan (HBSS), and the resultant suspension was passed 20 tmes
through a 27 muge needle in arder to declump cells. The mrbidey
of the bacerial suspension was adjusted w a McFarland sezndard

August 2014 | Volirme O | lssue £ | 104238



of | with a Densimar (bioMeriewus, Marcy I'Etoile, France). Only
the top fraction of the suspension containing dispersed bacteria
was used for the infection assavs.

Ovine Monocyte-derived Macrophages (MDMs) Culture

For 1solaton of ovine mononuclear cells, penpheral blood was
collected from the jugular vein of a healthy Larxa sheep older than
48 months. Blood draws were separated by a period of 14 days for
red blood cell renewal and a maximum of 1 % of the animal's body
weight was removed in each blood draw. By monitoring the
hematocrit and hemoglobin of the animal, we evaluated whether
the animal had sufficientdy recovered from a single blood draw.
The blood was collected o hcpariniscd Vacutainer tubes
(Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD), transferred
aseptically mto sterile glass bottles and diluted 122 = HBSS.
Twenty-five millilitres of blood:HBSS were layered over 10 ml of
Ficoll-Paque (1,084 gfcmxj (GE HealthCare Bio-Sciences, Up-
psala, Sweden) in 50-ml centrifuge wibes. Cells were centrifuged at
900 g for 30 min to separate erythrocytes and polymorphonu-
clear cells from PBMCs. PBMCs were collected from the HBSS-
Fimﬂ-Paquc interface and washed with HBSS by t(:nlriihgaticm at
400> g for 10 min. The proportion of punfied ovine monocytes
was previously esamated in 35.5% of the PBMC fraction obained
by density centrifugation which in itself represents about 70% of
the wtal white blood fraction [25]. The solated PEMCs were
resuspended in Macrophage-serum free medium Macrophage-
SFM) (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 20 mM |-
glotamine, 10% heatinactivated lamb serum (Lonza, Basel,
Switzerland), 100 U/ml of penicilln G and 100 pg/ml of
strepiomycin - sulphate, PBMCs were seeded at a density of
1 %10° PBMC/ml into 24-well tissue culmre plates and incubated
for 2 h at 37°C in a 5% CO, incubator. Non-adherent cells were
removed b} wnshing twice with HBSS, This step 15 cx‘fx:cl:cd to
increase the purity of the punfied monocytes. Residual lympho-
cytes present in the cultures are not expected @ influence
significantly the experimental results because 4 normal macro-
phage-T cell mteraction has been shown to be mpaired n Map-
infected macrophages [12]. Adherent cells were incubated for 7
days ar 37°C m supplemented Macrophage-SFM o allow
differentiation to MDMs prior to infection with Map. After 7
days at 37°C most adherent cells were stellate in shape, consistent
with macrophage morphology. Incubagon of monocytes in Teflon
wells or with granulocyte-macrophage colony stimulating factor
(GM-CSF) for macrophage mamraton are standard protocols for
maturing monocytes afier Ficoll gradient. However, it was
previnusly suggested that ovine mononuclear blood cells are able
to proliferate and differendate in culmure without the addition of
growth factors [26].

Infection of Ovine MDMs with Map lsolates from

Domestic and Wild Animal Species

Ovine MDMs were inoculated in miplicate with single-cell
suspensions of each of the 10 Map isolates at a MOI (bacteriazcell)
of 10:1. The level of mfection did not alter cell saability over a 1-
week assay, as was previously assessed by Trypan blue smining.
After a 2 h infecton time, the supernatant was removed and the
cells were washed twice with HBSS to remove extracellular
bacteria. Infected macrophages were lysed at this time point
(congdered as day () or cultured in supplemented Macrophage-
SFM medivm ac 37°C for 7 days (day 7). At cach ome point, the
supernatant was aspirated and infected macrophages were bysed by
vigorous pipetting with 0.5 ml of 0.1% Triton X-100 (Sigma-

Aldrich) m sterile water for 10 min.

PLOS ONE | www.plosone.org

Interaction of Map lsolates with Ovine MDMs

Viable Map Quantification using the Bactec MGIT 960
System

Supplemented Mycobacteria Growth indicator wbes (MGIT)
{(Becron, Dickinson and Company, Sparks, MD) were noculated
with 0.1 ml of each mitial bacterial suspension or with 0.5 ml of
the cell lysates for cach tme point. Each MGIT mbe contained
7ml of modified Middlebrook 7H9 broth base with casein
peptone and an oxygen-sensitive fluorescent compound (fris-4,7-
diphemy-1,10-phenathroline  ruthenium  chloride pentahydrate)
embedded in silicone on the bottom of the mbe. Each mube was
supplemented with 800 pl of an enrichment supplement (BBL
MGIT OADC growth supplement) and an antdhbiodc mixture
{BBL MGIT PANTA Annbiotic Mixture) {Becton, Dickinson and
Company). The tubes were also supplemented with 2 pg ml! of
mycobacun J. Inoculated vials were incubated at 3722°C for up
o 41 days m the Bactec MGIT 960 mstrument (Becton, Dickinson
and Company] and were monitored antomatically every hour for
an merease of fluorescence. The earliest nstrumenial indicaton of
posiovity {i.e., time w dewection [TTD]) for each wmbe was
recorded. Any tbe that was identfied as positive was removed
from the instrument, and a sample was tested by PCR to confirm
the presence of Map, If a wbe did not sgnal positive before 42
days (b weeks) of incubation, it was removed from the ingrument
and determined to be negative. The predicted number of bacteria
m each positive tube was caleulated by using previously generated
mathematical formulas which relate TTD (i days) w0 esdmated
log,, CFUs for each specific Map solaw (Table 1) [27].

Assessment of Uptake, Intracellular Growth and
Persistence of Map Isolates in Ovine MDMs

Mean estimated log,o CFUs in the initial inocula and at days (0
and 7 from three replicare asays were calculated. The percentages
of uptake were caleulated as the percentages of the noculated
bacteria that were recovered from each cell lysate ac day (.
Growth changes between day (0 and day 7 were calculated by
dividing the estimated logy, CFUs at day 7 by that at day 0 {n-
fold). The ability of each isolate to persist within host cells =
presented as the logye CFUs at day 7.

RNA isolation, c-DNA Synthesis, and Detection of Several
Cytokines and Proteins Involved in Apoptosis or Tissue
Destruction by a Two-step Quantitative Reverse-
Transcription PCR (gRT-PCR)

Ovine MDMs were inoculated with two ovine isolates of distinet
genotype (€ and 5) or with two C-type solates from distinct hosts
(catte and sheep) as described above. Uninfected cells were used
as controls. At 4, 14 and 24 h p. i, the infected MDMs were
washed m (1.5 ml of cold HBSS, mxed with 50 pl of Lysis Soluton
and incubated at room temperature for five minutes o allow RNA
release into the Lysis Soluton {PomrS\’BR@ Green Cells-to-
CT™ Kit, Life: Technologies, Carlshad, CA). DNAse I was added
to the Lysis Soluton w allow genomic DNA degradation at this
step. The lysis procedure simultaneously prepares cell bysates for
RT-PCR and removes genomic DNAL Next, 5 pl of Stop Soluton
were mixed into the hysate to inactivate the lysis reagents so thar
they would not inhibit the reverse manscription (RT) or
polymerase chain reactions {PCR). Cell lysates were then reverse
ranscribed to synthesize cDNA using 20 X RT Enzyme Mix and
2 X SYBR RT Buffer. The reaction mixmures contamed 2.5 ul of
20 X RT Enzyme Mix, 25 pl of 2 X SYBR ® RT Buffer, 12.5 pl
of Nuclease-free water and 10 pl of the lysate in'a 50 ul cDNA
synthesis reaction. In order to demonstrate that the template for
the PCR was cDNA and not genomic DNA, minus-RT controls
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containing all the RT components except the 20 X RT Enzyme
Mix were prepared for every ENA sample. The reaction mixtures
wrre incubated at 37°C for b0 min and then at 95°0 for 5 mn o
macovate the RT enzyme. Fnally, the synthesized cDINAs were
amplified by real-ome PCR using the Power SYBR Green PCR
Master M and the POR pnmers ser for the arger of interea
Real ome qPﬂR reactons were carried out 1in I:rip['utu;c 1in 25 j..IJ.
reacion mtures contammg 12.5 Ul of Power SYBR Green PCR
Master Mix, the optimum concentration of each pair of primers,
and 4 gl of eNINA Tlang ~NNA synthedzed fiom non-mfected
cells as I:cnl_,—.\latf, we had pn:\'i)usl'!,' determined the concentraton
of each pair of primers that provided optimal assay performance
{Le., low Crand maxirmm ARn), but did not produece nonspecific
product formanon (omer dimmer products) with ne-templare

Flateau
—1.01¢
—6.080
i1 /3d
3222
—0.480
—8.208

3016
1317
=11.35
0760

89,0503
06,0220
[Tera ]
0.0724
0.0298
00301
00612
01927
0.0106
488

nr.ga:ivr controls (NTC). Primer-dimer prﬂducrs are shorter than
the expected amplicans, and thus will have alower Tm. Realtime
qPCR. amplificadon: of cDNAs were accomplished using the
ARTIPrem 7500 detection systemn Applied Ringrarem, Carkhad,
CA)under the fellowing conditions: | eyele of 95°C for 10 min, 10
cycles of denaruradon ar 957C for 15 5, anmealing ar 60°C for 60 s,
and a dissoaation curve to measure the spectficty of the
amplification. Real-tme qPCR primers for the amplification of

Span
1148
1544
Qa7
11.82
1.856
17.25
951

10.95
21.06
B755

PFGE

i |
521
21
-1
21
15- 47
631
21

each sclected host gene were designed wing PrimerExpress 5.0
software and verified for theoretical non-specific anneaing with
Prmer-Blast. Table ? shows the list of the amplficd ovine genes
and the corresponding primer sequences. Since the Glyeeralde-
hyde 3—p|1n=p|'u1lr. |:|c'h:.'d.r-.‘)5?.-rn_w (CADPH) gene = constitninely
expressed, it was used as the endogenous conmal gene in the
assavs. To determime the changes in gene expression (n-fold) or
relative quantitation (RQY), the following formula was wed: RC)
=2 AACY) where ACGr 5 Cr [torget _gcnr"] — Cr {GADPH! and
AACH is ACT (oxperimerial) — ACy (comral). Resals were
expressed as relatve quanoficanons of ranscrponon compared to
those of control uninfected cells.

Ovine PBMCs Infection with Map Isolates Representing
Distinct Genotype and in vitro Granuloma Formation

An ecxtracellular matmx {Efﬂ\{l was prcpnn:d a-:rnrding o
Kapoor et al. [28] by mixing: 0.8 mwl of 3 mg/ml Purecol collagen
solution (Nutacon BV, Leammden, The Netherlands), 0.1 ml of 10
N Dulbecco’s pl\n;phaw huffered alme {DPHS_} :]_on'zaj and 4 }.LF
of lmg/ml Human Fihroncctin (BD Biosaences, The pH of the
mixmr: was adjusted to 7.2-7.6 using serle 0.1 M NaOH
(Sigmai. The final volume of the mari solution was adjusted to
I ml with stenle water To prevent gelaton, the temperamire of
the mixture was maintaned at 1°C. Fifty macroliters of the matrme
solution were added to individual wells of a 9G-wel! dssue culture
plate. Onine PBMCs, prepared as deseribed above, were seeded
o the FOM at 5« 107 celle/ 50l FOMAvell of 3 9aweel] plate
Map K10 stram or the ovine 2310/06. 1 izclate of Map were added
to cach well without touching the surface of the ECM at MOIs
(bactenia: cell) of 18, 1:16 and 1:33. The ECM was allowed to set
by incubatng a 37 °C in a 5% CO, mabator for 2 h. The
valume of cach well was adjusted to 200 pl by the addidon of
RPMI +20% FES. Samples were incubated at 37°C in a 5% GOy
incubator for 10 days. The media was changed on dav 3. Cellular

ngg-r.'-gnn'.'m WAL ﬂhﬂ.‘ﬂ'l"rl 'II'I'N'II’_“'I an ;I'I'\""I'N'H nhmf\—mnt'ruir
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Interaction of Map lsolates with Ovine MDMs

Abbreviation Primers code/sequence (5°-3)

L2 1659F /ACARCCCTTGTCTTGCATTGE
I70R/CTTGAAGTAGETGCACCETTTS

TIMP-1 I73F/TGCTCATCTATCCCCTGCARR

174R/ TGETCOGTCCACAAGCAR

Lo 191F/ TTCTTTCARATGARGGACCAACG
1928/ CCCTTAAAGTCATCCAGCAGAGR

TNFa- 2 177F/ CCATCAGCCGCATTGCA
1788/ TTGATGGCAGACAGGATGTTGA
BCL2 181F/ GEGCACTGTECGTGGAR
1828/ TGCGATCCRACTCACCAATA
TGFE-1 1759F/ ARGCGGARGGGCATCGA
1808/ COAGCCEAAGT TTGGACARR
GAPDH 187F/ TGCCGCCTERAGARAACT

188K/ CGCCTGCTTCACCACCTT

Harvesting Aggregates for Histology

After 10 days of incubation, the medium was carefully removed
from cach well and replaced with 0.2 ml of 10% neutral buffered
formalin. Plates were incubated overnight at 37°C in a 5% €O
incubator overmght. Next day, the formalin was removed and 0.2
ml of hematoxylin diluted 1:1 in phosphate-buffered saline (PBS)
were added to each well, After ) min of incubation at room
temperature, the stain was removed and 0.2 ml of 2% LE-2
agarose (Lonza) heated ar 4245°C was added w each well. Plates
were pLarcd at 4°C for 10-15 min to allow agarose o solidify.
Agarose plugs containing cellular aggregates were removed from
ecach well and stored in si-well dishes in 70% ethanol before
processing for histopathology.

Paraffin Embedding, Sectioning and Histological Staining
A drop of eosin was applied to the agarose plugs containing
aggregates. Each plug was wrapped in tissue wipers (VWR,

Table 2. Genes and primer sequences used in the qRT-PCR assays.
Code Protein MName

NMOO1006806.1 Imterkeukin 2

NMO010093192 TIMP Metallopeptidase inhibitor 1

NMOO 13083271 Imterleukin 10

¥55152.1 Tumaor necrosts factor, member 2

NMOO1009226.1 Mitecendrial protein

NMO0 10094001 Transforming growth factor, beta 1

AFO30943.1 Glyceraldehyde 3- PO.® dehydmogenase
dol:10.1371/joumal pone. 01 042380002

Radnor, PA, US), placed in a marked cassctie and processed ona
ossur procesor Shandon Ciaadel 2000 (Fisher Sciendfic Co.,
Pitrshurgh, PA, US) for 17 h. Each plug was embedded in paraffin
wax, and sectioned at 4 gm on a microtome Leica RM2035 (Leica
Mycrosystems, Barcelona, Spain). Secdons were mounted on
treated mirrnscopc dides (Fisher Scientific Co) and stained with
hematoxylin and eosn (HE) and Zichb-Necken (ZN) stain for
acid-fast bactenia. Aggregates were observed under a microscope
Olympus BX31 equipped with an Olympus U-CMAD3S digital

CAMCTA

Statistical Analysis

Esomated logl10 CFUs in the initial inoculums and 0 and 7 days
after infection of ovine MDMs were compared with the General
Lineal Model (GIM) procedure of the SAS starsucal package
version 9 (SAS Instiute Inc,, Cary, NC). In the analysis; tme pi.
{inoculum and days 0 and 7), genotype (C, § and B), and host of

Table 3. Entry and intracellular growth of Map isolates and the reference strain K10 in ovine MDMs.

isolate Host1S1311 PCR/REA type Entry (%) * log,o CFU (= 5D) " nFold?  Pvalue
Day 0 Day 7
K10 Cattle-C 65.32 488 (£259) 799 (+035) 163 00058 °
a1 Wild board- € 7313 533 (£099) 801 (=0.20) 150 01901
6 Cattle-C 67.36 5.86 (+273) 789 (£1.50) 134 04752
134 Sheep & 7501 6.05(+3.28) 764 (=347 126 09942
622/07 Fallow deer-C 79,56 7.48 (+1566) 882 (£0.19) 117 09998
e Goat-C 7491 5,59 (+0.80) 617 (=1.10) 110 1.0000
pag1 Sheep-€ B6.39 7.81 (+1.36) BA4(+022) 108 1.0000
311 Goats 77.00 775 (£244) 819 (£ 244) 105 1.0000
2349061 Sheep-5 5193 493 (X0.05) 490 (£0.24 099 1.0000
855 Deerc 7445 5.86(0.73) 577 (= 0.86) 098 1.0000

“Day 0=2 h post infection,

“Indicates a significant change between day 0 and day 7 (P</0.05L
doi:10.137 1/jo umial.po ne. 01 042380003

PLOS OME | www.plosone.org

*Uptake was caleulated as the percentage of the inoculated bacteria that was recovered from each eell lysate at day 0.
™Walues shown are means of three repeated experments + standard deviations (SD),

