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I. JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO  

 

 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) es el agente causal de la 

paratuberculosis o enfermedad de Johne, una enteritis crónica contagiosa que afecta 

fundamentalmente a rumiantes domésticos y silvestres. El principal mecanismo de 

transmisión de la infección es la vía fecal-oral. Los animales se infectan bien por vía directa al 

ingerir las heces de animales infectados o bien indirectamente al ingerir agua, leche, calostro 

o pienso contaminado con Map (Sweeney, 1996). Una vez ingerida, Map atraviesa las células 

M que tapizan los folículos linfoides de las placas de Peyer del epitelio intestinal. Una vez en 

la submucosa, la bacteria es fagocitada por los macrófagos subepiteliales del hospedador, 

donde reside en unas vacuolas denominadas fagosomas (Bermudez y col., 2010). A pesar de 

que el interior de los macrófagos constituye un ambiente hostil para la mayoría de las 

bacterias patógenas, las cepas virulentas de Map han desarrollado estrategias que le permiten 

sobrevivir y multiplicarse en el interior de los macrófagos del hospedador. Entre estas 

estrategias caben destacar: la inhibición de la maduración del fagosoma y su fusión con el 

lisosoma, la reducción de los niveles de reactivos oxigenados, la alteración de la capacidad de 

los macrófagos infectados para presentar antigenos bacterianos a las celulas T y la inhibición 

de la apoptosis de los macrófagos infectados (Arsenault y col., 2014). Durante el transcurso 

de la infección, algunos de los macrófagos infectados pueden activarse y  secretar citoquinas y 

quimioquinas que desencadenan una respuesta inflamatoria cuyo resultado es el reclutamiento 

de macrófagos y linfocitos T de la sangre y tejidos al sitio de la infección. Esta acumulación 

de células alrededor de los macrófagos infectados se denomina granuloma. Map es capaz de 

persistir en el interior de los granulomas en un estado latente, que puede extenderse durante 

varios años. En condiciones estresantes para el animal; por ejemplo después del parto, Map 

puede llegar a reactivarse, escapar de los granulomas y originar nuevas lesiones en otras zonas 

del tejido intestinal infectado y en otros órganos del animal infectado. 

 

 La patogenia de la paratuberculosis engloba los mecanismos utilizados por Map para 

infectar y persistir en el animal. Las moléculas implicadas en las interacciones Map-

hospedador en los distintos estadios de la infección no se conocen en profundidad, ni tampoco 

se ha determinado con exactitud su mecanismo de actuación. A pesar de que se ha trabajado 

en la generación de mutantes de algunos genes potencialmente implicados en la virulencia de 

Map no se ha podido determinar el papel de éstos debido fundamentalmente a la falta de 
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métodos fiables y rápidos de cuantificación de células viables de Map. Debido a su lenta 

velocidad de replicación y a su tendencia a agruparse, Map ha sido difícil de cuantificar por 

los métodos bacteriológicos de rutina (Elguezabal y col., 2011). La cuantificación de la carga 

bacteriana suele realizarse mediante el conteo del número de bacterias en el microscopio 

óptico, mediante reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction; PCR) o 

espectrofotometría, pero estos métodos sobre-estiman la carga bacteriana al cuantificar 

bacteria viva y muerta. Como alternativa, el cultivo bacteriológico de Map en medio sólido sí 

que proporciona una estimación real del número de células viables. Sin embargo, no todas las 

cepas de Map crecen en los mismos medios sólidos y a veces son necesarios varios meses en 

cultivo y la realización de varias réplicas de diluciones seriadas para poder cuantificar el 

número de colonias presentes en un inóculo. Además, los métodos estándar de recuento en 

placa son costosos y con frecuencia fallan por contaminación o por deshidratación del medio 

durante el largo período de incubación. En contrapartida, los sistemas automáticos de 

detección micobacteriana que utilizan un medio líquido para el cultivo bacteriológico, tales 

como el sistema BACTEC MGIT 960, tienen mejor sensibilidad analítica y requieren menos 

tiempo para el crecimiento de las micobacterias (Cruciani, 2004). El sistema BACTEC MGIT 

960 se utiliza habitualmente para la detección de Map y hasta la realización de esta tesis sólo 

se había utilizado para la cuantificación de cepas de Map aisladas de bovino y de humanos 

(Shin y col., 2007). Este sistema no se había utilizado previamente para la cuantificación de 

cepas de Map aisladas de animales silvestres o de especies domésticas distintas del ganado 

vacuno, ni tampoco se había aplicado para determinar la carga bacteriana en el interior de los 

macrófagos infectados del hospedador. Este método, por lo tanto, no se había utilizado con 

anterioridad en el estudio de las interacciones que tienen lugar en los estadios iniciales de la 

infección entre la bacteria y los macrófagos del hospedador. El estudio de los estadios 

iniciales de la interacción bacteria-hospedador es fundamental para poder determinar si un 

aislado determinado de Map es capaz de inducir una respuesta inmune de tipo anti-

inflamatorio y anti-apoptótico que le permita sobrevivir en el interior de los macrófagos del 

hospedador. La generación de este tipo de respuesta puede utilizarse como un marcador de 

infección y de virulencia de Map. 

 

 Las cepas de Map se han clasificado atendiendo a un polimorfismo genético en la 

secuencia de inserción IS1311 en cepas Tipo S, Tipo C y Tipo B (Whittington y col., 2001a, 

Marsh y col., 2006). En cuanto a su aislamiento, las cepas Tipo S se han aislado 

predominantemente pero no exclusivamente de ovino y caprino lo que sugería cierta 
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preferencia y adaptación de este tipo de cepas por los pequeños rumiantes. Las cepas Tipo C 

presentan un amplio rango de hospedadores y son las cepas más comúnmente aisladas de 

animales silvestres y de ganado bovino. Las cepas Tipo B se han aislado principalmente del 

bisonte americano y de ovejas de la India. Tras la secuenciación del genoma completo de 

varios aislados de Map se ha confirmado la división de los aislados de Map en dos grandes 

grupos; Tipo I (o S) y Tipo II (o C) (Stevenson, 2015). Un análisis más detallado de las cepas 

Tipo B mediante secuenciación completa de su genoma ha revelado que las cepas de este tipo 

aisladas de animales de la India eran diferentes de los aislados de bisonte de Estados Unidos y 

ambas se consideran en la actualidad subtipos del Tipo C (Stevenson, 2015). A pesar de que 

las distintas cepas de Map emplearían un único protocolo de infección, su capacidad para 

sobrevivir en los macrófagos del hospedador parecía ser variable. Por ello, al inicio de esta 

tesis doctoral nos planteamos las siguientes cuestiones: 

 

1. ¿Son todas los aislados/genotipos de Map igualmente virulentas? 

2. ¿Son todos los rumiantes igualmente susceptibles a la infección con diversos aislados 

de Map?  

3. ¿Es posible correlacionar las respuestas inmunes inducidas en el hospedador con la 

virulencia de cada aislado/genotipo de Map? 

 

 Un conocimiento preciso de la capacidad infectiva de distintos aislados de Map 

permitiría determinar que aislados/genotipos de Map representan un riesgo potencial para la 

salud y producción animal de las principales especies ganaderas. Este análisis de riesgo, 

permitiría determinar si es necesario incluir el tipado de las cepas de Map en los programas de 

control y certificación de la paratuberculosis y podría influir en la toma de decisiones a la 

hora de introducir medidas de control que eviten el contacto y la transmisión de Map entre 

ciertas especies ganaderas y/o especies silvestres. 

 

 En infecciones experimentales en rumiantes se ha evidenciado variación en el grado de 

patogenicidad o virulencia entre cepas de Map de distinto origen en un mismo hospedador, así 

como la diferente virulencia que puede tener una cepa concreta de Map en una especie animal 

u otra. Así, Stewart y col. (2004, 2006 y 2007) demostraron que bovinos, ovinos y caprinos 

podían infectarse con cepas de Map de origen bovino y ovino, si bien el efecto de dichas 

cepas era diferente según el hospedador. Mientras que en bovino y caprino se observó una 

mayor patogenicidad de las cepas bovinas frente a las ovinas, en las ovejas infectadas con 
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cepas bovinas u ovinas, los patrones de respuesta y la enfermedad clínica fueron similares. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que en estas infecciones experimentales no se especifica 

el genotipo de la cepa empleada en el experimento, únicamente su origen. Por otro lado, hay 

que considerar que generalmente las infecciones experimentales se realizan empleando altas 

concentraciones de Map por lo que no reflejan exactamente lo que ocurre en condiciones de 

campo en donde la exposición a pequeñas cantidades de Map por un tiempo prolongado es 

suficiente para desencadenar la infección (Hines y col., 2007). Finalmente, es importante 

considerar el elevado coste económico que supone la realización de las infecciones 

experimentales puesto que requieren de largos periodos de incubación, hasta que las lesiones 

típicas y los signos clínicos asociados a la enfermedad son apreciables en los animales 

infectados. Debido a la variabilidad genética que existe entre animales, en las infecciones 

experimentales es preciso utilizar un número elevado de éstos durante un tiempo prolongado 

para obtener resultados fiables, lo que resulta muy costoso. Una alternativa a las infecciones 

experimentales en rumiantes es la utilización de animales de experimentación por su facilidad 

de manejo y bajo coste de mantenimiento. Sin embargo, existen diferencias anatómicas, 

fisiológicas e inmunológicas entre los animales de laboratorio y los rumiantes.  

 

 Los modelos de infección in vitro, además de presentar ciertas ventajas sobre las 

infecciones experimentales como son la reproducibilidad del ensayo, reducción de costo y 

tiempo en la realización de los ensayos, permiten comparar simultáneamente la virulencia de 

un gran número de aislados de Map, sobre todo si se combina con un método rápido y fiable 

que permita cuantificar y comparar la carga bacteriana presente, como es el caso del sistema 

BACTEC MGIT 960. Hasta la realización de esta tesis doctoral, los estudios in vitro de 

comparación de la virulencia de diversas cepas de Map se habían realizado únicamente en 

macrófagos bovinos, utilizando pocas cepas y sin genotipo determinado y nunca se habían 

incluido cepas silvestres de Map en los análisis. Janagama y col. (2006) demostraron que las 

cepas bovinas y humanas eran capaces de sobrevivir mejor que las cepas ovinas en el interior 

de macrófagos bovinos infectados a las 24, 48 y 96 horas post-infección (p.i.). Sin embargo, 

para evaluar el número de bacterias en el interior de los macrófagos infectados utilizaron la 

técnica de PCR que al cuantificar ácido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid; DNA) 

tanto de bacteria viva como muerta sobre-estima la carga bacteriana. Previamente, solo 

algunos estudios habían evaluado in vitro los perfiles de expresión de genes del sistema 

inmune inducidos por cepas bovinas de Map en macrófagos bovinos obtenidos de animales 

sanos y en lineas celulares de macrófagos bovinos (Weiss y col., 2004; Janagama y col., 2006; 
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Murphy y col., 2006). En conjunto, los resultados de estos estudios transcriptomicos sugerían 

que tras una infección con Map se produce un bloqueo de los mecanismos de defensa pro-

inflamatorios, lo que explicaría la persistencia y la inhibición de la apoptosis de las cepas 

virulentas de Map en el interior de los macrófagos infectados. Además, se demostró que las 

respuestas inmunes inducidas en macrófagos bovinos frente a una infección con Map parecían 

depender del aislado bacteriano (Motiwala y col., 2006; Gollnick y col., 2007). En concreto, 

las cepas bovinas y humanas se comportarían de manera similar y serían más virulentas que 

las cepas ovinas atendiendo al perfil de expresión de ciertos marcadores de respuesta inmune 

del hospedador. Mientras las cepas bovinas y humanas inducirían una respuesta celular de 

tipo anti-inflamatorio que les permitiría sobrevivir en el interior del macrófago infectado, las 

cepas de origen ovino provocarían una respuesta pro-inflamatoria en los macrófagos 

infectados dirigida a eliminar a la bacteria del macrófago infectado. A pesar de que al 

comienzo de esta tesis doctoral se habían realizado estudios transcriptómicos evaluando las 

respuestas inmunes inducidas por cepas de origen bovino y ovino de Map en macrófagos 

bovinos, ninguno de estos estudios había establecido posibles correlaciones entre la carga 

bacteriana presente en el interior de los macrofagos infectados con la respuesta inmune 

inducida. Por otro lado, previamente no se había realizado un análisis transcripcional de las 

respuestas inmunes inducidas en macrófagos ovinos infectados con distintas cepas de Map. 

Para la realización de estos estudios era necesario definir previamente los marcadores 

inmunológicos de infección que permitirían diferenciar claramente las respuestas inmunes 

inducidas por cepas de Map con distinta virulencia en estadios iniciales de la infección. 

 

 Aunque los modelos de infección in vitro empleando macrófagos pueden proporcionar 

información acerca de la interacción Map-hospedador en las primeras etapas de la infección, 

este modelo celular no es capaz de reproducir etapas posteriores de la infección, tales como 

las primeras etapas de la formación de granulomas. Para abordar está cuestión se han 

desarrollado recientemente modelos in vitro de granulomas humanos tras una infección con 

M. tuberculosis, M. bovis y M. leprae (Puissegur y col., 2004; Birkness y col., 2007; Kapoor y 

col., 2013; Wang y col., 2013). Estos modelos han permitido demostrar que la capacidad para 

desarrollar granulomas bien definidos se correlaciona con la severidad de las infecciones 

micobacterianas, por lo que podrían servir para evaluar la virulencia de diversas cepas de 

Map. Los modelos in vitro de granuloma presentan ciertas ventajas sobre las infecciones 

experimentales o los modelos animales como son su bajo coste, mayor control experimental y 

el hecho de que pueden ayudar a comprender las interacciones Map-hospedador en las etapas 
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iniciales de formación de los granulomas que son difícilmente abordables con modelos 

animales, pues cuando las lesiones se pueden visualizar in vivo generalmente ya están bien 

constituidas. Hasta la realización de esta tesis doctoral, no se había desarrollado un modelo in 

vitro de granuloma bovino y ovino tras una infección con Map. 

 

 La mayoría de los estudios in vitro en los que se ha comparado la virulencia y perfil 

transcriptómico de cepas de Map se han realizado con monocitos purificados a partir de 

sangre periférica con métodos tradicionales y posteriormente cultivados in vitro para su 

diferenciación a macrófagos. Sin embargo, el aislamiento de monocitos de sangre periférica 

con alta pureza es crucial para la generación in vitro de un número suficiente de macrófagos y 

para aumentar la sensibilidad de los ensayos posteriores. Entre los ensayos que pueden 

requerir la utilización de macrófagos con alto grado de pureza se pueden incluir los ensayos 

de capacidad fagocítica dirigidos a evaluar la eficacia de ciertos prototipos vacunales, sobre 

todo cuando se trata de determinar la dosis vacunal más eficaz. En investigación biomédica, la 

selección positiva de monocitos CD14 + se realiza empleando la tecnología de selección 

celular magnética (magnetic activated cell sorter; MACS). Esta tecnología se basa en la 

utilización de nanopartículas magnéticas funcionalizadas con un anticuerpo que permite la separación 

inmunomagnética de un tipo celular concreto; en este caso de monocitos CD14 + (Grützkau y 

Radbruch, 2010). Hasta la realización de esta tesis doctoral, no se había diseñado un protocolo 

para la purificación selectiva de monocitos CD14 + a partir de sangre periférica de rumiantes 

vacunados y control que permitiera evaluar de manera rápida y en condiciones ex vivo la 

eficacia vacunal. 
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II. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 
II.1.  IMPACTO  ECONÓMICO  Y  SOCIAL  DE LA  PARATUBERCULOSIS 
 

 La paratuberculosis es una enteritis granulomatosa crónica causada por 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) que afecta a un amplio rango de 

hospedadores, fundamentalmente rumiantes domésticos y salvajes. Aunque la 

paratuberculosis se conoce desde hace más de cien años, en la actualidad esta infección sigue 

representando un gran desafío científico y es objeto de vigilancia epidemiológica por parte de 

la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE) quien establece la obligatoriedad de su 

notificación. En 2007, la paratuberculosis fue incluida por la OIE en la lista B de 

enfermedades transmisibles por considerarse una enfermedad importante desde el punto de 

vista socioeconómico y/o sanitario. 

 
 La paratuberculosis se considera una enfermedad de distribución mundial, y en la 

actualidad constituye uno de los principales procesos patológicos que afecta a los rumiantes 

domésticos. Los datos actuales estiman que sobre el 50 % de los rebaños bovinos de leche de 

Europa y Norte América podrían estar infectados con paratuberculosis, por lo que la 

enfermedad podría considerarse de endémica en estas regiones (Nielsen y Toft, 2009). La 

paratuberculosis ocasiona graves pérdidas económicas en las explotaciones productoras de 

ganado ovino (Ovis aries), caprino (Capra hircus) y bovino (Bos taurus) (Barkema y col., 

2010). Las principales pérdidas económicas causadas por la paratuberculosis son debidas a la 

muerte prematura, descenso de fertilidad y producción láctea de los animales infectados, así 

como, por el aumento de su predisposición a padecer otras enfermedades (Hasanova y Pavlik, 

2006). En la Tabla I se muestran las causas directas e indirectas de las pérdidas económicas 

producidas por la paratuberculosis. 

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

Pérdidas Económicas Directas Pérdidas Económicas Indirectas 
• Mortalidad de animales clínicamente enfermos 
• Disminución de la producción de leche 
• Cambios en parámetros de calidad de la leche: 

aumento de los recuentos de células somáticas y 
aumento de la incidencia de la mastitis 

• Disminución de la fertilidad 
• Disminución de la edad de producción de los 

animales 
• Predisposición a otras enfermedades: artritis, 

dermatitis, mastitis 

• Sacrificio prematuro de los animales 
• Gastos por reemplazo de animales 
• Gastos de asistencia veterinaria 
• Gastos de los programas de control 
• Pérdida del valor genético de los animales 
• Gastos asociados a las restricciones impuestas por 

el mercado o por la legislación 
• Gastos por la pérdida de reputación de una granja 

con animales infectados con Map 

Basado en Hasanova y Pavlik, 2006. 
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 En Estados Unidos, las pérdidas económicas anuales debidas a la paratuberculosis en 

las granjas lecheras se estimaron en unos 1.5 billones de dólares, con un coste aproximado de 

unos 200 dólares por animal infectado (Ott y col., 1999; Losinger, 2006). En España, 

disponemos de estimaciones de pérdidas anuales por mortalidad, disminución de la lactación 

y descenso de la fertilidad que supondrían sólo en la Comunidad Autónoma del País Vasco 

unos 1.1 millones de euros en ganado ovino (Aduriz y col., 1993). 

 

 Además del interés veterinario de la paratuberculosis en relación con la producción de 

las especies tradicionales, la paratuberculosis tiene también el carácter de enfermedad 

emergente al haber sido identificada en rumiantes silvestres y en especies no rumiantes 

domésticas y salvajes. La cada vez mayor proximidad entre los animales domésticos y las 

especies silvestres hace que se facilite la transmisión de la enfermedad, pudiendo actuar la 

fauna silvestre como reservorio o vehículo de transmisión de Map de unas explotaciones a 

otras. En España, Map es endémico en ciervos (Cervus elaphus) (Reyes-García y col., 2008) y 

gamos (Dama dama) de la costa norte (Marco y col., 2002) y ha sido identificado 

esporádicamente en jabalíes (Sus scrofa) (Alvarez y col., 2005), conejos (Oryctolagus 

cuniculus) (Maio y col., 2011) y tejones (Meles meles) (Matos y col., 2014). 

 

 Por otro lado, la enfermedad es importante por su potencial zoonósico ya que se ha 

asociado la presencia de Map con la enfermedad de Crohn, una enfermedad intestinal de 

humanos que presenta similitudes con la paratuberculosis. Así, se han observado similitudes 

clínicas y lesionales entre la enfermedad de Crohn en humanos y la paratuberculosis en 

rumiantes y se ha demostrado que pacientes de Crohn responden favorablemente a drogas con 

actividad anti-Map (Behr y Kapoor, 2008; Juste y col., 2008). Por otro lado, Map ha sido 

identificada en leche, sangre y tejidos de pacientes de Crohn mediante técnicas moleculares e 

histopatológicas (Naser y col., 2000; Bull y col., 2003; Juste y col., 2009). Además de con la 

enfermedad de Crohn, Map se ha asociado a otras patologías inflamatorias autoinmunes, 

como por ejemplo, la sarcoidosis (El-Zaatari y col., 1996), la tiroiditis de Hashimoto (Sisto y 

col., 2010), el síndrome Blau (Dow y Ellingson, 2010), la diabetes tipo 1 (Naser y col., 2013) 

o la esclerosis múltiple (Frau y col., 2015).  
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II.2. ETIOLOGÍA  

 

II.2.1. Historia y Taxonomía 

 

 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) es el agente causal de la 

paratuberculosis o enfermedad de Johne. Este bacilo acido-alcohol resistente fue identificado 

por primera vez por Johne y Frothingam en 1895 mediante tinción de Ziehl-Neelsen (ZN) de 

muestras de tejido intestinal de una vaca de raza Frisona que presentaba lesiones que 

recordaban a las descritas para la tuberculosis intestinal. Por ello, y dadas las dimensiones de 

los bacilos, atribuyeron la etiología de este proceso “tuberculoso atípico” al agente causante 

de la tuberculosis en las aves, que actualmente se designa como Mycobacterium avium subsp. 

avium (Mijs y col., 2002). En 1912, la enfermedad se consideró como una enfermedad distinta 

de la tuberculosis y la bacteria pasó a denominarse “Mycobacterium enteritidis chronicae 

pseudotuberculosa bovis” (Twort e Ingram, 1912). Más tarde pasó a denominarse Bacterium 

paratuberculosis (Bergey y col., 1923), Bacillus paratuberculosis (Krasilnikov, 1941) y mas 

tardíamente Mycobacterium johnei por Francis en 1943. A finales del siglo XX, primero 

Saxegaard y Baess (1988) y posteriormente Thorel y col. (1990) demostraron la existencia de 

una alta homología genética entre el agente causal de la paratuberculosis y M.avium subsp. 

avium, lo que hizo que se reconsiderase como una subespecie de M. avium y se aceptara la 

denominación que actualmente sigue vigente: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. 

 

 Map pertenece al género Mycobacterium (Lehmann y Neumann, 1896). Actualmente, 

este género comprende 147 especies de micobacterias. Desde el punto de vista taxonómico, 

las micobacterias están incluidas en la división Firmicutes, clase Actinomycetes, subclase 

Actinobacteridae, orden Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia 

Mycobacteriacea, género Mycobacterium (Shinnick y Good, 1994). Esta clasificación estaba 

basada en dos características presentes en todos los miembros del género: la morfología 

(bacilos inmóviles) y la acido-alcohol resistencia (Lehmann y Neumann, 1896). En la 

actualidad, los requisitos mínimos para la inclusión de una especie bacteriana dentro del 

género Mycobacterium son la acido-alcohol resistencia, la presencia de ácidos micólicos de 

60-90 átomos de carbono de longitud y un 61-71 % de GC (guaniana, citosina) en su genoma 

(Levy-Frebault y Portaels, 1992). 
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 La presencia de ciertos polimorfismos en las secuencias de algunos genes diana ha 

permitido realizar una clasificación taxonómica de las micobacterias. Uno de los genes diana 

más comúnmente empleado es el gen del RNA ribosómico 16S (ribosomic RNA 16S; rRNA 

16S) que se caracteriza por tener una longitud aproximada de 1500 nucleótidos y presentar 

regiones altamente conservadas y dos regiones hipervariables (A y B) en todas y cada una de 

las especies micobacterianas (Boddinghaus y col., 1990). Para la identificación y clasificación 

de las diferentes especies micobacterianas, la secuenciación de la región hipervariable A suele 

ser suficiente, aunque cuando se requiere confirmación se suele secuenciar también la región 

B. El árbol filogenético de algunas especies de micobacterias basado en la secuencia parcial 

del rRNA 16S se muestra en la Figura 1. 

 

 
Figura 1. Árbol filogenético de diversas especies y subespecies de micobacterias basado en la secuencia parcial 
16S rRNA. Las especies y cepas pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis se muestran en rojo y 
los miembros del complejo Mycobacterium avium se muestran en verde. Rue-Albrecht y col., 2014. 
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 Otra clasificación es la que distingue entre el grupo de micobacterias del complejo 

Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis complex; MTC) y las 

micobacterias no tuberculosas, atípicas o distintas de la tuberculosis (non tuberculous 

mycobacteria; NTM). El complejo MTC incluye a siete micobacterias que causan tuberculosis 

en mamíferos, de las que la mejor estudiada es M. tuberculosis, el agente causal de la 

tuberculosis en humanos. A nivel genético, los miembros del MTC presentan más de un 99,95 

% de identidad en su secuencia de nucleótidos (Brosch y col., 2002). A pesar de su alta 

similitud genética, los miembros del MTC pueden diferenciarse de acuerdo a su rango de 

hospedadores y a su capacidad patogénica: M. tuberculosis y M. africanum son patógenos 

exclusivamente de humanos, M. microti infecta a roedores, M. pinnipedii causa la tuberculosis 

en mamíferos marinos incluyendo a leones de mar y focas, y M. caprae al igual que M. bovis 

infecta cabras y ciervos. La especie micobacteriana con el mayor rango de hospedadores es 

M. bovis, que aunque se aísla fundamentalmente de ganado vacuno, es responsable de 

epizoótias en pequeños rumiantes y en animales salvajes y también puede infectar a humanos. 

M. canetti también infecta a humanos, pero se diferencia de otros miembros del complejo 

MTC en la morfología de las colonias, que no son de aspecto rugoso como las del resto de los 

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

 

 Un segundo gran grupo de micobacterias es el constituido por el complejo M. avium 

(Mycobacterium avium complex; MAC) (Inderlied y col., 1993), donde se incluye Map (Nº 

Identificación Taxonómica: 1770; National Center for Biotechnology Information; NCBI). 

Las micobacterias de este complejo comparten un 40 % de similitud en su secuencia de 

nucleótidos con las del complejo MTC. Todos los componentes del complejo MAC están muy 

relacionados desde el punto de vista genético, son de crecimiento lento, crecen en un amplio 

rango de temperaturas (20 °C hasta 37 °C) y de pH (desde 4 a 7.5) y pertenecen al grupo 

NTM. El complejo MAC incluye micobacterias ambientales, agentes micobacterianos 

intrínsecamente patógenos del ganado y de las aves, y patógenos oportunistas del hombre por 

lo que adquiere gran relevancia en medicina veterinaria (Thorel y col., 2001) y humana 

(Weiss y Glassroth, 2012). En la Tabla II se muestran las especies y subespecies 

pertenecientes al complejo MAC, la enfermedad que causan y sus hospedadores preferentes. 
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Tabla II.  Especies y subespecies integrantes del complejo Mycobacterium avium. 
Especie  Subespecie Patogenicidad Hospedador Referencia 
M. avium avium Tuberculosis aviar Aves Mijs y col., 2002 

 silvaticum 
Enfermedad similar a la 
Tuberculosis 

Palomas 
Thorel y col., 

1990 

 
hominissuis 
 

Infecciones pulmonares 
Linfadenitis cervical 
Infecciones de tejidos 
blandos difundidos 
Infecciones diseminadas 

Humanos 
Porcinos 

 

Mijs y col., 2002 
 
 

 paratuberculosis Enfermedad de Johne Rumiantes 
Thorel y col., 

1990 

M. intracellulare  Infecciones pulmonares Humanos 
Pfyffer y col., 

2007 

M. colombiense  
Infecciones diseminadas 
Linfadenopatía 

Humanos 
Murcia y col., 

2006 

M. chimaera  Infecciones pulmonares Humanos 
Tortoli y col., 

2004 

M. marseillense  Infecciones pulmonares Humanos 
Ben Salah y col. 

2009 

M. timonense  Infecciones pulmonares Humanos 
Ben Salah y col., 

2009 

M. boucherdurhonense  Infecciones pulmonares Humanos 
Ben Salah y col., 

2009 

M. vulneris  
Linfadenopatía 
Heridas 

Humanos 
Van Ingen y col., 

2009 
M. arosiense  Osteomielitis Humanos Bang y col., 2008 

MAC-otras  
Infecciones pulmonares 
Infecciones diseminadas 

Humanos Smole y col., 2002 

Rindi y Garzelli, 2014.  

 

 A pesar de su similitud genética, los miembros del complejo MAC muestran diferente 

rango de hospedadores y tropismo celular. Por ejemplo, M. avium subsp. avium es el principal 

agente causal de la tuberculosis en aves (Mijs y col., 2002), mientras que M. avium subsp. 

silvaticum causa lesiones tuberculosas en palomas (Thorel y col., 1990). Además de aves, M. 

avium subsp. avium también puede infectar un amplio rango de especies animales, 

principalmente a cerdos y a vacas (Rindi y Garzelli, 2014). Esta micobacteria se ha detectado 

en ocasiones en niños con linfoadenopatías (Bruijnesteijn van Coppenraet y col., 2008; 

Thegerström y col., 2005). M. avium subsp. hominissuis y M. intracellulare son patógenos 

oportunistas ampliamente distribuidos en el medio ambiente y pueden causar infección 

pulmonar y tuberculosis diseminada en un amplio rango de mamíferos; incluyendo cerdos, 

vacas y también en humanos (Rindi y Garzelli, 2014). Desde el punto de vista de salud 

pública, M. avium subsp. hominissuis es la micobacteria del complejo MAC más importante 

al causar frecuentemente enfermedades oportunistas diseminadas en pacientes 

inmunodeprimidos (Falkinham, 2010). En el caso de pacientes con el síndrome de la 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), se ha descrito que la frecuencia de infecciones 
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concomitantes por miembros del complejo  MAC oscila entre el 25 y el 50 % (Horsburgh y 

col., 1991; Nightingale y col., 1992). El agente causal de entre el 87 y el 98 % de estas 

infecciones era M. avium hominissuis (Biet y col., 2005). En la última década se han descrito 

nuevos miembros del complejo MAC como M. chimaera (Tortoli y col., 2004), M. 

colombiense (Murcia y col., 2006), M. arosiense (Bang y col., 2008), M. bouchedurhonense, 

M. marseillense y M. timonense (Ben Salah y col., 2009).  

 

II.2.2. Características morfológicas, bacteriológicas y metabólicas de Map 

 

Map se diferencia de las otras subespecies 

de M. avium por su lenta tasa de crecimiento in 

vitro, entre 8 y 24 semanas de crecimiento son 

requeridas para la formación de colonias visibles en 

los medios de cultivo.  

 

 
Figura 2. Fotografía de Map obtenida con un 
microscopio electrónico de barrido (MT 
Collins).  

 

 Map es una bacteria aerobia facultativa, no móvil, Gram-positiva y ácido-alcohol 

resistente que presenta una tinción homogénea de color rojizo con los métodos de tinción y 

decoloración con alcohol ácido (como el de ZN o Kinyoun). Map es un bacilo de 1-2 μm de 

longitud por 0.5 μm de anchura que tiende a agruparse en grumos cuando crece en cultivo. Su 

temperatura óptima de crecimiento es de 37 ºC. 

 

 Fenotípicamente Map se caracteriza por la formación de colonias rugosas y por su 

crecimiento lento en medios de cultivo, por lo que requiere de un aporte externo del 

sideróforo micobactina para la captación del hierro. La comparación de los genomas de Map y 

M. tuberculosis reveló que uno de los genes responsable de la producción de micobactina 

(mbtA) es más corto en Map (400 aa) que en M. tuberculosis (565 aa) (Li y col., 2005). El 

efecto del truncamiento del gen mbtA de Map podría afectar no solo a la producción de la 

micobactina sino también a la capacidad de ésta para captar hierro, por lo que se necesita 

añadir no solo micobactina sino también citrato férrico en el medio de cultivo de Map (Merkal 

y Curran, 1974). 
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 Map, junto con los otros miembros del género Mycobacterium, presenta una pared 

celular hidrofóbica y con un alto porcentaje en lípidos (40 %), porcentaje muy elevado en 

comparación con el de otras bacterias Gram + (5 %) y Gram - (10 %) (Goren y Brennan, 

1979; Crellin y col., 2013). Esta propiedad podría explicar la tendencia de las micobacterias a 

crecer formando agregados bacterianos y también su propiedad de ácido-alcohol resistencia. 

En la Figura 3 se muestra un esquema de la pared celular de Map. 

 

 

Figura 3. Esquema general de la pared celular micobacteriana. (A) Membrana plamática, (B) Peptidoglicano 
(PG), (C) Arabinogalactano (AG), (D) Lipoarabinomanano (LAM), (E) Proteínas, (F) ácidos micólicos (AM), 
(G) Glicolípidos. 
 

 En la membrana celular de Map se anclan las proteínas y el lipoarabinomanano 

(LAM). El LAM es un lipoglicano que presenta una estructura compleja de 17 kDa y que se 

compone de tres dominios: un núcleo polisacárido compuesto por unidades de D-manana y D-

arabianana, un dominio formado por fosfadilinositol anclado a la membrana y un polisacárido 

terminal que contienen el disacárido β-D-Araf(1-1)-α-D-Araf. Las especies de micobacterias 

patógenas y de crecimiento lento (como es el caso de M. tuberculosis, M. leprae y Map) 

presentan en el extremo terminal β-Ara, un residuo de manosa, por lo que al LAM se le 

denomina (Man-LAM). En contraste, las especies micobacterianas avirulentas y de 

crecimiento rápido (como M. fortuitum y M. smegmatis) presentan en el extremo terminal β-
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Ara, un fosfoinositol, por lo que al LAM se le denomina PILAM (Chatterjee y col., 1992; 

Prinzis y col., 1993; Nigou y col., 2003). La capa de peptidoglicano (PG) forma el esqueleto 

interno básico al que se une el arabinogalactano (AG), un polisacárido ramificado formado 

por D-arabinosa y D-galactosa. El residuo terminal de la D-arabinosa se esterifica para dar 

lugar a ácidos micólicos (AM) hidrofóbicos de alto peso molecular a los que se anclan 

glicolípidos de superficie. El complejo PG-AG-AM es insoluble y se caracteriza por 

conformar la estructura esencial de la pared celular y por ser la diana a la que van dirigidos las 

mayoría de agentes antimicrobianos (Hett y Rubin, 2008).   

 

 El PG es un material rígido que facilita el mantenimiento de la forma y estructura de la 

bacteria y la protege de la presión osmótica, aunque también permite la expansión y 

crecimiento bacteriano. El PG esta formado por cadenas de péptidos y glicanos, éstos últimos 

representados por cadenas largas formadas por repeticiones seriadas de N-acetilglucosamida y 

N-acetilmurámico (Hett y Rubin, 2008).  

 

 El AG es el principal polisacárido de la pared celular cuya función es el 

mantenimiento de la arquitectura celular y el anclaje de la capa de AM a la capa de PG. El 

AG está compuesto por arabino y galactano y esta unido a su vez a la capa de PG mediante 

una unión fosforil-N-acetilglucosaminosil-ramnosil (McNeil y col., 1990; Crick y col., 2001).  

 

 Finalmente los AM están constituidos por una variedad de ácidos grasos de cadena 

corta (60-90 carbonos/cadena), α-alkil y β-hidroxil y son los encargados de mantener la 

impermeabilidad de la pared celular. A lo largo de las capas de la pared se intercalan proteínas 

transportadoras y porinas, que representan el 15 % del peso de la pared. Aunque las 

micobacterias presentan una capa gruesa de PG y carecen de membrana externa al igual que 

las bacterias Gram +, presentan también algunas propiedades comunes con las bacterias Gram 

-. Al igual que las bacterias Gram -, las micobacterias no retienen la tinción de Gram (sin 

embargo si retienen la carbolfucsina en presencia de ácido y alcohol) debido a la presencia de 

porinas en la membrana lipídica (Hett y Rubin, 2008). En la Tabla III se resumen las 

principales características morfológicas, bacteriológicas y metabólicas de Map. 
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Tabla III. Características morfológicas, bacteriológicas y metabólicas de Map 
Característica morfológicas, bacteriológicas y  metabólicas de Map Referencias 

Características Morfológicas 
• Bacilo inmóvil.  
• Tamaño: 0.5 µm x 1-2 µm  
• Tendencia a formar grumos 

 
Twort e Ingram, 1912 
Bergey y col., 1923 
Thorel y col., 1990 

Características Bacteriológicas 
• Gram + 
• Tinciones: Acido-alcohol resistente (BAAR). ZN + 
• Pared celular de alto contenido lipídico 

o 4 capas: Membrana citoplasmática, PG, AG y AM 
o Presencia de AM de 60-90 átomos de carbono. 

 
Twort e Ingram, 1912 
Wayne y Kubica, 1986 

Brennan y Nikaido, 1995 
 

Características Metabólicas 
• Aerobio Facultativo 
• Baja actividad metabólica 
• Test Bioquímicos: 

o Positivo a: catalasa, hidrólisis del Tween y test de la trehalosa. 
o Negativo a: producción de niacina y fosfatasa alcalina, actividad: 

ureasa, pirazinamidasa y arilsulfatasa, reducción de nitrato y 
telurito y tolerancia al cloruro sódico. 

• Requerimientos nutricionales 
o Fuente de Carbono: glicerol, piruvato e hidrocarburos. 
o Fuente de Nitrógeno: asparagina, glutamina, glutamato, ácido 

aspártico, sales de amonio. 
o Macroelementos: Potasio, magnesio, azufre, fósforo. 
o Microelementos: Hierro, zinc, manganeso, molibdeno. 
o Componentes que facilitan el crecimiento: ácidos palmítico y 

OADC, yema de huevo o dióxido de carbono 
• Crecimiento lento: 8-6 semanas (hasta 6-12 meses) según la cepa y el 

medio 
o a 37°C 
o La mayoría de las cepas requieren micobactina para su 

crecimiento 

Snow, 1970 
Merkal y Curran, 1974 

Thorel y col., 1990 
Cocito y col., 1994 
Whittington, 2010 

BAAR: Bacteria Ácido-Alcohol Resistente. OADC: Oleico, Albúmina, Dextrosa, Catalasa. 

II.2.3. Resistencia ambiental y físico-química de Map.   

 
 Map es altamente resistente a condiciones ambientales adversas y a algunos 

tratamientos físico-químicos empleados para higienizar el agua y los alimentos destinados al 

consumo humano. El elevado grado de resistencia que presenta este bacilo se explica en parte 

por la compleja estructura de la pared celular rica en lípidos, lo que le permite soportar 

condiciones físico-químicas que no suelen aguantar otras especies bacterianas y por otro lado, 

por la posibilidad de ralentizar su metabolismo en determinadas condiciones y por su lento 

crecimiento (Grant, 2010).  

 

 Debido al creciente interés y preocupación suscitado en torno al posible potencial 

zoonósico de Map, se ha tratado de determinar que productos alimentarios de origen animal 

podrían estar implicados en una posible transmisión de Map a la especie humana (Eltholth y 



 

col., 2009). En la Figura 4 se muestra cuales son las principales vías de transmisión de 

los humanos. 

 

Figura 4. Principales vías de transmisión de 

 

 El producto más veces estudiado hasta el momento es la leche. La contaminación de 

ésta en las explotaciones puede producirse por eliminación directa en la leche de vacas 

infectadas, o por contacto con heces infectadas. El hecho de que la leche pueda constituir 

vehículo de transmisión de Map

a cabo numerosos estudios para determinar la termorresistencia y la efectividad del 

tratamiento térmico de pasteurización en la destrucción de 

(1993) demostraron que los tratamientos

minutos o 72 °C 15 segundos

consiguen eliminar la bacteria totalmente.

durante 30 minutos se destruyeron el 90 % de las células viables de 

de 72 °C 15 segundos se eliminaron el 95 % de las células de 
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col., 2009). En la Figura 4 se muestra cuales son las principales vías de transmisión de 

Principales vías de transmisión de Map a los humanos. Grant, 2010. 

oducto más veces estudiado hasta el momento es la leche. La contaminación de 

ésta en las explotaciones puede producirse por eliminación directa en la leche de vacas 

infectadas, o por contacto con heces infectadas. El hecho de que la leche pueda constituir 

Map de los animales al ser humano ha hecho que se hayan llevado 

a cabo numerosos estudios para determinar la termorresistencia y la efectividad del 

tratamiento térmico de pasteurización en la destrucción de Map. Chiodini y Her

demostraron que los tratamientos de calor utilizados en la pasteurización (

egundos) destruyen gran parte de las células viables de 

consiguen eliminar la bacteria totalmente. Mientras que con el tratamiento térmico de

se destruyeron el 90 % de las células viables de Map, con el tratamiento 

C 15 segundos se eliminaron el 95 % de las células de Map. Rademaker y col. (2007)
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oducto más veces estudiado hasta el momento es la leche. La contaminación de 

ésta en las explotaciones puede producirse por eliminación directa en la leche de vacas 

infectadas, o por contacto con heces infectadas. El hecho de que la leche pueda constituir un 

de los animales al ser humano ha hecho que se hayan llevado 

a cabo numerosos estudios para determinar la termorresistencia y la efectividad del 

. Chiodini y Hermon-Taylor 

la pasteurización (63 °C 30 

) destruyen gran parte de las células viables de Map pero no 

tratamiento térmico de 63 °C 

, con el tratamiento 

. Rademaker y col. (2007) 
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demostraron que el tratamiento de la leche a temperatura de 72 ºC durante 15 segundos era 

suficiente para la eliminación prácticamente total de Map. Sin embargo, un estudio reciente ha 

demostrado la viabilidad de Map en más del 40 % de 65 muestras de leche en polvo 

analizadas que procedían de 18 países diferentes (Grant y col., 2014). Otros tratamientos 

como la electroporación (Rowan y col., 2001) y las radiaciones gamma (Stabel y col., 2001) 

ofrecen mejores resultados de inactivación que la pasteurización a nivel experimental.  

 

 Otra posibilidad que se ha contemplado es la de que Map entrara en la cadena 

alimentaria a partir de carne contaminada. Así, todo el tratamiento de la carne destinada al 

consumo humano, desde el momento en que el ganado entra en el matadero hasta el 

procesado de dicha carne para la venta en las plantas especializadas, debe ser llevado con 

precaución para evitar los riesgos de contaminaciones con Map a partir de un foco primario de 

infección. Alonso-Hearn y col. (2009) aislaron y detectaron bacilos viables de Map a partir 

del músculo del diafragma de 6 terneras sacrificadas en matadero mediante cultivo 

bacteriológico y PCR convencional y a tiempo real. De estos 6 animales 4 presentaban signos 

clínicos, lo que sugiere que el posible riesgo de transmisión de Map podría darse a partir del 

consumo de carne contaminada tanto de animales sintomáticos como de subclínicos. Sin 

embargo, recientemente se ha demostrado una reducción de 5 ordenes en la carga bacteriana 

presente en hamburguesas de carne de vaca al cocinar estas durante 6 minutos (Hammer y 

col., 2013).  

 

 También se ha investigado el papel del agua potable como posible vehículo de 

transmisión de Map de los animales al ser humano, demostrándose la capacidad de cepas 

bovinas y humanas de Map de sobrevivir al tratamiento con cloro (Whan y col., 2001). 

Vaerewijck y col. (2005) estimaron que en el agua potable podrían acumularse hasta 7 x 105 

células de Map por litro de agua debido a que la bacteria es capaz de resistir a los tratamientos 

de cloración y filtración del agua. Según algunos autores, los procesos normales de 

sedimentación, filtrado y desinfección del agua no serían lo suficientemente eficientes para 

eliminar el bacilo, lo que explicaría su detección posterior en agua del grifo (Whittington y 

col., 2005). En la Tabla IV se muestra un resumen de los alimentos en los que se ha detectado 

contaminación por Map. 
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Tabla IV.  Resumen de alimentos en los que se ha detectado contaminación por Map. 

Alimento 
Número 
muestras 

% 
PCR + 

% 
PCR - 

Número de 
UFC de Map 

Referencia 

Leche y productos lácteos 
Leche cruda de vaca 
 (Animales Individuales) 
 

 
26 
77 
126 
11 
211 
1493 
483 
84 
342 

 
a 
a 
a 
18.0 
33.0 
13.5 
a 
3.6 
32.5 

 
35  
11.6  
8.3  
45.0 
4.0 
2.8 
18.4 
a 
0 

 
a 
2-8 UFCb/50ml 
a 
<100 UFCb/ml 
a 
a 
4-20UFCb/50ml 
a 
10-560 cél/mlc 

 
Taylor y col., 1981 
Sweeney y col., 1992 
Streeter y col., 1995 
Giese y Ahrens, 2000 
Pillai y Jayarao, 2002 
Jayarao y col.,  2004 
Ayele y col., 2005 
Bosshard y col., 2006 
Slana y col., 2008 

Leche cruda de vaca 
(Tanque, nivel de 
explotación) 

200 
52 
501 
20 
29 
100 
110 
5 

9.0 
68.0 
22.4 
50.0 
27.5 
3.0 
11.0 
80.0 

a 
0 
a 
5.0 
20.6 
a 
a 
0 

a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
1-<10 cél/mlc 

Sevilla y col., 2002 
Stabel y col., 2002 
Stephan y col., 2002 
Pillai y Jayarao,  2002 
Jayarao y col., 2004 
Bosshard y col., 2006 
Haghkhah y col., 2008 
Slana y col., 2008 

Leche cruda de vaca 
(nivel de procesamiento) 

244 
310 
389 
175 

7.8 
a 
12.9 
a 

1.6 
0 
0.3 
0.6 

4-20UFCb/50ml 
a 
a 
a 

Grant y col., 2002 
O’Doherty y col., 2002 
O’Reilly y col., 2004 
Pearce y col., 2005 

Leche de vaca pasteurizada 312 
567 
710 
77 
357 
702 
244 
70 
22 

7.0 
11.8 
15 
A 
9.8 
64.0 
a 
a 
4.5 

0 
1.8 
0 
0 
0 
2.8 
1.6 
2.9 
0 

a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 
a 

Millar y col., 1996 
Grant y col., 2002 
Gao y col., 2002 
O’Doherty y col., 2002 
O’Reilly y col., 2004 
Ellingson y col., 2005 
Ayele y col., 2005 
Paolicchi y col., 2005 
Lillini y col., 2007 

Leche cruda de cabra 
(Animales individuales) 

10 
 

a 10 a Singh y Vihan, 2004 

Leche cruda de cabra 
(Tanque, nivel de 
explotación) 

90 
340 

1.1 
7.1 

0 
0 

a 
a 

Grant y col., 2001 
Djonne y col., 2003 

Leche cruda de oveja 
(Tanque, nivel de 
explotación) 

344 
14 
63 

23.0 
0 
23.8 

a 
0 
a 

a 
a 
a 

Muehlherr y col., 2003 
Grant y col., 2001 
Muehlherr y col., 2003 

Queso 
Queso feta griego 
Queso duro y semiduro 
Queso curado 
Queso suave, semiduro y 
duro curado suizo 
Queso crudo artesanal 
Leche en polvo para 
lactantes 
Leche entera en polvo por 
aspersión en seco 

 
42 
42 
98 
143 
 
19 
51 
190 
 

 
50.0 
12.0 
5.0 
4.2 
 
6.8 
49.0 
9.5 

 
4.7 
2.4 
0 
0 
 
20 
2.0 
0 

 
a 
a 
a 
a 
 
a 
a 
a 

 
Ikonomopolous y col., 2005 
Ikonomopolous y col., 2005 
Clark y col., 2006 
Stephan y col., 2007 
 
Williams y Withers, 2008 
Hruska y col., 2005 
Rowe y col., 2007 

Carne de vaca 
Carne picada/molida 
 

 
113 
200 

 
a 
0 

 
0 
a 

 
a 
a 

 
Maher y col., 2004 
Jaravata y col., 2007 

Canales de carne de vacuno 
 

200 
450 

4.0-
54.0 

a a Meadus y col., 2008 

 a) No testado o no reportado. b) UFC. Unidades formadoras de colonias. c) Recuento determinado por qPCR a 
tiempo real. Grant, 2010. 
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 En cuanto a la resistencia ambiental de Map, diversos autores han estimado la 

viabilidad de Map en agua, suelo, heces, purines y orina bajo diversas condiciones 

medioambientales. 

 

Tabla V. Estimaciones de la viabilidad de Map en función de las condiciones medioambientales. 
Condiciones Ambientales  Viabilidad Técnica   Referencias 
Agua De estanque   9 meses  Cultivo   Lovell y col., 1944 
 De rio    163 días  Cultivo   Lovell y col., 1944 
 De presa, sin incidir luz solar 48 semanas Cultivo/PCR  Whittington y col., 2004 
 Lagos    841 días  Cultivo/PCR  Pickup y col., 2005 
 
Suelo Pastos    117 semanas Cultivo/PCR  Whittington y col., 2004 
 Ambiente seco y sombrío  55 semanas Cultivo/PCR  Whittington y col., 2004 
 
Heces Origen ovino   385 días  Cultivo/PCR  Whittington y col., 2004 
 Origen bovino   246 días  Cultivo   Lovell y col., 1944 
 Origen caprino   67 días  Cultivo   Lovell y col., 1944 
 
Purines Origen bovino   252-287 días Cultivo   Jorgensen, 1977 
 Digestión anaeróbica (Biogás) 21-28 días Cultivo   Olsen y col., 1985 
  
Orina  Origen bovino   7 días  Cultivo   Vishnevskii y col., 1940 
 
 

 Recientemente, también se ha señalado la presencia de Map viable en los suelos, 

cubículos e incluso en el polvo depositado en varios establos, tras la introducción de vacas 

excretoras de esta micobacteria (Eisenberg y col., 2010). Así mismo, Map puede ser ingerido 

por amebas de vida libre (Acanthamoeba spp.) que le proveen de un nicho protegido donde no 

sólo sobrevive sino que puede llegar a replicarse (Mura y col., 2006). Salgado y col. (2015) 

sugieren que las amebas infectadas por Map puede actuar como un "Caballo de Troya" 

proporcionando un medio para la persistencia de Map en los suelos y potencialmente una 

fuente de infección para los animales de pastoreo. 

 

II.3. EPIDEMIOLOGÍA 

 
II.3.1. Rango de hospedadores 

 

 La paratuberculosis afecta principalmente a rumiantes tanto domésticos como 

silvestres y adquiere mayor importancia en las especies bovina (Bos taurus), ovina (Ovis 

aries) y caprina (Capra hircus) debido a los intereses adquiridos por el ser humano sobre 

ellas. Aunque hasta la fecha no se han descrito casos de paratuberculosis en todas las especies 

de rumiantes, se considera que todos los rumiantes son susceptibles a ser infectados por Map, 
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al igual que los camélidos (Manning, 2011). La paratuberculosis se ha reportado ampliamente 

en muchas poblaciones de camellos en Asia, Oriente Medio, África y la antigua Unión 

Soviética (Ivanov y Skalinskii, 1957; Gameel y col., 1994; Wernery y Kinne, 2007). La 

enfermedad en camellos puede tener una evolución más rápida que en 

ganado, pudiéndose producir la muerte después de 4-6 semanas de enfermedad (Wernery y 

col., 2007).  

 

 A pesar de que ciertos rumiantes como la cabra salvaje y los antílopes no manifiestan 

sígnos clínicos de la enfermedad (Griffin, 1988), los ciervos sí manifiestan diarrea asociada a 

la infección por Map (Mackintosh y Griffin, 2010). El ciervo es particularmente susceptible a 

la enfermedad, sobre todo cuando se cría en granjas en cautividad mostrando evidencias 

clínicas de la enfermedad y patología severa a una edad más joven que en otros rumiantes. 

Desde mediados de los años 90, se han identificado lesiones asociadas a la paratuberculosis en 

unos 600 ciervos criados en cautividad en unas 300 granjas de Nueva Zelanda, con una 

prevalencia a nivel de rebaño del 6 % (de Lisle y col., 2003). Con el tiempo, es muy posible 

que la mayoría de las granjas de ciervos de Nueva Zelanda estén infectadas con 

paratuberculosis, debido al movimiento de ciervos entre las granjas y a que los ciervos 

comparten pastos con vacas y ovejas presumiblemente infectadas con Map.  