“Growth changes (n-fold) were calculated by dividing the number of log10 CFU at day 7 by that at day 0 for each Map isolate,
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orgm {catide, sheep, goat, deer, wild-boar, and falovedeer) were
lJ'l_- ]ll“J'CI)L_J“j_-lll \"d.li.i'.lf)i"_". C}'tl.'k.il': PULIUL :jl].ll el 4, }'} a.l“l 24 Il
p. 1. was campared with the GLM procedure of the SAS Software.
In the a.na}}'gis; host {-:'::m'lf' and ;I'mcpj, and time {4-, 14 and 4 h
llj;j Wit i]".- |||i!.|| {'";:LL‘&_ :\Tulllbflﬁ l]r .lll '\riul' g.‘.ll:l.ll"].l
pramilpmas were compared by one-way analyiis of vanance
(ANOVA) with the Tukey-K ramer mmltiple-comparison post-tes
{GraphDad Sofrwarz, San Dicgo, CA). In al analyses, differcnces
were considered agmificant when P values were <000

Results

Uptake, Growth and Parsistence of Map Isolates from
Cattle, Goat, Sheep, Deer, Fallow Deer and Wild Boar in
Ovine MDMs

COhvine MD2Ms were infected in triplicate with 5 panel of 10 Map
psulavs, Tvolae code, owtery of isoladon, bosi of origing amd
genotype for cach molaie are simmearized in 'Lable 1. The gy,
(Flls presen m the nia) mornla and afier 2 h {r|a1_: ﬂ] nr 7 dn‘g."a
|.rhy 71 of miccoon wore estimated for cach 1solatz n the Bactec
MOGIT Y60 system and the comresponding results are presented m
TaHe 4 When the mdmidoal means of all the solates were
rrm1pan’_|:|, V)riatin‘ns !‘ar_twr..’_'n d:lf. r_sﬁrmt\’d E\:lgp] EITI_:S 'in tJ'If.
1mminal mocula, and at days U and / pL wers not stamocally
sipnificant. When we compared time effecton the overall means, no
significant differences among the means of the sstmated logyy
CFUs in the inddal inocula and atday 7 were obtained (F = 0.3002).
In contrast, significant differences between the mean log o CFUs m
the inoculz and =t -:|.'1:.' 0 were oheerved for all the arang, which
indicated thar not all bacteria in the inddal inocula was sucoessfully
internalized (P<<0.0001). As shown m table 3. the prreentages of
uptake I ovine MDM: were sztimated in a range between 52% and
&7% of the inidal inocula depending on the isolare,

When tme post-infection was consdered as the main effect,
significant diferences botween the overall means of the estmared
f{n_“.J CFs ai |li:|y3 0 and 7 owoe obsorved _susgtsu'ug st
variatons in logyg CFUs occurred during the 7-day ncubation
periad (P<00001). The mtracelular growth exhibited for each
.l.'l.'lﬂt(' t;{:LI.\'(R’_IJ |hf'§ [' ﬂllll ? i.ll Ll\'illL' }JDEJ_‘& is i.llLli\.'HJudﬂ}'
represenied mo Lable 3 as the caleolated fold change, Of the ten
isnlates, seven wnlates (AR, 6, 334 R22/07, 7117, P2R1, 311) and
the K |0 reference sirain were observed to increase in mamber the
mutial bactenal concentranon {n-Fold >1). However, these
variatons m bactenal couns over 7 days from the baseline were
small, in a range between 1,63 w 105 fold, with K10 eference
strain proliferating more rapidly than the other tested islates.
Stanstical anabvsis of the data indicated that only the K10
reference strun exhibited synificantly increased bacterinl counts
after 7 days of infection when compared with bascline
(P=00058). Although the kolates from sheep (25£9/05-1) and
deer (355) wers observed to mmimally decrease in lng,” CFUs
over 7 days from baseline (n-Fold =Z1), this vardadon was not
stanaically significant (P = 1.000). The abiitr of cach nolate to
persist within ovine MDM: @ presented as the mean log,, CFLUs at
day 7 in Tuble 3. Afiee 7 days of ufocoou, variatons i e
estmated g, CFUs at day 7 between all the tested solates were
nnt zrnﬁqﬁr'alf}' ai]__‘rm'ﬁ':mt

Gene Expressicn in Ovine MDMs Infected with Two C-
type Isolates from Distinct Hosts or with Twe Ovine

Isolates of Map with Distinct Genotypes
In order o0 determine whether the ba{'tl:ria’s hns.: of Drigin

affecrs’ gene expression in Map-infecred MDMs, owo C-nype

PLOS OME  www plosone.crg

Ihteracton of Map leolates with Cvine MDMs

wolates from catde and sheep were selected for gene expression
analysis. The same st was run separawly with two ovine fsolaes
with distinct genotypes (C ar §) to asses whether the hacteria’s
grnotpe weonald ngn\ﬁc:mﬂy changc gene (:cpressinn mn ovine
WM\_ Ml'.u.ll RM l'lli.l.ll_g_':? ill E\".Il'. (‘:x!]lm?i‘_lll h‘:k“'('.‘:ll i]JrL"_'ll'l]
and nonanfected cells were determmed through real-ome gR'L-
PCR analyis and arve shown m figures 1A and 1B, respectively
Varations in the cxpresdon levels of soveral oytoldnes {IL1D,
TGFR-I, IL2 and TINF2-2), the anti-apoptotic gene BC12-1, and
the tissue destuction inhibitory gene TIMP-1 in cvine MDMs
infeeted with the two C-type iolates from castle and sheep or with
the mwo ovine solares with disdner genotypes (G or §) were not
statstizaly sgmificant. Although from the Figure 1B 1t looks like
that there are vanatins between the IL1D expresion level in
ovine MDM infected with C- and S-rvpe ovine isclaies, sarisical
analyss of the datm mdicated that these vanagons were not
_r.ta:i:l:i-:'ai}' sig'ni.ﬁ-:ant at 4 (P=0.2568), 14 P=0.3697) and 24 h
P 1P =0.0914). When the expression of each gene was compared
mdividually ar the three time poine assessed, ovine MDMs
mfected with Cotype Bolates from sheep and cattle for 4 and |4 h
pi showed significandy increased levels of expression of the
apoptotic inhibitor BCT2-1 when compared with the expression of
this gene at 24 h pi. In gensral, wpregulaton of the and-
willannmatory cywkines LI wnd TGFf-1, amd dowregubabon of
the promilammatory cyiokines 1L2 and 'INIs2 were observed 1n
ovine MIMs nferted with the selected Map solates The
Di‘ﬁmr'_d infn’asn’l l—_'n‘ffl'“;_\“.m 01‘ tJ'Ir_‘ a‘ntiapnpt\:ltic BG]a_'l S‘Cnf
and of the nssue desoucoon mhibitory gene TIMFP- | might cawse
low levels of apoptmsis and cellular destruction and allow Maep
perastznce in the infected MDMs. In summaory, ovine solates of
distinct genotype (C and 8, and CAaype isolates from sheep or
cattle indured ant-nflammatory, antiapopiotc and antdestruc-

Infection of Ovina PEMCs with Twa Map lsolates from
Cattle and Sheep with Distincl Genotypes (Cand )
Resulred in the Formation of Three-dimensional
Microgranulomas

(hane PBMCs seeded on a collagen matrix were infected with
the K10 Afdﬁ reference strain or with the ovine 1solate (2319706 1)
at three differert MOIs (bacteria: cell) (1:8, 1:16, and 1:33).
Previous studies demornstrated that infection of PBMCs with M.
tubsrenlogs =nd M. bowis ar a MOI 1:1 or lower resulted in the
formation of microgranulomas  [28,29]. Cellular recruimment
armmd the bactena was followed by hight microscopy over a Li-
L‘Ullﬁ.‘l\"ﬂj |i.l||{.' U s |erlll.|.|]d 3_:} ley‘! rUl l"'_llukd.l dS-EI {gi—_ﬂ'lell
of lymphoeytes aronnd infected macrophages and 5-10 days for
the formaton of a multlaver, micrescopic, gramilomadibe
agpwacgats. Bode Map sulawes onsed rousded  graouknmas-like
aggregatzs by day 10 as shown in Fgure 2. In conrrol, unintected
PH\‘C‘ ﬁ'ﬂ'n'l tl'li" same hf‘ﬂhh}' l'll'l'l'l'l'l—J fhf‘ ﬁ'rr'rnn"iﬂn n‘raggw‘gnh"i
was not QiK n—\:l:' irll:“l.’.a:il‘lg thﬂt :lggTrgaﬁ:l'rl OCCLUrs DI'II}' 'i]'l
response to Mep miection (data not shown).

T"If' rrlll'ni‘r"r rfgr;ln'lﬂr.ma—“lﬁr ag];r-“ga!ri an’f‘rl iI'I rp{pnnd?
to the mfection with both Map solates at 5 and 10 day: post-
micction & shown m Figure 3. Starsocal analyss of the data
showed sipnificant variatdons betwzen the number of aggrepates
generated after 5 doys of infection with the K10 reforence sram
and the 2349/06 wsolate at the highest MOT (1:8), with the K10
stram inducing the formation of more aggregates than the ovine
wolate [P-ffﬂﬂl_:l_ Hawever, after 10 {Im_,s of nfestion the number
of aggregatwes furmed by both smains was nor significantly different
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Figure 1. Expression of cytokines and proteins involved in inhibition of apoptosis or tissue destruction in ovine MDMs infected
with bovine and ovine isolates of Map. Ov ne MDMs were infected with (&) C-type Map isolates from cattle (K10 strain) and sheep (p38l isolatz),
o with (R} twn cvineisnlates with C- (0381 solate) ar S-genatype (3349061 kolate) At 4,14 and 34 b p i gene expression was asseceed hy qRTPCR.
lsolate: are idantified in the fioure by thaircorrespondng host of origin and 151311 PCRREA tyse (Co- S1. Bars representths sverage resuts of two
independent infection experimerts (= SD). Mo statistically sigrifizont differerces in the expression of the indicated genes betweer the tested isoates

wiere observed,
dol:10.1371/Journal pone.01 04 234.g0C1

al any ol e § avesal MO The mwaber of ageregaies
generated by both strains at the haghest and lowes: MOIL (1:8 and
1:3%) was s1gniﬁ(‘nnﬂ'y different ae 10 da}s P s S'qniﬂrant
1.]‘1“}'!{]11'.\ iu LII(.' Iulll[l_'l l‘l Ll};sl‘_'giil'.'.! uigstl{‘d ll! ll.l'jl .‘ﬂ.li]il.\
berween days 3 and 10 were not observed which sugrested that
mast of the grannlomas were formed diming the fiver five daye of
the infecoon wih koth molates. thowed no
granuloma formation,

After 11 days of cultwre, the morphological characterization of
the granuloma-like agerogaces was confrmed by histological
staming. Figure 4 shows the morpholopical characteranon of
the agpregates formed by promary ovine PBMUs infected with the
Eli ,Jlfdp reference strain and with the ovine 1olate of .’U.‘Ip
(2549/06-1) at MOI 8. As shown in figures 4B and 4E,
gmnlllnnm: Whihirﬂ'l Rgg‘r\"gnﬁnn n‘rl‘ym'lphn-r'\,"tm er'lnl" i'l'l{}‘l_r"rl
mi\fn]l_lhﬂg{.\. R\"]‘lv‘.’n gm.nu}n‘ma ﬂ'.l_tim'- We o “ai'l'lfd '\\'ith ?—N;
Map cels could be observed reading withm the granulomas.

Uninfected cells

Discussion

The dendficatdon of Map solates with differendal vimlence
may assist in further elucdating the pathogzneds of paratubercu-
lazis and 1 the d-:‘-sign of hetter stratl:-.gim for -r\on‘rrulting thas
infection. The analysis of the initdal macrophage responses,
including bacterial growth and survival within macrophages,
represents a powerful tool to rapidy characterzze the virulence of
clinical isalaes of Mag. In the current stody, we examined e
intracellnlar rrowth and survival within an ovine MDM mod:| of
a panel of Map isolates representing detnct genotypes and

ol o cande, shoop, poas, dee, Tallow desr, aod wild Loar,

PLOS OME | www plasonz.org

Woo el EJIl"\riUIJHt: denmwastrated Ua ﬁﬂk]wills migestion Ly
bovine MDA s the number of wable Map cdls increased dunng
the first 4 daws and then declined benween days 4 and 8 after
inl'('i.rj-_mJ as e wenined EI} a Ghoweiie weciland ['.'}.F]. T
arcordance with these results, we previously assessed mtracellolar
growth and amveal of onr panel of Maf olatee ino 3 hovine
macrophage-cdl line (BoMac) and in bovine MDM: after 7 days
of mfection. To emsure consistency across 4 vitro models and o
provide snough tme for hacteriz to grow, growth and survival of
Map soatcs within ovine macrophazes was evaluated on day 7.
Growth changes benwzen days 0 and 7 were calculated by dvading
the estimated logo CFLs at day 7 by that at day 0 {n-fold). Of the
ten i:u‘.J.n:f'._‘.J weven wolntes {[‘13!, B, 331, B'.!'.?,."[}?, 71 [I-', ]:'Etﬂ_'_, n
and the K 10 reference srain were observed to inerease in number
the mitial hactenal concentration (n-Fold >>1). However, these
verators n bacterial counts over 7 days from the bauseline were
small, m a range beeween | 63 o | 5-fold. Althongh the solates
from sheep (2349/06-1) and deer {855 were obsorved o
minimally decrease in logo CFUs over 7 davs from baseline [n
Fold <1), thi variadon was not statistically dgnificant (P = 1.000).
Statistical analysis of the data indicated that only the KO
reference strain exhibited si_;niﬂ'.anﬂ}' mireased bactenal counts
after 7 days of infecion when compared with baseline
(F=00058). The K10 is a laboratoryv-adapted sram while the
other strams zre recently isolated, low passage .l")ff!f) 1olates.
Different lovels of aggregaton or cumping beoween Mef soains
can affect the inramacrophage growth of each swam. However,
we uged a low bacillary macolim which mimimuze: myeobac tzral
clungping durigy widal fecuon and moe cosdy iy

August 2014 | Volurme 9 | lssue £ | el 04238



Intarection of Mep solates with Ovine MDMe

Figure 2. Phase contrast images showing the presence of day-10 granuloma-like aggregates after the infection of ovine PBMCs
with bovine and ovine Map isolates. Ovine PEM s (5 x 107) seeded an an extracellular matrix were nfected witn the bovne K- 10 reference strain
(&, B and C) or with an ovine isolate of Map (2349/06-1) (L, Eand F) at MOI (bactenacells) of 1:3. Megnitication in Aand D = 4%, inB and £ = 20X and

inCand F = 40¥. Bars = 30C um.
doi: 10,1371 fjourtal pone.0104 238,002

condiions in vive, where anall numbers of Map cells can establsh
infecton.

All e sobeates, iJILZEIJ'J.iIIS the B0 strang, woere able o saavive
in equivalent logyy CFUs within ovine MDMs after 7 days of
anfestion. -l—"lla':11:i:|c|'r:J an aswosstion betaven a :Per:i'ﬁc host of
1J|.'i|| d.l“J illlld‘.{_ﬂuiiﬂ S-Lll\r'.llr"d.. Ur l])(: I.E'.Lt‘d i'.\JJhll.L'!l i.ll Lﬂ-'iJl:
MDMs was not observed. Comsequently, we can hypothesze
that the conditions encountered by the tested Map nolates within
macruphages of et respoctive lusis did pou differestially aler
the phenotype of the bacteria and their subsejuent persistence
within pvine MTIW e Tn contrast, we p'rm"iﬂlwi}' shivwed that e
S i‘lnd t'\'Pl’ C i‘dﬂ‘f_’b ﬁ\:nn SI'II:I? J.Iﬂ g\:\at’» EIT“Td a Sig'm.ﬁrant
attenuatzd phenotype m a macrophage-like cell hine of hovine
nligi'n {nﬂ“ﬁf“l thrr .:" Ha}‘ -‘I'r i‘nrr\"ﬁr'm. “’I‘lr'rl -‘\nm'parﬂ‘l 'ﬂ-"llfh
type C solates form cattle, deer, falloww deer, wild hoar and bason
[16]. These observed vananons betwsen solates m bovine
macrephage: grouped according to the host flom which the
zolates were 1olated and wers not associated to the genotype of
the isolate. Similarly, straine of emvironmental Mycobacteria
from fish and humans including strams of Mycobacterium avium,
Mycobadevivm peregrinum, Mycobactevivm chelomas, and Myco-
becienium safmoniphifum, bad difierent abiliies © grow within

PLOS OME | www plasonz.org

macraphages lines from humans, mize and carp; which grouped
acr:mwding to the host from whach the solaies were solated IBI]_

Cw  reulis xu&;(:.ﬂn] 1S ﬂl[:i:p |u'lg||l. TS sm(:}:ﬁ:)lc 18]
infection with Maf Bsolates not only from sheep and catile but
also from HORLS, deer, fallow deer and wild boar as well. Therefore,
I.Jll‘ iJIIIJLlI Laner Llr I.Jll:’w i.‘ﬂlLd.Lr!l i.ll |Il|: _:)H.‘JI'JEE'IL}i} U.r ﬁ'fﬂp
shouldn’t be underestmatsd. The successful survival within ovine
MDMs of the sheep solates comrelates well with epidemiclogical
data and clical evidence of vicdenee, as suggesied by die
capacity of sheep 1solates to cause numerons outhreaks n sheep
[Tl The aicresfil sl Pl‘u‘mt}'pr of the hovane 1anlats within
ovine MDM: correlated well with cinical cvidence of vinulence, as
suggesed by the capacity of bovine solates o indect sheep i
experimenal condinans [32). However, 1t should be pomezd out
that experimental mfections tvpicaly nvolve high doses of Map
and therefore may not accurately assess Map ransmission m field
condidons.