 

 Como puede observarse en la Tabla VI y VII, Map se ha sido aislada por cultivo 

bacteriológico de una gran variedad de especies animales silvestres, rumiantes (Tabla VI) 

pero también especies monogástricas (Tabla VII). De las 41 especies de animales no 

rumiantes en las que se ha aislado Map hasta la fecha, en 39 de ellas el aislamiento se realizó 

a partir de tejidos de los animales infectados, en 16 de ellas a partir de heces y en 15 de las 41 

especies se observaron lesiones histopatológicas asociadas a la paratuberculosis (Elliot y col., 

2014). La histopatología de las infecciones por Map en especies no rumiantes se ha estudiado 

preferentemente en conejos infectados en condiciones naturales, en los que se ha podido 

observar lesiones severas en el intestino (Greig y col., 1997; Beard y col., 2001a). En otras 

especies de animales no rumiantes, la patología de la infección es menos notoria 

observándose generalmente pequeños granulomas y baja carga bacteriana en los nódulos 

linfáticos mesentéricos y en la mucosa intestinal (Beard y col., 2001a). 
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 Tabla VI. Especies de rumiantes silvestres en las que se ha aislado Map por cultivo bacteriológico. 
Rumiantes Familia Especie Referencia 
Arruí 
Bisonte 
Yak 
Cebú 
Búfalo de agua 
Íbice 
Gnu 
Cabra blanca 
Musmón 
Muflón 
Saiga 
Camello bactriano 
Dromedario 
Llama 
Guanaco 
Alpaca 
Alce 
Axis 
Corzo 
Ciervo Común 
Ciervo canadiense 
Ciervo sica 
Gamo 
Venado de cola blanca 
Ciervo de los cayos 
Reno 

Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Bovidae 
Camelidae 
Camelidae 
Camelidae 
Camelidae 
Camelidae 
Cervidae 
Cervidae 
Cervidae 
Cervidae 
Cervidae 
Cervidae 
Cervidae 
Cervidae 
Cervidae 
Cervidae 

Ammotragus lervia 
Bison bison 
Bos grunniens 
Bos indicus 
Bubalus bubalis 
Capra ibex 
Connochaetes albojubatus 
Oreamnos americanus 
Ovis canadensis 
Ovis mousimon 
Saiga tatarica 
Camelus bactrianus 
Camelus dromedarius 
Llama glama 
Llama guanicoe 
Lama pacos 
Alces alces 
Axis axis 
Capreolus capreolus 
Cervus elaphus 
Cervus elaphus nannodes 
Cervus nippon 
Dama dama 
Odocoileus virginianus 
Odocoileus virginianus clavium 
Rangifer tarandus 

Boever y Peters,1974 
Buergelt y col., 2000 
Almejan, 1958 
Katic, 1961 
Katic, 1961 
Ferroglio y col., 2000 
Rankin, 1958 
Williams y col., 1979 
Williams y col., 1979 
Machackova y col., 2004 
Dukes y col., 1992 
Katic, 1961 
Amand, 1974 
Appleby y Head, 1954 
Salgado y col., 2009 
Ridge y col., 1995 
Soltys y col., 1967 
Riemann y col., 1979 
Machackova y col., 2004 
Pavlik y col., 2000a 
Jessup y col., 1981 
Thoen y col., 1977 
Riemann y col., 1979 
Chiodini y Vankrunigen, 1983 
Quist y col., 2002 
Katic,1961 

 Elliott y col. 2014
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Tabla VII.  Especies de mamíferos no rumiantes y aves en las que se ha aislado Map por cultivo bacteriológico. 
Mamíferos no rumiantes Orden  Especie Presencia de Map Lesiones Referencia 
   Tejidos Heces   
Jabalí 
Cerdo doméstico 
Coyote 
Gato 
Tejón 
Mofeta 
Armiño 
Comadreja 
Hurón 
Mapache 
Oso pardo 
Zorro 
Armadillo de nueve bandas 
Zarigüeya 
Ualabí 
Canguro gris 
Possum de cola de cepillo 
Erizo 
Liebre parda europea 
Conejo 
Conejo de Florida 
Rinoceronte negro 
Asno 
Macaco rabón 
Mandril 
Ratón de campo 
Topo 
Ratón casero 
Rata parda 
Rata negra 
Rata café 
Rata de abazones 
Blarina 
Musaraña blanca 

Artiodactyla 
Artiodactyla 
Carnivora 
Carnivora 
Carnivora 
Carnivora 
Carnivora 
Carnivora 
Carnivora 
Carnivora 
Carnivora 
Carnivora 
Cingulata 
Didelphimorphia 
Diprodontia 
Diprodontia 
Diprodontia 
Erinaceomorpha 
Lagomorpha 
Lagomorpha 
Lagomorpha 
Perissodactyla 
Perissodactyla 
Primates 
Primates 
Rodentia 
Rodentia 
Rodentia 
Rodentia 
Rodentia 
Rodentia 
Rodentia 
Soricomorpha 
Soricomorpha 

Sus scrofa 
Sus scrofa domesticus 
Canis latrans 
Felis familiaris 
Meles meles 
Mephitis mephitis 
Mustela erminea 
Mustela nivalis 
Mustela putorius furo 
Procyon lotor 
Ursus arctus 
Vulpes vulpes 
Dasypus novemcinctus 
Didelphys virginiana 
Macropus eugenii 
Macropus fuliginosus 
Trichosurus sp. 
Erinaceus europaeus 
Lepus europeus 
Oryctolagus cuniculus 
Sylvilagus floridanus 
Diceros bicornis 
Equus asinus 
Macaca arctoides 
Papio sphinx 
Apodemus sylvaticus 
Microtus arvalis 
Mus musculus 
Rattus norvegicus 
Rattus rattus 
Sigmodon hispidus 
Thomomys talpoides 
Blarina brevicauda 
Crocidura suaveolens 

Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Nt 
Nt 
Si 
Si (Tracto GI) 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si (Tracto GI) 
Si (Tracto GI) 
Si 
Si 

Nt 
Nt 
Nt 
Si 
Nt 
No 
Si 
Nt 
Nt 
Si 
No 
Si 
Si 
Si 
No 
No 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Nt 
Nt 
Si 
Si 
Nt 
Nt 
No 
Nt 
Nt 
Nt 
No 
Nt 

Nt 
Si 
Nt 
Nt 
No 
Nt 
Si 
Si 
Si 
Nt 
Nt 
Si 
Nt 
Nt 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Si 
Nt 
Nt 
Si 
 
Si 
Si 
Nt 
Nt 
No 
Si 
 
 
Nt 
Nt 

Notario y col., 2010 
Miranda y col., 2011 
Anderson y col., 2007 
Corn y col., 2005 
Beard y col., 2001a 
Corn y col., 2005 
Beard y col., 2001a 
Beard y col., 2001a 
De Lisle y col., 2003 
Corn y col., 2005 
Kopecna y col., 2006 
Beard y col., 2001a 
Corn y col., 2005 
Corn y col., 2005 
Cleland y col., 2010 
Cleland y col., 2010 
Nugent y col., 2011 
Nugent y col., 2011 
Nugent y col., 2011 
Beard y col., 2001b 
Raizman y col., 2005 
Bryant y col., 2012 
Van Ulsen, 1970 
McClure y col., 1987 
Zwick y col., 2002 
Beard y col., 2001a 
Pavlik y col., 2010 
Florou y col., 2008 
Beard y col., 2001a 
Florou y col., 2008 
Corn y col., 2005 
Corn y col., 2005 
Corn y col., 2005 
Pavlik y col., 2010 
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Aves Orden Especie Presencia de Map Lesiones Referencia 
   Tejidos Heces   
Tarro maorí 
Agachadiza común 
Cuervo 
Graja 
Grajilla occidental 
Gorrión común 
Estornino europeo 

Anseriformes 
Charadriiformes 
Passeriformes 
Passeriformes 
Passeriformes 
Passeriformes 
Passeriformes 

Tadorna variegata 
Gallinago gallinago 
Corvus corone 
Corvus frugilegus 
Corvus monedula 
Passer domesticus 
Sturnus vulgaris 

Si 
Si (Tracto GI) 
Si 
Si 
Si 
Si (Tracto GI) 
Si (Tracto GI) 

No 
Nt 
Si 
Si 
Nt 
Nt 
Nt 

No 
 

Leve 
No 
No 

Nugent y col., 2011 
Corn y col., 2005 
Beard y col., 2001a 
Beard y col., 2001a 
Beard y col., 2001a 
Corn y col., 2005 
Corn y col., 2005 

Nt: No testado. GI: Gastro-intestinal. Elliot y col., 2014 
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 Los aislamientos en especies silvestres son importantes desde el punto de vista 

epidemiológico, ya que estos animales podrían actuar como reservorios de Map y contribuir a 

la difusión de la paratuberculosis, pudiendo participar como fuentes de infección para el 

ganado doméstico. Sin embargo, un metanálisis realizado recientemente ha demostrado que la 

prevalencia de Map en animales silvestres es de sólo un 2.41 % aproximadamente (Carta y 

col., 2013). A pesar de esta baja prevalencia, numerosos estudios han demostrado que la 

transmisión de Map entre especies es posible. Entre estas evidencias caben destacar las 

siguientes: i) el aislamiento de cepas de Map de genotipos bovinos y ovinos de tejido 

intestinal de ciervos y gamos que comparten zonas de pasto con rebaños de vacuno lechero 

(de Lisle y col., 1993), ii) el aislamiento de Map en heces de conejo de campo muertos en 

prácticas de caza menor en una zona en la que había constancia de diagnóstico de 

paratuberculosis en pequeños rumiantes (Fuentes y Cebrain, 1988), iii) la reproducción 

experimental de la infección en conejos utilizando como inóculo una cepa de Map aislada de 

ganado vacuno (Mokresh y Butler, 1990) y viceversa (Beard y col., 2001c), iv) el aislamiento 

de cepas de genotipo ovino en roedores, zorros y liebres que estaban en contacto con rebaños 

de pequeños rumiantes, además de la identificación de una cepa de genotipo ovino en un 

roedor (Florou y col., 2008). Como las liebres son capaces de eliminar una gran cantidad de 

Map en sus heces, 106 UFCs de Map por hectárea y día (Daniels y col., 2003), el consumo de 

heces de conejo de campo infectadas con Map por vacas y ovejas podría constituir una posible 

vía de transmisión a pesar de que no se ha confirmado hasta el momento. Con el desarrollo de 

técnicas de genotipado molecular, numerosos estudios han detectado idénticos genotipos de 

Map en diversas especies de animales silvestres y domésticas sugiriendo que la posibilidad de 

transmisión de Map entre especies es factible (Stevenson y col., 2009; Fritsch y col., 2012). 

 

II.3.2. Transmisión 

 

 El principal mecanismo de transmisión de la infección en rumiantes domésticos es la 

vía horizontal o fecal-oral, es decir, los animales se infectan al ingerir calostro, agua, o 

alimentos contaminados con restos fecales que contienen Map excretado por animales 

infectados, o al mamar de las ubres contaminadas con restos fecales de las madres (Sweeney, 

1996; Manning y Collins, 2010). El riesgo de infección es muy grande en explotaciones 

intensivas donde existe un contacto frecuente entre recién nacidos y animales eliminadores. A 

pesar de que las terneras son más susceptibles a la infección por esta vía, los animales adultos 

también pueden infectarse por el consumo de alimentos o agua contaminados (Larsen y col., 
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1975). La vía fecal-oral adquiere especial importancia en aquellas explotaciones con mala 

higiene o con una alta prevalencia de paratuberculosis. 

 

 Una vía menor de transmisión en los rumiantes domésticos es la intrauterina o vertical, 

que quedó confirmada al aislarse Map en tejidos del tracto reproductor, así como, en fetos de 

vacas gestantes con sintomatología clínica de paratuberculosis (Whittington y Windsor, 

2009). En el ganado vacuno, las infecciones intrauterinas se estiman entre un 10 y un 50 % de 

los fetos en función del curso subclínico o clínico de las madres, respectivamente (Sweeney, 

1996; Kennedy y Benedictus, 2001). El semen de toros o carneros infectados puede contener 

la bacteria, provocando infección intrauterina en hembras receptoras, que al mismo tiempo 

puede ser trasladada al cigoto, lo que hace que la utilización de estos animales con fines 

reproductivos sea desaconsejada (Glawisching y col., 2004; Khol y col., 2010; Munster y col., 

2013). 

 

 Otras vías de transmisión que han sido sugeridas son: i) vía aerógena (Corner y col., 

2004; Biet y col., 2005), ii) por ingestión de presas o cadáveres contaminados en animales 

carnívoros o carroñeros como el zorro y el jabalí (Beard y col., 2001a; Machackova y col., 

2004) o iii) a través de vectores-insectos, nematodos, lombrices y amebas de vida libre- 

(Lloyd y col., 2001; Fischer y col., 2003b; Mura y col., 2006). Recientemente, Sorge y col. 

(2013a) han demostrado la presencia de DNA de Map en la saliva de vacas con 

paratuberculosis, por lo que estos autores plantean la hipótesis de que la saliva pueda 

constituir un nuevo vehículo de transmisión de Map. 

 

II.3.3. Resistencia a la infección 

 
 La resistencia a desarrollar paratuberculosis se ha asociado con diversos factores 

ambientales y genéticos, tal y como se indica en la Tabla VIII. 

 

Tabla VIII.  Factores ambientales y genéticos que influyen a la susceptibilidad de la infección por Map. 
Factores Ambientales Factores Genéticos 

• Edad en el momento de exposición 

• Dosis infectante 

• Manejo higiénico-sanitario 

• Efecto especie 

• Efecto racial 

• Genes candidatos: inmunidad innata 
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II.3.3.1. Factores ambientales 
 

 La edad de los animales cuando entran en contacto con el agente etiológico es un 

factor decisivo en la paratuberculosis. Los animales jóvenes (menores de seis meses de edad) 

son los más susceptibles a la infección debido principalmente a los siguientes hechos: 

 

a) El desarrollo incompleto de su sistema inmune hace a este grupo de edad más vulnerable a 

la infección por Map. 

 

b) El máximo desarrollo en animales jóvenes de las placas de Peyer ileales que son la puerta 

de entrada de Map al intestino. 

 

c) Gracias a la presencia de la gotera esofágica en animales jóvenes, la leche infectada con 

Map pasa directamente del esófago al abomaso evadiendo los mecanismos defensivos del 

tracto alimentario del hospedador como son compuestos biliares, pH ácido, enzimas 

digestivas, mucus, peristaltismo y competición con la flora comensal. 

 

 Otro parámetro importante para el establecimiento de la enfermedad es la dosis 

ingerida. Se ha establecido que la dosis infectiva es aproximadamente de 103 bacilos 

(Brotherston y col., 1961). Teniendo en cuenta que el número de bacilos viables eliminados 

en heces de animales supereliminadores es de 106-108 UFC/g (Whittington y col., 2000c), una 

mínima contaminación fecal del ambiente es suficiente para producir la infección de los 

animales susceptibles. A pesar de que se ha demostrado que los animales adultos (mayores de 

dos años de edad) son más resistentes a la infección con Map que los animales jóvenes, se ha 

descrito la infección por Map en animales adultos sometidos a una dosis elevada de 

micobacterias, bien por una elevada tasa de animales excretores en el rebaño o por un nivel de 

contaminación ambiental alto (Larsen y col., 1975; Windsor y Whittington, 2010). Por ello, el 

adecuado manejo higiénico-sanitario del rebaño y más concretamente la instauración de 

pautas de manejo orientadas a minimizar la exposición de la recría a Map (protocolos de 

limpieza y desinfección, separación física de madre y cría postparto, pasteurización de los 

calostros, etc.) resulta fundamental para evitar nuevas infecciones. 
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II.3.3.2. Factores genéticos 

 

 En lo relativo a los factores genéticos y la susceptibilidad a Map, se ha descrito cierta 

variabilidad racial para los rumiantes domésticos. De acuerdo a algunos estudios 

epidemiológicos la incidencia de la paratuberculosis es mayor en las razas de aptitud láctea 

que en las razas cárnicas (Pence y col., 2003). Además, la heredabilidad de la susceptibilidad 

a la infección por Map ha sido estimada para las raza Holstein-Frisona (Shook y col., 2012; 

van Hulzen y col., 2012a) y Jersey (Zare y col., 2014a). Estos estudios, así como otros 

realizados en pequeños rumiantes (Hickey y col., 2003; van Hulzen y col., 2012b) concluyen 

valores de heredabilidad bajos, en torno a 0.1-0.3.  

 

 Por otro lado, se ha planteado la hipótesis de que ciertos genes implicados en los 

mecanismos que regulan la respuesta inmune innata frente a patógenos intracelulares-

parasitarios, bacterianos o incluso micobacterianos de los humanos y los animales, pudieran 

intervenir también en la susceptibilidad a la infección por Map en los rumiantes. En la Tabla 

IX se muestran algunos de los genes candidatos evaluados en relación a la infección 

paratuberculosa en bovino y ovino. 

 

Tabla IX.  Genes candidatos que pudieran intervenir en la susceptibilidad a la infección por Map en rumiantes. 

Gen Especie Micro- 
satélite SNP Mutacióna Localización Significaciónb Referencia Año 

CARD15 Bovino - 2197T>C Cys733Arg LRRc 2.32 
(1.41–3.83)d,e 

Pinedo y col. 2009 

 Bovino - 1908C>T - 3´-UTRc 2.043 
(1.22–3.42)f 

Ruiz-Larranaga 
y col. 

2010 

IFN-у Bovino - 2781G/T Gly134Val Exón 1 1.98 
(1.11–3.51)d,g 

Pinedo y col. 2009 

IL10RA Bovino - 984G>A Syn c Codificación 2.27 
(1.4–3.67)h 

Verschoor y col. 2010 

 Bovino - 1098C>T Syn Codificación 2.27 
(1.4–3.67)h 

Verschoor y col. 2010 

 Bovino - 1269T>C Syn Codificación 2.27 
(1.4–3.67)h 

Verschoor y col. 2010 

 Bovino - 1302A>G Syn Codificación 2.27 
(1.4–3.67)h 

Verschoor y col. 2010 

MHC Ovino 163/* - - - p < 0.05i Reddacliff y col.. 2005 
SLC11A1 Ovino 162/* - - Intrón1 p < 0.05i Reddacliff y col.. 2005 
 Bovino 275/* - - 3´-UTR 2.01 

(1.08–3.76)e 
Pinedo y col. 2009 

 Bovino 279/* - - 3´-UTR 5.31 
(1.56–17.9)e 

Pinedo y col. 2009 

 Bovino - 1067C>G Pro356Ala Transmembrana 
dominio 8 

1.484 
(1.049–2.099) 

Ruiz-Larranaga 
y col. 

2010 

 Bovino - 1157-
91A>T 

- Intrón 11–12 1.592 
(1.095–2.314) 

Ruiz-Larranaga 
y col. 

2010 
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Gen Especie Micro- 
satélite SNP Mutacióna Localización Significaciónb Referencia Año 

TLR1 Bovino - G658A Val220Met Ectodominio 3.459 Mucha y col. 2009 
 Ovino - 448A>G Ser150Gly Ectodominio 9.08j Bhide y col. 2009 
 Ovino - 517G>Y Glu173 

[Lys,Glu] 
Codificación 9.08k Bhide y col. 2009 

 Ovino - 658A>G Val220Met Ectodominio 9.08j Bhide y col. 2009 
TLR2 Bovino - 2038A>G Ile680Val Dominio 

Toll/IL-1R 
NA Mucha y col. 2009 

 Bovino - 1903T>C Syn LRR Putativa 1.7 
(1.2–2.8)h 

Koets y col. 2010 

 Ovino - 2008A>Y Phe670Leu Dominio 
Toll/IL-1R 

4.5k Bhide y col. 2009 

 Ovino - 2037T>C Leu679Phe Dominio 
Toll/IL-1R 

2.01k Bhide y col. 2009 

TLR4 Bovino - 892G>Y Gly298 
[Arg,Trp] 

Ectodominio NA1 Mucha y col. 2009 

 Bovino - 895G>A Asp299Asn Ectodominio NA1 Mucha y col. 2009 
 Bovino - 1165G>A Gly389Ser Ectodominio NA1 Mucha y col. 2009 
 Bovino - 1167T>C Gly389Ser Ectodominio NA1 Mucha y col. 2009 
 Ovino - 1066T>C Phe356Leu Ectodominio 1.64j Bhide y col. 2009 
a) Cambios en los aa de la secuencia de la proteína, si el polimorfismo está dentro de la región traducida. b) Significancia 
presentada como odd ratio o valor de p obtenido con los test de Chi-square/Fisher. c) Abreviaturas: LRR: Leucine-Rich 
Repeat. 3´-UTR: Untranslated Region. Syn: Synonymous. SNP: Single Nucleotide Polymorphism.  TLR: Toll-like Receptor. 
SLC: Solute Carrier Family. MHC: Major Histocompatibility Complex. IL: Interleuquina. IFN: Interferon. CARD: caspase 
recruitment domain. d) Odd ratio determinado por análisis univariante (0 = homocigoto, 1 = mutante heterocigoto, 2 = 
mutante homocigoto). e) El efecto es incluso significante usando análisis multivariante, considerando factores como la raza y 
la edad. f) Significativo sólo para los rebaños Holstein-Frisona de España. g) La significancia se pierde en los análisis 
multivariantes, considerando factores como la raza y la edad. h) Odd ratio para el factor dominante i) Asociación 
significativa con enfermedad grave. j)  Odd ratio para mutantes homocigotos. k) Odd ratio para mutantes heterocigotos. l) No 
aplicable al 100 % (14/14) de las vacas con estas mutaciones. Todos tienen fenotipo de enfermedad. Purdie y col., 2011. 

 

II.3.4. Distribución y Prevalencia 

 
 La paratuberculosis es una enfermedad de creciente prevalencia en especies ganaderas 

que está ampliamente distribuida por todo el mundo (Manning y Collins, 2010). Sin embargo, 

la dificultad en su diagnóstico hace que en ocasiones la estimación de la prevalencia real sea 

difícil.  Las técnicas utilizadas en la detección de animales infectados, sobre todo de los 

animales subclínicos, en general no son especialmente sensibles, a lo que hay que añadir el 

largo período de latencia desde la infección hasta la aparición de síntomas, y la variabilidad 

del curso de la enfermedad entre animales. Además, a pesar de que la paratuberculosis está 

incluida dentro de la lista B de enfermedades de la OIE, la notificación de casos en los 

distintos países es variable, lo que dificulta conocer su distribución mundial. En EEUU se 

estima que la infección afecta aparentemente al 68 % de los rebaños bovinos de leche 

(Nielsen y Toft, 2009). Sin embargo, de acuerdo a los análisis bayesianos realizados por 

Lombard y col. (2013) la prevalencia real para estos rebaños estadounidenses muestreados en 

2007 alcanzaría el 91 %. La prevalencia de la paratuberculosis bovina en rebaños en Europa 

es de aproximadamente un 50 %. En la Tabla X se muestra la prevalencia de la 

paratuberculosis bovina en rebaños de varios países (Garcia y Shallo, 2015).  
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Tabla X. Prevalencia de la paratuberculosis bovina a nivel de rebaño en diversos países. 

País (estado) 
Tipo de rebaño 

bovino 
Nº rebaños;  

Nº vacas 

Prevalencia de 
rebaño aparente 

(%) 

Prevalencia 
reportada (%) 

Método de diagnóstico Referencia 

Holanda Leche 378; 15.822 54.7b NR Suero, Elisa Muskens y col., 2000 

Bélgica Leche 98; 4.497 32 10c Suero, Elisa Boelaert y col., 2000 
Bélgica Carne 259; 4.010 7 3c Suero, Elisa Boelaert y col., 2000 
Estados Unidos Carne 380; 10.371 7.9d NR Suero, Elisa Dargatz y col., 2001 
Canadá Carne NR; 1.799 15,d 3c NR Suero, Elisa Waldner  y col., 2002 
Suiza Leche 1.384 19.7 NR Leche de tanque, PCR Corti  y Stephan, 2002 
Reino Unido Leche 1.384 19.7 NR Leche de tanque, PCR Grant y col., 2002 
Estados Unidos (CA) Leche 65; 1.950 68,d35c NR Suero, Elisa Adaska  y Anderson, 2003 
Canadá Leche 50; 1.500 40.0c 26.8 Suero, Elisa Sorensen y col., 2003 
Austria Mixto NR; 756 19 NR Varios métodos Dreier y col., 2006 
Estados Unidos Leche 524; NR 68.1 NR Cultivo fecal APHIS, 2007 
España Leche 1.210; 38.077 35.95,d 14.96c 27.77,d 18.79c Suero, Elisa Dieguez y col., 2007 
España Carne 1.497; 22.964 10.68,d 2.47c 2.78,d2.40c Suero, Elisa Dieguez y col., 2007 

España Mixto 28; 84 7.14,d3.57c 5.70,d 12.24c Suero, Elisa Dieguez y col., 2007 
Irlanda Leche 34; 949 50,d 25c NR Suero, Elisa Mee y Richardson, 2008 
Irlanda Leche 165; NR 31.5 20.6 Suero, Elisa Good y col., 2009 
Irlanda  Carne 458; NR 17.9 7.6 Suero, Elisa Good y col., 2009 
Estados Unidos Leche 524 70.4 91.1 Cultivo fecal Lombard y col., 2013 
Estados Unidos Leche 13 granjas 76.92 NR Cultivo fecal Toth y col., 2013 
Caribe y Latino 
América 

Mixto 21 estudios 75.8 NR Varios métodos  
Fernández-Silva y col., 
2014 

Nueva Zelanda Carne 116; NR 29 42 
Pool de cultivo fecal +  

Elisa de sueros 
individuales 

Verdugo y col., 2014 

Suiza Leche 12; 855 83.3 NR 
Pool de cultivo fecal + 

PCR 
Keller y col., 2014 

Suiza Carne 11; 484 72.7 NR 
Pool de cultivo fecal + 

PCR 
Keller y col., 2014 

Canadá Carne 28; 840 21 20 Suero, Elisa Pruvot y col., 2014 
a) NR: No reportado. ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay. b) Nivel de corte ajustado al alza para aumentar la especificidad. c) Basado en  2 o más animales con 
resultado positivo. d) Basado en  1 o más animales con resultado positivo. Garcia y Shalloo, 2015. 
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 La prevalencia individual de la paratuberculosis en Europa tanto en bovino como en 

pequeños rumiantes es muy variable y oscila entre el 0-52 % como se puede observar en las 

Tablas XI y XII. 

 

Tabla XI. Resumen adaptado de las prevalencias individuales de paratuberculosis en Europa en ganado vacuno. 

País/región Período de estudio 
Prevalencia 

aparente (%) 
Referencia 

Alemania/Arnsberg 1993 1.5  Bottcher y Gangl, 2004 
Alemania/Arnsberg 1993 1.4  Bottcher y Gangl, 2004 
Alemania/Bavaria 2005 1.5  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 col., 1999 
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 y col., 2003 
Noruega/todas 2002 0.1  Mork y col., 2003 
República de Irlanda/animales importados 1997 3.6  O'Doherty y col., 2002 
Reino Unido/sur-oeste 2004 3.5  Cetinkaya y col., 1996 
Suecia/todas 2000-2001 0  Sternberg y Viske, 2003 
Turquía/desconocida Desconocido 4.6  Atala y Akcay, 2001 
Turquía/Tracia Desconocido 0  Ikiz y col., 2005 
Turquía/Elazig 1997-1998 5  Cetinkaya y col., 2000 
Nielsen y Toft, 2009 

 

Tabla XII. Resumen adaptado de las prevalencias individuales de paratuberculosis en Europa en ovejas y 
cabras. 

Especie animal País/región 
Período de 

estudio 
Prevalencia 

aparente (%) 
Referencia 

Cabra Grecia/ Islas Espóradas Desconocido 0  Minas y col., 1994 
Cabra España/Ávila 1996 52  Reviriego y col., 2000 
Cabra Suiza/todas 2002 23  Muehlherr y col., 2003 
Cabra Reino Unido/Inglaterra, 

Gales, Irlanda del Norte 
1998 1  Grant y col., 2001 

Rebaño mixto de 
ovejas y cabras 

Eslovenia/todas 2000-2001 12  Ocepek y col., 2002 

Rebaño mixto de 
ovejas y cabras 

Portugal/Lisboa Desconocido 27  Mendes y col., 2004 

Ovejas Grecia/Norte Islas Espóradas Desconocido  0  Minas y col., 1994 
Ovejas España/Ávila 1996 29  Reviriego y col., 2000 
Ovejas Reino Unido/Inglaterra, 

Gales, Irlanda del Norte 
1998 0  Grant y col., 2001 

Ovejas Suiza/todas 2002 24  Muehlherr y col., 2003 
Nielsen y Toft, 2008 
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 Un estudio sobre la prevalencia de Map en explotaciones bovinas lecheras realizado 

mediante PCR específico de Map en muestras de leche de tanque indicó que alrededor de un 

18 % de las instalaciones españolas podrían estar infectadas (Sevilla y col., 2002). En otro 

estudio realizado en 201 vacas de desvieje procedentes del matadero de Bilbao se detectaron 

porcentajes de positivos individuales de 0.5, 0.5, 4.7, 15.4 y 19.4 % mediante cultivo de 

tejidos y de heces, inmunodifusión en gel de agarosa (agarose gel immunodiffusion; AGID), 

histopatología, PCR y ELISA respectivamente (Garrido, 2001). Al combinar los resultados de 

las distintas técnicas, la prevalencia individual fue de un 31.3 %. En Asturias, Balseiro y col. 

(2003) analizaron 134 vacas mediante histopatología encontrando una prevalencia individual 

del 28 % y a nivel de rebaño de alrededor del 32 %. Más recientemente se ha observado que 

el 2.8 % de los terneros de 137 rebaños analizados de Castilla y León presentaban lesiones 

asociadas con la paratuberculosis y que cerca del 50 % de estos rebaños presentan al menos 

un animal infectado con paratuberculosis (Pérez y col., 2009).  

 

 En cuanto a la prevalencia de la enfermedad en ganado ovino, en el País Vasco se 

analizaron 4.504 ovejas procedentes de 226 rebaños encontrándose prevalencias individuales 

del 2 % con la técnica AGID y del 5.8 % con la técnica ELISA (Aduriz, 1993). Las 

seroprevalencias a nivel de rebaño encontradas en este estudio fueron del 23.5 % con la 

técnica AGID y del 31.4 % con ELISA. En Aragón, Pérez y col. (1996) encontraron 

prevalencias individuales en ovino de hasta un 49.4 % empleando métodos histopatológicos. 

Otro estudio realizado en rebaños de ovejas y cabras en Madrid reveló mediante la técnica 

AGID una prevalencia individual de hasta el 44 % en pequeños rumiantes (Mainar-Jaime y 

col., 1998). En rebaños caprinos procedentes de Huelva, Córdoba e Islas Canarias, los 

resultados de ELISA indicaron porcentajes de animales positivos del 41, 13 y 0.5 % 

respectivamente (Molina y col., 1991). Estos estudios confirman una amplia distribución de la 

paratuberculosis en España en bovino, ovino y caprino. 

 

 En España, Map es endémico en ciervos (Cervus elaphus) y gamos (Dama dama) de 

la costa norte y también ha sido identificado esporádicamente en jabalíes (Sus scrofa), conejos 

(Oryctolagus cuniculus) y tejones (Meles meles). La prevalencia de la enfermedad en ciervo 

se estimó inicialmente en un 30.1 %  (Reyes-García y col., 2008). Sin embargo, estudios más 

recientes situaron la prevalencia en ciervo en un 1.1 % (Carta y col., 2012). Estas diferencias 

se deben principalmente a que en el primer estudio se emplearon ciervos en cautividad y se 

utilizó la técnica ELISA, mientras que el segundo estudio se realizó únicamente con ciervos 
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silvestres y se utilizó análisis histopatológico para determinar la prevalencia. Los porcentajes 

de prevalencia de la enfermedad en jabalí, gamo y conejo se han estimado en un 1.5, 29.4 y 

2.5 % mediante cultivo, histopatología y ELISA, respectivamente (Alvarez y col., 2005; 

Balseiro y col., 2008; Maio y col., 2011). Carta y col. (2013) concluyeron que la prevalencia 

media de Map en animales silvestres se situaría en torno a un 2.4 %. Para llegar a esta 

conclusión realizaron una revisión bibliográfica de 66 estudios, la mayoría de ellos realizados 

en Europa y Norte América, en los que se determinaba la prevalencia de un total de 178 

especies silvestres empleando histopatología, PCR, cultivo y serología. En la Tabla XIII se 

resumen las prevalencias de Map encontradas en animales domésticos y silvestres en España. 

 

Tabla XIII.  Prevalencias de Map en animales domésticos y silvestres en España. 

Especie Región 
Tipo 

Prevalencia 
Prevalencia 

(%) 
Técnica Referencias 

Bovino Norte/Centro/Sur 
España 
País Vasco 
 
Asturias 
Asturias 
Castilla y León 
Castilla y León 

Rebaño 
 

Individual 
 

Individual 
Rebaño 

Individual 
Rebaño 

18.0 
 

31.3 
 

28.0 
32.0 
2.8 
50.0 

PCR 
 

Cultivo, AGID, PCR, 
histopatología, 

ELISA 
Histopatología 
Histopatología 
Histopatología 
Histopatología 

Sevilla y col., 2002 
 

Garrido, 2001 
 

Balseiro y col., 2003 
Balseiro y col., 2003 
Pérez y col., 2009 
Pérez y col., 2009 

Ovino País Vasco 
País Vasco 
País Vasco 
País Vasco 
Aragón 
Madrid 

Individual 
Individual 
Rebaño 
Rebaño 

Individual 
Individual 

2.0 
5.8 
23.5 
31.4 
49.4 
44.0 

AGID 
ELISA 
AGID 
ELISA 

Histopatología 
AGID 

Aduriz, 1993 
Aduriz, 1993 
Aduriz, 1993 
Aduriz, 1993 

Pérez y col., 1996 
Mainar-Jaime y col., 1998 

Caprino Huelva 
Córdoba 
Canarias 
Madrid 

Rebaño 
Rebaño 
Rebaño 

Individual 

41.0 
13.0 
0.5 
44.0 

ELISA 
ELISA 
ELISA 
AGID 

Molina y col., 1991 
Molina y col., 1991 
Molina y col., 1991 

Mainar-Jaime y col., 1998 
Ciervo Centro/Sur 

España 
Centro/Sur 
España 

Individual 
 

Individual 

30.1 
 

1.1 

ELISA 
 

Histopatología 

Reyes-García y col., 2008 
 

Carta y col., 2012 

Jabalí Sur/Oeste 
España 

Individual 1.5 Cultivo Alvarez y col., 2005 

Gamo Asturias Individual 29.4 Histopatología Balseiro y col., 2008 
Conejo Sur España Individual 2.5 ELISA Maio y col., 2011 

 

II.4. PATOGENIA 

 

 La patogénesis de la paratuberculsois engloba los diferentes mecanismos empleados 

por Map para penetrar y persistir en el animal que van dirigidos a prevenir la activación de los 

macrofagos, la maduración de los fagosomas y la atenuación de la respuesta inmune Th1 o 

proinflamatoria. Es imprescindible comprender con claridad la patogénesis de la enfermedad 
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para poder llegar a desarrollar estrategias que prevengan o controlen la infección o para el 

tratamiento de los animales infectados. 

 

II.4.1. Entrada de Map en el hospedador  

 

II.4.1.1. Entrada de Map a través del epitelio intestinal 

 

 Una vez ingerida, Map viaja a través del tracto gastrointestinal hasta el íleon. En los 

modelos de infección in vivo en los que generalmente se emplean concentraciones más altas 

de Map se ha demostrado que una vez ingerida Map invade la mucosa oral a nivel de las 

criptas de las amígdalas, desde donde llega a los nódulos linfáticos mesentéricos y al íleon por 

vía sanguínea (Sweeney y col., 2008). En la Figura 4 se muestra la vía oral de infección con 

Map. 

 

Figura 5. Entrada de Map por vía oral. Map es ingerida (1) y a través del tracto gastrointestinal llega hasta el 
rumen (2) donde las proteínas FAP de la bacteria se activan y se unen a la fibronectina. A continuación, Map 
llega hasta el tracto digestivo inferior (3). Al alcanzar el íleon (4) Map se une a los receptores de fibronectina de 
las células M localizadas en las placas de Peyer (5). Una vez que la bacteria cruza el epitelio intestinal, es 
fagocitada por los macrófagos sub-epiteliales a traves de receptores de complemento C3 o TLR-2 que unen el 
Man-LAM de la envuelta de Map (6). Los macrófagos infectados se agregan a otros macrófagos y linfocitos para 
dar lugar a los granulomas (7) en donde Map persiste durante la larga fase crónica de la enfermedad. Cuando la 
enfermedad se reactiva (8) Map escapa de los granulomas y puede ser transmitida a los terneros y a los recien 
nacidos a traves de la leche (10) o a través de las heces (11). (a) boca (b) glándulas salivares (c) esófago (d) 
rumen (e) retículo (f) omaso (g) abomaso (h) vesícula biliar (i) páncreas (j)  duodeno (k) yeyuno (l) íleon (m) 
ciego (n) intestino grueso (o) ano (p) útero. Arsenault y col., 2014. 
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 Una vez alcanzado el íleon, Map se une preferentemente a los receptores de 

fibronectina β1 de las células M que tapizan los folículos linfoides de las placas de Peyer del 

epitelio intestinal (Momotani y col., 1988; Sweeney, 2011; Bermudez y col., 2010). Se ha 

demostrado que la entrada de Map a traves de las células M depende de la expresión de la 

proteína de membrana de 35 kDa de la bacteria (Bannantine y col., 2003a) y del puente de 

unión de las proteínas de unión a la fibronectina (fibronectin-attachment protein; FAP) de 

Map y las integrinas β1 de las celulas M (Secott y col., 2001; Secott y col., 2004). No 

obstante, el paso de Map vía células M no es exclusivo puesto que también se ha demostrado 

el paso de la micobacteria a través de las células epiteliales o enterocitos (Bermudez y col., 

2010; Ponnusamy y col., 2013). Sin embargo, las células M al poseer en su superficie una alta 

densidad de integrinas β1, actuarían compo receptores preferentes (Coussens y col., 2010).  

 

 Las células M son capaces de traslocar la micobacteria intacta en el interior de 

vacuolas desde el lumen intestinal hasta la submucosa donde será fagocitada por los 

macrófagos subepiteliales (Miller y col., 2007). Debido a la falta de lisosomas y enzimas 

hidrolíticas presentes en las células M, muchas de las propiedades antigénicas de Map 

permanecerían inalteradas después de pasar a través de ellas. La captación y transporte de 

Map por estas células transcurre de manera muy rápida. Sigurdardóttir y col. (2001) 

demostraron que tras la inoculación directa de Map en el intestino delgado de cabras, la 

mayor parte de las bacterias atravesaron las células M en menos de una hora. 

 

II.4.1.2. Entrada de Map en los macrófagos subepiteliales 

 

 La entrada en el macrófago se produce mediante la unión del Man-LAM a los 

receptores de manosa del macrofago (mannose receptor; MR), por union al receptor de 

complemento 3 (complement receptor 3; CR3) de la bacteria previamente opsonizada con 

complemento-3 (C3) y a través del CD14 del TLR-2. Además de con los macrófagos del 

hospedador, Map también puede interaccionar con las células dendríticas mediante unión del 

Man-LAM de la envuelta de Map al receptor DC-SIGN (Dendritic cell-specific intercellular 

adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) (Jozefowski y col., 2008). 
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Figura 6. Tácticas utilizadas por Map para atravesar la barrera intestinal e invadir los macrófagos. Map 
invade preferentemente las células M mediante la creación de un puente de fibronectina y posteriormente invade 
los macrófagos subepiteliales. Map también puede atravesar las células epiteliales intestinales. La entrada en el 
macrófago se produce mediante la unión del Man-LAM de Map al receptor de complemento CR3, a los MR y/o 
a los TLR-2. Coussens y col., 2010. 

 
II.4.2. Mecanismos de supervivencia de Map en los macrófagos del hospedador  

 

 Los diferentes mecanismos de los que dispone Map para asegurar su supervivencia  

intracelular en el interior de los macrófagos del hospedador vienen resumidos en la Tabla 

XIV. 

 
Tabla XIV.  Mecanismos de supervivencia intracelular de Map.  
Mecanismo Vía celular Factor Resultados 

Sobre-expresión de IL-10 TLR2-MAPK-p38 Man-LAM 

↓ TNF-α 
↓ IL-12 
↓ IL-8 
↓ MHC-II 
↓ Apoptosis 
↓ Acidificación del fagosoma 
↓ Muerte del Map 

Disminución de la expresión 
de TNF-α, IL-12 e IL-8 

Mediado por IL-10 Man-LAM 
Atenuación de la respuesta inflamtoria 
Atenuación de la respuesta inmune Th1 

Disminución de la expresión 
de MHC-II. 

Mediado por IL-10 Man-LAM ↓ Presentación de antígenos 

Disminución de la apoptosis 
Mediado por IL-10 
↓ TNF-α 

? ↑ Supervivencia celular 

↓ Acidificación del fagosoma Mediado por IL-10 
 
Man-LAM 

 
↑ Supervivencia de Map 

↓ Fusión fagosoma-lisosoma TLR2/MAPK-p38   
TNF: Tumor necrosis factor. Weiss y Souza, 2008. 
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 Map tiene la capacidad de inhibir la maduración del fagosoma, su acidificación y su 

consecuente fusión con los lisosomas. El papel activo que tiene Map en la prevención de la 

fusión fagosoma-lisosoma está apoyado por la observación de que las células viables de Map 

son capaces de persistir en el fagosoma durante 15 días, mientras que la formación del 

fagolisosoma no se ve interrumpido después de la captación de células no viables de Map 

(Kuehnel y col., 2001). Souza y col. (2013) demostraron que la incubación de macrófagos 

bovinos con el Man-LAM de la envuelta de Map previo a la infección con Map inhibe la 

acidificación del fagosoma, la fusión fagosoma-lisosoma, la apoptosis y aumenta la 

supervivencia de Map en el interior del macrófago infectado. Consecuentemente con estos 

resultados, se demostró que la unión del Man-LAM de dos aislados virulentos de Map al 

TLR-2 de los macrófagos resulta en activación de la proteína kinasa activada por mitógeno 

P38 (mitogen-activated protein kinase; MAPK-38). La activación de esta quinasa 

serina/treonina celular conduce a la activación de una cascada de activación de factores de 

transcripción que a su vez resultan en una sobre-exprexpresión de la IL-10 (Weiss y Souza, 

2008). La sobre-expresión de la IL-10 resulta en un inhibición de quimioquinas, IL-12, TNF-

α, IFN-γ y el MHC-II. Estos resultados apoyan la hipótesis de que el Man-LAM es uno de los 

factores de virulencia de Map que facilita su supervivencia en el interior del macrófago 

infectado. Además, el Man-LAM de Mycobacterium tuberculosis (MTb) parece estar 

implicado directamente en la supresión de radicales de oxígeno y generación de óxido nítrico 

(Majumdar y col., 2008). 

 

 Map es capaz de inhibir la maduración de los fagosomas. La maduración de los 

fagosomas es un proceso regulado por dos GRabGTPasas; Rab5 estimula la fusión de los 

fagosomas con endosomas tempranos y Rab7 la fusión de los fagosomas con endosomas 

tardíos y con los lisosomas (Chua y col., 2011). Al retener a Rab5 en el fagosoma y al inhibir 

el reclutamiento del autoantígeno endosomal primario (early endosome antigen 1; EEA1) al 

fagosoma, la bacteria es capaz de bloquear la actividad de Rab5 y Rab7 y consecuentemente 

inhibir la maduración del fagosoma infectado (Fratti y col., 2001).  

 

 La inhibición de la fusion fagosoma-lisosoma se puede producir directamente gracias 

a los sulfolípidos de Map como se puede observar en la Figura 7. Map también puede inhibir 

la fusión del fagosoma con el lisosoma mediante la secreción de la fosfatasa SapM. Durante la 

maduración de fagosoma, el fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) es un lípido que regula el 

tráfico a través de la membrana que permite que el fagosoma pueda adquirir constituyentes 
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lisosomales (Vergne y col., 2005). En células infectadas con micobacterias muertas, el PI3P 

funciona de forma normal, pero en células infectadas con micobacterias vivas, el PI3P se 

elimina de forma continua por la actividad hidrolítica de la fosfatasa SapM (Brumell y 

Scidmore, 2007). Este mecanismo es muy probable que sea utilizado por Map ya que su 

genoma contiene una fosfoesterasa muy similar en secuencia de aminoácidos a la que presenta 

la SapM en Mtb. Otro mecanismo utilizado por Map para inhibir la fusión fagosoma-lisosoma 

es bloqueando la liberación de la proteína envuelta de triptófano aspartato (tryptophan 

aspartate nontaining coat protein; TACO). Normalmente, TACO es liberado por el fagosoma 

permitiendo así su fusión con el lisosoma. (Ferrari y col., 1993). 

 

 
Figura 7. Inhibición de la maduración del fagosoma que contiene a Map y su fusión con lisosomas. El Man-
LAM de las cepas virulentas de Map se une a los TLR-2 del macrófago lo que resulta en una inhibición de la 
MAPK-p38 y consecuentemente en un bloqueo de la liberación de EEA1 al fagosoma que contiene a Map. El 
bloqueo en la liberación de EEA1 impide la correcta maduración del fagosoma. Otro mecanismo utilizado por 
Map para impedir la maduración correcta del fagosoma es impidiendo la fusión de éste con endosomas 
tempranos mediante el bloqueo de la liberación de RAb5. Por otro lado, los sulfolípidos de Map bloquean 
directamente la fusión del fagosoma con el lisosoma. Otros mecanismos utilizados por Map para bloquear la 
fusión fagosoma-lisosoma están mediados por las fosfatasas SapM y PtpA (Protein tyrosine phosphatase A) que 
son secretadas por  Map.  SapM desfosforila PIP3 y altera el tráfico de membrana impidiendo al fagosoma la 
adquisición de constituyentes lisosomales. Map puede también bloquear la liberación de TACO del fagosoma lo 
que impide la fusión fagosoma-lisosoma. La V-ATPasa está involucrada en la acidificación del fagosoma. La 
PtpA de Map se une a la la V-ATPasa y esto resulta en la eliminación de ésta última del fagosoma lo que impide 
la acidificación del fagosoma. Arsenault y col., 2014. 
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 Para que las enzimas hidrolíticas que contienen los lisosomas puedan actuar se 

requiere que el pH del fagosoma sea lo suficientemente ácido. Para ello, el fagosoma aumenta 

el pH de sus vacuolas mediante la acción de la H+ATPasa (V-ATPasa), una proteína 

transportadora que utiliza la energía de trifosfato de adenosina (ATP; Adenosine triphosphate) 

para bombear protones en la vacuola fagocítica (Sturgill-Koszycki y col., 1994). La inhibición 

de la acidificación de las vacuolas fagosomales es un mecanismo de evasión utilizado por 

muchos patógenos intracelulares. De hecho se ha demostrado que los fagosomas que 

contienen micobacterias patógenas tienen un pH substancialmente más alto que los fagosomas 

que contienen organismos no patógenos o muertos (Tsukano y col., 1999). A través de la 

neutralización de esta bomba de protones Map es capaz de prevenir la acidificación de las 

vacuolas fagosomales y consecuentemente del fagosoma (Sturgill-Koszycki y col., 1994). 

Para ello, Map secreta la fosfatasa PtpA a la vacuola fagosomal que se une a la V-ATPasa 

bloqueando su acción y la consecuente acidificación del fagosoma. 

 

 La actividad bactericida del fagolisosoma maduro depende de la producción de 

moléculas químicas reactivas, incluyendo las especies reactivas de intermediarios de oxígeno 

(reactive oxygen intermediates; ROI) tales como el anión superóxido, peróxido de hidrógeno 

y los radicales libres hidroxilo (Karakousis y col., 2004). Map tiene la capacidad de secretar 

superóxido dismutasa que neutraliza los radicales de superóxido. En el ambiente del 

fagolisosoma también se producen otras moléculas antimicobacterianas, los reactivos 

intermediarios de nitrógeno (Reactive nitrogen intermediates; RNI) como el óxido nítrico 

(Chan y col., 1992). En macrófagos de ratón, la producción de óxido nítrico inducida por IFN-

γ está directamente relacionada con la capacidad de eliminar a Mtb, Map y M. leprae (Adams 

y col., 1993; Denis y col., 1990; Chan y col., 1992). La relevancia de los RNIs en la 

paratuberculosis está apoyado por la capacidad de los monocitos bovinos infectados por Map 

para aumentar la producción de óxido nítrico en respuesta a una estimulación con IFN-γ 

(Zhao y col., 1997). Map, así como otras micobacterias inhiben el reclutamiento de óxido 

nítrico sintetasa a los fagosomas infectados. 

 

 La inhibición de la apoptosis de los macrófagos es otra de las estrategias utilizadas por 

Map para evadir el sistema inmune del hospedador y aumentar su supervivencia. Se ha 

observado como macrófagos infectados con Map son más resistentes a la apoptosis inducida 

por H2O2, un inductor de la apoptosis de los macrófagos (Kabara y col., 2012). Uno de los 

mecanismos por los que Map inhibe la apoptosis es mediante la reducción de la expresión de 
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caspasa 3/7 y 8 (Borutaite y Brown, 2003). Map tambien inhibe la apoptosis a través de la 

secreción de la IL-10 y posterior inhibición de TNF-α (Koul y col., 2004). Man-LAM también 

parece estar implicado en la regulación de la apoptosis mediante la prevención de un aumento 

en la concentración del calcio citosólico. El calcio citosólico facilita la apoptosis al aumentar 

la permeabilidad de la membrana mitocondrial, lo que resulta en la liberación de productos 

pro-apoptóticos (Koul y col., 2004). El Man-LAM de Map también estimula la fosforilación 

de la proteína proapoptótica  Bad (Bcl-2-associated death). La proteína Bad fosforilada es 

incapaz de unirse a proteínas anti-apoptóticas como el BCL-2 (B-cell lymphoma 2). 

Moléculas de BCL-2 libres evitan la liberación de citocromo c de la mitocondria e inhiben la 

apoptosis (Pott y col., 2009).  

 

 En las fases iniciales de la infección, las cepas virulentas de Map son capaces de 

alterar la capacidad de los macrófagos infectados para presentar antígenos bacterianos a las 

células T a través del sistema CD154-CD40 (Sommer y col., 2009). Esto conduce a la 

secreción de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 que permite la supervivencia de las cepas 

virulentas de Map en los macrófagos del hospedador durante la fase subclínica de la 

enfermedad al inhibir la producción de IL1-α, IFN-γ e IL1-β (Weiss y col., 2004; Kabara y 

Coussens, 2012; Abendaño y col., 2013a). El factor de virulencia de Map implicado en la 

inhibición de la interacción de los macrófagos infectados con las células T es desconocido. 

  

II.4.3. Establecimiento y progresión de la infección 

 

 Map replica en el interior del macrófago infectado hasta que los recursos celulares y el 

espacio son limitantes. Es entonces cuando Map induce la apoptosis e infecta a otros 

macrófagos subepiteliales vecinos. Los macrófagos infectados migran a los nódulos linfáticos 

locales y regionales, incluyendo los nódulos linfáticos mesentéricos (Ayele y col., 2004; 

Sivakumar y col., 2005; Tiwari y col., 2006; Zhu y col., 2008). Los macrófagos infectados 

secretan IL-8 que resulta en el reclutamiento de células epiteliales y células gigantes de 

Langhans, macrófagos y linfocitos T y B al sitio de la infección. Esta acumulación de células 

alrrededor de los macrófagos infectados se denomina granuloma y se rodea de una capa densa 

de fibroblastos y colágeno que cierran la estructura (Saunders 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 macrófagos del granuloma pueden fusionarse a células gigantes 
multinucleadas o diferenciarse en células espumosas, que se caracterizan por la acumulación de lípidos. Las 
células espumosas se han observado con más frecuencia en el borde del centro necrótico de los granulomas 
maduros. Se han observado pocas bacterias en las células espumosas y en las células gigantes multinucleadas. 
Las bacterias están presentes por lo general en las áreas necróticas centrales donde se observan los macrófagos 
muertos y moribundos. Muchos otros tipos de células también forman el granuloma, tales como neutrófilos, 
células dendríticas, células B y T, células NK (Natural killer), fibroblastos y células que secretan componentes 
de la matriz extracelular. Basado en Ramakrishnan y col., 2012. 

 

 Dentro del granuloma, los linfocitos T secretan IFN- γ, que se encarga de activar a 

otros macrófagos. El TNF-α producido por los macrófagos es una de las citoquinas críticas 

para la correcta formación y persistencia de los granulomas, manteniendo el reclutamiento 

celular (Roach y col., 2002, Marino y col., 2007, Chakravarty y col., 2008). Los macrófagos 

infectados también producen grandes cantidades de IL-6 que juega un papel fundamental en la 

diferenciación de macrófagos activados a células gigantes multinucleadas.  

 

 Aunque se ha pensado durante mucho tiempo que la formación de granulomas es un 

proceso impulsado por el hospedador para contener la infección, estudios recientes indican 

que los granulomas contribuyen al crecimiento bacteriano temprano y que las micobacterias 

patógenas aprovechan el granuloma para su expansión local y diseminación sistémica (Davis 
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y col., 2009). Map puede persistir por tanto en el interior de los granulomas en un estado de 

dormancia durante decadas (Sandor y col., 2003). Si la inmunidad del hospedador se ve 

debilitada o suprimida, la micobacteria en estado de dormancia puede reactivarse, escapar del 

granuloma y causar lesiones en otras partes del tejido intestinal causando el engrosamiento de 

la pared intestinal (Sivakumar y col., 2005). La infección también puede diseminarse a los 

nódulos linfáticos supramamarios y a la glándula mamaria contaminando la leche y el calostro 

(Sweeney y col., 1992). 

 

II.5. RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDADOR 

 

II.5.1. Respuesta inmune anti-inflamatoria inducida tras la interacción de Map con los 

macrófagos del hospedador 

 

 En los estadios más iniciales de la infección, Map es capaz de evadir la respuesta 

inmune pro-inflamatoria del hospedador que es la que en condiciones normales se activa en el 

hospedador en respuesta a un agente patógeno. Contrariamente a lo que sería esperable, Map 

induce una respuesta inmune de tipo anti-inflamatorio en el macrófago infectado para lo que 

emplea diversos mecanismos: inhibición de la activación de los macrófagos infectados, 

inhibición de la apoptosis e inhibición de la presentación de antígenos a las células T. Esta 

respuesta de tipo anti-inflamatorio facilita la supervivencia de Map en el interior de los 

macrófagos infectados. 

 

II.5.1.1. Inhibición de la activación de los macrófagos infectados. 

 

 El mecanismo que Map utiliza para entrar en los macrófagos del hospedador 

determina directamente la naturaleza de la respuesta de éste antes incluso de que Map entre en 

la célula hospedadora. La unión de Man-LAM de Map al TLR-2 inicia una cadena de 

activación celular a través de la cual se activa la proteína kinasa MAPK-p38. La activación de 

esta kinasa media en la producción de las citoquinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-β 

(transforming growth factor β) (Weiss y Souza, 2008). La producción temprana de IL-10 

inhibe la producción de las citokinas pro-inflamatorias IL-12, IL-1, IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-

8 con lo que se favorece la supervivencia de Map en el interior del macrófago infectado. Por 

otro lado, la IL-10 inhibe la activación de los macrófagos infectados al inhibir la producción 

del factor estimulante de colonias de granulocitos en macrófagos (Granulocyte-macrophage 
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colony-stimulating factor; GM-CSF). La estimulación de IL-10 en los macrófagos infectados 

resulta también en un bloqueo de la acidificación del fagosoma que contienen los bacilos 

infectivos y de su fusión con el lisosoma. Es interesante destacar el hecho de que en 

monocitos bovinos tratados únicamente con Man-LAM se ha conseguido reproducir los 

efectos supresores de inmunidad que tienen lugar tras una infección con una cepa virulenta de 

Map.  

 

II.5.1.2. Inhibición de la apoptosis. 

 

 Se ha demostrado que el Man-LAM de Map es capaz de inhibir la apoptosis del 

macrófago infectado al incrementar la concentración de calcio intracelular (Koul y col., 

2004). El aumento de calcio intracelular conlleva un aumento de la permeabilidad de la 

membrana mitocondrial con la consiguiente liberación de moléculas pro-apoptóticas como 

por ejemplo el citocromo C. La liberación de moléculas pro-apoptóticas al exterior de la 

célula resulta en una disminución de las posibilidades de que la célula infectada entre en 

apoptosis. El Man-LAM de la envuelta de Map inhibe la apoptosis de la célula infectada por 

otra vía que consiste en la estimulación de la fosforilación de la proteína Bad. La fosforilación 

de Bad previene su unión a las proteínas anti-apoptóticas BCL-2 y BCL-XL. Como 

consecuencia, moléculas libres de BCL-2 pueden prevenir la liberación de citocromo C de la 

mitocondria y por lo tanto prevenir la apoptosis en los macrófagos infectados con Map. Otro 

mecanismo utilizado por las cepas virulentas de Map para inhibir la apoptosis de los 

macrófagos infectados es a través de la inhibición de la producción de TNF-α. 

 

II.5.1.3. Inhibición de la presentación de antígenos a los linfocitos T.  

 

 En un periodo de tiempo de solo 12-24 horas tras la fagocitosis, los macrófagos 

infectados con cepas virulentas de Map presentan un número menor de moléculas del MHC 

clase II en superficie que los infectados con cepas avirulentas o con Mycobacterium avium. El 

procesamiento de los antígenos de Map y su presentación a las células T también está inhibido 

al neutralizarse las proteínas fagosomales implicadas en la degradación de antígenos a 

péptidos como la catepsina D. De hecho, se ha demostrado que en los fagosomas que 

contienen cepas virulentas de Map, la catepsina D y otras enzimas proteolíticas, se encuentran 

inactivadas (Gomes y col., 1999). Por el contrario, en fagosomas que contienen cepas de Map 

atenuadas, la catepsina D se presenta en su forma activa. Se ha demostrado que la IL-10 
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también actúa bloqueando la presentación de antígenos de Map a las células T al inhibir la 

producción del MHC clase II, CD (Cluster of differentation) 80, CD86 y ICAM-1 

(Intercellular adhesion molecule 1) presentes en la membrana celular del macrófago 

infectado. 

 

II.5.2. Respuesta inmune pro-inflamatoria (Th1) inducida durante la fase subclínica de 

la infección 

 

 Durante el transcurso de la infección, algunos de los macrófagos infectados pueden 

reactivarse e inducir la expresión de quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias que 

favorecen el reclutamiento continuo de otros macrófagos infectados y de linfocitos T y B al 

sitio de infección para dar lugar a las lesiones granulomatosas características que aparecen en 

los tejidos de los animales infectados. Es por tanto, esta respuesta pro-inflamatoria exacerbada 

y continuada a lo largo del tiempo la causante de la destrucción progresiva del epitelio 

intestinal. En la Figura 9 se muestra una representación esquemática de las primeras etapas de 

la respuesta inmune a la infección micobacteriana. 

 

Figura 9. Representación esquemática de las primeras etapas del proceso de infección micobacteriana. Carvalho 
y col., 2012. 
 