When the estmated log o CFU numbers within ovine MIDMs at
0 and 7 days pi. were statstically analysed, the intacellalar
behaviour of the tested isdlates varied depending on the tme p. 1.
{FC'.U_"J(][_:L Smiall mereases m the esfimated fng“_, CFU mimbers
from days 0 o 7 were observed for mose of the isolates, In conrrast,
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Interacton of Map kolates with Owine MDM:

A B
MAP K10 strain (Cattle-C) MAP 2349/06-1 isolate [Sheep-S)
—m— MOI=1:8 ——MOI=1:16 —a— MCI=1:33 —a—MW0I=1:8 —— M= 18 —a—MOI=1:33
&0 &0
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Figure 3. Number of microgranulomes generated in vifro 5 and 10 days after infection of ovine PBMCs with (A) the K10 reterence
strain and with (B) the ovine 2349/06-1 isplate. Aggragate rumbers were estimated under a ight mcmoscooe. The mean aggregate number
estimated by triplicate is shown For each MOI (1:8, 1:16 and 1:33) = SD.

doi:10.1371 journa pone.0104238.0003

the renatype did not seem o significantly affect the behaviour of (P =0635). A lack of corelation between genonvpe and intracel-
the selected i=olates within ovme MDMs with pes S, B and C hular behanicur of ."l.'f.‘.tf) 1olates was ako pm"iuusiy observed n
showing dmilar survival phencrype afier 7 days of infecdon bovine marrophages [16]. Similarly, a lack of correladon berween

e

o

Figure 4. Merphological characterization of the cell populaticns reauited within i vitro- ovine granulomas. Primzry ovine PEMCs
{5%10%) were seeded an an extacellular matrix and subsequently nfectad wth the K10 refarence strain (A, 3 and €) or with an ovire salate of Map
(2343/06-1) (C. E and F) at MO! (Bacteriacells) 1:8. At 10 days o.. the granulomadike aggregates were harvasted, processed for histopathology and
stained with HE 1A, B, Dand E) and ZM stains (C and F). Orginal magn ficaton in Aand D = 200% andir B C, Eand F = 10004, As shown inimage B,
macrophages [asterisd) and lymprocytes (arrows) were present in the granuomas, In imagas C and F, acid-fast badlli {arrows) were obeerved w thin
macrophages by ZMN stein ng.

Juii 101371 Joura ooz 01042389003
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genotype and growrh rate in the Bactee MGIT 960 rystem was
\lt’sﬂ.l\'f“d r1.|l dl oy llf Lﬂljilﬁ.‘ WIIJ 'CI S lJ.II‘J ]] L\ujdtrs ﬁ(ull "‘llf"ll
growing at equivalent rates m MGLL calures | 27].

Prcﬂ:ic!mfy, 1t was m]ggrstad that 2 hovine, a bison, and 2 human
t”x-ﬂ iwiﬂu:" illlJIJl.‘fd i.l.llli'i.llﬂ'cll]llllﬂluly i].lll] i].lli.i.'d!)1l}li|.||].|.:
responses o bovine MIDMs, which would favour bactenal suraval
and perdsience [35] In the corrent =udy, we showed that the
svccessful survival of bovine and ovine isolates of Map within
ovine MDMs correlated with an mereased expression of BUL2-1,
TIMP-1, TGFB-1, and 1L10. In addition, a reduced proinflam-
matory immune response mediated by L2 and TNFoe2 was
observed in the infecied cells. Our resuls also demonsrated tha
ovine macrophages infected with ovine solates of distnct genotype
(C or 3) did nat differentially express BCL2-1, TIMP-1, TGFR-1,
TL1Y, TI2 amd TINFa-2. Pu:viuu:-[:,‘, the boviee solaw-G ol Prfntp
that grew within BoMac cells was reported to mduce the
expression of the antbnflammatory cytokines TGPB-1 and 11-
10w BoMa cells Ut antagouized te proinflanmaory sosponse
by down-regulatng the production of TNF-o which tavoor
hactenal samaval ['Fﬁ.] In rr_g:rrﬂ ta the apn]':[rrir TSP,
BoMac cells infected with the bovine isolate-6 had meorcased levels
of expression of the apoptotic mhibior BCL2-1 and of the
inhibitor of tssue destruction TIMP-1 which might cause low
lesels of apoptosts. Overall, a strong corrcdation between the
successful survival of Maf solaies within bovine and ovine
macrophages and the patterns of production of BCL2-1, TIMP-1,
TCFR-1, TNFa2? and [LI0 was observed. Our resuls ako
andicaied dae the proiaflanmsiory cyeoskines T and TL2 woae
down-repulated in BoMac cells and in ovine MDMs intected with
hovine walates of Mafy, respecively v is well bnown that the
-.'_'xprr.ssicm of those lTYl‘Dk‘il‘ll’._‘ mn the proscnce of miraccllular
bactena B one of the frs steps leadmg to acmvaton of
marrephages and effecive hacreria killing. Cansigenthy with oo
results, other authors alse observed an up-regulaton of TGER
and/or IL1O after the nfecian of bovine MDD with live Map
that dovmn-repulated the production of TNFa [33-38]. Smmilarly,
rapl:l miracelular rm{Tﬂphugr' _grﬂ'.ﬂh rotes b'v siveans of M.
tuberculosis strains correlated with rapid production of ILIO that
antagonizes the promflammatery response by down-regulating the
production of TNFa in THE-1 cells during the early stages of
infection [39].

Although MDM: can provide insights into Map-host interac-
tions st the very early stages of the mfection, this cellular model 15
bl W i Lgier staggres of die ifecaom, secle s ﬂ;alt}-‘
gramiloma formation. 1o address this issue, three-dimensional i
witre. mndels of granuloma have been wecently developed The
formadon of small, rounded granuloma-ike stuctures was
previowsly reported by coculure of human blood mphocyies
with amtologyus macrophages fected with live M. tubereulosic.
M. leprae, or M, bewés or stmulation with mycobactzrial antizens
such as purified protein derivatives or ipomanman [21,29,40.41].
In the present study, we reported for the fist tme the
d:'w:inpmmk of an m vt model of ovane grarluin'm u_v,ing
Map-infecred PBMCs culured in an exmacellular marrix com-
posed of fibronectn and collagen, components of the surronnding
tssue in which the namral granuloma is anchored.
previowsly shown des e abidiy w devdop a welldefinad
granulomatons response comrelated with the s2verity of mycobac-
!r"ri."J i11{‘Prl‘inTli \'\'—I'?'I'I ]'II'I'ITIRI'I P“-\ir}l ;mr' rn':lr"rrrpl'l;lg{‘( wWere
treated with 1 heat-billed M. #ebereulosis strain H37Ry they
formed aggregates thar remamwed very small and loose [21].
Similarly, human PBMCs infected with avimlent myvcobaciena
zuch as M. smegmatis and M. gvipm formed loose ageregates [20].
We observed thar ovine PBMCs infecred with Mepr isolaves fram

It was
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;hf_v_'p and czitle formed well defined aggregates after 10 da}'s of
pnubeiion ar 37 “CL :"Irfnlﬁ-i.udmm] AR Ty tli}&[li&i_‘\-’ﬂl |||u|plu-
logncal charactenisties similar to nanwal granulomas, such as three-
dimereional agoremation of ymphocytes around marrophages Tn
accordance with our results, granulomatons leaons conasicnt with
Map nfecion have been recently. found in dsue sections from
lambs expermentally infected with bovne (C-type) and ovine (5-
type) olates of Map [42]. The advantages of m viro models of
granuloma inclide reduced cost, increased control, and that they
cin provide insghts mio host-mycobacteria Interactions at stages
arRT'anl.fon'l:l {nrrnal:inn iraTal C“}y Ty ﬂjli]‘s; "U'ilh a‘rlirnaJ mﬂlﬂg.
However, the granuloma constinates a compicx Immune mcro-
emvironment hyrhly affected by addivonal physiclogical signals {ic.
prowth factors and cyvtokines) which are exclusively produced in
mfected  Brssues,  As CONSEOUETEC, coertain aspects of . oo
granulomas may be diftrent or absent in in wre models,
mchiding mra-granulomatous  necrosis, accumulation of fhon
m‘ld {‘.‘l“:lscn’ :I.I']E' Fl'{'fﬂnfr a.n:l d'istl'ibuﬁnl’. ‘ﬂr ba‘f‘&t‘l Trl'l'[‘ﬂ'f".—
dimersional in wiiro models of granuloma may be very usefil ©: i)
understand what factors or molecules play a role in granuloma
formaton and m itz contued niegriy, @) evaluate the
prasudonrinducing sciivicy of paricule astgens or adcouaied
mu@nes, and (1) provide a pladform for tesing vacoane and drog
candidates.

In order to protect parntuberculosis fice  herds,
programs have heen developed in some couniries. The success
of these control programs depends on the ability t© make
dﬁt_i"-im'l! rB;aTd]'ng {)‘n—f:uTn rnmangnq!rlt me:irf:s m"d d'lf‘
movement of animas betwern regions, For instance, policies
regarding mixed famming of cattle and sheep have been hased on
the apparent host q’v‘riﬁr‘ir}' af J“ﬂf} Hmwirer, onr resnlts
suggested that sheep might be susceptible 10 infection with Maf
solates not ondy from sheep bt from cantle, goats, decr, tallow
deer snd wild baar as well Therefore, the mplementanon of

control

measurcs o prevent the rsk of Map wansmission from these
animal species to sheep in muitkpecies livestock operations or on
farms where sheep share pastures with wildlfe armmal should be
recormmended. Becawse a lack of correlation hetween genotype
and inracellular phenowype of Map isalares in ovine macrophag-
es was observed, desiocking poices that aim to eliminate Map
d'IU'I.IEd A8 aqu'i\.'ai:‘nl:‘.! Dfsu.'ii.n! a.nd Hh‘]ﬂtd noi bf.‘ ]!mﬁd on
menotype disdnction.

Conclusion

Map solates from cattie, sheap, goats, fallow deer, deer and
wild boar showed successful survival phenotype within ovine
macraphages regardless of genotype. This phenonpe correlated
‘Hﬂt}l 5ti'ln1.|klh.{.rl1 nF m’.:i—'i.nﬂammntﬁ ¥y .1l1tiapn‘p[ntir‘ Bnd ﬂ.n:i—
destructive respouses within ovise s oplages. I addition, we
showed that two May isolates from catle and sheep with disunct
genorypes || (it anr| S were able o mdiuee the formanion of @ it
granulomas observed in 'hnl.aJ =1:rcm1ma with- rtspm Lo ﬂ](‘
cellular components invokeed. All wopether our findings remforce
the h}pod‘msﬁs that Mﬂp wolates from catile, goats, deer, and wild
boar may have similar clinical consequences in sheep than sheep
solates of Mafh which according to our results are not expected to
have z selective advantage m cauang ovine paratuberculosis.
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Background

Mycobacterial infections are major causes of mortality in cattle and are also potential
zoonotic agents. Two major mycobacterial pathogens of cattle are Mycobacterium (M)
bovis and M. avium susbsp. paratuberculosis, the causative agents of bovine
tuberculosis and Johne’s disease, respectively. Since macrophages provide a site
where micobacteria species can potentially escape form attack by immune effector
cells, they have been used to study host-pathogen interactions and for vaccine
candidate evaluation. For this type of studies, an homogenous population of highly
purified peripheral blood monocytes is essential.

Results

A magnetic activated cell sorter (MACS) procedure was used for enrichment of cattle,
goat, and sheep CD14+ monocytes using magnetic MicroBeads conjugated with an
anti-human CD 14 monoclonal antibody (mAb). After magnetically labelling, cells were
passed through a MACS column which is placed in a strong magnetic field.
Magnetically labelled CD14+ cells were retained within the column while the unlabelled
cells ran through. To determine the efficiency of the procedure, the proportion of
CD14+ cells among peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was determined
before and after magnetic separation. Aliquots of these two cell fractions were stained
with a phyecoerythrin-conjugated mAb against the human CD 14 and subsequently
analyzed by flow cytometry. Our results showed that MACS procedure significantly
increased the percentage of bovine, caprine, and ovine CD14+ mononuclear cells
among PBMC (92.4, 74.7 and 29.1 %) compared with the percentage of CD14+ cells
before magnetic separation (40.2, 8.0 and 0.2 %) (p < 0.0001). This represented a 2.2,
9.3 and 145.5-fold increase in CD 14+ cells, respectively. Using Whole Blood CD14
MicroBeads, CD14+ monocytes were enriched directly from ovine whole blood with
purity of 27 %. After 7 days in culture, CD14+ monocytes isolated using MACS
technology showed typical morphology of macrophages and were able to efficiently
internalize M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis.

Conclusions

M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis infection of MACS-purified
macrophages together with CFU quantification using an automatic liquid culture
system provides an improved platform to study host-Mycobacteria interactions and to
screen vaccine candidates.
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Abstract

Background

Mycobacterial infections are major causes of mortality in cattle and are also potential zoonotic agents.
Two major mycobacterial pathogens of cattle are Mycobacterium (M) bovis and M. avium susbsp.
paratuberculosis. the causative agents of bovine tuberculosis and Johne's disease, respectively. Since
macrophages provide a site where micobacteria species can potentially escape form attack by immune
effector cells, they have been used to study host-pathogen interactions and for vaccine candidate
evaluation. For this type of studies, an homogenous population of highly purified peripheral blood
monocytes is essential.

Results

A magnetic activated cell sorter (MACS) procedure was used for enrichment of cattle, goat, and sheep
CD14" monocytes using magnetic MicroBeads conjugated with an anti-human CD14 monoclonal
antibody (mAb). After magnetically labelling, cells were passed through a MACS column which 1s
placed in a strong magnetic field. Magnetically labelled CD147 cells were retained within the column
while the unlabelled cells ran through. To determine the efficiency of the procedure, the proportion of
CD14" cells among peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was determined before and after
magnetic separation. Aliquots of these two cell fractions were stained with a phycoerythrin-conjugated
mADb against the human CD14 and subsequently analyzed by flow cytometry. Our results showed that
MACS procedure significantly increased the percentage of bovine, caprine, and ovine CD147
mononuclear cells among PBMC (92.4, 74.7 and 29.1 %) compared with the percentage of CD14"
cells before magnetic separation (40.2, 8.0 and 0.2 %) (p < 0.0001). This represented a 2.2, 9.3 and
145.5-fold increase in CD 14+ cells, respectively. Using Whole Blood CD14 MicroBeads, CD14*
monocytes were enriched directly from ovine whole blood with purity of 27 %. After 7 days in culture,
CD14" monocytes isolated using MACS technology showed typical morphology of macrophages and

were able to efficiently internalize M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis.
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Conclusions
M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis infection of MACS-purified macrophages together
with CFU quantification using an automatic liquid culture system provides an improved platform to

study host-Mycobacteria interactions and to screen vaccine candidates.

Keywords: monocyte-derived macrophages infection models; ruminants; Mycobacterium bovis,

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
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Background

Myecobacterial infections are major causes of mortality in cattle and are also potential zoonotic agents.
Two major mycobacterial pathogens of cattle are Mycobacterium (M) bovis and M. avium subsp.
paratuberculosis, the causative agents of bovine tuberculosis (BTB) and Johne's disease (JD),
respectively. Since macrophages provide a site where these mycobacteria species reside and multiply,
they have been used to study bateria-host interactions and for vaccine candidates evaluation. However,
previous monocyte-derived macrophage (MDM) infection models were developed with peripheral
blood adherent cells and, therefore, contained contaminant lymphocytes [1]. This might explain, at
least in part, why MDM based approaches identified trends in attenuation of transposon insertion
mutant strains of M. avium susbp. paratuberculosis based on CFU counts alone. but this did not
correlate with protection in a natural host model [2]. These results suggest the need for improved and

well-defined in vitro MDM models.

The standard method for ruminant’s monocytes purification from anticoagulated whole blood is the
use of Ficoll-Paque gradient centrifugation [3]. During cenfrifugation, peripheral blood monocytic
cells (PBMC: lymphocytes and monocytes) and thrombocytes (platelets) are separated from
erythrocytes and polymorphonuclear cells on the basis of their buoyant density, and enriched in an
interphase above the separation medium. Isolated PBMC are subsequently seeded into tissue culture
plates and incubated for 2 hours (h) at 37 °C in a 5 % CO; incubator. Non-adherent cells
(lymphocytes) are removed by washing twice with a salt balanced solution buffer. Although this step is
expected to increase the purity of the isolated monocytes, the rinsing steps are difficult to standardize
and, as a consequence, the percentage of contaminant lymphocytes is sometimes high [4]. For the
prurification of human monocytes, their positive selection by using a human CD 14 antibody directly
coupled with magnetic nanoparticles and the magnetic activated cell sorter (MACS) technology is a

well-established and reliable procedure (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany). The CD14
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antigen is part of the functional heteromeric LPS receptor complex comprised of CD14, Toll-like
receptor 4 (TLR4) and MD-2 protein [5]. CD14 is strongly expressed as a cell membrane protein of
most monocytes and macrophages in peripheral blood, other body fluids. and various tissues. such as
lymph nodes and spleen [6]. Like other proteins of the immune system, the CD14 antigen is
evolutionary conserved [7]. In fact, a mAD against the human CD14 antigen (Clone TUK4) cross-

reacted with CD14" cells from cows, goats and sheep [8, 9].

The principle of the purification of CD14™ cells using MACS Technology can be described as follows
[LO, 11]. First, CD14" cells in the Post-Ficoll fraction are magnetically labelled with CD14
MicroBeads. MACS Microbeads are extremely small. superparamagnetic particles of approximately
50 nanometers in diameter. After magnetically labelling, cells are loaded onto a MACS column which
is placed in a strong permanent magnet Separator. MACS columns are filled with a matrix of
ferromagnetic steel-wool or iron-spheres able to amplity the magnetic field by 10.000-told when
placed in a permanent magnet separator. The unlabelled cells run through and are collected as the
negative fraction depleted of labelled CD14" cells. After removal of the column from the magnetic
field, the magnetically retained CD14™ cells can be eluted as the enriched, positively selected cell
fraction. The experimental workflow for monocytes isolation using the standard density gradient

technique and/or the MACS technology is summarized in figure 1.

The objective of the present study was to test whether ruminants’s MACS-purified macrophages could
keep their attitudes as phagocytes and be infected with M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis
in a low-dose model in vitro. The logip CFUs present in the initial inocula and within intected MDMs
after 2 h of infection were estimated for each isolate in the Bactec MGIT 960 system as previously
described [12]. Effect of the mycobacterial species and origin of MDMs in the mean logio CFUs

present in MDMs after 2 h of infection was estimated.
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Results

Magnetic enrichment of CD14™ monocytes from bovine PBMC

Flow cytometric analysis of CD147 cells before and after magnetic separation is shown in figure 2 for
one representative donor. Prior to the positive selection, the percentage of CD147 cells in the post-
Ficoll (6.3 x 107 cells) and original (2 x 107 cells) cell fractions were 13 and 40 %, respectively. Using
CD14 MicroBeads and MACS technology we were able to select bovine CD147 cells with purities of
92 % when only one MS column was used for positive selection. Therefore, CD14™ MACS selection
allowed a 2.2-fold enrichment in the number of purified monocytes. The differences between the
percentages of CD14™ cells in the purified and unpurified cell fractions (post-ficoll and original) were
statistically significant (p < 0.001). In addition, the majority of the cells in the negative fraction were
non-target cells (99.5 %) with a small amount of CD14" cells (0.5 %). We hypothesize that the target
cells in the negative fraction are cells that were unlabeled or became detached from their magnetic tags

during the sorting process. Cell yield after enrichment was estimated in 4 x 10° cells.

Magnetic enrichment of CD14+ monocytes from caprine PBMC

The percentages of caprine CD14™ monocytes before and after magnetic separation are presented in
Figure 3. Prior to selection, the frequency of CD147 cells in the post-Ficoll (1.88 x 107 cells) and
original (2 x 107 cells) cell populations were 7.4 % and 8 %, respectively. Using CD14 MicroBeads
and MACS techmology we were able to separate CD14 cells to purities greater than 74 %. This
represents a 9.3 fold mcrease in the number of CD14" monocytes when compared with the munber of
positive cells in the original fraction. The differences between the percentages of CD14™ cells in the
puritied and unpurified cell fractions (post-ficoll and original) were statistically significant (p < 0.001).
The percentage of CD147 cells that were lost in the washings steps of the column was only 4.2 % of

the negative cell fraction. Cell vield after enrichment was estimated in 106 cells.
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Magnetic enrichment of CD14" monocytes from ovine PBMC or directly from ovine whole blood
Since the percentage of CD14" monocytes in ovine PBMCs after Ficoll-Paque purification was less
than 5 %, two strategies for CD 14+ cell enrichment based on MACS Technology were compared: 1)
positive selection of CD14+ cells from PBMC using CD14 MicroBeads and MS columns (figure 1 B)
and i1) positive selection of CD 14+ cells directly from whole blood with CD14 Whole Blood
MicroBeads and Whole Blood columns (figure 1 C). Using the first approach, the percentage of CD 14"
cells was 29.1 % of the positive cell fraction (figure 4). This represents a 145.5-fold enrichment in the
number of CD 14+ cells when compared with the number of positive cells in the original fraction. The
differences between the percentages of CD147 cells in the purified and unpurified cell fractions (post-
ficoll and original) were statistically significant (» < 0.001). The percentage of CD14" cells that were
lost in the washing steps of the column was only a 0.1 % of the negative cell fraction. When Whole
Blood CD14 MicroBeads were used to magnetically label ovine CD14" monocytes directly from
whole blood, the percentage of CD14" cells after magnetic separation was 27.2 % of the positive
fraction (figure 5). Therefore, similar levels of CD14* cell recovery after positive selection were

obtained irrespective of the approach used: 29 and 27 %, respectively

CD14" cell morphology analysis

CD14" monocytes isolated with MACS technology were incubated for 7 days at 37 © C. Most of the
cells became adherent and differentiated to MDMs showing typical macrophage morphology when
observed under an inverted microscope after 7 days of culture. As seen in figure 6, bovine and caprine
CD14" monocytes showed a stellate morphology with irregular surface, bigger cell nucleus and

vesicles/vacuoles 1n the cytoplasm which are typically seen in MDMs.
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Mycobacteria uptake by differentiated MDMs.

To assess their functionality, bovine and caprine MDMs iselated from several healthy donors using
CD14 MicroBeads and MACS technology were infected 1n triplicate with field 1solates of M. bovis or
M. avium subsp. paratuberculosis, respectively. The logio CFUs present in the initial inocula and
within infected MDMs after 2 h of infection were estimated for each isolate in the Bactec MGIT 960
system as previously described [12] and the corresponding results are presented in Table 1. When the
overall logio CFUs means were compared, variations between the estimated logio CFUs in MDMs
mfected with M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis were not statistically significant (p =
0.8834). Statistical analysis of the individual animal data showed significant differences between some
of them (p = 0.0110). A marked difference in the estimated logio CFUs was observed among the 15

bovine donors (p = 0.0155), but not among the 6 caprine ones (p = 0.1941).

Discussion

Magnetic MicroBeads conjugated with an anti-human CD14 monoclonal antibody can be used in
combination with the MACS technology for the positive selection of CD14™ monocytes from bovine,
caprine and ovine PBMC. CD 14" cells were labelled with a CD 14-PE mAb before and after selection,
and were immediately analysed by tlow cytometry. For comparison, a fraction of PBMC prepared by
density gradient centrifugation from the same whole blood sample was also stained and processed for
flow cytometry. Before magnetic separation, the proportion of bovine and caprine CD14" in the post-
ficoll fraction was 13.06 and 7.4 %, respectively. Our results showed that MACS technology allowed a
significant enrichiment of bovine and caprine CD14" monocytes to purities up to 92 % and 74 %,
respectively. After MACS enrichment, contamination with other cell types, mamnly lymphocytes, was
significantly reduced. In addition, purified monocytes showed consistent and high viabilities of

approximately 96 %.
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Previous studies showed that y6 T cells accounted for a much larger proportion of lymphocytes in
peripheral blood of sheep than in other species such as humans and cows [13]. v8 T cells occurred with
frequencies of up to 70 % in PBMC from lambs, up to 30 % in bovine PBMC and approximately 3 %
among human PBMCs. Accordingly, the frequency of ovine monocytes was previously estimated by
flow cytometry in less than 4 % of the total white blood cell population [14]. To improve monocyte
recovery from ovine PBMC, two strategies for CD147 cell isolation based on MACS Technology were
compared: 1) positive enrichment of CD14 cells from PBMC using CD14 MicroBeads and MS
columns and 11) positive selection of CD14 cells directly from whole blood using CD14 Whole Blood
MicroBeads and Whole Blood columus. We found similar levels of CD14" cell recovery after positive
selection irrespective of the approach used; 29 and 27 %, respectively. This represents approximately a
145-fold enrichment in the number of ovine CD147 cells when compared with the low number of
positive cells present in the original fractions. Whole Blood MicroBeads enabled the fastest isolation
of CD4™ cells, the entire procedure took less than 30 minutes, as it did not involve any long
centrifugation step and less pipetting was required. It should be pointed out, however, that high
amounts of CD14 Whole Blood MicroBeads (750 pl per 15 ml of whole blood) were required to retain
labelled CD14™ monocytes on the Whole Blood column matrix. In contrast. significantly lower
amounts of CD14 MicroBeads (160ul per 2 x 107 cells) were required to purify similar number of
ovine CD 14" monocytes, which makes the first approach more cost effective. Although both protocols
resulted in significant increased numbers of ovine CD14" cells after positive selection, additional gains
in purity might still be achieved. For isolation of rare cells such as ovine CD147 cells, a negative
selection step allowing magnetic removal of unwanted vd T cells followed by a positive selection step

might be an alternative approach that should be explored.

Due to their composition of iron oxide and polysaccharide, MicroBeads are biodegradable and

typically disappear after a few days in culture. Therefore, no bead detachment is usually required. In
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agreement with this, we observed that binding of the human CD14 mAb (which is part of the
MicroBeads) to the surface of ruminant’s monocytes did not affect flow cytometry analysis. In
addition, the majority of the CD14™ monocytes 1solated from cow. goat and sheep PBMC using MACS
technology showed typical morphology of macrophages after 7 days in culture. Isolated CD14™ cells
could then be used for in vitro experiments requiring MDMs with high level of purity. For instance, we
demonstrated here that CD147 cells isolated from bovine and caprine PBMC of several donors were
able to differentiate in vitro to MDMs and to subsequently internalize M. bovis and M. avium subsp.
paratuberculosis, respectively. After 2 h of infection, logio CFU numbers inside bovine and caprine
MDMs were estimated in the Bactec MGIT 960 system and statistically analyzed. Logio CFU means
of triplicate infection assays showed a 15 % coefficient of variation which suggested that MACS-
1solated MDMs were able to intemalize M. bovis and M. aviurm subsp. paratuberculosis with high
reproducibility. Individual data illustrated that the estimated M. bovis logio CFUs inside bovine MDMs
after 2 h of nfection depends on each particular donor which suggested genetic varability to
mntracellular infection of macrophages. In fact, genetic predisposition to intracellular infection of
bovine and caprine macrophages has been previously documented [15-17]. These studies suggested
that host genetics may play an important role in susceptibility to mycobacterial infections and,
therefore, are a possible reason for differences in phagocytic and killing ability of MDMs from hosts

of the same animal species.

Variations between the overall logio CFUs means in MDMs infected with M. bovis and M. avitm
subsp. paratuberculosis were not statistically significant (z = 0.88348) which suggested that bovine
and caprine MDMs did not differ in their ability to internalize these mycobacteria species. Similar
ingestion levels of mycobacteria in bovine and caprine MDMs inight reflect that a similar receptor
mediated pathway is being utilized. Although ingestion of mycobacteria can occur via several kinds of

phagocytic receptors, complement receptor 3 (CD11b/Cd18) is thought to be the major receptor

10
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mvolved in phagocytosis of M. avium subsp. paratuberculosis and M. bovis [18-20]. Once internalized
by macrophages, M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis have differential survival strategies,

which in turn, may underline the divergent immunopatohology associated with BTB and JD [1].

Conclusions

In conclusion, a monocyte population of improved quantity and homogeneity was obtained by adding
a CD14+ positive selection step to the standard method for ruminant’s monocytes purification. With a
low dose infection as would be expected 71 vivo, infection of MACS-purified macrophages followed
by CFU numbers quantification using an automatic liquid culture system provides an improved

platform to study host-Mycobacteria interactions and to screen vaccine candidates.

Methods

Ethics Statement

Blood collection procedure was performed by clinical veterinarians in strict accordance with the
recommendations in the Spanish Ethical Guide for the care of animals used for experimental and other
scientific purposes (Royal Legislative Decree 53/2013). Blood collection procedure was approved by
the Tnstitutional Animal Care and Use Comimnittee (JACUC) of NEIKER-Tecnalia and by the

Department of Agriculture, Diputacion Foral de Bizkaia, Spain (Permit N° 14133).

Isolation of mononuclear cells from bovine, caprine and ovine peripheral blood by density
gradient centrifugation

Peripheral blood (50 ml) was collected from the jugular vein of healthy specimens of Azpigorri goats,
Latxa sheep and Holstein cattle into heparinised Vacutainer tubes (Becton. Dickinson and Company,
Sparks, MD), transferred aseptically into sterile glass bottles and diluted 1:2 in Hank's balanced salt
solution (HBSS; pH 7.2). Twenty-five millilitres of blood:HBSS from each animal were carefully

layered over 10 ml of Ficoll-Paque (1.084 g/cm’) (GE HealthCare Bio-Sciences. Uppsala, Sweden) in

11
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a 50-ml centrifuge tube. The tubes were centrifuged at 900 x g for 30 min at 20 °C in a swinging-
bucket rotor without brake to separate erythrocytes and polymorphonuclear cells from PBMC and
platelets. The upper laver (plasma) was aspirated leaving the PBMC undisturbed at the mterphase. The
cell interphase layer was collected with a Pasteur pipette and carefully transferred to a 50-ml centrifuge
tube. For removal of platelets, the fube was filled with HBSS and centrifuged at 400 x g for 10 min at
20 °C. After centrifugation, the supernatant containing most of the platelets was carefully removed.

The pellet containing purified PBMC was resuspended in 10 ml of HBSS.

Positive selection of CD14" monocytes from PBMC using MACS technology

For enrichment of CD14™ monocytes, a single-cell suspension of PBMC (2 x 107) was incubated with
40 ul of MicroBeads bound to an anti-human CD14 mAb (Clone TUK4, Mouse IgG2a, Miltenyi
Biotec) for 15 minutes at 4 °C. Following the labelling step, the cells were washed by adding 4 ml of
MACS buffer (PBS, 0.5 % FCS) and centrifuged at 300 x g for 10 minutes. The supernatant was
completely aspirated and the cellular pellet was resuspended in 500 ul of MACS buffer. The resultant
cell suspension was applied onto a prerinsed MS column which was placed 1n the magnetic field of a
MiniMACS separator (Miltenyi Biotec). MS column capacity is estimated in 1 x 107 magnetically
labeled cells from up to 2 X 10® total cells. The column was washed tree times with 3 ml of buffer, and
the total effluent containing the CD14™ depleted cell fraction was collected. After removing the column
from the magnetic field, 1 ml of MACS buffer was added to the column and the magnetically retained
CD14" cells were immediately eluted as the positively selected cell fraction by firmly pushing a

plunger into the column.

Positive selection of CD14™ monocytes directly from whole blood using MACS technology
Fresh drawn whole blood (15 ml) was collected from a Latxa sheep in heparinised Vacutainer tubes.

For magnetic labelling, 750 pl of Whole Blood CD14 MicroBeads conjugated to an anti-human CD14
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mAD (isotype: mouse IgG2a: Miltenyi Biotec) were incubated in a 50-ml tube with 15 ml of blood for
15 minutes at 4 °C. Following the labelling step, cells were washed by adding 10 ml of MACS buffer
and centrifuged at 445 x g for 10 min at room temperature in a swinging bucket rotor without brake.
The supernatant was carefully aspirated and the cellular pellet was resuspended in 15 ml of MACS
butfer. The magnetically labelled cell suspension was loaded onto a Whole Blood column, which was
placed in the magnetic field of a MACS separator. The magnetically labelled CD147 cells were
retained within the column, while the unlabelled cells ran through and were collected. The Whole
blood column was washed three times with 3 ml of MACS buffer and the unlabelled cells that passed
through the column were collected and combined with the effluent from the previous step as the
negative cell fraction. The Whole Blood column was then removed from the separator and placed on a
new 15-ml collection tube. Five millilitres of Whole Blood elution butfer were added onto the column
and the magnetically retained CD14" cells were immediately flushed out by firmly pushing the plunger

into the columm.

Flow cytometry analysis

Fifty microliters of purified PBMC (post-ficoll cell fraction) were incubated with 10 plofa 1:11
dilution of phycoerythrin (PE)-conjugated anti-human CD14 mAb (Clone TUK4; Mouse IgG2a,
Miltenyi Biotec) for 5 minutes in the dark at 4 °C. After magnetically labelling of the PBMC and
before magnetic separation, a 50 pl aliquot of the labelled cells was stained for flow cytometry as the
original cell fraction. After magnetic separation, unlabeled cells that passed though the column were
collected, centrifuged at 300 x g for 10 min, resuspended in 100 pl of MACS buftfer and subsequently
stained with the PE-conjugated anti-human CD14 mADb as the negative cell fraction. A 50 pl aliquot of
the CD14™ monocytes collected after magnetic separation was also stained with the PE-conjugated
anti-human CD14 mAb tfor flow cytometry as the positive cell fraction. The stained post-Ficoll,

original, negative and positive cell fractions were washed by adding 2 ml of MACS buffer. After 10
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min of centrifugation at 300 x g, the cellular pellets were resuspended in 300 pl of MACS buffer and
analyzed by flow cytometry. The four cellular fractions recovered from goat’s blood were analyzed
using MACSQuant FaCScan Analyzer and the MACSQuantify Acquisition and Analysis Software
(Miltenyi Biotec). For analysis of the sheep and cattle cellular fractions, the Beckman Coulter
cytometer analyzer and Gallios 1.2 Software were used. In all cases, major populations of PBMC
(Iyvmphocytes and monocytes) were identified based on linear forward (FS LIN) and side (SS LIN)
light scatters characteristics. A bitmap (electronically defined observation area) was drawn around the
monocytes according to its specific FS/SS characteristics. Cell debris and dead cells were excluded
from the analysis. Percentage of cells fluorescing and the level of expression of CD14 molecules (log
mean intensity fluorescence [FL INT LOG]) were recorded by measuring the fluorescence associated
with the gated mononuclear cell population. Background fluorescence of cells with no mAb staining
was subtracted. To distinguish specific from non-specific binding of the PE-conjugated anti-CD14
mADb to the CD147 cells, an aliquot of the original cell population (50 pl) was stamed with 10 pl of a
1:11 dilution of a mouse IgG2a isotype control antibody conjugated to PE (Miltenyi Biotec) for 10 min
in the dark at 4 °C and subsequently analyzed by flow cytometry. The mouse TgG2a isotype control
antibody (clone S43.10) is specific for the hapten NP (4-hydroxy-3-nitro-phenyl acetyl). This hapten is

not expressed on cells or cell lines.