 Cuando los macrófagos infectados con Map se reactivan lo primero que se produce es 

la presentación de antígenos de Map por parte del MHC en la superficie de los macrófagos 

junto con la producción de IL-1. Ambos eventos resultan en una activación de las células T 
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(Stabel y col., 2010). Las células T activadas producen IL-12 que está implicada en la 

expansión clonal de los linfocitos CD4 + T helper y CD8 + T citolíticos. En esta etapa crónica 

de la infección, son los linfocitos CD4 + los encargados de expresar las citoquinas pro-

inflamatorias IFN-γ, IL-12 y TNF-α (Burrells y col., 1999; Stabel y col., 2000). El IFN-γ es la 

principal citoquina efectora de tipo Th1 y desempeña un papel muy importante en la 

diferenciación de las células que intervienen en este tipo de respuesta, así como en la 

activación y reclutamiento de los macrófagos al sitio de infección (Stabel, 2000a, 2006). 

Aunque los linfocitos T CD4 + son los principales productores de IFN-γ en las fases 

subclínicas de la infección; se ha demostrado que otras poblaciones de linfocitos como los 

linfocitos T CD8 + también lo producen pero en estadios más avanzados de la infección. Otra 

de las poblaciones de linfocitos, los γδ, están implicados en la formación de granulomas 

indirectamente al aumentar la producción de IFN-γ o directamente mediante la atracción de 

los macrófagos al sitio de la infección. El TNF-α se considera también una de las citoquinas 

básicas en las fases subclínicas de la paratuberculosis, estando estrechamente implicado en la 

formación de granulomas (Alzuherri y col., 1996). 

 

II.5.3. Respuesta inmune humoral (Th2) inducida en la fase clínica de la infección 

 

 Aunque la secreción de citoquinas pro-inflamatorias es necesaria para controlar la 

infección inicial, su producción excesiva o demasiado prolongada también puede llegar a ser 

perjudicial a nivel local debido al riesgo de causar excesivo daño tisular. Por tanto, a medida 

que la infección progresa, y como consecuencia de una respuesta pro-inflamatoria (Th1) 

exacerbada que implica graves lesiones tisulares granulomatosas, se produce un cambio en el 

perfil de citoquinas (Stabel, 2010). De este modo, algunas citoquinas anti-inflamatorias (Th2) 

principalmente la IL-10 pero también las IL-4, IL-5 y la IL-6, se sobre-expresan 

contribuyendo a disminuir los niveles de IL-12 y de IFN-γ producidos por los linfocitos CD4 

+ Th1 (Ito y col., 1999; Khalifeh y Stabel, 2004a). De esta manera, al estar inhibido el IFN-γ 

por estas citoquinas Th2, no se reclutan nuevos macrófagos al sitio de la infección que puedan 

fagocitar la bacteria e ir aumentado y favoreciendo el desarrollo del granuloma. Sin embargo, 

el cambio de una respuesta inmune Th1 a una Th2 sería perjudicial para el hospedador, 

porque al activarse la Th2 lo que se consigue es la propagación de las micobacterias a otras 

zonas del tejido infectado en las fases avanzadas de la infección.  
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 Esta inhibición de una inmunidad Th1 y el cambio a una inmunidad Th2 se relaciona 

con la etapa clínica de la paratuberculosis y con una estimulación de los linfocitos B para 

producir anticuerpos, mayoritariamente de tipo IgG1, y por tanto, con una inmunidad de tipo 

humoral (Figura 10). En efecto, Ito y col. (1999), evidenciaron la función inmunosupresora 

que la IL-10 es capaz de ejercer indirectamente sobre el IFN-γ, al inhibir el gen IP-10, 

esencial para su secreción. También se ha descrito el papel supresor de la IL-4 sobre el IFN-γ 

(Peleman y col., 1989). Confirmando estos resultados, Khalifeh y Stabel (2004a) demostraron 

que la expresión de IL-10 y TGF-β era mayor en íleon y nódulos linfáticos asociados de vacas 

que manifestaban un estado más avanzado de la enfermedad, con lesiones multifocales y 

elevado número de micobacterias, comparado con vacas sanas o en fases iniciales de la 

enfermedad. De la misma forma, Tanaka y col. (2005), constataron una mayor expresión de 

IL-4 e IL-10 en lesiones multibacilares frente a las paucibacilares en nódulos linfáticos ileales 

de vacas infectadas por Map. 

 

 
Figura10. Representación esquemática de la formación de los granulomas, diseminación de la infección y el 
paso de una respuesta inmune Th1 a Th2. Koets y Gröhn, 2015. 
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 El TGF-β es otra de las citoquinas conocidas por sus efectos inmunomoduladores en la 

paratuberculosis. Tiene la capacidad de suprimir la secreción de IL-2, pero también se ha 

comprobado la inhibición que ejerce sobre la producción de IFN-γ, del MHC-II y el bloqueo 

que ejerce sobre la activación macrofágica, además de favorecer la secreción de la IL-10 

(Maeda y col., 1995). Muñoz y col. (2008) comprobaron in situ en íleon y nódulos linfáticos 

asociados de bovinos y ovinos infectados natural y experimentalmente, que el TGF-β se 

expresaba abundantemente en los macrófagos y células gigantes repletos de Map en los 

animales con lesiones difusas multibacilares y negativos al test del IFN-γ, mientras que su 

presencia era escasa o nula en aquellos con lesiones focales, multifocales o difusas 

paucibacilares, con escasos bacilos y positivos al IFN-γ. Estos resultados confirmaron que la 

secreción de TGF-β se asociaría con la incapacidad de los macrófagos de contener la 

diseminación y propagación de Map, probablemente a través de la inhibición del IFN-γ. En la 

Tabla XV se muestran las principales citoquinas que participan en la respuesta inmune del 

hospedador frente a una infección con Map y en la Figura 11 se muestra 1 resumen 

esquematizado de los acontecimientos inmunológicos que suceden en el hospedador en 

respuesta a la infección por Map. 
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Tabla XV. Citoquinas más importantes en la respuesta inmune inducida tras una infección con Map. 

 
Citoquina 

 

Efectos biológicos principales 

 

Célula productora 

IFN-γ 

- Activador de células T y macrófagos. 
- Favorece la maduración de células dendríticas 
- Implicado en la sobre-expresión de MHC I y II 
- Induce producción de reactivos de O2 y N2 
- Induce la secreción de IL-12 
- Reclutamiento de monocitos al sitio de infeccion. 

linfocitos T CD4+, CD8+, γδ 

TNF-α 
- Función pro-inflamatoria (Th1) directamente relacionada con la destrucción de Map del 

macrófago infectado a través de la generación de intermediarios de NO2. 
- Implicado en la apoptosis de los macrófagos infectados. 

macrófagos, células dendríticas,  
linfocitos T 

IL-4, IL5 
- Citoquinas anti-inflamatorias (Th2). 
- Estimula el crecimiento y diferenciación de linfocitos B.  
- Inhibe citokinas y mediadores pro-inflamatorios.  
- Induce IgE e IgG4. 

linfocitos Th2 

IL-10 

- Inhibe la respuesta inmune pro-inflamatoria al inhibir la producción de IL12. 
- Inhibe la presentación de antígenos de los macrofagos infectados a las células T al inhibir la 

expresión del complejo mayor de histocompatibilidad MHC-II, CD80, CD86 y ICAM-I en la 
membrana del macrófago infectado. 

- Inhibe la proliferación de células T y γδ productoras de IFN-γ. 

monocitos, macrófagos, linfocitos T 
y B 

TGF-β 

- Función inmunosupresora de la respuesta inmune proinflamatoria y producción de IFN-γ.  
- Suprime la maduración y diferenciación de células dendríticas. 
- Inhibe la presentación de antígenos de los macrófagos infectados a las células T al inhibir la 

expresión del complejo mayor de histocompatibilidad MHC-II. 
- Inhibe los mecanismos de destrucción de microorganismos en el interior del macrófago. 
- Inhibe la apoptosis celular. 

monocitos, macrófagos 

IL-1 - Función Proinflamatoria. Activación de las células Th1. 
monocitos, macrófagos, células 

dendríticas 

IL-12 

- Su  producción es esencial para la estimulación de una respuesta pro-inflamatoria. 
- Activa las células T colaboradoras de tipo 1 (Th1) y estimula la producción y citotoxicidad de las 

células T citotóxicas y de las células NK. 
- Induce la producción de IFN-γ 

monocitos, macrófagos, células 
dendríticas 
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Figura 11. Resumen esquematizado de la respuesta inmune inducida en el hospedador en respuesta a la infección por 

Map. Las citoquinas representadas en azul son las consideradas tradicionalmente de tipo Th1 y las rojas de tipo Th2. Las 

flechas azules acompañadas de la señal (+) indican un efecto de “estimulación”, y las rojas, junto con la señal (-), un efecto 

“inhibidor”. Al penetrar Map por las células M del intestino, es captado por las células presentadoras de antígenos (CPA) y se 

activan los mecanismos de la respuesta inmune innata. Al entrar en contacto con los antígenos de Map a través del MHC de 

tipo II, los linfocitos inmaduros Th0 se diferencian en diversos subtipos según el predominio de citoquinas en el medio, 

entrando en acción la respuesta inmune adaptativa. En un principio, tanto las CPA como las células Th1 producen citoquinas 

Th1 protectoras, entre ellas el TNF-α, que induce la salida de monocitos de los vasos sanguíneos y estimulan el reclutamiento 

de macrófagos para contener el crecimiento micobacteriano. Las demás citoquinas Th1 contribuyen a la expansión clonal de 

linfocitos Th1, la activación macrofágica, así como la inhibición de las células Th2. Las células Th17 actúan de forma 

sinérgica con las Th1. En cambio, cuando se produce un fallo en esta respuesta inmune protectora o cuando la producción de 

las citoquinas Th1 resulta excesiva,  puede provocar un cierto daño tisular, empiezan a predominar los linfocitos Th2, 

quienes, con la ayuda de las células T reguladoras, inhiben la actividad Th1 y contribuyen a la inhibición de la activación 

macrofágica, con la consecuente multiplicación de Map. Además, en este momento, se estimula la producción de anticuerpos 

específicos frente a la micobacteria por los linfocitos B. Delgado, 2010. 
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 No obstante, esta teoría de dualismo inmunológico que tradicionalmente se ha 

asumido en la paratuberculosis de los rumiantes podría no ser del todo cierta, tal y como han 

indicado recientemente Begg y col. (2011) tras detectar respuestas inmunes concomitantes en 

ovejas infectadas experimentalmente. 

 

II.6. CUADRO LESIONAL Y SIGNOS CLÍNICOS 

  

II.6.1. Lesiones macroscópicas 

 

 Macroscópicamente, las lesiones caracteristicas de la paratuberculosis afectan 

preferentemente a los tramos distales del intestino delgado (ileon y válvula ileocecal) y a los 

linfonodos mesentéricos asociados. A veces, también es posible obervar lesiones en los 

tramos distales del yeyuno, en el ciego o en los segmentos más craneales del colon. 

Macroscópicamente, el engrosamiento de la pared intestinal es el rasgo característico de la 

enfermedad en la especie bovina, principalmente en el íleon. Tras seccionar longitudinalemte 

estos tramos, en la mucosa tumefacta y edematosa se suele apreciar el relieve de unos 

pliegues de aspecto circunvoloide que persiste incluso tras traccionar el intestino. En los 

nódulos linfáticos mesentéricos, principalmente yeyunales e ileocecales, se oberva aumento 

de tamaño, tumefación y edema. 

 

 En fases subclínicas, el grado de engrosamiento intestinal es menor y los nódulos 

linfáticos pueden estar ligeramente tumefactos. Por el contrario, en fases avanzadas de la 

infección, el engrosameinto puede llegar a los segmentos más distales del intestino, duodeno 

y recto. En estas fases es posible observar pérdida de grasa mesentérica y subcutánea, atrofia 

muscular y serosa, edemas en el tejido subcutáneo, submandibular o ventral, ascitis y 

presencia de líquido en las cavidades torácica y pericárdica (Fecteau y Whitlock, 2010). A 

consecuencia de la diseminación bacterina que ocurre en fases avanzadas de la enfermedad, se 

han descrito lesiones extraintestinales, tales como atrofia de la grasa de los surcos coronarios, 

calcificaciones y fibrosis en la aorta (torácica y mesentérica) y endocardio, y la depleción 

linfoide del timo (Chiodini y col., 1984; Perez y col., 2000; González y col., 2005). En bovino 

es posible incluso observar microgranulomas en el intersticio hepático en las fases avanzadas 

de la enfermedad. En animales que llegan a presentar un estado de caquexia y debilidad 

extrema, es posible llegar a observar lesiones compatibles con enfisema pulmonar intersticial 

agudo (Chiodini y col., 1984; Perez y col., 2000; Delgado y col., 2012). En la Figura 12 se 
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muestra una imagen de algunas de las lesiones macroscópicas producidas por la 

paratuberculosis bovina. 

 

 
Figura 12. Lesiones macroscópicas en el íleon típicas de la paratuberculosis bovina. Fotografía de lesiones 
en el íleon típicas de la paratuberculosis. A la izquierda, la pared intestinal se observa engrosada debido a la 
infiltración de leucocitos y células epitelioides. A la derecha, se observa un edema mesentérico, con un canal 
linfático mesentérico dilatado, que se muestra con una flecha. Fecteau y Whitlock, 2010. 
 

 La tumefacción de la mucosa intestinal, linfangitis y linfangiectasia en los segmentos 

intestinales engrosados es mas frecuente y numerosa en pequeños rumiantes, especialmente 

en cabras, pero también ocurre en bovino (Djonne, 2010). Así, los vasos linfáticos inflamados 

y dilatados presentan un aspecto de cordones de coloracion blanquecina y forman trayectos 

tortuosos en la serosa intestinal, llegando incluso a alcanzar los nódulos linfáticos 

mesentéricos. La formación de focos necróticos caseosos y calcificaciones es un hallazgo 

característico de la paratuberculosis caprina, que también se describe en corzos y en ovinos 

pero es inusual en ganado vacuno (Badiola y col., 1980; Juste y col., 1983; Garcia-Marin y 

col., 1994; Perez y col., 2000; Gonzalez y col., 2005; Delgado y col., 2012).  

 
II.6.2. Lesiones microcópicas 

 

 Histológicamente, las lesiones se caracterizan por enteritis y/o linfoadenitis 

granulomatosa de la lamina propia de la mucosa intestinal y de los nódulos linfáticos 

mesentéricos asociados. El infiltrado inflamatorio es de naturaleza mayoritariamente 

histiocítica y está compuesto por macrófagos, linfocitos, células epitelioides, células gigantes 

multinucleadas de Langhans y eosionófilos (Stamp y Watt, 1954). Tanto en el intestino como 

en los nódulos linfáticos mesentéricos asociados, la disribución del infiltrado inflamatorio 

varía en función del tiempo de infección. Así, en animales que no manifiestan sintomatología 

clínica las lesiones microscópicas se limitan fundamentalmente a pequeños granulomas 

localizados en el espacio interfolicular de las placas de Peyer inestinales, o al área cortical y 
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paracortical de los nódulos linfáticos mesentéricos asociados, frecuentemente en la zona 

interfolicular o próximas a los senos peritrabeculares. Sin embargo, al progresar la infección 

en animales con signos clínicos, la inflamación tiende a extenderse de forma multifocal a 

difusa por la mucosa, siendo frecuente observar la afectación de otras capas más internas de la 

pared intestinal , como la submucosa o la muscular. En cualquier caso, no siempre el grado de 

diseminación de la infección se correlaciona con los signos clínicos característicos de la 

infección (Antognoli y col., 2008; Alonso-Hearn y col., 2008). A consecuencia de la 

infiltración inflamatoria se produce la dilatación de las vellosidades llegando incluso a 

fusionarse y a atrofiarse si el infiltrado es abundante. A su vez, el desplazamiento de las 

criptas de Lieberkhun debido al acúmulo de detritus celulares que contienen en su interior, 

conlleva la alteración de la arquitectura del intestino. De la misma forma, el aumento en el 

número de granulomas en los nódulos linfáticos mesentéricos y su extesión hacia la zona 

medular causa también alteración de la pared intestinal. Durante la progresión de la infección, 

además de un aumento de la inflamación, se evidencia un incremento de la presencia de 

BAAR en el interior de los macrófagos y células gigantes cuando se emplea la tincion de ZN 

u otras técnicas inmunohistoquímicas (Buergelt y col., 1978b).  

 

 Gonzalez y col. (2005) describieron algunas carcterísticas diferenciales de la 

microscopía de las lesiones paratuberculosas en el ganado vauno con respecto a los pequeños 

rumiantes: i) localización preferente de los granulomas primarios o focales en el linfonodo 

yeyunal caudal y en menor medida en las placas de Peyer de la válvula ileocecal (VIC), ii) 

mayor frecuencia de presentación de células gigantes aisladas o formando parte de los 

granulomas en los tejidos afectados y iii) ausencia de focos de necrosis caseosa y 

calcificación en los nódulos linfáticos mesentéricos. 

 

II.6.3. Clasificación de las lesiones 

 

 En el ganado bovino, Gonzalez y col. (2005) clasificaron a las lesiones según su 

extensión y severidad en focales, multifocales y difusas. Las lesiones difusas se subdividieron 

a su vez atendiendo a la composición celular del infiltrado inflamatorio y a la cantidad de 

BAAR en linfocíticas (o paucibacilares), intermedias y multibacilares. En el ganado ovino, 

Perez y col. (1996) emplean como criterios de clasificación: i) presencia de lesiones 

granulomatosas, ii) localización de las lesiones, iii) intensidad de las lesiones, iv) 

composición celular predominante en el infiltrado y v) presencia y cantidad de BAAR. 
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Tabla XVI . Clasificación de las lesiones en bovinos y ovinos según los estudios histopatológicos realizados por 
González y col. (2005) y Pérez y col. (1996). 

Bovino González y col., 2005 Ovino Pérez y col., 1996 
• Focales: Pequeños granulomas, bien 

delimitados, localizados en el área 
interfolicular de la placa de Peyer o más 
frecuentemente en el cortex de los LN 
mesentéricos asociados, fundamentalmente 
LN ileal y LN yeyunal. 
 
Los granulomas están formados por 5-30 
macrófagos, junto a algunos linfocitos. 
Frecuentemente, se observan células gigantes 
de Langhans aisladas o formando parte del 
granuloma.  
 
Escaso o nulo número de BAAR  
 

• Multifocales: Generalmente, las lesiones 
afectan al ápice de algunas vellosidades 
intestinales, ocasionando un moderado 
engrosamiento de las mismas. Sin embargo, 
la mayor parte de los segmentos intestinales 
no presentan variaciones morfológicas.  
 
Granulomas formados por 15-40 macrófagos 
o células gigantes de Langhans, rodeados de 
un ligero infiltrado de naturaleza linfocitaria 
o plasmocitaria, localizados en el tejido 
linfoide.  
 
Moderada presencia de BAAR. 
 

• Difusas: Marcado engrosamiento de grandes 
segmentos de la pared intestinal, íleon y en 
menor medida yeyuno, que afectan tanto a 
áreas 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 histológica normal. Se 
reconocen 3 subtipos: 
 

• Difusas linfocíticas (paucibacilares): 
infiltrado inflamatorio con predominio de 
linfocitos, algunas células plasmáticas y 
células gigantes de Langhans Escasos o nulos 
BAAR. 

• Difusas intermedias: infiltrado celular 
formado por linfocitos, células plasmáticas, 
células gigantes y macrófagos, aislados o 
formando granulomas. Número variable de 
BAAR, menor que en las lesiones 
multibacilares. 

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

• Tipo 1: No se observan lesiones macroscópicas en la 
mucosa intestinal ni en las placas de Peyer yeyunal. 
Granulomas formados por 6-50 macrófagos junto a 
algunos linfocitos. Estos granulomas se encuentran 
exclusivamente en el tejido linfoide. No hay detección 
de la bacteria por cultivo. 
 

• Tipo 2: No se observan lesiones macroscópicas. Los 
granulomas se encuentran colocados en fila desde la 
zona basal de la zona interfolicular hasta el ápice de 
algunas vellosidades, penetrando en la lámina propia. 
Los granulomas están bien delimitados, son de forma 
redonda y variable en número, pero nunca lo 
suficientemente numerosos como para causar una 
enteritis difusa. En los ganglios linfáticos, los 
granulomas parecen ser similares a los descritos en las 
lesiones de tipo1 pero se observan con menor 
frecuencia en este sitio que en las placas de Peyer, y 
siempre de menor tamaño. Escaso o moderado número 
de BAAR. 
 
Tipo 3:Las lesiones granulomatosas afectan tanto a las 
placas de Peyer y a la mucosa adyacente, así como a las 
mucosas no asociadas con el tejido linfoide. Moderada 
presencia de BAAR. Se reconocen 3 subtipos: 
 

• 3a: La única lesión macroscópica es un ligero 
engrosamiento de los vasos linfáticos del íleon. 
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 lámina propia 
son más grandes en tamaño y afectan a más 
vellosidades. Los granulomas tienen una distribución 
multifocal y se observan en mayor número en el íleon 
que en el yeyuno. 

• 3b: Hay un marcado engrosamiento de la pared 
intestinal, íleon y en menor medida del yeyuno. Este 
subtipo se caracteriza por una enteritis granulomatosa 
difusa formada por grupos de células epitelioides. En 
las placas de Peyer, los granulomas se observan en las 
zonas interfoliculares así como en los folículos y 
cúpulas, lo que resulta en una modificación notable de 
su estructura normal. La inflamación causa un cambio 
en la morfología de las vellosidades intestinales y del 
área basal de la lamina propia. Se observan unas pocas 
células gigantes mal definidas. La presencia de Map se 
puede demostrar, tanto por tinción ZN y métodos IHQ.  

• 3c: Se observa una enteritis granulomatosa difusa. Un 
mayor número de macrófagos 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 pequeños focos necróticos, con o sin 
calcificación.  

LN: nódulo linfático. IHQ: inmunohistoquímica. 
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Figura 13. Lesiones microscópicas asociadas a la paratuberculosis bovina.
localizados en el área cortical del ganglio linfático ileal. 
(punta flecha), rodeados de linfocitos y localizados en el ápice de las vellosidades intestinales. 
debido a la presencia de un infiltrado granulomatoso formado principalmente por linfocitos. 
Langhans dispersas. HE. Bar, 100 μm. En el recuadro, se detectan 
Intermedia. Íleon.  Vellosidades intestinales atrofiadas y separación
pueden observar varias células gigantes de Langhans. HE. Bar, 100
Bar, 6 μm. (E) Difusa Multibacilar.  Yeyuno. Infiltrado inflamatorio formado principalmente por macrófagos, que muestra una apariencia de mosaico y provocando el 
engrosamiento de la mucosa, la fusión de las vellosidades y la separación de las glándulas intestinales.
gigante, que muestra un gran número de bacterias ácido-alcohol resistentes. ZN. Bar, 10
González y col., 2005.

A 

C 
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asociadas a la paratuberculosis bovina. (A) Focal. Granulomas pequeños formados por macrófagos y algunas celulas gigantes, 
 Hematoxilina-Eosina (HE). Bar, 50 μm. (B) Multifocal.  Íleon. Grupo de macrófagos (flechas) o células gigantes 

a), rodeados de linfocitos y localizados en el ápice de las vellosidades intestinales. (C) Difusa Linfocítica. Íleon. Marcado engrosamiento de la mucosa intestinal 
debido a la presencia de un infiltrado granulomatoso formado principalmente por linfocitos. Entre ellos se pueden observar algunos macrófagos y células gigantes de 

se detectan inmunohistoquímicamente los macrófagos  y células gigantes. 
Vellosidades intestinales atrofiadas y separación de las glándulas debido a la presencia de un infiltrado granulomatoso rico en linfocitos y macrófagos. Se 

HE. Bar, 100 μm. En el recuadro, se pueden observar los bacilos situados en el citoplasma de una célula gigante
Yeyuno. Infiltrado inflamatorio formado principalmente por macrófagos, que muestra una apariencia de mosaico y provocando el 

a, la fusión de las vellosidades y la separación de las glándulas intestinales. HE. Bar, 100 μm. En el recuadro,  detalle del infiltrado con una c
alcohol resistentes. ZN. Bar, 10 μm.  

B 

D E 

Granulomas pequeños formados por macrófagos y algunas celulas gigantes, 
Íleon. Grupo de macrófagos (flechas) o células gigantes 

Íleon. Marcado engrosamiento de la mucosa intestinal 
Entre ellos se pueden observar algunos macrófagos y células gigantes de 

 Anti-lisozima. Bar, 60 μm. (D) Difusa 
debido a la presencia de un infiltrado granulomatoso rico en linfocitos y macrófagos. Se 

rvar los bacilos situados en el citoplasma de una célula gigante. ZN. 
Yeyuno. Infiltrado inflamatorio formado principalmente por macrófagos, que muestra una apariencia de mosaico y provocando el 

m. En el recuadro,  detalle del infiltrado con una célula 
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II.6.4. Signos clínicos 

 

 Los signos clínicos de la enfermedad son poco evidentes, a veces variables y están 

asociados principalmente a los diferentes estadios de la enfermedad (Whitlock y Buergelt, 

1996). Así, la progresión de la enfermedad se divide en cuatro estadios o fases: 

 

Fase I. Infección silente. Esta fase se caracteriza por la ausencia de signos clínicos de la 

enfermedad y se encuentra presente fundamentalmente en terneros y novillas, aunque en 

ocasiones también se ha descrito en ganado adulto. 

 

Fase II. Fase subclínica. En este estadio se encuentran los animales portadores de Map que no 

presentan sintomatología alguna de la enfermedad. En estas formas subclínicas de infección, 

los signos que pueden llevar a su sospecha en el vacuno de leche son principalmente 

reducción de la producción lactea, problemas reproductivos y mayor predisposición al 

desarrollo de mastitis. Además, la gran mayoría de los animales son negativos al cultivo en 

heces, pues excretan en heces una carga microbiana baja de manera intermitente. 

 

Fase III. Fase clínica. Esta fase se desarrolla tras varios años de infección por Map en 

animales adultos. Concretamente, en el vacuno lechero frecuentemente se observan signos 

clinicos entre los 2 y los 6 años, generalmente tras el parto y coincidiendo con la primera o 

segunda lactación de las hembras (Nielsen y Salem, 2013). Otros factores estresantes que 

pueden desencadenar la aparición de la clínica son cambios en el manejo, elevada densidad 

animal, carencias nutricionales o procesos parasitarios (Blood y Rasdotits, 1999). Los signos 

clínicos iniciales y característicos de esta fase son la caída de la producción láctea, pelo 

hirsuto, pérdida de peso y diarrea. 

 

Fase IV. Fase clínica avanzada. El paso de la fase anterior a esta fase tiene lugar en tan solo 

unas pocas semanas, durante las cuales los animales entran en un estado de letargo, 

debilitación y emaciación. Esta fase se caracteriza a su vez por la aparición de un edema 

mandibular debido a la presencia de hipoproteinemia, además de la presencia de caquexia y 

diarrea profusa. Es en este estadio en el que los animales son sacrificados debido a la 

reducción en la producción lechera y a la pérdida de peso, aunque en ocasiones algunos 

animales mueren por la deshidratación severa y la caquexia que tiene lugar. En los rebaños 

bovinos infectados, por ejemplo, se suele observar una baja proporción de animales con 
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clínica, en torno al 1-10 % (Merkal y col., 1975; Sherman, 1985). De hecho, la aparición de 

un animal con clínica de paratuberculosis puede suponer hasta 25 infecciones subclínicas en 

el rebaño (Whitlock y Buergelt, 1996). 

 

 El signo clínico más caracterí

especies de rumiantes, es el adelgazamiento progresivo, consunción o tisis, sin pérdida de 

apetito como consecuencia de la mala absorción y pérdida proteíca que experimentan los 

animales infectados (Sweeney, 2011). Aunque la administración de dietas nutricionalmente 

mejoradas puede provocar una recuperación del peso y de los niveles óptimos de 

digestibilidad, en fases de infección muy avanzadas la condición corporal no se recupera y el 

animal finalmente muere o es prematuramente eliminado del rebaño.