In vitro differentiation of MLACS-isolated CD14" monocytes to macrophages

Bovine and caprine CD14™ monocytes isolated using MACS technology were washed with HBSS by
centrifugation at 400 x g for 10 min and subsequently resuspended in RPMI-1640 supplemented with
20 mM L-glutamine. 10 % heat-inactivated bovine serum. 100 U ml™ of penicillin G and 100 mg ml™”
of streptomycin sulphate (Lonza, Basel, Switzerland). Bovine and caprine CD 14" monocytes were
seeded into 24-well plates at a density of 4 x 10° and 4 x 10* cells ml™, respectively. After 2 h at 37 °C

in a humidified 5 % CO; incubator, non-adherent cells were removed by washing each well with
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HBSS. Adherent cells were incubated in supplemented RPMI-1640 at 37 °C to allow differentiation to
monocyte-derived macrophages (MDM). After 7 days of culture, cell morphology was assessed by

Light microscopy using an inverted microscope.

M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis isolates, bacterial culture and preparation of
bacterial suspensions

A M. avium subsp. paratuberculosis 1solate from goat (Capra hircus) (Neiker 711; C genotype),
and a field isolate of M. bovis (Neiker 1403; spoligotype SB0339) obtained from a naturally infected
wild boar (Sus scrofa) were selected for infection assays. Both isolates were grown in T235 tissue
culture flasks at 37 °C = 1°C 1n 10 ml of Middlebrook 7H9 broth (Difco Laboratories, Detroit, MI)
supplemented with 10 % (vol/vol) oleic acid-albumin-dextrose-catalase (OADC) (Becton, Dickinson
and Company, Franklin Lakes, NJ), and 0.05 %0 (wt/vol) Tween-80 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).
For M. avium subsp. paratuberculosis growth, the 7H9 broth was supplemented with 2 mg L™ of
myecobactin J (Allied Monitor Inc., Fayette, MO). Bacterial cells were harvested by centrifugation at
3000 x rpm for 20 min in a Beckman Coulter Allegra X-12 centrifuge. Bacterial pellets were then
resuspended in 2 ml of HBSS, and the resultant suspension was passed 10 times through a 27-gauge
needle in order to declump cells. The turbidity of the bacterial suspension was adjusted to a McFarland
standard of 1 with a Densimat (bioMerieux, Marcy IEtoile, France). Only the top fraction of the

suspension containing dispersed bacteria was used for the infection assays.

Infection assays with M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis

Differentiated bovine and caprine MDMs were inoculated with single-cell suspensions of M. bovis or
M. avium subsp. paratuberciulosis isolates at a MOI (multiplicity of infection; bacteria:cell) of 10:1,
respectively. This level of infection did not alter cell viability over a 1-week assay, as was previously
assessed by Trypan blue staining. After a 2 h infection time, the supernatant was removed and the cells

were washed twice with HBSS to remove extracellular bacteria. Infected macrophages were lysed by
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vigorous pipetting with 0.5 ml of 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in sterile water for 10 min.
Supplemented Mycobacteria Growth indicator tubes (MGIT) (Becton, Dickinson and Company,
Sparks, MD) were inoculated with 0.1 ml of each initial bacterial suspension or with the cell lysates
recovered after 2 h of infection. Inoculated vials were incubated at 37 + 2 °C for up to 41 days in the
Bactec MGIT 960 instrument (Becton, Dickinson and Company) and were monitored automatically
every hour for an increase of fluorescence. The earliest instrumental indication of positivity (L.e.. time
to detection [TTD]) for each tube was recorded. The predicted number of bacteria in each tube was
calculated by using previously generated mathematical formulas which relate TTD (in days) recorded
in the Bactec MGIT 960 system to estimated logio CFUs present in a bacterial inoculum (Abendario et
al.., 2012). Since these equations are isolate-specific they take into account the specific ability of each
bacterial isolate to grow in MGIT tubes. Growth of M. bovis (isolate 1403) and M. avium subsp
paratuberctilosis (1solate 711) in the Bactec MGIT 960 system fitted both to a one phase exponential-
decay model according to the following equations: [logio inoculum size = 9.579 X e (-0.09819 x TTD)
+0.3708] and [logio inoculum size= 13.21 X e (-0.2963 x TTD) + 2.850], respectively. The
percentages of entry were calculated as the percentages of the inoculated bacteria that were recovered

from each cell lysate at 2 h post-infection (p. i.).

Statistical analysis

Percentages of CD14" cells among PBMC before and after magnetic separation were compared by a
two-tailed Fisher’s exact t-test (GraphPad Software, San Diego, CA). Comparison of the estimated
logio CFUs present in MDMs after 2 h of infection, was carried out with the General Lineal Model
(GLM) procedure of the SAS statistical package version 9 (SAS Institute Inc, Cary. NC). First,
mycobacterial species (M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis) and donor species (bovine and
caprine) were considered as the main effects. Once we demonstrated that there was no effect of the

mycobacterial species and origin of MDMs in the mean logio CFUs present in MDMs after 2 h of
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mfection, a comparison of the individual animal data was carried out. In all analyses, differences were

considered significant when p values were < 0.05.
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Figures
Figure 1. Workflow for the isolation of CD14* monocytes by a standard method (A), or by using

MACS Technology from isolated PBMCs (B) or directly from wheole blood (C).

Figure 2. Enrichment of CD14” monocytes from bovine PBMC using CD14 MicroBeads and MS
columns. Histograms indicate the percentage of CD14™ cells after ficoll-paque separation, after
labelling with CD 14 MicroBeads and the percentage of negatively and positively selected CD 147 cells
after magnetic separation. The four cellular populations were stained with a PE-conjugated anti-human
CD14 mAb and analyzed on a Beckman Coulter cytometer analyzer. A. Lineal forward scatter (FS
LIN) and side scatter (SS LIN) of each cell fraction. A monocyte gate was set according to the FS/SS
LIN characteristics of the cells. B. The gated cells (monocytes) were used for analysis of CD147
staiming. FL INT LOG = Log of fluorescence mtensity. C. The table summarizes cell counts and

CD 14" cell frequencies in PBMC from one representative donor prior to and after selection of CD14"

cells using CD14 MicroBeads and MS columns.

Figure 3. Flow cytometry analysis of caprine CD14" cells using a PE-conjugated anti-human
CD14 mADb. Histograms indicate the percentage of CD14" cells after ficoll-paque separation, after
labelling with CD14 MicroBeads and the percentage of negatively and positively selected CD14™ cells
after magnetic separation. The four cellular populations were stained with a PE-conjugated anti-human
CD14 mADb and analyzed on a MACSQuant FaCScan analyzer. A. Lineal forward scatter (FS LIN) and
side scatter (SS LIN) of each cell fraction. A monocyte gate was set according to the FS/SS LIN
characteristics of the cells. B. The gated cells (nonocytes) were used for analysis of CD14” staining.
FL INT LOG= Log of fluorescence intensity. C. The table summarizes cell counts and CD14" cell
trequencies in PBMC from one representative donor prior to and after selection of CD14" cells using

CD14 MicroBeads and MS columns.
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Figure 4. Flow cytometry analysis of ovine CD14" cells using a PE-conjugated anti-human CD14
mADb. Histograms indicate the percentage of CD14™ cells after ficoll-paque separation, after labelling
with CD14 MicroBeads and the percentage of negatively and positively selected CD14" cells after
magnetic separation. The four cellular populations were stained with a PE-conjugated anti-human
CDI14 mAb and analyzed on a Beckian Coulter cytometer analyzer. A. Lineal forward scatter (FS
LIN) and side scatter (SS LIN) of each cell fraction. A monocyte gate was set according fo the FS/SS
characteristics of the cells. B. The gated cells (monocytes) were used for analysis of CD 14" staining.
FL INT LOG= Log of fluorescence intensity i channel 2. C. Cell counts and CD14" cells ratio before

and after MACS separation.

Figure 5. Flow cytometry analysis of ovine CD14" cells purified using Whole Blood CD14
Microbeads and Whole Blood columns. An aliquot of the positive fraction was stained with a PE-
conjugated anti-human CD14 mAb and analyzed on a Beckman Coulter cytometer analyzer. Cell
counts and CD147 cells ratio after MACS separation were determined from triplicate cytometric

analysis (A, B and C).

Figure 6. CD14" cell morphology analysis. Bovine (A) and caprine (B) CD14" monocytes purified

using MACS technology were mcubated for 7 days 37 °C to allow differentiation to MDMs.
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Table 1. Entry of M. bovis and M. avium subsp. paratuberculosis isolates in MACS-purified

MDMs
Donor Anil{lal Strain Entry ? logio CFU (£SD)*
species (%)
1 Cattle M. bovis 78.18 4.704 (+ 1.00)
2 Cattle M. bovis 75.54 4.545 (= 1.49)
3 Cattle M. bovis 61.86 3.722 (= 0.04)
4 Cattle M. bovis 65.29 3.928 (+0.86)
5 Cattle M. bovis 61.26 3.686 (=0.21)
6 Cattle M. bovis 75.41 4.537 (£ 0.66)
7 Cattle M. bovis 88.27 5.311 (+0.59)
8 Cattle M. bovis 61.07 3.674 (= 0.14)
9 Cattle M. bovis 65.55 3.944 (= 0.00)
10 Cattle M. bovis 86.66 5.215 (= 0.07)
11 Cattle M. bovis 93.04 5.598 (= 0.33
12 Cattle M. bovis 86.21 5.187 (= 0.30)
3 Cattle M. bovis 74.80 4.501 (+0.59)
14 Cattle M. bovis 54.01 3.250 (£ 0.16)
15 Cattle M. bovis 71.72 4316 (x1.24)
1 Goat M. avium subp. paratuberculosis ~ 84.43 5.387 (£ 0.07)
2 Goat M. avium subp. paratuberculosis ~ 87.87 4.808 (= 0.18)
3 Goat M. avium subp. paratuberculosis ~ 79.57 5.044 (+1.29)
4 Goat M. avium subp. paratuberculosis ~ 88.97 4530 (£0.19)
5 Goat M. avium subp. paratuberculosis ~ 75.33 3.725 (£ 0.06)
6 Goat M. avium subp. paratuberculosis ~ 89.89 5.007 (= 0.15)

* Entry was calculated as the percentage of the inoculated bacteria that was recovered from each cell lysate at 2 h p.i.
 Values shown are means of three replicates + SD
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La identificacion de aislados diéap con distinta virulencia puede ayudar a entender
mejor la patogénesis de la infeccion y los factamgdicados en ella, y también a desarrollar
estrategias mas eficaces de control de la enfeandda combinacion del analisis de las
respuestas iniciales de los macréfagos a la irdacgi de la capacidad de supervivencia
intracelular deMap, constituyen una estrategia adecuada para caractéa virulencia de
distintos aislados d&lap. Desde el punto de vista metodoldgico, los modetislaresin
vitro permiten comparar simultaneamente la virulenciardgran niamero de cepasiMapy
presentan ademas ciertas ventajas sobre las iofesciexperimentales como son la
reproducibilidad del ensayo, reduccion de costempo en la realizacion de los ensayos. En
esta tesis doctoral, se han empleado cuatro nedelanfeccionn vitro para estudiar las
interaccionesMap-hospedador en los primeros estadios de la infecdglinea celular de
macréfagos bovinos BoMac, la linea celular de nfagas ovinos MOCL-4 y MDMs

bovinos y ovinos.

Primeramente, se analiz6 la capacidad de aiskelbkap con distintos genotipos (C,
S y B) y aisladas de bovino, ovino, caprino, ciegamo, jabali y bisonte para entrar, crecer y
multiplicarse en la linea celular bovina BoMac yMBMs bovinos y ovinos. Los aislados
seleccionados habian sido previamente clasificatliimando dos técnicas moleculares: PCR-
REA de la secuencia de insercion 1S1311 y PFGE. elabjetivo de confirmar el genotipo
de las cepas (C, B y S) de manera rapida, se disepamers para la amplificacion por PCR
de 4 fragmentos de DNA correspondientes a 4 fasésctura abierta (MAP1487, MAP1485,
MAP1738, MAP2325) localizados en tres delecciomesipmente identificadas en las cepas
Tipo S (Marsh y col., 2005; Marsh y col., 2006)slresultados mostraron que las cepas Tipo
S aisladas de cabras y ovejas carecian de los drdagsmde DNA MAP1485 y MAP1738,
mientras que estas 2 regiones si se detectarondas tas cepas de Tipo C. Este resultado
confirmé que los fragmentos MAP1485 y MAP1738 padrnitilizarse como marcadores para
diferenciar los dos principales genotipos Map. Curiosamente, un fragmento del gen
MAP1487 no pudo ser amplificada a partir de DNAdmaito de las cepas de Tipo C aisladas
de caprino, bisonte, jabali y ciervo, lo que canérque incluso dentro de aisladosMizp del

mismo genotipo existe una variabilidad gendmicaniiativa. Métodos de genotipado
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basados en PCR, como el utilizado en esta testsrdbccompensan las limitaciones de otros
métodos que como el PFGE requieren mucho tiemparydgs cantidades de DNA de alta

calidad.

El analisis de la interaccion diéap con los macréfagos del hospedador y los factores
gue afectan a ésta son bastante desconocidosternppaias dificultades para cuantificar la
carga bacteriana ddap. Map ha sido dificil de cuantificar por métodos bactégicos de
rutina debido a su lenta velocidad de replicacida gu tendencia a agruparse formando
grumos (Elguezabal y col.,, 2011). La cuantificacida la carga micobacteriana suele
realizarse mediante microscopia, PCR o espectietida, pero estos métodos sobre-estiman
la carga bacteriana al incluir bacteria viva y nawe®tra desventaja de la espectrofotometria
es que solo es capaz de cuantificar altas concesries deMap, 1 una unidad de absorbancia
a 600 nm corresponde a 46élulas/ml (Shin y col., 2007). Como alternativestos métodos,
el cultivo bacteriol6gico d&ap en medio sélido si que proporciona una estimamahdel
namero de células viables. Sin embargo, no todasdpas déap crecen en los mismos
medios solidos y a veces son necesarios variossneseultivo y la realizacion de varias
réplicas de diluciones seriadas para poder detgctamantificar el nimero de colonias
presentes en un inoculo. Ademas, los métodos estddd recuento en placa para
micobacterias de crecimiento lento son laboriosostosos y con frecuencia fallan debido a
la contaminacién o por deshidratacion del medicanigr el largo periodo de incubacion.
Ademas, debido a la tendencia de esta bacteriareafa@rumos, el cultivo dlap en medios
sélidos subestima el numero de UFCs presentes &muiestra. Sin embargo, los sistemas
que utilizan un medio liquido para el cultivo Map, tales como el sistema BACTEC MGIT
960, tienen mejor sensibilidad analitica y requiemeenos tiempo para la deteccion del
crecimiento bacteriano (Cruciani y col., 2004) sistema BACTEC MGIT 960 determina el
tiempo que se tarda en detectar el crecimientoebanb (TTD) que es proporcional al
tamafio del inoculo. Este sistema se utiliza halpiteate para la deteccion diéap pero no
para su cuantificacion, por lo que se tuvo que pangunto para utilizarlo como método de
cuantificacion de diversas cepasMap (Publicacion 1). Para ello, se generaron curvasopat
para cada aislado incluido en el estudio que p&nmit relacionar el TTD registrado en el
sistema BACTEC MGIT 960 con el logaritmo de las WF@resentes en las diluciones
decimales preparadas a partir de un inéculo deetracion McFarland 1. Las curvas
obtenidas se ajustaban a un modelo exponenciatesmparametros de acuerdo a la siguiente

ecuacion: logy tamafio del in6culo= span x e(-K x TTD) + platebodas las curvas patron se
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ajustaron a este modelo con valores de correlagiénoscilaron entre 0.97 y 0.99. Dado que
estas ecuaciones son especificas de cada aisktn £n cuenta la capacidad especifica de

cada aislado dilap para crecer en los tubos MGIT.

Ademas de generar ecuaciones especificas paramidifcacion de cada aislado de
Map en el sistema BACTEC MGIT 960, se caracterizé i@mbl crecimiento de cada una de
los aislados en este sistema. Para ello, las meldials valores de TTD obtenidos se
compararon empleando un test de ANOVA con un a@sdasterior de Duncan. Atendiendo a
sus valores medios de TTD, los aislado$/@g incluidas en el estudio se clasificaron en dos
grupos distintos. En el primer grupo se incluydédos los aislados ovinos (Tipo S, C y B), la
cepa caprina de Tipo S y la cepa de Tipo C aistiedgamo, cuyos valores medios de TTD
difirieron significativamente de los de la cepardé&erencia K-10. Los aislados de bovino,
caprino, bisonte, jabali y ciervo de Tipo C preasot valores medios de TTD similares al de
cepa de referencia K-10 por lo que se incluyeroslgmupo II. El hecho de que el aislado de
bisonte presentara un valor medio de TTD similateabtros aislados incluidos en el grupo Ii
es consistente con observaciones previas que baticque los aislados de Tipo B son mas
préximos genotipica y fenotipicamente a otros dadade genotipo C que a los de Tipo S
(Sevilla y col., 2007; Stevenson, 2015). Tambiénobeervé una gran similaridad en las
curvas patron de las cepas ovinas, independienterdersu genotipo. Estudios anteriores han
demostrado que el entorno al qdap se expone puede alterar la regulacion transcnptio
de ciertos genes, lo que podria afectar a la coiposde su envoltura y su capacidad de
crecer y sobrevivir en las células del hospedadtongo-Hearn y col., 2010; Patel y col.,
2006). Datos recientes también sugieren que ciepd®pos especificos de micobacterias
estan presentes sélo en un determinado hospedmd@mg@ama y col., 2010). Por lo tanto, es
razonable la hipétesis de que los aislados ovieoEigo C y B pudieran haberse adaptado al
hospedador por modificaciones en la expresion danak genes que podrian, a su vez,
afectar la capacidad de estas cepas para creceedio liquido ralentizando su crecimiento.
Para los aislados bovinos, la similitud de susreslonedios de TTD confirma observaciones
previas que demuestran que los aislados bovinas @snéticamente muy conservados. Por
el contrario, los aislados de caprino y de animaibgestres, en particular de cérvidos,
mostraron una mayor diversidad fenotipica atendiemdu crecimiento en los tubos MGIT.
El hecho de que el aislado de ciervo presenta@easide TTD mas bajos que ningun otro
aislado deViap se puede asociar con la alta infectividad que @siman tener los aislados con

genotipo C en ciervos en cautividad, causando ¢idaes agudas y mortalidad en ciervos
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menores de 1 afio (Mackintosh y col., 2004, 201QjicSamente, el otro aislado de cérvido
analizado en nuestro estudio, el aislado de gameepto el valor medio de TTD mas alto de
todos los aislados con genotipo C incluidos erstldio. De hecho, este aislado fue el Unico
que pudo ser aislado de 9 gamos con lesiones atstogicas multifocales y difusas; lo que

indica la dificultad para aislar y cultivar cepas Map de este hospedador (Prieto y col.,

2014).

Los datos de TTD obtenidos en el sistema BACTEC™M@50 para cada aislado de
Map se correlacionaron con el nimero de copias de dBt&rminadas por qPCR a tiempo
real con valores de R entre el 0.90 y 0.99 paraikiados testados. Esto sugiere que la gPCR
del gen de copia Unica F57 Bap es un método rapido y preciso para estimar el naibogal
de células déMap en fase exponencial de crecimiento en cultivo edionkquido. El limite
de deteccion de la qPCR fue de 10 copias por i@ac8in embargo, el sistema BACTEC
MGIT 960 fue capaz de detectar unicamente 10 URCsidlado de ciervo. Para el resto de
los aislados déap, la precision del sistema BACTEC MGIT 960 fue nmregae la de la
gPCR. De hecho, el sistema BACTEC MIGIT 960 fueazage detectar > $10* UFCs/ml
de los aislados del grupo | y >400° UFCs/ml de los aislados incluidas en el grupoas ¢1
dias de incubacion. Un posible inconveniente arseldel sistema BACTEC MGIT 960 es la
contaminacion de los viales. Sin embargo, la t&saahtaminacion en nuestros cultivos fue

inferior al 6 %, ademas de ser facilmente recorecib

Una vez que se puso a punto el sistema BACTEC MBBO para la cuantificacion de
diversas aislados ddap, decidimos utilizar este método para comparamaf@acidad de los
11 aislados d&lap incluidas en el estudio para entrar, multiplicaygeersistir en el interior
de macréfagos bovinos y ovinos (Publicaciones W)y Los macréfagos bovinos y ovinos
fueron infectados por triplicado con cada uno dellh cepas d®lap a una multiplicidad de
infeccion baja (célula:bacteria=1:10), para minaniza formacion de grumos durante la
infeccidn inicial e imitar las condicion@s vivo, donde un nimero pequefio de célulaMdp
pueden establecer infeccion. Empleando un métodometrico, Woo y col. (2007)
demostraron previamente empleando un método ratlicmél nimero de células viables de
Map en MDMs bovinos infectados aumentaba durante lseoos 4 dias y después
disminuia entre los dias 4 y 8 p.i.. De acuerdataseresultados, las células infectadas con
cada uno de los aislados incluidos en nuestro iestglrecogieron a las 2 horas p.i. (para

medir la entrada) y a los 7 dias p.i. (para medsupervivencia y multiplicacion). El in6culo
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y los lisados celulares recogidos a las 2 h y g dia se inocularon en los tubos MGIT y se
incubaron a 37°C en el sistema BACTEC MGIT 960 mterminar el nimero de UFC en

cada caso.

Comparando el crecimiento intracelular de los 1dlados en los dos modelos
celulares bovinos (BoMac y MDMSs), se pudo obsequar el log UFCs era menos variable en
las células BoMac que en los MDMs. Esto se delaevaiiabilidad que existe de un donador
de sangre a otro en el caso de los MDMs. Del misnummlo, también se observaron
variaciones en el crecimiento intracelulaetuberculosieen monocitos humanos obtenidos
de 11 sujetos diferentes e incluso en monocitosirdenismo donante (Li y col., 2002).
Nuestros resultados indicaron que las células Bofgocitaron con similar eficiencia a
todas los aislados estudiados y no se observaferenitias significativas en los porcentajes
de entrada de los distintos aislados en la linddaceBoMac lo que demuestra que estos
porcentajes son independientes del genotipo dé&daiso del hospedador de origen del
aislado deMiap. Por otro lado, se observo que los aisladoMdp diferian en su capacidad
para proliferar y sobrevivir en el interior de losicréfagos infectados. De hecho, los aislados
bovinos, de jabali, de gamo y bisonte fueron capdeecrecer significativamente (ratio entre
1.35y 2.20) y de persistir con mayor log UFCs lpseaislados ovinos y caprinos a los 7 dias
p.i.. De hecho, el aislado ovino de Tipo C y elrocapde Tipo S mostraron incluso reduccion
en el numero de log UFCs a los 7 dias p.i., tanttag células BoMac como en MDMs, lo
qgue indicé que los macréfagos fueron capaces dangll en cierta medida a estas cepas.
Nuestros resultados demostraron diferencias sogiifas en la capacidad para sobrevivir en
el interior de macréfagos bovinos entre aisladoMédp con genotipo C, siendo los aislados
bovinos y de animales silvestres mas virulentoslgsiele pequefios rumiantes. Como varios
estudios demostraron previamente que la viruledeaciertas bacterias puede regularse
dependiendo de las condiciones medioambientalgsosble especular que las condiciones
con las que se encueniiap en el interior de los macréfagos ovinos y capripadria afectar
a la envuelta bacteriana y consiguientemente antkraccion bacteria-macréfago, lo que
podria traducirse en una reduccion de su capagdadproliferar y sobrevivir en macrofagos
bovinos (Mekalanos, 1992; Cossu y col., 2012).riliais estadistico de los datos obtenidos
confirmé que las diferencias de crecimiento y swvpencia en macrofagos bovinos no
dependian del genotipo del aislado, sino del haspmd de origen de los aislados.
Previamente también habiamos observado una faltowelacion entre el genotipo de los

aislados y su velocidad de crecimiento en tubos M@bendafio y col., 2012). Del mismo
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modo, cepas de micobacterias ambientales aisladpseabs y de humanos, incluyendo cepas
de Mycobacterium avium Mycobacterium peregrinum Mycobacterium chelonaey
Mycobacterium salmoniphilumdemostraron diferentes habilidades para crecetinmas
celulares de macréfagos humanos, de raton y caagaspandose de acuerdo al hospedador
del cual fueron aisladas (Harriff y col., 2008). Bs Figuras 26 y 27 se muestra la entrada,
crecimiento y supervivencia de las distintas cefmMap en las células BoMac y en MDMs
bovinos, respectivamente.
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Figura 27. Entrada, crecimiento y supervivencia de los atsdadeEMap seleccionados en MDMs bovinos.

A continuacién, procedimos a analizar la respuiestaine inducida en células BoMac
infectadas con dos aislados Map (Bovino-C y Ovino-S) que habian demostrado claras
diferencias en cuanto a su capacidad para mudigkc y sobrevivir en el interior de
macrofagos bovinos. Para el andlisis de expresiiicg, seleccionamos ciertas citoquinas
(IL-10, TGFf, TNF-a) e inhibidores de destruccion tisular (TIMP-1)ya&uexpresion se
habia observado previamente que estaba alteraB&8MICs, MDMs y/o en lineas celulares
de macrofagos infectados cap (Publicacion II). El inhibidor de la apoptosis BCGlL2se
incluyé también en el analisis porque se habiarghde previamente que estaba sobre-
expresado en MDMs infectados con un aislado bowaaviap (Kabara y col., 2010).

Mientras que en células BoMac infectadas con laacepvina observamos niveles de
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expresion mas altos de citoquinas implicadas eedpuesta inmune anti-inflamatoria como
la IL-6, TGH3-1 e IL-10, en células infectadas con la cepa oweaobservé una clara
induccién de la respuesta inmune pro-inflamatodapecialmente a las 24 horas p.i.,
caracterizada por una clara sobre-expresion dd.laal Aunque las diferencias en la
expresion de IL-10 en las células BoMac infectamtaslos aislados bovino y ovino no fueron
estadisticamente significativas, el aislado bowmijo mayor produccion de IL-10 alas 14 y
24 h p.i. y menor TN&2 a las 4 y 14 h p.i. que el aislado ovino. Tamlsé observaron
diferencias significativas en la respuesta apogdtien la expresion de la proteina implicada
en la destruccidn tisular inducida por ambas cegetectandose una induccion significativa
del inhibidor de apoptosis BCL2-1 a las 4 y 14 bkopa., y una menor expresion de la
proteina de destruccion tisular MMP3-1 a las 4 y@ras p.i. en las células infectadas con la
cepa bovina. Por lo tanto, nuestros resultadogamdgue la infeccién de células BoMac con
una cepa ovina estimula la respuesta pro-inflarizatapoptética y destructiva cuyo resultado
es la destruccion del macréfago infectado y laiel@ion bacteriana. Por el contrario, en las
células infectadas con el aislado bovino la redpuése la opuesta, favoreciéndose la
supervivencia bacteriana en el interior de los dfagos infectados. Debido a que se observé
una fuerte correlacion entre la supervivencia a#tidar de los aislados ensayados y los
patrones de produccion de citoquinas especifiga®tginas relacionadas con la apoptosis 0
la destruccion tisular (IL-6, TGF1, IL1-a, BCL2-1 y MMP3-1), los niveles de expresion de
estos biomarcadores de infeccion pueden ser wlilizgpara discriminar entre cepas con

virulencia diferencial en el modelo BoMac.

Al comparar nuestros resultados con resultadodeapoldgicos previos pudimos
constatar una correlacién entre la capacidad dergiwpncia de los aislados bovinos, su
perfil transcriptdmico y su capacidad para causanerosas epizoétias en ganado vacuno. En
contraposicion, la menor supervivencia de los dadade Tipo S, de origen caprino y ovino,
en macréfagos bovinos podria explicar el bajo nonuer aislamientos de Tipo S en vacas
naturalmente infectadas cttap (Whittington y col., 2001b; de Juan y col., 2005Ibhey y
col., 2008). De acuerdo a nuestros resultadosnymsi que la dosis infectiva fuera la misma,
seria esperable que la transmisiéonMap de pequefios rumiantes a bovinos no tuviera
repercusiones clinicas tan importantes como lsstngsion entre aislados ddap de otras

especies animales incluidas en el estudio y eldgabavino.
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Con objeto de identificar diferencias en virulenentre los distintos aislados Eiap
en el hospedador ovino procedimos a analizar sactdgd para iniciar una infeccion
productiva en MDMs ovinos (Publicacién V). Cuand@odgetermind la capacidad de entrada,
crecimiento y supervivencia de los aislados indsién el estudio en MDMs ovinos, no se
observaron diferencias significativas en los valaredios de log UFCs en los in6culos y a
los dias 0 y 7 para los aislados incluidos. Cuagldiiempo se consideré6 como la variable
principal, si se observaron diferencias significagi entre los valores medios de log UFCs de
los in6culos y a dia 0, lo que indica que no ta@dbdcteria en los indculos iniciales habia sido
fagocitada eficazmente por los MDMs ovinos. De ledos porcentajes de entrada se
estimaron entre el 52 y el 87 % de los indculosiaheés dependiendo del aislado. El analisis
estadistico global de los valores medios de log $J&&nostro diferencias significativas entre
el dia 0 y 7 cuando el tiempo p.i. se consideroatanvariable principal. Sin embargo, el
crecimiento que experimentaron la mayoria de lgia@dds fue muy pequefo (ratio entre 1.05-
1.63). Solamente la cepa de referencia K-10 présamtaumento significativo en el nimero
estimado de log UFCs a los 7 dias de la infeccionagnparacion con el valor a dia 0. Esto
podria explicarse porque la cepa K-10 es una cdpptada al laboratorio mientras que el
resto eran aislados recientes con pocos pasedtd®.cliodos los aislados, incluyendo a la
cepa K-10, fueron capaces de sobrevivir 7 diasosnMDMs ovinos con un ndmero

equivalente de UFCs independientemente de su genotiospedador de procedencia.

Con objeto de demostrar que no solo el numermesdt de log UFCs de cada aislado
a los 7 dias p.i. sino que también las respuestasries inducidas en MDMs ovinos eran
similares, se analizd la expresion de citoquingsroteinas implicadas en apoptosis y en
destruccion tisular en MDMs ovinos infectados cas dislados de Tipo C procedentes de
distintos hospedadores, bovino y ovino. EI mismpeexnento se realizé por separado con
dos aislados ovinos de distinto genotipo (C y 3) @oobjetivo de evaluar si el genotipo de la
bacteria podria influir significativamente en gldide respuesta inmune inducida en MDMs
infectados. En ambos casos no se observaron difasesignificativas en los niveles de
expresion de IL-10, TGF1, IL-2, TNFa-2, BCL2-1 y TIMP-1 en MDMs ovinos infectados.
Cuando la expresiéon de cada gen se analizé de anantbvidual, se observé aumento de la
expresion del inhibidor de apoptosis BCL2-1 y alibidor de la destruccion tisular TIMP-1,
que podrian estar favoreciendo la persistencidale en los MDMs ovinos infectados. En
general, se observo una sobre-expresion de laguaitas anti-inflamatorias IL-10 y TGBFL

y una disminucion de la expresion de las citoquipasinflamatorias IL-2 y TN&-2 en
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MDMs ovinos infectados con los aislados selecciosadEn resumen, se observé una
estimulacién significativa de la respuesta antiaimiatoria, antiapoptética y antidestructiva en
los macrofagos ovinos infectados cdap, independientemente del genotipo y del
hospedador de procedencia del aislado, que sdamomd con la supervivencia déap en

los MDMs ovinos.