 

 En la especie bovina, la hipoproteinemia favorece la aparición de edemas que tienden 

a localizarse en el área intermandibular o en el pecho (Dunkin, 1934). En la especie bovina 

también es caracterísitica la pr

aparecer de forma crónica o intermitente y que no responde al tratamiento (Saseendranath y 

col., 2011; Sweeney, 2011). Los episodios diarreicos pueden remitir durante varias semanas y 

aparecer de nuevo asociados con factores estresantes

muestran algunos de los signos clínicos de la paratuberculosis bovina.

 

Figura 14. Signos clínicos de la paratuberculosis bovina.
detalle del edema de papada (abajo). Fecteau y Whitlock, 2010. Vázquez, 2014.
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10 % (Merkal y col., 1975; Sherman, 1985). De hecho, la aparición de 

un animal con clínica de paratuberculosis puede suponer hasta 25 infecciones subclínicas en 

el rebaño (Whitlock y Buergelt, 1996).  

El signo clínico más caracterísitico de la paratuberculosis, y común a todas las 

especies de rumiantes, es el adelgazamiento progresivo, consunción o tisis, sin pérdida de 

apetito como consecuencia de la mala absorción y pérdida proteíca que experimentan los 

y, 2011). Aunque la administración de dietas nutricionalmente 

mejoradas puede provocar una recuperación del peso y de los niveles óptimos de 

digestibilidad, en fases de infección muy avanzadas la condición corporal no se recupera y el 

re o es prematuramente eliminado del rebaño. 

En la especie bovina, la hipoproteinemia favorece la aparición de edemas que tienden 

a localizarse en el área intermandibular o en el pecho (Dunkin, 1934). En la especie bovina 

también es caracterísitica la presentación de una diarrea acuosa y persistente que puede 

aparecer de forma crónica o intermitente y que no responde al tratamiento (Saseendranath y 

col., 2011; Sweeney, 2011). Los episodios diarreicos pueden remitir durante varias semanas y 

vo asociados con factores estresantes o con el parto. En la Figura 14

signos clínicos de la paratuberculosis bovina. 

 
Signos clínicos de la paratuberculosis bovina. Marcado estado caquéctico (arriba) y diarrea y 

detalle del edema de papada (abajo). Fecteau y Whitlock, 2010. Vázquez, 2014. 

10 % (Merkal y col., 1975; Sherman, 1985). De hecho, la aparición de 

un animal con clínica de paratuberculosis puede suponer hasta 25 infecciones subclínicas en 

sitico de la paratuberculosis, y común a todas las 

especies de rumiantes, es el adelgazamiento progresivo, consunción o tisis, sin pérdida de 

apetito como consecuencia de la mala absorción y pérdida proteíca que experimentan los 

y, 2011). Aunque la administración de dietas nutricionalmente 

mejoradas puede provocar una recuperación del peso y de los niveles óptimos de 

digestibilidad, en fases de infección muy avanzadas la condición corporal no se recupera y el 

En la especie bovina, la hipoproteinemia favorece la aparición de edemas que tienden 

a localizarse en el área intermandibular o en el pecho (Dunkin, 1934). En la especie bovina 

esentación de una diarrea acuosa y persistente que puede 

aparecer de forma crónica o intermitente y que no responde al tratamiento (Saseendranath y 

col., 2011; Sweeney, 2011). Los episodios diarreicos pueden remitir durante varias semanas y 

o con el parto. En la Figura 14 se 

 
Marcado estado caquéctico (arriba) y diarrea y 
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 En los rebaños ovinos y caprinos, la diarrea se observa más esporádicamente, sin 

exceder el 20 % de los casos y ligada a formas finales de la infección (Stehmanm, 1996). 

Otros signos más inespecíficos que suelen acompañar a la caquexia son: debilitamiento 

general, empalidecimiento de las mucosas, anemia u otras alteraciones en los valores séricos 

de proteínas y microelementos, fiebre intermitente, sangre en heces, deterioro y/o caída del 

pelo o lana, atrofia muscular, postración y en último término la muerte (Kopecky y col., 1971; 

Badiola y col., 1980). 

 

II.7. INMUNOPATOGENIA 

 

 En otras enfermedades provocadas por micobacterias como la tuberculosis y lepra ha 

sido descrita la estrecha relación existente entre la respuesta inmune y las lesiones presentadas 

por el hospedador (Ridley, 1983; Yamamura y col., 1991; Orme y col., 1993). Tomando estas 

descripciones como modelo, diversos autores han establecido el espectro inmunopatológico 

de la paratuberculosis (Bendixen, 1978; Chiodiniy col., 1984; Clarke, 1997; Bastida y Juste, 

2011; Vázquez y col., 2013). En la Figura 15 se muestra una representación esquemática de 

las formas inmunopatológicas de la paratuberculosis de acuerdo al modelo propuesto por 

Bastida y Juste en 2011. Así, las respuestas inmunes celular o de tipo Th1, con predominio de 

células CD4 + y secreción de IFN-γ, tienen lugar en las fases subclínicas de la infección tras 

la exposición a Map y se asocian con lesiones focales y multifocales, denominadas formas 

delimitadas. Cuando la infección progresa hacia fases clínicas algo más avanzadas, las 

lesiones que se observan avanzan simultáneamente dando lugar a las formas difusas. En el 

caso de que la respuesta inmune no fuera capaz de detener la infección, las micobacterias 

pueden proliferar y la respuesta de tipo Th1 decaer, siendo sustituida por la respuesta humoral 

o de tipo Th2. Esta respuesta se acompaña de una progresión lesional hacia formas difusas, 

llegando a provocar una enteritis crónica granulomatosa típica de las formas multibacilares, 

acompañadas de una elevada carga micobacteriana en el intestino. Sin embargo, en el caso en 

que se mantenga una fuerte respuesta celular Th1 de manera prolongada e incontrolada, 

suficiente para contener la diseminación de Map pero demasiado excesiva, ésta resulta 

perjudicial para el hospedador y acaba causando las enteritis difusas linfocíticas o 

paucibacilares. 
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Figura 15.  Formas inmunopatológicas de la paratuberculosis. 
modelo propuesto por Bastida y Juste en 2011.
 

 Según el modelo propuesto por Bastida y Juste (2011)

ganado bovino, 51 % de las ovejas, y 50 % de las cabras en una granja infectada no 

presentarían ningún signo de infección. Por otro lado, el 19 % del ganado bovino, el 24 % de 

las ovejas y el 12 % de las cabras presentarían una  i

del 17 % y el 9 % del ganado bovino y ovino  infectado respectivamente presentan formas 

multifocales. Aproximadamente el 19 % del ganado vacuno, el 16 % de las ovejas y el 38 % 

de las cabras desarrollarían formas difu

clínicos y posteriormente a su muerte.

 

 Recientemente, las cinco formas inmunopatológicas previamente descritas (focales, 

multifocales, difusas linfocíticas, difusas intermedias y difusas paucibacilares

reagrupado en dos grupos; las formas latentes y las formas patentes (Vázquez y col., 2013). 

Esta clasificación aúna los hallazgos histopatológicos y variables microbiológicas e 

inmunológicas específicas, tanto de base celular como humoral. Para es

utilizaron cuatro pruebas diagnósticas: ELISA, cultivo, PCR e histopatología en 1031 bovinos 

sacrificados en matadero. Así, las formas latentes se definen como aquello

delimitadas o lesiones focales en las que la respue

contención de la infección mediante la activación de una respuesta inmune innata y en las que 

la carga bacteriana, los niveles de anticuerpos y la respuesta celular son bajos. En contraste, 

en las formas patentes si que se observa un incremento significativo de la carga bacteriana en 
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.  Formas inmunopatológicas de la paratuberculosis. Representación esquemática de acuerdo al 
modelo propuesto por Bastida y Juste en 2011.  

Según el modelo propuesto por Bastida y Juste (2011) alrededor de un 46 % del 

ganado bovino, 51 % de las ovejas, y 50 % de las cabras en una granja infectada no 

presentarían ningún signo de infección. Por otro lado, el 19 % del ganado bovino, el 24 % de 

las ovejas y el 12 % de las cabras presentarían una  infección focal y delimitada.

del 17 % y el 9 % del ganado bovino y ovino  infectado respectivamente presentan formas 

Aproximadamente el 19 % del ganado vacuno, el 16 % de las ovejas y el 38 % 

de las cabras desarrollarían formas difusas que conducen a que los animales presenten signos 

clínicos y posteriormente a su muerte. 

Recientemente, las cinco formas inmunopatológicas previamente descritas (focales, 

multifocales, difusas linfocíticas, difusas intermedias y difusas paucibacilares

reagrupado en dos grupos; las formas latentes y las formas patentes (Vázquez y col., 2013). 

Esta clasificación aúna los hallazgos histopatológicos y variables microbiológicas e 

inmunológicas específicas, tanto de base celular como humoral. Para es

utilizaron cuatro pruebas diagnósticas: ELISA, cultivo, PCR e histopatología en 1031 bovinos 

sacrificados en matadero. Así, las formas latentes se definen como aquello

delimitadas o lesiones focales en las que la respuesta del hospedador logra un cierto éxito de 

contención de la infección mediante la activación de una respuesta inmune innata y en las que 

la carga bacteriana, los niveles de anticuerpos y la respuesta celular son bajos. En contraste, 

si que se observa un incremento significativo de la carga bacteriana en 

 
Representación esquemática de acuerdo al 

alrededor de un 46 % del 

ganado bovino, 51 % de las ovejas, y 50 % de las cabras en una granja infectada no 

presentarían ningún signo de infección. Por otro lado, el 19 % del ganado bovino, el 24 % de 

nfección focal y delimitada. Alrededor 

del 17 % y el 9 % del ganado bovino y ovino  infectado respectivamente presentan formas 

Aproximadamente el 19 % del ganado vacuno, el 16 % de las ovejas y el 38 % 

sas que conducen a que los animales presenten signos 

Recientemente, las cinco formas inmunopatológicas previamente descritas (focales, 

multifocales, difusas linfocíticas, difusas intermedias y difusas paucibacilares) se han 

reagrupado en dos grupos; las formas latentes y las formas patentes (Vázquez y col., 2013). 

Esta clasificación aúna los hallazgos histopatológicos y variables microbiológicas e 

inmunológicas específicas, tanto de base celular como humoral. Para esta clasificación se 

utilizaron cuatro pruebas diagnósticas: ELISA, cultivo, PCR e histopatología en 1031 bovinos 

sacrificados en matadero. Así, las formas latentes se definen como aquellos casos de formas 

sta del hospedador logra un cierto éxito de 

contención de la infección mediante la activación de una respuesta inmune innata y en las que 

la carga bacteriana, los niveles de anticuerpos y la respuesta celular son bajos. En contraste, 

si que se observa un incremento significativo de la carga bacteriana en 
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tejidos y niveles de anticuerpos y de IFN- γ en suero frecuentemente detectables. Estas formas 

patentes englobarían a las lesiones multifocales y difusas de González y col. (2005). 

 

II.8. DIAGNÓSTICO  

 

 La visualización de lesiones macroscópicas relacionadas con la paratuberculosis y de 

los signos clínicos típicos de ésta, sirve para establecer un diagnóstico de rebaño, pero puede 

ser insuficiente o simplemente impracticable para la detección de infecciones subclínicas. La 

confirmación del diagnóstico de paratuberculosis en animales con signos clínicos se realiza 

mediante la detección de Map en heces por microscopia, cultivo bacteriológico o mediante 

PCR. El diagnostico post-mortem consiste en la detección de las lesiones características de la 

enfermedad en intestinos y con la demostración de la presencia de bacterias acido-alcohol 

resistentes en frotis de las lesiones o mediante cultivo bacteriológico de las lesiones. La 

detección de infecciones subclínicas es menos sensible  y se realiza mediante la detección de 

anticuerpos específicos por serología, cultivo de Map en heces o tejidos recogidos en la 

necropsia, o mediante la detección de respuestas inmunes de tipo celular. 

 

 Entre los test serológicos más comúnmente utilizados para la detección de la 

paratuberculosis destacan el ELISA, el test de fijación de complemento (Complement 

fixation; CF) y AGID. El ELISA es un test idóneo para la confirmación del diagnóstico en 

animales con signos clínicos asociados a la enfermedad.  Entre los test más comúnmente 

utilizados para la detección de inmunidad celular destacan el ensayo de liberación de 

interferón y la intradermorreacción, pero su interpretación en ambos casos es difícil. Estas 

respuestas celulares se detectan en estadios tempranos de la infección pero van disminuyendo 

a medida que la infección progresa llegando a estar ausente en los casos clínicos. Estas 

respuestas celulares pueden ser inespecíficas si el animal se ha expuesto a otras micobacterias 

medioambientales. 

 

Tabla XVII.  Capacidad de detección de Map de de los ensayos diagnósticos en función de la fase clínica de la 
enfermedad.  
Tipo de Ensayo Fase I Fase II Fase III y Fase IV 
Signos clínicos de la enfermedad 
Cultivo de heces 
PCR 
Tinción de ácido-alcohol resistencia 
IFN -γ 
Serología 

No 
No 
No 
No  
En ocasiones 
No 

No 
En ocasiones 
En ocasiones 
En  ocasiones 
Si 
En ocasiones 

Si 
Si 
Si 
Si 
En ocasiones 
Si 
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 La elección del test depende de las circunstancias y el grado de sensibilidad requerido 

para la detección de Map individual o a nivel de rebaño. A nivel de rebaño y como ningún test 

diagnostico es 100 % específico, se suelen realizar muestreos por ELISA y PCR de heces 

durante varios años eliminando a los animales positivos y a la cría de estos. (OIE Terrestrial 

Manual., 2014) 

 

Tabla XVIII.  Test disponibles para el diagnóstico de la paratuberculosis y su propósito. 
 Objetivo 

 
 

Método 

Rebaño 
libre de 

infección 

Animales 
libres de la 
infección 

previo a su 
movimiento 

Contribución 
a políticas de 
erradicación 

Confirmación 
casos clínicos 

Prevalencia 
infección.  

 
Vigilancia 

Estado 
inmunológico 
de animales o 

rebaños 
después de la 
vacunación 

Identificación del agente1 
Histopatología* + - + + + + - - 
ZN de heces - - - + - - 
Cultivo + + + + + + +  + + + + - 
PCR + + + + + + - 

Detección de la respuesta inmune2 
Test Serológicos 
AGID** + + - + +  + + + + + + 
ELISA + + + +  + + + + + + + 
CF - + + + + + + + 
Test para la detección de la inmunidad mediada por células 
Ensayo IFN-у -  - + - - + + + 
DTH - - + - - + + + 
+ + + = método recomendado; + + = método adecuado; + = método que puede usarse en ciertas ocasiones pero 
su coste, fiabilidad u otros factores limitan su aplicación; - = no adecuado; * = usar sólo post-morten; ** = 
apropiado par ovejas y cabras; 1 = se recomienda una combinación de los métodos de identificación de agentes 
aplicados sobre la misma muestra clínica; 2 = se  recomienda una combinación de pruebas serológicas. Aunque 
no todas las pruebas de las categorías +++ o ++ se han sometido a validación, su rutina 
y el hecho de que se han utilizado ampliamente sin resultados dudosos, las hace aceptables. DTH: delayed  type 
hypersensitivity. OIE Terrestrial Manual, 2014. 
 

II.9. TRATAMIENTO Y MEDIDAS DE CONTROL 

 

II.9.1. Tratamiento 

 

 Actualmente se disponen de diversos agentes farmacológicos que pueden aliviar o 

reducir la sintomatología clínica de la enfermedad, sin suponer una cura para ésta. En la 

actualidad no existe un método estándar utilizado para testar la susceptibilidad de Map a 

diversos agentes antimicrobianos, por lo que los métodos utilizados en los distintos estudios 

son variables. Más recientemente, se ha adaptado el sistema de cultivo automático BACTEC 

MGIT 960 y el medio de cultivo ParaTb como plataforma para testar la susceptibilidad de 

Map frente a diversas drogas. Utilizando este método, se han testado las concentraciónes 
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mínimas del medicamento requerida para inhibir más del 99 % del crecimiento en 

comparación con el control no tratado (Minimum inhibitory concentration; MIC) de 10 

compuestos antimicrobianos frente a 18 aislados de Map (9 de origen humano y 9 de origen 

animal) como se puede observar en la Tabla XIX (Krishnan y col., 2009). 

 

 Tabla XIX.  MICa
50 y MIC90 de 18 cepasb de Map y el porcentaje de cepas clasificadasc como susceptibles, 

intermedias y resistentes a 10 medicamentos antimicrobianos de uso común. 

Medicamento MIC 50 MIC 90 
Porcentaje 
susceptible 

Porcentaje 
intermedio 

Porcentaje 
resistente 

Ciprofloxacino 1.0 8.0 55.5 5.5 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 11.1 72.2 16.7 
Etambutol 5.0 5.0 27.8 66.7 5.5 

Clofazimina 0.625 1.25 5.5 16.7 77.8 
Dapsona > 5 > 5 0 0 100 

Isoniazida > 8 > 8 0 0 100 
aMICs es la concentración mínima del medicamento requerida para inhibir más del 99 % del crecimiento en 
comparación con el control no tratado. 
b9 cepas de origen humano y 9 de origen animal 
cClasificación basada en el criterio de la NCCLS para las pruebas de sensibilidad a los medicamentos MAC 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003). 
 

 Todos los aislados de Map fueron susceptibles a los antibióticos de tipo macrólidos 

como la claritromicina y azitromicina. Ningún aislado de Map fue resistente a la amikacina. 

La rifampicina y la rifabutina fueron la tercera y cuarta droga más efectiva frente a Map, 

seguidas del ciprofloxacino. Map es muy resistente a la isoniazida (droga anti-tuberculosa) y a 

la dapsona (droga anti-lepra). Se obtuvieron pequeñas diferencias en cuanto a la 

susceptibilidad de los aislados de Map de origen humano y animal a las drogas testadas en 

este estudio. 

 

 Entre los antibíoticos clínicamente activos se encuentran los aminoglucósidos 

(gentamicina, canamicina, neomicina, estreptomicina.), la capreomicina, larifabutina, la 

rifampicina, la viomicina, la isoniazida, clofazimina y dapsona (Fecteau y Whitlock, 2011). 

Estas sustancias no sulen admisnistrarse individualmente sino de forma combinada Por 

ejemplo, St Jean (1996) demostró que el tratamiento diario con isoniazida (20 mg/kg) sólo o 

en combinación con rifampicina (20 mg/kg) durante la vida del animal puede reducir la 

progresión de la efermedad. Sin embargo, el tratamiento con este tipo de fármacos es muy 

costoso, se requieren periodos de tiempo prolongados para evitar decidivas e implican que los 

productos obtenidos de animales tratados y destinados al consumo humano sean retirados. Por 
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ello, el tratamiento de la paratuberculosis raramente se lleva a cabo, o sólo de manera 

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

 

 Greenstein y col. (2007) demostraron que muchas drogas anti-inflamatorias 

comúnmente utilizadas para el tratamiento de la enfermedad de Crohn eran capaces de inhibir 

el crecimiento in vitro de Map como el metotrexato, azatioprina, rapamicina, 6-

mercaptopurina (6-MP, 2-4 µg/ml), ciclosporina A, ácido 5 aminosalicílico (5-ASA, 8-32 

µg/ml) o tacrolimus (Greenstein y col., 2007b; Shin y Collins, 2008; Khrishnan y col., 2009). 

Sin embargo, desde el punto de vista de salud pública, su aplicación en animales destinados al 

consumo humano resulta cuestionable. 

 

 Recientemente, se han realizado algunos ensayos de tratamiento con sustancias no 

estrictamente farmacológicas tales como probióticos del tipo de Dietzia subsp. C79793-74, 

que en estudios preliminares en animales adultos con manifestaciones clínicas consiguió 

disminuir la intensidad de la respuesta humoral anti-Map, alargar la vida productiva y remitir 

la sintomatología (Click, 2011a). Entre las sustancias naturales con capacidad inhibitoria in 

vitro del crecimiento de Map destacan el carvacol y el trans-cinamaldehido, compuestos 

principales del aceite esencial de orégano y canela, respectivamente (Wong y col., 2008) o el 

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

 

 Otra hipotética alternativa sería llevar a cabo tratamientos con micobacteriófagos pero 

su utilización in vivo tiene muchas limitaciones: necesidad de rebajar la acidez del abomaso 

para garantizar la supervivencia de los fagos, monitorización de la resistencia-sensibilidad de 

Map a los fagos, falta de evidencia experimental in vivo sobre la efectividad de este 

tratamiento y el potencial peligro de que la transducción o transfección con fagos incremente 

la virulencia de Map (Emery y Whittington, 2004). 

 

 Hoy en dia, la sustancia quimioprofiláctica mejor evaluada en relación a la 

paratuberculosis es un ionóforo denominado Monensina, ya que su administración diaria en 

vacas adultas disminuye la carga bacteriana fecal, reduce las lesiones histopatologicasy 

disminuye la positividad a ELISA de la leche (Greenstein y col., 2009). Esta sustancia, sin 

embargo, se encuentra prohibida como aditivo en las dietas del ganado bovino en la Unión 

Europea desde el año 2006 (Reglamento (CE) Nº 1831/2003, artículo 11) para reducir los 

riesgos de crear resistencias microbianas y preservar la eficacia de ciertos antibióticos de uso 
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humano. El nitrato de galio también ha ofrecido resultados preliminares prometedores 

(Fecteau y col., 2011). 

 

II.9.2. Medidas de Control 

 

 Los modelos predictivos han indicado que la no instauracion de medidas de control de 

la paratuberculosis resulta en un incremento notorio de su prevalencia (Kudahl y col., 2008). 

Por otro lado, el que la paratuberculosis cause pérdidas económicas significantes y pueda 

suponer un peligro para la salud pública, sobre todo si se confirma que Map es un factor 

causal de la enfermedad de Crohn, justifica la instauración de medidas de control de la 

enfermedad en términos financieros y de salud pública (Bastida y Juste, 2011). Efectivamente, 

tanto la propia industria ganadera como la industria agroalimentaria relacionada, así como las 

autoridades competentes en sanidad animal, han considerado que el impacto de la enfermedad 

justifica la instauración de estos programas de control. 

 

 El largo periodo de incubación de la enfermedad, la presencia de animales subclínicos 

en la explotación, la falta de herramientas diagnósticas adecuadas, así como la falta de 

conocimiento de la diversidad genética de Map y de la virulencia y transmision inter-especie 

de los distintos aislados de Map son aspectos importantes a tener en cuenta a la hora de 

diseñar un progama efectivo de control de los niveles de infección que consiga a corto plazo 

el control de la paratuberculosis y a largo plazo la erradicación de ésta. 

 

 La estrategia más simple de control se basa en adoptar médidas higiénico-sanitarias 

generales dirigidas a reducir la carga micobacteriana; recomendándose especialmente seguir 

estrictas pautas de manejo de los animales más jovenes, puesto que éstos son los más 

susceptibles a la infección al no estar su sistema inmune completamente desarrollado. Además 

de este tipo de medidas, en la actualidad existen dos estrategias de lucha frente a la 

paratuberculosis: i) el saneamiento o eliminación del rebaño de animales infectados que 

actúan como fuente de contagio para otros animales susceptibles y ii) el aumento de la 

resistencia a la infección de los animales susceptibles mediante la vacunación. Un programa 

de control tiene que cumplir dos objetivos principales: 

 

1. disminuir el contacto de animales susceptibles con animales infectados y el medio ambiente 

mediante la aplicación de medidas higiénico-sanitarias; y  
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2. reducir el número de animales que evolucionan a un estado clínico de la enfermedad 

mediante el saneamiento o la vacunación. 

 

 Dentro de la UE, no existe un programa obligatorio de control de la paratuberculosis. 

Sin embargo, la mayoría de los paises han implatado programos voluntarios de control de la 

enfemedad. Entre los factores a considerar a la hora de diseñar una estrategia de control de la 

enfermedad están los recursos financieros disponibles, la prevalencia de la infección a nivel 

de rebaño, región, o país; así como, la prevalencia de otras enfermedades que requieran 

prioridad a la hora de ser controladas. Por otro lado, dependiendo de la prevalencia de la 

enfermedad el objetivo a corto plazo del programa de control puede ser la erradicación (en 

países de baja incidencia de la enfermedad) o el control (países con alta prevalencia). En 

países, como en el Reino Unido, en el que la incidencia de la tuberculosis bovina va en 

aumento, es muy dificil que los propietarios de las explotaciones y las asociaciones de 

productores inicien programas de control de la paratuberculosis hasta que la tuberculosis no 

este bajo control, pues el control de ésta es prioritario. Recientemente, se ha propuesto un 

programa de control básico frente a Map que podría utilizarse como referente internacional 

mínimo y que se representa en la Figura 19 (Khol y Baumgartner, 2012). Este programa 

consta de tres fases: 1- el desvieje de los animales con clínica de paratuberculosis, 2- 

implementación de medidas higiénico-sanitarias básicas y 3- seguimiento del estado sanitario 

de la instalación mediante el análisis de muestras ambientales. Este programa podría 

implantarse con un mínimo coste y carga de trabajo para el ganadero. El objetivo del 

programa es la reducción de los casos clínicos así como la reducción de la eliminación de 

Map al ambiente. 

 
Figura 16. Representación esquemática de las 3 etapas del modelo de programa de control básico de la 
paratuberculosis bovina propuesto por Khol y Baumgartner en 2012. 
 

II.9.2.1. Manejo y medidas higiénico-sanitarias 

 

 Entre las medidas de control aplicables, la primera a tener en cuenta y de 

cumplimiento constante durante cualquier plan de control de la paratuberculosis es la de 



II. INTRODUCCIÓN GENERAL 

69 
 

adoptar medidas higiénico-sanitarias generales orientadas a reducir la carga micobacteriana 

recomendándose especialmente seguir estrictas pautas en el manejo de los animales más 

jóvenes. En la Tabla XX se muestran las medidas higiénico-sanitarias básicas generalmente 

utilizadas para el control de la paratuberculosis en las explotaciones. 

 

Tabla XX. Medidas higiénico-sanitarias para el control de la paratuberculosis en las explotaciones. 
 Medidas Higiénico-Sanitarias 

GENERALES 

• Instauración de protocolos periódicos de limpieza y desinfección de las instalaciones 
• Adecuado manejo de los purines 
• Separación de animales con sintomatología clínica 
• Evaluación del estatus sanitario de los animales que se incorporan al rebaño 

NEONATOS 

• Separación física de la zona de partos y limpieza exhaustiva de la mismas tras el parto 
• Separación de las crías de las madres tras el parto 
• Alojamiento separado para recría y adultos 
• No recriar animales procedentes de madres eliminadoras de Map 
• Pasteurización del calostro o administración de reemplazantes lácteos comerciales 

Vázquez, 2014 

 

 Las vías de transmisión fecal-oral y láctea deberían ser atajadas evitando o 

restringiendo el contacto entre madres y crías, y entre adultos y jóvenes en general, evitando 

el contacto de los purines con los animales, los alimentos y la bebida, realizando tratamientos 

efectivos del calostro y de la leche, y manteniendo unas buenas medidas higiénicas generales. 

En casos de madres que excreten micobacterias en heces, puede ser aconsejable la 

eliminación de su descendencia pues puede encontrarse infectada por vía intrauterina. La 

mayoría de estas medidas son económicamente sostenibles y rentables, sobre todo para 

rebaños grandes, compatibles con otras estrategias de control y su adopción reduce 

considerablemente la prevalencia de la infección en el rebaño. Sin embargo, estas medidas no 

son económicamente sostenibles en el caso de rebaños pequeños e imposible de implementar 

en rebaños de vacuno de carne o de ovino debido a sus costes. Por otro lado, estas medidas no 

dan resultados inmediatos por lo que son abandonadas cuando otros problemas productivos 

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

 

II.9.2.2. Saneamiento 

 

 El saneamiento se emplea fundamentalmente en el ganado bovino al no ser 

económicamente viable en pequeños rumiantes y representa la única herramienta legal para 

combatir la enfermedad en esta especie, en los países en los que las autoridades sanitarias 

competentes no permiten el uso de la vacunación por sus posibles interferencias con los 
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programas de erradicación de tuberculosis. En Europa, el sanemianto de las explotaciones se 

realiza mayoritariamente mediante la participación en programas voluntarios, a excepción de 

Holanda, Noruega y Austria, en donde se realizan controles con carácter oficial (Bakker, 

2010). Así, en el programa de sanemianto holandes se persigue la mejora de la calidad de la 

leche mediante el control trimestral de la carga de Map en los tanques de leche mediante 

ELISA, mientras que el programa austriaco esta orientado a la vigilancia de la infección en 

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

Por otro lado, en Suecia en donde la prevalencia de la parauberculosis es menor de un 0.3 % 

se aplican programas de control/certificación exhaustivos dirigidos a mantener el estatus 

“libre” de la enfermedad mediante análisis exhaustivo por cultivo de los casos con sospecha 

de paratuberculosis (Sternberg y Viske, 2003). Cuando se detecta un animal infectado en una 

explotación se procede a la eliminación del rebaño completo, a identificar todos los animales 

introducidos y vendidos del rebaño en cuestión, a realizar ELISA en todos los rebaños que 

han tenido algun tipo de contacto con el rebaño infectado y a desinfectar las instalaciones, 

equipos y purines relacionados con el rebaño infectado. 

 

 La eficacia de los programas de control basados en el sanemianto esta fuertemente 

condicionada por las sensibilidad de las pruebas diagnósticas empleadas para detectar a los 

animales infectados, por su alto coste y por el tiempo requerido para la obtención de los 

resultados diagnósticos (Garrido, 2012). La falta de sensibilidad de las técnicas de 

diagnóstico, sobre todo de infecciones subclínicas hace necesaria la repetición de las pruebas, 

de manera que se incurre en unos costes de diagnóstico periódicos y de larga duración. En la 

actualidad, las técnicas diagnósticas más comúnmente utilizadas en los programas de 

saneamiento son el ELISA como test de screening y el cultivo o PCR fecal como método 

confirmatorio (Garrido y col., 2012, Perez y col., 2012). Hay que tener en cuenta que al 

utilizar esta estrategia no todos los animales excretores serían detectados mediante ELISA. En 

el caso de los programas de sanemianto en los que se emplea directamente el cultivo o la PCR 

de muestras fecales, se suele realizar el análisis de pools de heces de hasta 5 animales con el 

fin de abaratar los costes, sin causar un descenso de la sensibilidad diagnóstica (Kalis y col., 

2004). Sin embago, con el cultivo o la PCR de muestras fecales se detectan a veces falsos 

positivos, animales no infectados que han consumido productos infectados con Map que es 

eliminada en las heces sin causar infección. En un estudio de simulación se concluyó que la 

estrategia más efectiva para reducir la prevalencia en el rebaño sería el desvieje tras el primer 

ELISA positivo (Kudhal y col., 2011). 
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II.9.2.3. Vacunación 

 

 Las características de la vacuna ideal frente a la paratuberculosis son: i) prevenir la 

infección de animales vacunados, ii) permitir diferenciar animales vacunados de animales 

infectados por Map, iii) carecer de interferencia con los test diagnósticos, fundamentalmente 

frente a M. bovis y iv) minimizar o evitar el daño lesional en el punto de inoculación. 

 
 Las primeras vacunaciones frente a la paratuberculosis bovina se llevaron a cabo en 

1926 en Francia mediante inyección subcutanea con una cepa viva no virulenta de Map y tres 

sustancias adyuvantes (parafina líquida, aceite de oliva y polvo de piedra pomez). La vacuna 

disminuyó la aparición de sintomatología clínica y el número de animales excretores (Vallée y 

Rinjard 1926). En pequeños ruminates se vienen empleando vacunas inactivadas desde los 

años 50, llegándose a utilizar esta pauta en los programas de control oficiales de algunso 

países Europeos, como Islandia, Noruega o Australia (Baker, 2010; Kennedy y Citer, 2010). 

En España, la vacunación con vacunas inactivadas se lleva utilizando como medida de control 

desde los años 70 en ovino. En un principio el Ministerio de Agricultura proporcionaba 

vacuna gratuita para la recría ovina, pero a partir de 1990 los productores tenían que pagar por 

la vacuna y por su administración. Reciéntemente, se ha observado un incremento de la 

vacunación con vacuna inactivada frente a Map como medida de control en la cabaña caprina 

(Lozano De Arcenegui y col., 2012). Por el contrario, la posible interferencia de la 

vacunación con el diagnóstico de la tuberculosis bovina mediante IDR (Intradermal reaction) 

ha hecho que su uso en el ganado bovino sea más limitado (Kohler y col., 2001; Muskens y 

col., 2002). El inconveniente más importante de las vacunas inactivas es que no son DIVA 

(no diferencian animales infectados de vacunados) por lo que interfieren con el diagnóstico 

serológico de la paratuberculosis e interfieren con los programas nacionales de erradicación 

de la tuberculosis. Sin embargo, recientes ensayos de vacunación realizados con la vacuna 

Silirum® han demostrado que solo un 0.5 % de animales vacunados intefieren con el 

diagnóstico de la tuberculosis cuando se realiza la prueba intradermal comparada (Garrido y 

col., 2013). Otro inconveniente de las vacunas inactivadas es que en algunos animales el 

adyuvante oleoso que forma parte de la vacuna puede ocasionar lesiones granulomatosas en el 

sitio de inyección. Aunque la vacuna inactivada no protege a los animales de la infección al 

100 %, aumenta la resitencia a la progresión de la enfermedad clínica reduciendo la severidad 

de las lesiones, por lo que tiene un claro efecto terapéutico (Alonso-Hearn y col., 2012). Por 

otro lado, la carga bacteriana excretada en las heces y detectada en los tejidos se reduce 
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mientras que la esperanza productiva y la producción láctea se ven claramente mejoradas con 

un coste-beneficio significativo para el productor (Juste y col., 2009b). 

 

 En la actualidad existen varias vacunas comercializadas: Neoparasec®, Gudair®, 

Mycopar® y Silirum®. La primera de ellas se desarrolló en la década de los años 80 y es una 

vacuna viva atenuada elaborada a partir de la cepa 316F de Weybridge con un adyuvante 

oleoso y una concentración de bacterias de 3 x 109 unidades viables por mililitro de vacuna. 

Su empleo ha ofrecido buenos resultados tanto en la especie bovina (Klawonn y col., 2002) 

como en la especie ovina (Juste y col., 1994). La vacuna Gudair® se produce en España desde 

los años 90 y ha sido ampliamente utilizada en ovino y caprino (Windsor y col., 2014). Se 

trata de una vacuna elaborada con la misma cepa que la anterior, con 2.5 mg de bacilos 

desecados, inactivada por calor. Esta vacuna, además se encuentra registrada en Australia y 

Nueva Zelanda. En Estados Unidos además, se comercializa Mycopar®, una vacuna 

inactivada elaborada con la cepa 18 de Mycobacterium avium subespecies avium y que ha 

sido utilizada para estudios en bovino (Tewari y col., 2014). En España se han otorgado 

varios permisos especiales para realizar estudios de vacunación en la especie bovina con la 

vacuna comercial Silirum® elaborada con la cepa 316F de Map e inactivada por calor 

(Garrido y col., 2006, García-Pariente y col., 2006, Muñoz y col., 2006).  

 

 En los últimos años se han diseñado nuevos productos vacunales a base de proteínas o 

de DNA de Map como se puede observar en la Tabla XXI. Una vacuna a base de proteínas o 

compuesta por plásmidos bacterianas o codificando a antígenos de Map que sea efectiva 

podría resolver los problemas de interferencia diagnóstica que presentan las vacunas basadas 

en bacteria viva atenuada o muerta. La identificación de antígenos de Map capaces de 

estimular una respuesta inmune protectiva es el primer paso necesario para el diseño de este 

tipo de vacunas. 



II. INTRODUCCIÓN GENERAL 

73 
 

Tabla XXI.  Resumen de los ensayos realizados en animales con candidatos vacunales basados en vacunas de proteínas y DNA de Map. 

Tipo de vacuna Otro 
nombre 

K
D
a 

Función 

Especie 
animal en la 
que se testa 
la vacuna 

Cepa 
de Map 

usada en el 
desafío 

Dosis y ruta de 
infección Inmunización y resultado Referencia 

Vacunas basadas en 
Proteínas 

 
Proteína de fusión 

MAP3527–MAP1519 

 
 
 

MAP 74F 

 
 
 

74 

 
 
 
MAP3527 (Pep A) es 
una proteasa de 34 KDa. 
MAP1519 es una 
proteína hipotética que 
pertenece  a la familia de 
las proteínas PPE 

 
 
 

Ratones 
C57BL/6 

 
 
 

MAP 
66115-98 
(de una 

vaca 
infectada) 

 
 
 
- 109 UFC 
- Intraperitoneal 
- El desafío se 
realizó 3 semanas 
después  la última 
inmunización 
 

 
 
 
Inmunizados por vía subcutánea dos veces (3 
semanas de diferencia) con50 µg / animal de 
la proteína de fusión en MPL. El grupo 
control recibió sólo MPL. 
 
Reducción en la carga bacteriana: en hígado a 
las 12 semanas, en bazo a 8-16 semanas,  en 
nódulos linfáticos a 12 semanas. 

 
Chen y 

col., 
2008 

MAP3840 Hsp70, 
dnaK 

70 Chaperonina 40 terneros 
hembras 

Map de 
vaca 

infectada 

- Al menos 2 x 104 
UFC 
- Oral 
- 9 dosis durante 
un periodo de 21 
días 

Inmunizados por vía subcutánea dos veces, 
308 días de diferencia, con 200 µg de Hsp70 
recombinante en DDA. 
 
Reducción en la excreción de Map en las 
heces durante los 2 años siguientes al desafío. 

 
Koets y 

col., 
2006 

MAP0216 
MAP1609c 
MAP3531c 
MAP0187c 

Ag85AA 
g85BAg 

85C 
SOD 

32 
30 
32 
23 

El complejo del antígeno 
85 (Ag85) incluye 
Ag85A, Ag85B y 
Ag85C, que son micolil - 
transferasas implicadas 
en la síntesis de la pared 
celular. SOD es una 
superóxido dismutasa. 
 

24 terneros MAP  
66115-98 

- 1 x 107 UFC 
- Oral 
- 7 días 
consecutivos 
- 4 semanas 
después última 
inmunización 

Inmunizados por vía subcutánea con la 
mezcla de 100 µg de cada proteína en MPL o 
por vía intramuscular con MPL + 100 µg de 
de DNA de IL-12 bovina. 
 
Se induce cierta protección pero no se 
observan diferencias significativas entre los 
grupos vacunados. 

Kathaperu
mal 

y col., 2008 

Vacunas basadas en DNA 
 

Mezcla de 26 plásmidos que 
codifican para los antígenos 
de Map 0448, 1301, 1308, 

2491, 3498c, 1239c, 1493c, 
1912, 2239, 3049c, 3131, 

3171c, 0047c, 1003c, 2191, 
2192, 3737, 1796c, 1871c, 

2171c, 2174c, 2175c, 
2230c, 2604c, 3742, 3764c 

   
 
Estos 26 genes codifican 
proteínas transportadoras 
,de unión, antígenos 
ricos en prolina de la 
familia PPE, proteínas de 
membrana, proteínas de 
entrada a los 
macrófagos, sintetasas 
de micobactina y 
policétidos. 

 
 
 

Ratones 
BALB/c 

 
 
 

MAP 6112 

 
 
 
- 1 x 108 UFC 
- Intraperitoneal 
- Al de 2 semanas 
de la última 
inmunización 
 

 
 
 
Inmunizados con pistola génica con 2 µg de 
un pool de los 26 plásmidos y estimulados 3 
semanas después. No se observó protección. 

 
 
 
 
 

Huntley 
y col., 
2005b 
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Tipo de vacuna Otro 
nombre 

K
D
a 

Función 

Especie 
animal en la 
que se testa 
la vacuna 

Cepa 
de Map 

usada en el 
desafío 

Dosis y ruta de 
infección Inmunización y resultado Referencia 

Mezcla de pDNA 
codificante 
MAP0216 
MAP1609c 
MAP3531c 
MAP0187c 
MAP2121c 

Mezcla 
de 

Ag85A 
Ag85B 
Ag85C 
SOD 

MMP-1 

 
 

32 
30 
32 
23 
35 

El complejo del antígeno 
85 (Ag85) incluye 
Ag85A, Ag85B y 
Ag85C, que son micolil - 
transferasas involucradas 
en la síntesis de la pared 
celular. SOD es 
superóxido dismutasa. 
MMP-1 es una proteína 
de membrana de función 
desconocida. 

Ratones 
C57BL/6 

Map de 
vaca 

infectada 

- 1 x 109 UFC 
- Intravenosa 
- El desafío se 
efectuó 3 semanas 
después de la 
última 
inmunización 

Inmunizados por vía intramuscular con 50 µg 
de cada DNA 3 veces en intervalos de 3 
semanas.  
 
Se observó una reducción significativa de la 
carga bacteriana en el bazo y el hígado de los 
vacunados  en relación a los controles sin 
vacunar. 
 
Gravedad de las lesiones histopatológicas en 
el hígado y bazo en concordancia con los 
resultados de cultivo. 

 
Park 

y col.,  
2008 

MAP0586c (pDNA)  33 Transglicosilasa Ratones 
BALB/c 
C57BL/6 

 

MAP 
ATCC 
19698 

- 2 x 106 UFC 
- Intravenosa 
- Al de 6 semanas 
de la última 
inmunización 

Inmunizados por vía intramuscular con 100 
µg de DNA cuatro veces en intervalos de 3 
semanas o tres veces con el DNA y 
potenciado con 50 µg de proteína 
recombinante.  
 
Tanto el DNA como el DNA combinado con 
proteínas redujo de forma efectiva el número 
de bacterias en el bazo. 

Roupie 
y  col., 
2008a 

MAP3936 (pDNA) 
BCG3866c 
MAV0214 

Hsp65 
Ag85A 
Ag85A 

65 
32 
32 

Chaperona GroEl- Tipo I Corderos Map de un 
paciente 
don la 

enfermedad 
de Crohn 

- 2 x 109 UFC 
- Oral 
- El desafío se 
realizó 3 meses 
después de  la 
última vacunación 

Inmunizados intramuscular- mente tres veces 
en intervalos de 20 días.  
 
Las secciones histopatológicas del tejido 
post-mortem revelaron ausencia de lesiones o 
de bacterias en los grupos vacunados con los 
tres tipos de vacuna de DNA. 

Sechi 
y  col., 
2006 

MPL: Monophosphoryl lipid. SOD: Superóxido dismutasa. DDA: Dimethyl dioctadecyl ammonium. MMP: matrix metalloproteinase. Hsp: Heat shock protein.  
Huygen y col., 2010  
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II.10. MODELOS DE INFECCIÓN PARATUBERCULOSA 

 

II.10.1. Modelos de infección animal 

 
 La ventaja de las infecciones experimentales, respecto a las infecciones naturales, es 

que se pueden controlar los diferentes factores que influyen en la infección. Sin embargo, 

estas experiencias resultan dificultosas debido, entre otras, a las características propias de esta 

bacteria como son su lento crecimiento y su tendencia a la aglutinación, lo que dificulta la 

administración de una suspensión homogénea y por lo tanto de una dosis exacta a todos los 

animales, o el largo periodo de tiempo necesario para desarrollar lesiones evidentes o signos 

clínicos (Chiodini y col., 1984; Saxegaard, 1990; Clarke, 1997), siendo frecuente que haya 

animales que no muestren signos de infección (Gilmour y col., 1978; Thorel y col.,1992). El 

éxito de un estudio experimental de paratuberculosis depende de factores tan importantes 

como tipo del inóculo, dosis, método de cuantificación o vía de administración del mismo, el 

intervalo en que se administra éste, así como la selección de animales (Begg y Whittington, 

2008). 

 

 La paratuberculosis se ha reproducido experimentalmente en bovinos, ovinos, caprinos 

y cervidos (apartado II.10.4.). La infección experimental de terneros y cabras con Map ha 

permitido estudiar la respuesta génica del hospedador a la infección (Khare y col., 2012), 

eficacia de prototipos vacunales (Hines y col., 2014)  e identificar biomarcadores bacterianos 

(Facciuolo y col., 2013) y del hospedador (David y col., 2014) con potencial diagnostico. A 

pesar de que estos animales son los hospedadores naturales de la infección y se puede 

observar en ellos los distintos estadios de la enfermedad conforme la infección progresa, se 

necesitan grandes espacios para la realización de los ensayos experimentales con estos 

animales y sus costes de mantenimiento son muy elevados sobre todo teniendo en cuenta que 

se requieren de varios años para que puedan observarse los signos clínicos asociados a la 

enfermedad. Con idea de reducir los costes asociados a los modelos experimentales de 

rumiantes se han realizado ensayos de infección con Map en animales de laboratorio como los 

hamsters (Francis, 1943; Larsen y Miller, 1978), cobayas (Francis, 1943; Merkal y col., 

1982), jerbos (Larsen y col., 1976), conejos (Francis, 1943; Mokresh y Butler, 1990; Vaughan 

y col., 2005), ratas (Chandler, 1961a; Koets y col., 2000) y ratones (Collins y col., 1983; 

Hamilton y col., 1991; Thomsen y col., 2001).  

 



II. INTRODUCCIÓN GENERAL 

76 
 

Tabla XXII.  El ratón y el conejo como modelos de infección paratuberculosa. 

  Característica 
Modelo 

Ratón Conejo 

Raza C57/BL6, BALB/c, SCID White New Zealand 

Ruta de administración Oral, intraperitoneal Oral 

Dosis de infección 107–108 UFC/animal 105–109 UFC/animal 

Recogida de muestras 
Hígado, bazo, intestino, ganglios 

linfáticos, suero 

Hígado, bazo, intestino, ganglios 

linfáticos 

Diarrea Nunca Frecuente 

Excreción fecal Raramente Ocasional 

Criterios de valoración 
UFC, histopatología, evaluación 

inmunológica 

UFC, histopatología, signos 

clínicos 

Carencias 
Raramente se desarrollan signos 

clínicos de la paratuberculosis 

Falta de reactivos y algunos signos 

clínicos de la paratuberculosis 

Talaat, 2010. 

 

 El modelo experimental murino es uno de los más empleados para la evaluación de 

vacunas frente a la paratuberculosis, para testar la virulencia de mutantes de Map y para el 

estudio de la interacción Map-hospedador durante la infeccion (Scandurra y col., 2010). Este 

modelo también se ha utilizado para analizar la implicación de determinados genes del 

sistema inmune del hospedador en la mayor o menor susceptibilidad a la infección con Map 

(Tanaka y col., 2000). La formación de granulomas específicos de Map pueden observarse en 

ratones infectados a las 3-6 semanas de la infección (Shin y col., 2006). Utilizando ratones 

inmunodeprimidos (Severe combined immunodeficiency; SCID), se han observado lesiones 

intestinales características de la paratuberculosis que incluyen infiltración luminal con células 

mononucleares que contienen Map (Mutwiri y col., 2001). Además se observo secreción de 

hierro en los intestinos infectados y daño celular del epitelio intestinal. También se ha 

utilizado el modelo de ratón para el estudio de la antigenicidad de determinados antígenos de 

Map con aplicación diagnóstica (Paustian y col., 2004). Empleando el modelo de íleon de 

ratón pudieron determinarse algunos de los factores de virulencia de Map implicados en la 

invasión del epitelio intestinal, como la proteína de unión a fibronectina (Secott y col., 2002, 

2004). A pesar de las ventajas del modelo murino, existen diferencias anatómicas, fisiológicas 

e inmunológicas entre los rumiantes y los ratones, que pueden afectar al desarrollo de la 

infección. Es por esto que, algunos de los signos clínicos característicos de la enfermedad en 

ganado como la diarrea, así como las lesiones intestinales severas características de la 

enfermedad no son reproducibles en ratón.  
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 Otro modelo de infección animal que se ha utilizado es el conejo, al ser un hospedador 

susceptible de ser infectado por Map en condiciones naturales. Mokresh y col. (1990) 

observaron episodios diarreicos intermitentes a los 4 meses post-infección en el 70 % de los 

conejos (White New Zealand) infectados con una cepa bovina de referencia (ATCC 19698) y 

con otra cepa de campo (10 8 UFC/animal). En algunos de los conejos infectados con la cepa 

de referencia, que presentaban diarrea, se observaron también granulomas multifocales. Sin 

embargo, no se obtuvieron cultivos positivos de heces de los animales infectados y tampoco 

se observó pérdida de peso ni reducción de la grasa abdominal en ningún animal. Por el 

contrario, Vaughan y col. (2005), sí observaron signos clínicos como diarrea, pérdida de peso, 

reducción de grasa corporal y lesiones intestinales leves al cabo de 2 años de la infección de 

conejos con una cepa de campo de origen bovino. Sin embargo, no observaron siempre 

excreción bacteriana, no obteniéndose cultivos positivos de heces de los animales infectados 

en medio sólido. Hay ciertos aspectos de la enfermedad como los relacionados con la 

inducción de diarrea, pérdida de peso o colonización intestinal que pueden ser estudiados de 

manera más óptima en el modelo de conejo que en el de ratón. Sin embargo, el modelo de 

conejo no es tan utilizado como el de ratón en la investigación de la paratuberculosis por la 

falta de reactivos inmunológicos y por el coste del mantenimiento de los conejos en relación 

al modelo de ratón.  

 

 Otras especies monogástricas empleadas como modelo experimental de 

paratuberculosis han sido las aves (Collins y col., 1983; Valente y col., 1997). Para infectar 

pollos se han empleado tanto cepas de Map aisladas de vacuno (Larsen y Moon, 1972) como 

de pacientes con la enfermedad de Chron (van Kruiningen y col., 1991). Las lesiones se 

encontraron principalmente en ciego, bolsa de Fabricio, pulmones, hígado o pericardio. No 

obstante, en tan sólo dos de seis de los animales inoculados por vía oral se encontraron 

lesiones granulomatosas en tejido linfoide intestinal coincidiendo con lo observado en 

rumiantes (Juste y col., 1994; Pérez y col., 1996). El caballo es una especie que también se ha 

utilizado para el estudio de la paratuberculosis (Larsen y col., 1972). Mediante la infección 

experimental de potros con un aislado bovino de Map por vía endovenosa y oral se comprobó 

que ambas vías eran adecuadas para conseguir la infección ya que, además de que dos 

animales infectados por vía endovenosa presentaron diarrea y adelgazamiento a los 35 y 84 

días p.i., todos los animales del experimento desarrollaron lesiones granulomatosas, siendo de 

mayor gravedad en dos potros que presentaban una enteritis y linfadenitis granulomatosa 

difusa, así como engrosamiento de la porción distal del intestino delgado y nódulo linfático 
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mesentérico adyacente (Larsen y col., 1972). Finalmente, el ganado porcino ha sido utilizado 

con éxito para reproducir la infección granulomatosa utilizando para ello tanto cepas aisladas 

de ganado porcino (Ringdal, 1963; Jorgensen, 1969) como de ganado vacuno (Jorgensen, 

1969; Larsen y col.,1971). Aunque no se han observado signos clínicos de paratuberculosis en 

esta especie, si se han hallado las típicas lesiones en intestino y nódulos linfáticos asociados 

tras la infección oral (Jorgensen, 1969; Larsen y col., 1971) e intravenosa de Map 

acompañado, en algunos casos, de excreción de bacterias por heces (Larsen y col.,1971). 

 

II.10.2. Modelos de infección in vitro 

 

 La experimentación animal ha sido y es en muchos casos imprescindible, sin embargo, 

existen razones científicas y éticas para buscar alternativas a los métodos que utilizan 

animales de experimentación, con objeto de  reducir el número de animales empleados y 

cuando sea posible, sustituir los experimentos realizados con animales por otros 

procedimientos que no los precisen. Según su finalidad, los modelos in vitro pueden ser 

pruebas sustitutivas de los modelos con animales, o bien pruebas de criba previa a las de 

aquellos, o con el carácter de complementarias para mejorar la sensibilidad y especificidad de 

los estudios con animales.  

 

 De los modelos in vitro los cultivos celulares son los más comúnmente utilizados. Los 

cultivos celulares aportan una serie de ventajas frente a modelos in vivo como la 

caracterización y homogeneidad de la muestra y el bajo coste. Por otro lado, el empleo de 

cultivos celulares permite identificar mejor los efectos directos de un compuesto, una cepa 

bacteriana o una vacuna sobre un determinado tejido o célula diana aislado, al descartar 

posibles influencias indirectas de otros tejidos o células  del organismo, así como de cambios 

endocrinos. La gran limitación del empleo de cultivos celulares es que su comportamiento es 

distinto al del organismo completo ya que las células no están interaccionando con tejidos ni 

órganos. En la Tabla XXIII se pueden observar algunos de los modelos de experimentación in 

vitro basados en cultivos celulares indicando las ventajas y desventajas de cada uno de ellos. 
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Tabla XXIII.  Algunos métodos de experimentación basados en cultivos celulares. Ventajas e inconvenientes. 
Modelo Ventajas Inconvenientes 

Cultivo primario 
de células dispersadas 

• Se obtienen de fluidos o tejidos 
manteniendo características 
especificas 

• Crecimiento limitado 
• Inhibición porr contacto 
• Vida corta  (7-10 días) 

Sistemas de Co-cultivo 

• Cultivo conjunto de distintos 
tipos celulares  

• Mayor  información  sobre las 
interacción patógeno-hospedador 

 
• Vida corta  (7-10 días) 

 

Cultivo de líneas celulares 

• Proceden de cultivos primarios 
que se adaptan al cultivo 
indefinido 

• Cultivos homogéneos 
• Disponibles para la mayoría de 

los órganos y para bastantes 
especies animales 

• Pueden perder algunas 
de las características 
especificas del tejido 

• Envejecen y pueden 
modificarse al 
subcultivarse 

Cultivo de agregados 
celulares 

• Arquitectura tridimensional y 
fisiológica similar a la existente in 
vivo 

• Buena comunicación intercelular 

• Vida corta  (7-10 días) 

 

 Los cultivos de células aisladas directamente de la sangre o tejido de un animal 

reciben el nombre de cultivos primarios. Éstos mantienen las características de las células del 

órgano que fueron aisladas aunque su crecimiento in vitro es limitado y hay inhibición por 

contacto. Cuando en el cultivo coexisten dos tipos de células de linajes diferentes recibe el 

nombre de co-cultivo. Cuando uno o varios tipos de células de un cultivo primario se re-

siembran en una nueva placa (sub-cultivo), el cultivo obtenido se denomina cultivo 

secundario y en este caso la heterogeneidad es menor. De los modelos in vitro basados en los 

cultivos celulares los más comúnmente utilizados son fundamentalmente las líneas celulares 

establecidas, que se obtienen por sub-cultivo y selección de cultivos secundarios. Este tipo de 

cultivo tiene como característica principal no tener inhibición por contacto y crecer de manera 

indefinida. La gran ventaja de las líneas celulares es su homogeneidad y disponibilidad, 

aunque en la mayor parte de los casos no suelen mantener totalmente las características 

diferenciales del tejido de origen por lo que no reproducen fielmente el tejido maduro. Otra 

ventaja es su fácil manipulación genética, que permite modelarlas en diferentes sentidos como 

la activación o represión de genes. También existe el cultivo de agregados celulares donde se 

intenta reproducir una estructura tridimensional que simule el tejido original donde se 

consigue una arquitectura tridimensional y fisiológica similar a la existente in vivo y una 

buena comunicación intercelular. Por último, el cultivo de órganos y tejidos se puede definir 
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como el mantenimiento de fragmentos de tejidos u órganos completos in vitro. Este tipo de 

cultivos mantienen la estructura tridimensional del tejido u órgano pero no permiten la 

proliferación celular, por lo que se requiere nuevo material del animal para cada experimento 

lo que conlleva una elevada heterogeneidad y una disminución de las ventajas que supone el 

cultivo celular propiamente dicho. 