Aunque los modelos celulares de macréfagos puedgrorcionar informacion acerca
de la interacci6Map-hospedador en las primeras etapas de la infe€¢td0 dias p.i.), estos
modelos no son capaces de reproducir etapas posterie la infeccidon, tales como las
primeras etapas en la formacion de granulomas. Blaosadar esta cuestion, generamos
modelosin vitro de granulomas bovinos y ovinos incubando PBMGsciaflos coMap con
una matriz extracelular de colageno y fibronectommponentes del tejido circundante en el
gue se ancla el granuloma natural. Para genemas astdelos llevamos a cabo una revision
bibliografica de las condiciones de cultivo (MOknmpo p.i. y composicion de la matriz
extracelular y del medio de cultivo) requeridasagargeneracion de granulomasvitro tras
la infeccion de PBMCs humanos cdh. tuberculosis, M. boviy M. leprag o tras su
estimulacién con antigenos micobacterianos, comcejgonplo, el lipomanano (Publicacion
IV). Previamente se habia demostrado que el aigiadd. tuberculosisH37Rv inactivado
por calor generaba granulomas de muy pequefio tamafiestables en condiciongsvitro
(Birkness y col., 2007). De la misma manera, semiisque micobacterias avirulentas, como
M. smegmatiy M. avium formaban agregados celulares de poca consistgnagdez que
no eran viables tras los primeros dias de cultiwatro. Como estos resultados sugerian que
la capacidad para desarrollar granulomas bien ideinse correlaciona con la severidad de
las infecciones micobacterianas, procedimos a caanje capacidad de distintos aislados de
Map para formar granulomas viables en condicionegitro (Publicacién V). Para ello, se
infectaron PBMCs ovinos con la cepa bovina de esfegia K-10 o con el aislado ovino de
Tipo S a tres MOls (bacteria:célula) (1:8, 1:16:33) y se incubaron a 37 °C durante 10 dias.
La agregacion celular se observo todos los diasienicroscopio de contraste de fases y los
agregados generadas vitro se contaron a los 5 y 10 dias p.i.. Nuestros tahos
demuestran que ambos aisladosMigp son capaces de indudim vitro la formacion de
agregados bien definidos. En contraste, no se wab$emacion de agregados en PBMCs sin
infectar procedentes de sangre del mismo donantpidodemuestra que la agregacion se
produce Unicamente en respuesta a la infeccionMap El analisis estadistico mostré

variaciones significativas entre el numero de aapleg generados tras 5 dias de infeccién por
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la cepa de referencia K-10 y la cepa ovina a la @s$ alta (1:8), siendo la cepa K-10 la que
fue capaz de inducir la formacion de un mayor nanuer agregados. Sin embargo, a los 10
dias p.i. las variaciones en el nimero de agregmdosgdos por ambos aislados Map no
fueron estadisticamente significativas a ningundade8 MOIs evaluadas. No se obtuvieron
diferencias significativas en el numero de agregadducidos por ambos aislados Map
entre los dias 5 y 10, lo que sugiere que la maydeilos agregados se formaron durante los
primeros cinco dias de la infeccién. El niumero geegados formados a las MOI mas alta
(1:8) y mas baja (1:33) fueron significativamenifergntes a los 10 dias p.i., formandose un
mayor numero de ellos a la MOI mas alta. A los 18sdle cultivo, se recogieron los
agregados, se incluyeron en parafina y tifieronHigry ZN para su analisis histologico. Los
agregados celulares mostraron caracteristicas lagiéas similares a las que presentan los
granulomas naturales, tales como la agregaciomeitsional de linfocitos alrededor de los
macrofagos infectados. Cuando las secciones dér@acanteniendo a los microgranulomas
se tifieron con ZN, se pudieron observar bacilosl @mterior de los granulomas. Los modelos
in vitro de granulomas, como el desarrollado en estadesivral, presentan ciertas ventajas
sobre los modelos animales incluyendo reducciércogte, mayor control y ademas pueden
ayudar a comprender las interaccioMegp-hospedador en las etapas iniciales de formacion
de los granulomas imposibles de abordar con modeimsales. Sin embargo, el granuloma
constituye un microambiente muy complejo que seafextado por sefales fisioldgicas
adicionales (factores de crecimiento y citoquingis¢ se producen exclusivamente en los
tejidos infectados y que no son posibles de re@eanodelosn vitro. Como consecuencia,
ciertos aspectos de los granulonmagivo pueden ser diferentes o pueden estar ausentes en |
modelos de granulomas vitro, incluyendo la necrosis intra-granulomatosa, lanadacion

de fibrina y colageno, y la presencia y distribacite los bacilos. A pesar de esta limitacion,
estos modelos tridimensionales de granulomasitro pueden ser Utiles ademas de para
analizar diferencias de virulencia entre aisladesMdp, para: i) entender qué factores o
moléculas desempefian un papel importante en laafidém de granulomas y en su
estabilidad, ii) evaluar la capacidad inductoragdenulomas por parte de ciertos antigenos
bacterianos o mutantes atenuados Yy iii) proporciana plataforma para probar la efectividad

de vacunas y farmacos.

Nuestros resultados permiten concluir que losadad deMap no solo de rumiantes
domeésticos sino también de cérvidos y jabali spa@@s de iniciar una infeccién productiva

en el hospedador ovino independientemente del ipengtor o que no se debe subestimar la
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importancia de la transmision ddap entre animales silvestres y la especie ovina. La
supervivencia de los aislados ovinos en MDMs ovisescorrelaciond positivamente con
datos epidemioldgicos y evidencias clinicas pregjas sefialaban la capacidad de estos
aislados deViap para causar numerosos epizootias en ovejas (Stvensol., 2002). Asi
mismo, la capacidad de los aislados bovinos pdreesivir en MDMs ovinos se correlaciono
con su capacidad para infectar ovejas en condisierperimentales (Verna y col., 2007). Sin
embargo, conviene recordar que las infeccionesrempptales generalmente se llevan a cabo
con altas dosis de bacteria por lo que no refld@manera exacta la transmision\Migp en

condiciones naturales.

El analisis estadistico global de la capacidadugervivencia de distintos aislados de
Map en modelos celulares bovinos y ovinos confirmdcomportamiento similar de los
aislados en BoMac y en MDMs bovinos y diferentelaervado en MDMs ovinos. Mientras
gue en el modelo ovino todos los aislados mostrar@virulencia similar, en los modelos
bovinos observamos diferencias significativas elutseaislados de pequefios rumiantes y los
de bovinos y de animales silvestres, siendo estas Uitimos los mas virulentos. Estas
diferencias no se asociaban a un determinado gensino al hospedador de origen de los

aislados.

Tabla XXXVII. Modelo GLM para comparacion estadistica de losrealade UFCs globales estimados en los
modelos celulares bovinos y ovinos cuando el tiemppmodelo y tipo celular se consideraron coragables
principales. Las variables que presentan una mistreaen el agrupamiento son similares.

Agrupamiento de Duncan Media Numero_ el Modelo celular
observaciones

A 7,0153 207 Ovino
B 5,7664 278 Bovino

Agrupamiento de Duncan Media NUmero Tipo Celular
A 7,0153 207 O-MDM
B 5,8530 135 BOMAC
B 5,6847 143 B-MDM

Agrupamiento de Duncan Media NuUmero Tiempo p.i.
A 6,8659 173 In6culo
A 6,6054 156 7 dias
B 5,3653 156 2 dias

En general, se observé una fuerte correlacioredatsupervivencia de las cepas de

Map dentro de los macrofagos bovinos y ovinos y laregacion de una respuesta anti-
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inflamatoria, antiapoptética y antidestructiva nagldi por la produccién de BCL2-1, TIMP-1,
TGH3-1, TNFu-2 e IL-10. En su conjunto, nuestros resultado®rap la hipdtesis de que
aislados deMap de cérvidos, jabali y de origen bovino y capripodrian tener las mismas
consecuencias clinicas en ovinos que los aisladosrigen ovino que aparentemente no
presentan ninguna ventaja selectiva a la hora desacala paratuberculosis ovina. En
contraste, los aislados bovinos y de animales stileg si podrian presentar cierta ventaja
sobre los aislados de pequefios rumiantes a ladeocausar la paratuberculosis bovina. Es
general, nuestros resultados inciden sobre la iackde implementar medidas que eviten el
riesgo de transmision dilap interespecie especialmente en granjas con vaspscies
animales en produccion o en granjas donde los pastocomparten por varias especies
animales domesticos y silvestres. De hecho, latemdg| de setos naturales para separar
campos podria reducir significativamente el riedgotransmision de la paratuberculosis al
reducir la contaminacién de los pastos con heae®wyha de animales silvestres infectados
con Map. Asi mismo, las granjas que utilicen el saneamienmo medida de control de la

paratuberculosis no deberian asumir distincionsadss en el genotipo de las cepas.

En un intento de explicar las diferencias en engla encontradas entre los aislados
bovinos y ovinos en macréfagos bovinos, recientéeneemos comparado la composicion de
acidos grasos de dos aisladosvtbp de origen bovino (genotipo C) y ovino (genotipog8g
habian demostrado previamente distinta capacideal g@brevivir en macrofagos bovinos
(Publicacion VIII). Hay que recordar gudap presenta una envuelta rica en lipidos que
constituyen hasta el 60 % del peso de la bactkas.fosfatidil-1-mio-inositol manosidos
(PIMs) de la envuelta, entre los que se incluydah-LAM, interactian con los receptores de
los macroéfagos (receptor de manosa y TLR-2) y elirig la bacteria hasta un compartimento
celular o endosomal que no se fusiona con lisosofHatattukudy y col., 1997). El
componente manosilado de los PIMs se ancla a labmara plasmética mediante uno o
cuatro acidos grasos; preferencialmente acido piabmiacido tuberculoestearico y acido
oleico (Cao y Williams, 2010; Vergne y col., 201&n concreto, las formas tri y tetra-
aciladas de los PIMs (ABIMs y AciPIMs) son las que preferentemente se unen a los
receptores de manosa evitando la fusion del fagasgne contiene a la bacteria con el
lisosoma (Guilleron y col., 2006, Torrelles y c@Q08). Las formas triaciladas de los PIMs
estan compuestas por dos acidos palmiticos y wrduloestearico; y las tetra-aciladas por 2
acidos palmitico, un oleico y un tuberculoestearla hipdtesis de trabajo que tratamos de

verificar en nuestro estudio era si las difereneiavirulencia entre ambos aislados pudieran
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deberse a cambios en los &cidos grasos de la &ovdelMap que median en el
reconocimiento de los componentes manosilados slePIMs con los receptores de los
macrofagos. Esta hipdtesis se sustenta en evidep@aias que demuestran que cambios en
la composicion de acidos grasos afecta a la corftiim del Man-LAM de la envuelta dié.
tuberculosisy como consecuencia a la interaccién del compenaainosilado del Man-LAM
con los receptores de manosa del macréfago (Tesrglicol., 2006). Por otro lado, nuestra
aproximacion resultaba interesante puesto que sEodece comoMap modula la
composicion de su envuelta celular y su metaboliBpidico en respuesta a las condiciones
medioambientales que existen dentro y fuera deldfego y si esta modulacion es especifica
del genotipo del aislado dklap o del tipo de macréfago al que la bacteria tiene q
enfrentarse. Para testar nuestra hipotesis,neadicelulares de macrofagos de origen bovino
(BoMac) y ovino (MOCL-4) se infectaron con los daslados deViap. En ambos casos la
bacteria extracelular se recogi6 a las 4 h pa wiracelular a los 4 dias p.i. y los ésteres de
metilo de los acidos grasos (Fatty acid methylre$tAMEs) de ambas fracciones (intra y
extracelular) se extrajeron mediante saponificaeidrsolucion diluida de hidroxido sédico y
metanol seguida de soluciéon de &cido clorhidrictdm@ (MIDI, 2002). Los FAMEs
extraidos se analizaron por cromatografia de afthiy se compararon con los que
presentaban los aislados crecidos en MiddlebrooR @rhpleando el software Sherlock
Microbial Identification con la libreria Myco6 (MID 2008). Utilizando esta aproximacion
pudimos confirmar que el perfil de acidos grasotad®cteria extracelular y de la crecida en
medio 7H9 era idéntico y significativamente diféaeerdel de la bacteria intracelular
independientemente del tipo de aisladdvidg.
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Figura 28. (A) Dendrograma mostrando el agrupamiento de los idzxlas deMap de acuerdo a su contenido
en acidos grasos en diferentes condiciones medieatales. Las uniones mas cortas indican una mayor
similitud. (B) Analisis de componentes principales de los perfille acidos grasos de la cepa K10Wdg y del
aislado ovino S2349 en distintas condiciones mewlantales (extracelular, intracelular, 7H9).

Nuestros resultados demuestran que la compos@®oacidos grasos ddap varia
durante la infeccion. Aunque el contenido de acglasos de ambos aislados en el ambiente
intracelular fue idéntico, en condiciones extraleeks si se observaron diferencias
significativas en cuanto al contenido de &cido toilleestedrico, acido oleico y acido
palmitico y sus derivados para ambos aisladdsgla@ En concreto, al aislado ovino carecia
de &cido tuberculoestearico y presentaba mayoesmat de acido oleico y palmitico que el
aislado bovino. Estos tres &cidos grasos son coempes) importantes de la envueltaMizp
y son los encargados de unir el Man-LAM a la meménalasmatica bacteriana. Diferencias
en la composicion de estos acidos grasos podréataafa la conformacion del Man-LAM de
la envuelta de cada aislado Mlap y afectar a su reconocimiento por los receptoeefod
macroéfagos; y podrian explicar las diferencias nlagkas en cuanto a la capacidad de ambas

cepas para sobrevivir en el interior de macréfagosinos. De manera similar, se ha
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demostrado que el gradde acilaciéon de los PIMs dM. tuberculosi afecta a su
reconocimiento polos receptores de manosa del macr¢ (Torrelles y col., 2006; Guerin

col., 2010). Especificamente, se ha demostraddagsmstitucion en las formas te-aciladas
de los PIMsde una acido palmitico o uneico por un &cido tuberculoesrico puede
modificar la confirmacién de los PIMS M. tuberculosisy su interaccién con los receptc
de manosa (Torlles y col., 2008

HMAP-C/EXTRA  OMAP-S/EXTRA
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Oleic acid
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Palmitic acid
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Figura 29. Acidosgrasos con contenido significvamente distinto entre la cepalk-deMapy el aislado ovino
S397 expuestos duranténdal ambiente extracelular de células BoMac y M4,

Por dltimo y con objeto de adaptar los modelos deréfagos desarrollos en este t
a otros objetivos, com@or ejemplo para su utilizacion en la evaluacion ad#ividad
fagocitica inducida por prototipos vacunales, ssaroll6 un método inmunomagnétide
enriguecimiento de monocitos CL + de bovino, ovino y caprino utilizando nanopartsi
magnéticas funonalizadas con un anticuerpo monoclonal -CD14 humano e
combinacion con la tecnologia MACS (Publicacion.\ B proporcion de monocitos CLC +
antes y después de la separacion magnética seoegtimcitometria de flu. Nuestros
resultados mostrarorug la tecnologia MACS permitié el aislamiento denowtos CD1 + a
partir de PBMCs bovinos, caprinos y ovinos con pasede hasta el 92, 74 y 30
respectivamente. Esto representa un 2.2, 9.3 y 4i51de incremento en el ratio
monocitos CD14 +, r@ectivamente. Tras del enriquecimiento, los mowoscpiurificados
mostraron viabilidades de aproximadamente el 9&@8emas se observo que los monoc

CD14 + aislados de PBMCs bovinos, caprinos y oviatikzando la tecnologia MAC
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

presentaron la morfologia tipica de macréfagos wiessmle 7 dias de cultivo y que eran
capaces de fagocitar eficientemente y con altaodejibilidadMap y M. bovis Finalmente,
hemos demostrado que monocitos CD14 + purificadopleando la tecnologia MACS
pueden ser utilizadas en experimentowitro que requieren MDMs con un alto nivel de
pureza, como por ejemplo para evaluacion de eficdei prototipos vacunales (Publicacién
VIII). Asi, monocitos purificados de sangre pelidérde terneras de entre 3-6 meses de edad
sin vacunar y vacunadas por via intramuscular c@vacuna inactivada frentéva bovisse
purificaron con la tecnologia MACS, se diferencimaeo macrofagos y se infectarer vivo
con Map. Los resultados demostraron diferencias signifiaaten cuanto a la capacidad de
los macréfagos procedentes de animales vacunasiosvgcunar para fagocitbfap a los 83

y 163 dias post-vacunacion y demostraron la utlida los modelosn vitro de MDMs

desarrollados en esta tesis doctoral para evaligace vacunal.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. En los modelos celulares de macrofagos bovinos,aisledos bovinos, de jabali, de
ciervo, de gamo y bisonte fueron capaces de crepersistir con mayor eficiencia que
los aislados ovinos y caprinos independientemeataidyenotipo.

2. La infeccion de macrofagos bovinos con una cepaaoestimuld la induccion de una
respuesta inmune de tipo pro-inflamatoria, apopadty destructiva, mientras que la
respuesta inmune inducida por el aislado bovino lueopuesta, favoreciéndose la
supervivencia bacteriana de este aisladoMigp en el interior de los macrofagos

infectados.

3. Debido a que se observo una fuerte correlacior émsupervivencia intracelular de estos
aislados y los patrones de produccion de IL6, f-<GFIL1a, BCL2-1 y MMP3-1; los
niveles de expresion de estos biomarcadores deciafepueden servir para discriminar

entre aislados delap con diferente virulencia en el modelo celular BaMa

4. No se observan variaciones significativas en elpmrtamiento de los aislados tap
incluidas en el estudio en los dos modelos celsldrevinos estudiados (MDMs y
BoMac), por lo que se puede concluir que el modmlar BoMac constituye un

excelente modelm vitro en el que realizar estudios de patogénesis darddyerculosis.

5. A diferencia de lo que ocurre en los modelos cedsl&dovinos, todas los aisladosMap
analizados fueron capaces de persistir en el antde los macrofagos ovinos con titulos
infectivos similares independientemente de su gemet hospedador de procedencia. Los
macréfagos ovinos indujeron una respuesta anasimdtoria, anti-apoptoética y anti-

destructiva independientemente del aislado/genatiiinado en la infeccion.

6. En conjunto, nuestros resultados indican que klados délap procedentes de la misma
especie animal tienen un comportamiento similalosnmodelos celulares estudiados,
independientemente de su genotipo. Por ello, debsiese equivalencia entre genotipos
bacterianos a la hora de realizar el saneamientasdexplotaciones ganaderas afectadas

por paratuberculosis.
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7. Los aislados d&ap de animales silvestres mostraron una virulencralai a la de los
aisaldos bovinos en los modelos de infecgiowitro estudiados, por lo que no se debe
desestimar el riesgo que pueden representar pamxjdotaciones de ganado bovino y
ovino. Nuestros resultados recomiendan la necegigadxtremar medidas preventivas
que eviten el riesgo de transmisién\dap interespecie.

8. Se ha demostrado por primera vez la capacidadstedas deMap ( Bovino-C y Ovino-
S) de inducir la formaciéim vitro de granulomas ovinos bien definidos, viables 1@&s
dias de cultivo y similares desde el punto de vistafolégico a los observados en

muestras clinicas.

9. La seleccién positiva de monocitos CD14 + de sapgméérica de bovino, caprino y
ovino empleando la tecnologia MACS permite la otitem de monocitos con un alto
grado de pureza y completamente funcionales eninésnde capacidad fagocitica y
produccion de citoquinas, lo que hace que consiituyna excelente plataforma para la

evaluacion de la eficacia de prototipos vacunales.
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X. ANEXOS

X.1. ABREVIATURAS

aa: Amino4cidos

ACP: Acyl carrier protein / proteina portadora déa

AG: Arabinogalactano

AGID: Agarose gel immunodiffusion / inmunodifusién gel de agarosa

AM: Acidos micolicos

ANOVA: Analysis of variance / andlisis de la varzan

ASA: Aminosalicylic acid / acido aminosalicilico

ATCC: American type culture collection / coleccide cultivos tipo americano

ATP: Adenosine triphosphatdrifosfato de adenosina

BAAR: Bacteria acido-alcohol resistente

Bad: Bcl-2-associated death

BCL: B-cell ymphoma / linfoma de células B

BOMAC: Bovine macrophage cell lindinea celular de macréfagos bovinos

CARD: Caspase recruitment domain / dominio de taahiento de caspasa

CD: Cluster of differentation / cumulos de difere@dn

CF: Complement fixation / fijaciéon del complemento

CoA: Coenzima A.

CPA: Células presentadoras de antigenos

CR: Complement receptor / receptor de complemento

DC-SIGN: Dendritic cell-Specific intercellular ad$ien molecule-3-grabbing non-integrin
DDA: Dimethyl dioctadecyammonium / Dimetil dioctadecil de amonio

DIVA: Difference infected fronvaccinatedanimals / diferencia infectados de animales vacosiad
DNA: Deoxyribonucleic acid / acido desoxirribonuctke

DPBS: Dulbecco's phosphate-buffered saline / sdiusalina tamponada con Dulbecco
DTH: Delayed type hypersensitivity / hipersensitatl de tipo retardado.

EEAL: Early endosome antigén autoantigeno endosomal primario

EEUU: Estados Unidos

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay / ensamthunoabsorbancia enzimatica
F:Forward / hacia adelante

FAME: Fatty acid methyl ester / éster de metildateacidos grasos

FAP: Fibronectin-attachment protein / proteinasigién a la fibronectina

FCS: Fetal bovine serum / suero fetal bovino

FN: Fibronectina

g: Gramo

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenakeetgldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GC: Guanina, citosina
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GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulatiscidr / factor estimulante de colonias de grantdscy
monocitos

GLM: General linear model / modelo lineal general

HBH: Heparin-binding hemagglutinin / hemaglutinith@ unién a heparina

HBSS: Hank's balanced salt soluticsolucién salina de Hank

HE: Hemotoxilina-eosina

HEY: Herrold’s egg yolk

HS-GAG: Heparan sulfate glycosaminoglycan / glicosenglicanos heparan sulfato
Hsp: Heat shock protein / proteina de choque té&rmic

IACUC: Institutional animal care and use committézomité institucional para el cuidado y uso deveiés
ICAM-1:Intercellular adhesion molecule 1

IDR: Intradermal reaction / reaccion intradérmica

IFN: Interferon

Ig: Inmunoglobulina

IHQ= Inmunohistoquimica

IL: Interleuquina

IS: Insertion sequence / secuencia de insercion

Kb: Kilobases

kDa: Kilodalton

kg: Kilogramo

LAM: Lipoarabinomanano

LJ: Lowénstein-Jensen

LN: Lymph node / nédulo linfatico

LRR: Leucine-rich repeat / repeticiones ricas erilea

LSP: Long sequence polymorphisms / polimorfismosetiencia larga

M: Molar

M.: Mycobacterium

mAb: Monoclonal antibodies / anticuerpos monocleral

MAC: Mycobacterium aviunsomplex / complejdlycobacterium avium

MACS: Magnetic-activated cell sorting / seleccid@iutar magnética

MAC-T: Bovine mammary epitheliaells

Mah: M. avium hominissuis

Man-LAM: Mannosylatedipoarabinomannan / lipoarabinomanano revestidmdeosa
Map: Mycobacterium aviursubespeciparatuberculosis

MAPK-38: P38 mitogen-activated protein kinase

Mb: Megabases

MDBK: Madin-Darby bovine kidney

MDM: Monocyte derived macrophages / macrofagosvdelos de monocitos

mg: miligramo

MGIT: Mycobacterial growth indicator tube / tubalinador de crecimiento de micobacterias
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MHC: Major histocompatibility complex / complejo y@ de histocompatibilidad

MIC: Minimum inhibitory concentration / concentréai minima inhibitoria

min: Minutos

ml: Mililitro

mM: Millimolar

MMP: Matrix metalloproteinase / metaloproteinasdadmatriz

MOI: Multiplicity of infection / multiplicidad demfeccion

MP: Mercaptopurina

MPL: Monophosphoryl lipid /monofosforil lipido

MR: mannose receptor / receptor de manosa

Mtb: Mycobacterium tuberculosis

MTC: Mycobacterium tuberculossomplex / complejdlycobacterium tuberculosis
NaOH: Hidréxido sodico

NCBI: National center for biotechnology informatibnentro nacional para la informacion biotecnatégi
NCCLS: National committee for clinical laboratomgsdards / Comité Nacional de estandars de Labraryato
Clinico

ND: No determine / no determinado

ng: Nanogramos

NK: Natural killer / asesina natural

NO: Nitric oxide / éxido nitrico

Nr: No reportado.

NTM: Non tuberculous mycobacteria / micobacteriaguberculosas

OADC: Oleic acid-albumin-dextrose-catalase / oleattmimina-dextrosa-catalasa

OIE: World organisation for animal health / orgawin mundial de sanidad animal
ORF: Open reading frame / fases de lectura abierta

Par: Parcial

pb: Base pair / par de bases

PBMC: Peripheral blood mononuclear cells / célufemonucleares de sangre periférica
PBS: Phosphate-buffered saline / tampén fosfatocal

PCR: Polymerase chain reaction / reaccion en cadiete polimerasa

PCR-REA: Polymerase chain reaction and restrigimhonuclease analysis / reaccion en cadena de la
polimerasa y andlisis con endonucleasas de rasfricc

PFGE: Pulsed field gel electrophoresis / electedimen gel de campo pulsado
PG:Peptidoglycan / peptidoglicano

p.i.: post-infeccion

PILAM: Fosfatidil inositol y liporarabinomanano

PIM: fosfatidil-1-myo-inositol manosidos

PI3P: Fosfatidilinositol 3-fosfato

Ptp: Protein tyrosine phosphatadesfatasagle proteinas en tirosina
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g-RT-PCR: Reverse transcription quantitative polsase chain reaction / Transcripcion inversa segdéda
Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa

R: Reverse / inverso

REA: Restriction endonuclease analysis / anal@isendonucleasas de restriccion

RFLP: Restriction fragment length polymorphismdlimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion

RNI: Reactive nitrogen intermediates /reactivosiimediarios de nitrégeno

ROI: Reactive oxygen intermediates / reactivosntierimediarios de oxigeno

RPMI: Roswell park memorial institute

RQ: Relative quantification / cuantificacion releti

rRNA: Ribosémic RNA / RNA ribosémico

SCID: Revere combined immunodeficiency

SIDA: Human immunodeficiency virus infection /sindre de inmunodeficiencia adquirida
SLC: Solute Carrier Family

SNP: Single nucleotide polymorphism / polimorfisnagsnucleotido simple

SOD: Superoxido dismutasa

spp: Species / especies

Syn: Synonymous / sinébnimo

TACO: Tryptophan aspartate containing coat proteiproteina envuelta de triptéfano aspartato
TE: Tris-EDTA

TGF: Transforming growth factaffactor de crecimiento transformante

Th: T helper cell / células T colaboradores

THP-1: Human monocytic cell line / linea celularrdenocitos humanos

TIMP: Metallopeptidase inhibitor / Inhibidor de haetaloproteinasa celular

TLR: Toll-like receptor / receptores tipo toll

Tm: Melting temperature / temperatura de fusion

TNF: Tumor necrosis factor / factor de necrosisdtah

tRNA: Tranfer RNA / ARN de transferencia

TTD: Time to detection / tiempo de deteccion

UFC: Unidades formadoras de colonias

pg: Microgramo

pl: Microlitro

pm: Micrémetro

UM: Micromolar

USDA: United states department of agriculture

UTR: Untranslated region / region no traducida

VIC: Vélvula lleocecal

VOCs: Volatile organic compounds / componentestitekorganicos

Vol: Volumen

ZN: Ziehl-Neelsen
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X.2. TRABAJOS PENDIENTES DE PUBLICACION

Publicacion VI: "Improved ruminants’s monocyte-ded macrophages infection models to
study Mycobacteria-host interactions and for vaecinandidates evaluation"'BMC
Microbiology.Abendafio N Boveda E, Ledo B, Juste RA, Alonso-Hearn M.

PUBLICACION VII: “Mycobacterium aviursusbp.paratuberculosidatty acid composition
might determine its interaction with bovine macragbls and influence the intracelular

survival of the bacillus”. Alonso-Hearn M\bendano N Rubirar A, Aznar R, Juste RA.

PUBLICAICON VIII: “Enhancedin vitro phagocytic efficiency of macrophages agaivist
bovis from EMDIAR sensitized young cattle”. Juste RA,o0Aso-Hearn M, Garrido JM,

Abendafio N Sevilla IA, Gortazar C, de la Fuente J, Dominguez

X.3. FACTOR DE IMPACTO Y AREA TEMATICA

A continuacion se presentan el factor de impacttasl@evistas y las areas tematicas de cada
una de las publicaciones cientificas incluidassta €esis Doctoral. Esta informacion ha sido
obtenida del Journal Citation Reports® (JCR) (lisitof Scientific Information (ISI),
Thomson Scientific), a través de la plataformaWgib of Knowledge (Thomson Scientific).
Los datos se muestran referidos al afio de pubdinatg cada articulo.

* Publicacion I: Quantification ofMycobacterium aviunsubsp.paratuberculosisStrains
Representing Distinct Genotypes and lIsolated froom8stic and Wildlife Animal
Species by Use of an Automatic Liquid Culture SystBOIl: 10.1128/JCM.00441-12.
Abendafio N Sevilla IA, Prieto JM, Garrido JM, Juste RA, AtmHearn M.

Journal of Clinical Microbiology

* Afo: 2012

« Indice de impacto: 4.068
« Area: Microbiologia

e Cuartil: Q1

* Ranking: 27/116
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» Publicacion II: Anti-Inflammatory and Antiapoptotic Responses ttedtion: A Common
Denominator of Human and Bovine Macrophages Inteeth Mycobacterium avium
subsp paratuberculosisReview Article DOI: 10.1155/2013/90834&bendafio N Juste
RA, Alonso-Hearn M.

Journal of Biomedicine and Biotechnology

* Ano: 2013

+ indice de impacto: 2.706
« Area: Medicina, Investigacion y Experimentacion
e Cuartil: Q2

* Ranking: 50/124

» Publicacion lll: Mycobacterium aviunsubspecieparatuberculosidsolates from Sheep
and Goats Show Reduced Persistence in Bovine Maagas than Cattle, Bison, Deer
and Wild Boar Strains Regardless of Genotyp@I: 10.1016/j.vetmic.2012.12.042.
Abendarfio N Sevilla IA, Prieto JM, Garrido JM, Juste RA, AkmaHearn M.

Veterinary Microbiology

 Afo: 2013

« Indice de impacto: 2.726

« Area: Ciencias Veterinarias
e Cuartil: Q1

* Ranking: 4/132

» Publicacion IV: Three-Dimensionaln Vitro Models of Granuloma to Study Bacteria-
Host Interactions, Drug-Susceptibility, and Restasidn of Dormant Mycobacteria.
Review Article. Fitzgerald LEAbendafio N Juste RA, Alonso-Hearn M.

Biomed Research International

* Ano: 2014

+ indice de impacto: 3.169
« Area: Medicina, Investigacion y Experimentacidn
e Cuartil: Q2

* Ranking: 50/124
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* Publicacion V: Mycobacterium aviunsubsp.Paratuberculosisisolates Inducén Vitro
Granuloma Formation and Show Successful SurvivalenBtype, Common
Antilnflammatory and Antiapoptotic Responses witlidine Macrophages Regardless of
Genotype or Host of OriginDOI: 10.1371/journal.pone.010423&bendafio N
Tyukalova L, Barandika JF, Balseiro A, Sevilla Barrido JM, Juste RA, Alonso-Hearn
M.

Plos One

* Afio: 2014

« Indice de impacto: 3.234

« Area: Ciencias Multidisciplinarias
e Cuartil: Q1

* Ranking: 8/56

X.4. OTRAS CONTRIBUCIONES DEL DOCTORANDO

OTRAS PUBLICACIONES

e Prieto JM, Balseiro A, Casais Rbendano N Fitzgerald LE, Garrido JM, Juste RA,
Alonso-Hearn M. 2014. A Sensitive and Specific BEneylinked Immunosorbent Assay
for Detecting Serum Antibodies agaifdycobacterium aviunsubsp paratuberculosisn

Fallow Deer (Dama dama&}linical and Vaccine Immunolog$.1(8):1077.

Clinical and Vaccine Immunology

 Afo: 2014

+ indice de impacto: 2.470

« Area: Ciencias veterinarias
e Cuartil: Q2

* Ranking: 43/78

CONTRIBUCIONES A CONGRESOS
» Congresos internacionales
= 12"International Colloquium on Paratuberculosis (ICPParma. Junio 2014.

- AUTORES: Abendafio N Tyukalova L, Barandika J, Balseiro A, Sevilla IA,
Garrido JM, Juste RA, Alonso-Hearn M.
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TITULO: Mycobacterium aviunsubsp.paratuberculosidsolates Inducén Vitro
Granuloma Formation and Show Successful SurvivainBtype, Common Anti-
inflammatory and Antiapoptotic Responses within i@vMacrophages regardless
of Genotype or Host of Origin.

TIPO DE COMUNICACION: Comunicacion oral

- AUTORES: Prieto JM,Balseiro A, Casais Rhendafio N Fitzgerald LE,Garrido

JM,Juste RA, Alonso-Hearn M.

TITULO: Sensitive and Specific Enzyme-linked Immsndent Assay for
Detecting Serum  Antibodies againstMycobacterium  avium subsp.
Paratuberculosisn Fallow Deer.

TIPO DE COMUNICACION: Poster

- AUTORES: Abendafnio N Fitzgerald LE, Garrido JM, Barandika JF, Balselp

Juste RA, Alonso-Hearn M.

TITULO: Mycobacterium aviumsusbp. paratuberculosisisolates trigger the
formation of granulomam vitro.

TIPO DE COMUNICACION: Poster

= 10" International Veterinary Immunology Symposium (IVIS Milan. Agosto 2013

AUTORES: Abendafio N Tyukalova L, Barandika JF, Sevilla IA, Garrido JM
Juste RA, Alonso-Hearn M.

TITULO: Mycobacterium aviunsubsp.paratuberculosisisolates from domestic

and wild animals showed successful survival phemetgnd induced common

immune responses within ovine macrophages.

TIPO DE COMUNICACION: Comunicacion oral

AUTORES:Abendafio N Juste RA, Alonso-Hearn M.

TITULO: In Vitro Infection Models to StudyMycobacterium aviumsubsp.
paratuberculosisHost interactions.

TIPO DE COMUNICACION: Poster

= 11" International Colloquium on Paratuberculosis (ICP)Sydney. Febrero 2012

AUTORES: Abendafio N Sevilla IA, Garrido JM, Prieto JM, Juste RA, Akmn

Hearn M.

TITULO: A large-scale study of differential virulea of Mycobacterium avium
subsp.paratuberculosisstrains with distinct genotypes and isolated frdinerse

hosts in bovine macrophages.

TIPO DE COMUNICACION: Comunicacion oral

AUTORES:Abendafio N Sevilla IA, Geijo M, Garrido JM, Prieto JM, JufRd,
Alonso- Hearn M.

TITULO: Quantification ofMycobacterium aviunsubsp paratuberculosistrains
with distinct genotypes and isolated from diversesth using a liquid culture
system.

TIPO DE COMUNICACION: Comunicacion oral
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= 8" International Conference on the Pathogenesis of &bpacterial Infections
(ICPMI). Estocolmo. Julio 2011

- AUTORES: Alonso-Hearn MAbendafio N Sevilla IA,Garrido JM, Juste RA.
TITULO: A large-scale study of differential virulee of genomically diverse
strains of Mycobacterium aviumsubspeciesparatuberculosisisolated from
diverse hosts in bovine macrophages.

TIPO DE COMUNICACION: Poster

» Congresos nacionales

= XVIII Simposio Annual de la Asociacion de Veterinmrs Especialistas en
Diagnéstico Laboratorial AVEDILA). Madrid. 14-15 Noviembre 2013.

- AUTORES: Abendaiio N Ledo B, Boveda E,Barandika JF, Juste RA, Alonso-
Hearn M.
TITULO: Utilizacion de nanoparticulas magnéticasndionalizadas para la
purificacion de monocitos CD14+ de rumiantes parapbsible deteccion de
patogenos intracelulares
TIPO DE COMUNICACION: Poster

PREMIOS

® Richard Merkal Award. Premio a la mejor comunicacién oral def"12ternational
Colloquium on Paratuberculosis (ICP), Parma (2014).

¥ Poster mejor valorado del XVIII Simposio Anual de la Asociacion de Vetarios
Especialistas en Diagnodstico Laboratorial (AVEDIL.-A)adrid (2013).
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