 

 La mayoría de los trabajos para estudiar la patogenia de la paratuberculosis in vitro se 

centran en la interacción de Map con un tipo celular concreto, ya sea con los macrófagos o 

con células epiteliales del hospedador. Lo más utilizado son las líneas celulares establecidas 

tanto de células epiteliales (MAC-T, MDBK) como de macrófagos (BoMac, MOCL-4, RAW 

264.7). La gran ventaja de estas líneas celulares es su homogeneidad, con morfología y 

composición uniformes, mientras que su mayor desventaja es que envejecen y pueden 

modificase con los sucesivos pases de cultivo, además de que pueden perder algunas 

características específicas. Por otro lado, también se han utilizado mucho los cultivos 

primarios de células mononucleares de sangre periférica (peripheral blood mononuclear cells; 

PBMCs) y de macrófagos derivados de monocitos (MDMs). Estas células se obtienen de 

sangre periférica y su gran ventaja es que mantienen sus características, mientras que la mayor 

desventaja es que tienen una vida corta y sólo son cultivables alrededor de 10 días. 

Recientemente se están llevando a cabo estudios con sistemas de co-cultivo donde participan 

tanto celulas epiteliales como macrófagos, lo cual permite estudiar la comunicación 

intercelular entre los distintos tipos celulares y proporcionan mayor información sobre la 

interacción Map-hospedador en las primeras etapas de la infección paratuberculosa (Lamont y 

col., 2013; Everman y col., 2015). Estos modelos de co-cultivo permiten por tanto estudiar la 

colonización de las células epiteliales, la interacción temprana entre Map y los macrófagos y 

su posterior respuesta inmune en un mismo experimento. 

 

II.11. DIFERENCIAS ENTRE LOS DISTINTOS AISLADOS DE MAP 

 

II.11.1. Diferencias genómicas entre diversos aislados de Map 

 

 Tradicionalmente las cepas de Map se han clasificado en dos grupos dependiendo de 

la especie animal de la que mayoritariamente han sido aisladas: cepas "Sheep" o Tipo S 

aisladas principalmente de ovinos y caprinos y cepas "Cattle" o Tipo C aisladas de bovinos, 

animales silvestres y enfermos de Crohn. Collins y col. (1990) empleando las técnicas de 
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polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción para la secuencia de inserción 

IS900 (IS900 Restriction fragment length polymorphism; IS900-RFLP ) y electroforesis en 

gel de campo pulsado (Pulsed field gel electrophoresis; PFGE) identificaron otro grupo 

bacteriano al que denominaron "intermedio"(I) y que agrupaba a ciertos aislados de ovejas 

procedentes de Canadá. Según estos autores, las cepas "intermedias" tendrían características 

genotípicas intermedias a las cepas C y S. Mediante la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa y análisis con endonucleasas de restricción (PCR-Restriction endonuclease 

analysis; PCR-REA), Whittington y col. (2001a) identificaron un polimorfismo genético en la 

secuencia de inserción IS1311 de Map que permitía clasificar a las cepas de Map en tipos C, S 

y B. Las cepas tipo C, S y B se diferenciaron en función del número de copias con una C o T 

en el nucleótido 223 de la secuencia de inserción IS1311. Todas las copias de la secuencia de 

inserción IS1311 en las cepas Tipo B presentaban una T en la posición 223 mientras que en 

las cepas Tipo S todas presentaban una C y en las de Tipo C tenían una o más copias con una 

C o una T en esta posición. Las cepas Tipo B caracterizadas en este estudio se aislaron 

fundamentalmente de bisontes americanos y pequeños rumiantes originarios de la India. La 

secuencia completa del genoma de estos aislados de Tipo B reveló que los aislados Tipo B 

procedentes de animales de la India eran diferentes de los aislados de bisontes americanos y 

por ello pasaron a denominarse “Indian Bison type” (Singh y col., 2013). Empleando la 

técnica de PFGE, Stevenson y col. (2002) agruparon las cepas de Map en dos grandes grupos 

o tipos de cepas: el Tipo I, comparable al Tipo S y el Tipo II, semejante al Tipo C. 

Posteriormente y empleando también PFGE, se determinó la existencia de un tercer genotipo 

de cepas (Tipo III) que agrupaba a aislados de Map procedentes de cabras españolas (de Juan 

y col., 2005; Castellanos y col., 2007b). En la Tabla XXIV se muestra un resumen de las 

distintas clasificaciones de las cepas de Map y las técnicas de tipado utilizadas en cada caso. 

 

Tabla XXIV.  Nomenclatura de las cepas de Map determinado por diferentes técnicas de tipado. 
Método de Tipado Tipo de cepa Referencias 

IS900-RFLP Ovino (S) Intermedia (I) Bovino (C) Collins y col., 1990 
Pavlik y col., 1999 

PFGE Tipo I Tipo III Tipo II Stevenson y col., 2002 
De Juan y 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., 2002 
RDA-PCR Tipo I  Tipo II Dohmann y col., 2003 
gyr-PCR Tipo I Tipo III Tipo II Castellanos y col., 2007b 
inhA-PCR Tipo I Tipo III Tipo II Castellanos y col., 2007a 
PPE-DGGE Tipo I Tipo III Tipo II Griffiths y col., 2008 
Stevenson, 2010 
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 Empleando la tecnología de microarrays o mediante análisis in silico de secuencias del 

genoma completo se han identificado regiones o polimorfismos de secuencia larga (Long 

Sequence Polymorphisms; LSPs), inserciones o delecciones, presentes en las cepas Tipo S y 

ausentes en las cepas Tipo C y viceversa. Las cepas de Tipo S presentan 4 grupos de fases de 

lectura abierta (Open Reading Frame; ORF) que están ausentes en la cepa bovina de 

referencia de Map (K-10) y que aparecen indicados en la Tabla XXV. Estos 4 polimorfismos 

se han detectado consistentemente en todos los aislados de Tipo S analizados hasta la fecha. 

Posteriormente, Catellanos y col. (2009b) identificaron ciertos polimorfismos ausentes en las 

cepas de Tipo C que no habían sido detectados previamente (MAV_0339, MAV_2223, 

MAV_254, MAV4125-MAV4130). 

 

Tabla XXV.  Polimorfismos presentes en las cepas Tipo S y ausentes en las cepas Tipo C. 
Polimorfismo 
ORF Clúster 

Denominación Función Referencias 

MAV_1975- 
MAV_2008 

PIG-RDA 20 
LSPA 4-II  
MAV-7 
INDEL10 

MAP_2178 truncado involucrado 
en síntesis micobactina. 
Regulador transcripcional Tet R. 
Proteínas PPE, Hsp, Pap A2, 
transportador ABC-2, IS1311. 

Dohmann y col., 2003 
Semret y col., 2006; Alexander y col., 
2009 
Wu y col., 2006 
Castellanos y col., 2009a 

MAV_2978 - 
MAV_2998 

PIG-RDA 30 
MAV-14 
INDEL5 

Citocromo P450, la proteína 
SecD, arilsulfatasa. 
Metabolismo de los lípidos. 

Dohmann y col., 2003 
Wu y col., 2006; Alexander y col., 2009 
Castellanos y col., 2009a 

MAV_3258 - 
MAV_3270 

MAV-17 
INDEL3 
GPL 

Biosíntesis glicopeptidolípidos Wu y col., 2006 
Castellanos y col., 2009a 
Paustian y col., 2008; Alexander y col., 
2009 

MAV_5225 - 
MAV_5243 

PIG-RDA 10 
LSPA18 
MAV-24 
INDEL16 

Metabolismo lipídico Dohmann y col., 2003 
Semret y col., 2006; Alexander y col., 
2009 
Wu y col., 2006 
Castellanos y col., 2009a 

Stevenson, 2010 
 

 Utilizando la tecnológica de microarrays, Marsh y col. (2006) identificaron tres 

grandes delecciones en el genoma de las cepas Tipo C que estaban ausentes en las cepas Tipo 

S. Estas 3 delecciones incluían las 24 ORFs que se muestran en la Tabla XXVI. Tras realizar 

comparaciones de la secuencia genómica de varios aislados de Tipo S, Castellanos y col. 

(2009a) reportaron la ausencia de MAP _3584 en los aislados Tipo III de Map. 
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Tabla XXVI.  Resumen de las delecciones en las cepas Tipo S con respecto a las cepas Tipo C. 
Delecc

ión 
cepas 
Tipo S 

Posición 
de inicio 

Posición 
Final pb ORF Gen Función 

1 1625179 1633227 8,049 Par MAP1484c 
MAP1485c 
MAP1486c 
MAP1487c 
MAP1488c 
MAP1489c 
MAP1490 
Par MAP1491 

 Dioxigenasa 
Acetil-Coa sintasa 
Enoil-CoA hidratasa 
Piruvato deshidrogenasa 
Piruvato deshidrogenasa 
Deshidrogenasa 
Alfa-metilacil-CoA racemasa 
Alfa-metilacil-CoA racemasa 

2 1888735 1908664 19,93
0 

MAP1728c 
MAP1729c 
MAP1730c 
MAP1731c 
MAP1732c 
MAP1733 
MAP1734 
MAP1735 
MAP1736 
MAP1737 
MAP1738 
MAP1739c 
MAP1740c 
MAP1741c 
MAP1742c 
MAP1743c 
MAP1744 

yfnB 
 
 
 
 
 
 
lipW_1 
 
mmpS5 
mmpL5 
fabG3_1 

Deshalogenasa ácido 2 haloalcano 
Tioesterasa II 
Proteína de unión ATP/GTP 
Proteína hipotética 
Regulador transcripcional Tet R 
Precursor de prolina 
Familia de las proteínas PPE 
Probable esterasa 
Tet R regulador transcripcional 
Proteína de membrana  
Proteína de membrana 
3-Oxoacyl- (ACP) reductasa 
Sensor histidina quinasa 
Proteína hipotética conservada 
Proteína hipotética conservada 
Proteína hipotética conservada 
Proteína hipotética 

3 2608297 2609525 1,229 MAP2325  Proteína de supervivencia 
intracelular 

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

  

 En 2005, se publicó la secuencia completa de la cepa bovina K-10 de Map (Li y col., 

2005) y en 2012 la secuencia completa de la cepa ovina S397 (Bannantine y col., 2012). Las 

secuenciaciones del genoma completo de las cepas bovina K-10 y ovina S397 supusieron dos 

pasos de gran relevancia científica, ya que confirmaron el carácter genómico diferencial que 

presentan los dos grandes tipos de cepas de Map. Las principales similitudes y diferencias 

encontradas entre las cepas bovina y ovina secuenciadas fueron las siguientes: 

 

 Características genómicas generales: El número de genes anotados en el genoma de la 

cepa ovina (4700) es mayor que los de la cepa bovina (4350). Sin embargo, ambas cepas 

contienen un operón rRNA y 46 tRNA. En la Figura 17 se muestra el análisis comparativo del 

genoma de la cepa S397y K-10. 
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Figura 17. Análisis comparativo del genoma de la cepa K-10 y la cepa ovina S397. (A) Comparación de los 
mapas de restricción Bsi WI entre la cepa K-10 (círculo interno) y la S397 (círculo exterior). Cada bloque 
representa un fragmento de restricción. Los bloques verdes son regiones en la misma dirección y los bloques de 
color rojo son las regiones que están invertidas entre los dos genomas. Los bloques blancos son fragmentos que 
no están alineados. La delgada línea roja a las 12 horas es el locus del gen dnaA. (B) Alineación del genoma 
S397 (parte inferior) con el genoma de la cepa K-10 (parte superior). Los bloques de colores representan 
regiones homólogas presentes en cada genoma, que también están conectados por líneas. Los bloques de la parte 
inferior del genoma S397 indican regiones con orientación inversa. Dentro de cada bloque las áreas blancas 
indican las secuencias específicas del genoma. Bannantine y col., 2012. 
 

 Inserciones genómicas. El análisis comparativo de la secuencias de los genomas de las 

cepas S397 y Map K-10 reveló que 10 LSPs que contenían 4 o más ORFs estaban presentes 

en la cepa Tipo S y ausentes en la cepa K-10 de Map. La más larga de estas inserciones tiene 

un tamaño de 9 Kb y se extiende desde la ORF MAP-15940 a MAP-16060. Cuatro de estas 

LSPs habían sido previamente identificadas mediante hibridación genómica y análisis 

mediante microarrays (Castellanos y col., 2009a). En conjunto, un total de 70 ORFs están 

presentes en Map S397 pero ausentes en Map K-10 y de ellas 57 están presentes en la cepa 
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104 de M. avium hominissuis (Mah104) y 13 son únicas a Map S397. Se espera que a medida 

que se vayan conociendo las secuencias de más cepas de Tipo S, se pueda determinar si estas 

13 secuencias son exclusivas de todas las cepas de Tipo S. 

 

 Delecciones genómicas. El análisis genómico comparativo del las cepas S397 y K-10 

de Map reveló también la presencia de 32 ORFs en el genoma de la cepa K-10 de Map que 

estaban ausentes en la cepa Map S397 (Bannantine y col., 2012). Estas ORFs incluían a dos 

grandes delecciones previamente descritas; MAP1848-MAP1491 y MAP1728c-MAP1744 

(Marsh y col., 2006). En la Tabla XXVII se muestran los 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 ausentes en la cepa ovina S397 (Tipo S). 
ORF Inicio Fin Tamaño Gen Descripción 

MAP1432 1564255 1565745 1490 ----- proteína de la familia REP 
MAP1433c 1565742 1567487 1745 ----- 3-oxoesteroide 1-deshidrogenasa 
MAP1434 1567583 1568701 1118 ----- oxigenasa ftalato putativo 
MAP1435 1569096 1569809 713 ----- deshidrogenasa de cadena corta 
MAP1436c 1569916 1570698 782 

 
oxidorreductasa putativo 

MAP1437c 1570719 1571705 986 
 

proteína hipotética 
MAP1438c 1571838 1572821 983 lipH probable lipasa 
MAP1484c 1624930 1626315 1385 ----- putativa dioxigenasa 
MAP1485c 1626606 1627856 1250 

 
acil-CoA sintasa 

MAP1486c 1627866 1628738 872 
 

enoil-CoA hidratasa/isomerasa  
MAP1487c 1629019 1630029 1010 

 
piruvato deshidrogenasa componente E1 subunidad [beta] 

MAP1488c 1630041 1631033 992 
 

piruvato deshidrogenasa componente E1 subunidad [alfa]  
MAP1489c 1631038 1631910 872 ----- deshidrogenasa putativa 
MAP1490 1632173 1633054 881 ----- alfa-metilacil-CoA racemasa 
MAP1491 1633129 1633404 275 ----- alfa-metilacil-CoA racemasa 
MAP1728c 1889230 1889952 722 yfnB deshalogenasa ácido 2-haloalcano 
MAP1729c 1891100 1891927 827 

 
tioesterasa II 

MAP1730c 1891954 1892976 1022 ----- proteína putativa ATP / GTP vinculante 
MAP1731c 1893076 1893345 269 

 
proteína hipotética 

MAP1732c 1893345 1893992 647 ----- regulador transcripcional (familia TetR/AcrR) 
MAP1733 1894235 1894861 626 

 
 proteína precursora rica en prolina 

MAP1734 1895243 1896526 1283 ----- proteína de la familiaPPE 
MAP1735 1896774 1897700 926 lipW_1 probable esterasa 
MAP1736 1897902 1898510 608 

 
putativo regulador de la transcripción tetR 

MAP1737 1898826 1899242 416 mmpS5 pequeña proteína de membrana conservada 
MAP1738 1899239 1902139 2900 mmpL5 proteína grande de membrana conservada 
MAP1739c 1902213 1902995 782 fabG3_1 3-oxoacyl- [ACP] reductasa 
MAP1740c 1903102 1904640 1538 ----- sensor de histidina quinasa 
MAP1741c 1904670 1905554 884 ----- proteína hipotética conservada 
MAP1742c 1905715 1906596 881 ----- proteína hipotética conservada 

MAP1743c 1906663 1907664 1001 ----- proteína hipotética conservada 

MAP1744 1907910 1908374 464 
 

proteína hipotética 
Bannantine y col., 2012 
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 Inversiones genómicas. Map S397 presenta 14 inversiones de secuencia con respecto a 

la cepa K-10. Estas inversiones varían en tamaño de 22 a 1174 pb y constituyen 2.4 Mb del 

genoma de la cepa S397. Siete de estas inversiones son más largas de 22 Kb y 13 tienen al 

menos una secuencia de inserción en las regiones flanqueantes. Las inversiones resultan en un 

cambio en el orden de los genes y en las micobacterias parecen estar mediadas por secuencias 

de inserción. Las micobacterias pueden utilizar estas inversiones de secuencia para modificar 

la expresión de ciertos genes y obtener así algún beneficio durante el proceso infectivo, 

aunque este aspecto debe ser contrastado mediante análisis transcriptómico y proteómico. 

 

 Duplicaciones genómicas. Dos grandes duplicaciones en tándem designadas VG1-17 y 

VG1-18 se han identificado en varios aislados humanos de Map (Wynne y col., 2011). Estas 

duplicaciones tienen 63 y 109 ORFs respectivamente y están flanqueadas por la secuencia de 

inserción IS4 lo que sugiere que la recombinación mediada por transposones podría ser 

responsable de la duplicación de ciertas secuencias. Se especula con la posibilidad de que 

estas duplicaciones puedan conferir una ventaja selectiva a las cepas de Map que las presentan 

favoreciendo su persistencia en un hospedador determinando y aumentando su virulencia. 

 

 Secuencias de inserción. Las secuencias de inserción juegan un papel muy importante 

en la diversidad genética entre las micobacterias y suelen utilizarse como dianas en el 

diagnóstico molecular. La cepa K-10 de Map contiene 19 secuencias de inserción diferentes 

con un total de 58 copias incluyendo la IS1311, y las secuencias de inserción especificas de 

Map IS900, IsMav2, IS-MAP02, IS-MAP04 y secuencias homologas al REP13E2. Estas 

secuencias de inserción están presentes en la cepa S397 en el mismo número de copias que en 

la cepa K-10 y no se han identificado secuencias de inserción específicas para las cepas S o C. 

Sin embargo, el número de copias de la secuencia de inserción IS900 varía entre distintas 

cepas de Tipo C. 

 

 Secuencias repetidas. El número total de secuencias repetidas y el número de copias de 

estas repeticiones es muy variable entre distintas cepas de Map y puede servir para distinguir 

entre las cepas S y C y también entre algunas cepas Tipo C (Thibault y col., 2008; Biet y col., 

2012). 

 

 Polimorfismos de nucleótido simple (Single, nucleotide polymorfisms, SNPs). Se han 

identificado más de 3000 SNPs diferentes entre las cepas Tipo C y S de Map. Dentro de las 
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cepas Tipo C también se han encontrado SNPs responsables de variaciones genéticas entre 

cepas del mimo tipo. Se han localizado alrededor de 1000 SNPs diferentes entre las cepas 

Tipo I y Tipo III de Map y otros 100 entre las cepas de camello y la cepa ovina Map S397. No 

todos los SNPs tienen porque ocasionar cambios epidemiológicos o patológicos pero generan 

una variabilidad genética importante. 

 

 Estabilidad genómica y tasa de mutación. Como Map replica muy lentamente (22-26 

h) la tasa de mutación genética se espera  que sea baja (Thibault y col., 2007). Empleando 

análisis Bayesiano de más de 100 secuencias de Map, se ha estimado que la tasa de mutación 

es de 0.3 SNPs por genoma por año (Stevenson, 2015). La tasa de mutación y la consiguiente 

variación genética introducida también están influenciadas por la presión selectiva del 

ambiente en el que reside la bacteria y por consiguiente se ve afectada por las respuestas 

inmunes del hospedador y/o por la presencia de antibióticos. A pesar de que se han descrito 

cambios genéticos en cepas de Map tras sucesivos pases en cultivo, no se han detectado 

cambios genéticos por IS900-RFLP tras realizarse pases in vivo de las cepas (Kasnitz y col., 

2013).  

 

 Recientemente, se han secuenciado los genomas de una cepa aislada de camello (JQ5) 

(Ghosh y col., 2012), de una cepa aislada de una cabra (S5) (Singh y col., 2013) y de una cepa 

aislada de leche de un paciente con enfermedad de Crohn (MAP4) (Bannantine y col., 2014). 

En la Tabla XXVIII se muestra un resumen de las características genómicas de todas las cepas 

de Map secuenciadas hasta la fecha. 

 
Tabla XXVIII.  Comparación de las características genómicas de las cepas K-10, S397, JQ5 y MAP4 de Map. 

Características Genómicas Referencias 
• Cepa K-10 bovina. Único cromosoma circular (4.829.781 pb): 69,3% G+C, 

4.350 ORF, 46tRNAs, 1 rRNA  
• Cepa S397 ovina. Único cromosoma circular (4.814.922 pb): 69,3 % G+C, 

4.700 ORF, 46tRNAs, 1 rRNA  
• Cepa JQ5 camello: Único cromosoma circular (4.813.711pb): 69.3 % G+C, 

4,395 ORF, 46tRNAs, 1 rRNA 
• Cepa S5 caprina: Único cromosoma circular (4.798.157 pb): 69.3 % G+C, 

4.288 ORF, 46 tRNAs, 3 rRNAs 
• Cepa MAP4 humana: Único cromosoma circular (4.829.424pb): 69,3 % G+C, 

4.326 ORF, 46 tRNAs, 1 rRNA 

Li y col., 2005 
Bannantine y col., 2012 

Ghosh y col., 2012 
Singh y col., 2013 

Bannantine y col., 2014 
 

 

 Tras la secuenciación del genoma completo de varios aislados de Map se ha 

clasificado a los aislados de Map en dos grandes grupos; Tipo I (o S) y Tipo II (o C) 

(Stevenson, 2015). Por análisis del genoma completo, se ha determinado también que las 
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cepas “intermedias” o “Tipo III” son en realidad un subtipo de cepas Tipo S (Alexander y 

col., 2009). De la misma manera, los aislados ovinos de 

en medios de cultivo (Stevenson y col., 2002) y un aislado de camello recientemente 

secuenciado también se han considerado como subtipos del Tipo S (Ghosh y col., 2012). Un 

análisis más detallado de las cepas 

revelado que las cepas de este tipo aisladas de animales de la India eran diferentes de los 

aislados de bisonte de Estados Unidos y ambos se consideran subtipos del Tipo C (Stevenson, 

2015). El árbol filogenético de cepas de 

nucleótido presentes en el genoma completo se muestra en

 

Figura 18. Filogenia de los distintos aislados de 
Stevenson, 2015. 
 

 Así mismo, se han publicado los resultados de la secuencia completa de una cepa 

humana de Map (MAP4) aislada de la leche de un paciente de Crohn, cuyos resultados 

indican que la cepa humana de 

K-10 (Bannantine y col., 2014).
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cepas “intermedias” o “Tipo III” son en realidad un subtipo de cepas Tipo S (Alexander y 

nera, los aislados ovinos de Map que daban colonias pigmentadas 

en medios de cultivo (Stevenson y col., 2002) y un aislado de camello recientemente 

secuenciado también se han considerado como subtipos del Tipo S (Ghosh y col., 2012). Un 

las cepas Tipo B mediante secuenciación completa de su genoma ha 

cepas de este tipo aisladas de animales de la India eran diferentes de los 

aislados de bisonte de Estados Unidos y ambos se consideran subtipos del Tipo C (Stevenson, 

El árbol filogenético de cepas de Map de acuerdo al análisis de polimorfismos de un 

nucleótido presentes en el genoma completo se muestra en la Figura 21. 

Filogenia de los distintos aislados de Map basada en la presencia de SNP

Así mismo, se han publicado los resultados de la secuencia completa de una cepa 

(MAP4) aislada de la leche de un paciente de Crohn, cuyos resultados 

indican que la cepa humana de Map es esencialmente idéntica a la cepa bovina de referencia 

10 (Bannantine y col., 2014). 

cepas “intermedias” o “Tipo III” son en realidad un subtipo de cepas Tipo S (Alexander y 

que daban colonias pigmentadas 

en medios de cultivo (Stevenson y col., 2002) y un aislado de camello recientemente 

secuenciado también se han considerado como subtipos del Tipo S (Ghosh y col., 2012). Un 

mediante secuenciación completa de su genoma ha 

cepas de este tipo aisladas de animales de la India eran diferentes de los 

aislados de bisonte de Estados Unidos y ambos se consideran subtipos del Tipo C (Stevenson, 

de acuerdo al análisis de polimorfismos de un 

 

basada en la presencia de SNPs en todo el genoma. 

Así mismo, se han publicado los resultados de la secuencia completa de una cepa 

(MAP4) aislada de la leche de un paciente de Crohn, cuyos resultados 

es esencialmente idéntica a la cepa bovina de referencia 



II. INTRODUCCIÓN GENERAL 

89 
 

II.11.2. Diferencias en la capacidad de crecimiento de diversos aislados de Map en 

médios de cultivo 

 

 La existencia de dos tipos distintos de cepas de Map atendiendo a su capacidad y 

velocidad para crecer en medios de cultivo artificiales se sospechó desde principios de 1930 

pero no pudo confirmarse hasta que se identificaron medios de cultivo que permitían el 

crecimiento de ambos tipos de cepas (Taylor, 1945; Taylor, 1951). Los aislados de Map de 

Tipo C son relativamente fáciles de aislar de muestra clínicas y crecen razonablemente bien 

en medios sólidos o líquidos suplementados con micobactina, formando colonias detectables a 

las 4-16 semanas post-siembra, dependiendo del inóculo inicial y del medio de cultivo 

utilizado. Los aislados Tipo S son más difíciles de aislar y tardan de 16 a 53 semanas en 

crecer. En la Tabla XXIX se muestran las características descritas para el aislamiento y 

cultivo de aislados de Map de Tipo S y C. 

 

Tabla XXIX.  Características de cultivo descritas para los aislados Tipo S y Tipo C de Map. 
Característica      Tipo S     Tipo C  
Aislamiento primario    Difícil     Fácil 
Detección en medio sólido   4-12 meses    5-16 semanas 
Detección en medio líquido   7-12 semanas    4-10 semanas 
Requerimiento de yema de huevo  
para aislamiento primario     Requerido    No requerido 

 

 El medio Middlebrook 7H11 suplementado con micobactina es probablemente el 

medio solido más apropiado para el aislamiento primario de aislados de Map de pequeños 

rumiantes de Tipo C y S (Dimarelli-Mari y col., 2013). Recientemente, Whittington y col. 

(2013) han desarrollado un  nuevo medio de cultivo liquido (M7H9C) compuesto de medio  

Middlebrook 7H9 suplementado con casitona, albumina, dextrosa, catalasa, yema de huevo, 

micobactina J y un cocktail de antibióticos que permite el cultivo de aislados de Map de Tipo 

C y S. La micobactina J se añade generalmente a los medios de cultivo aunque algunos 

autores han reportado crecimiento de cepas de Map de Tipo S en medio 7H11 sin micobactina 

(Aduriz y col., 1995; Whittington y col., 2011). La adición de yema de huevo al medio parece 

ser beneficiosa para el aislamiento de los aislados de Map de Tipo S; sin embargo, el medio 

de Herrold´s que contiene yema de huevo no permite el crecimiento de las cepas Tipo S 

probablemente porque algún componente del medio este inhibiendo su crecimiento o porque 

la concentración de yema de huevo no sea suficiente (Whittington y col., 1999). También se 

ha demostrado que la adición de piruvato sódico al medio de cultivo; así como, la adición de 
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vancomicina o ampicilina pueden inhibir el crecimiento de los aislados de Tipo S (Stevenson, 

2015).  

 

 En general, los aislados de Map no pueden diferenciarse de acuerdo a la morfología de 

las colonias. En medios sólidos, las colonias aparecen normalmente pequeñas, firmes, 

convexas, húmedas y de color blanco-crema (Merkal y Curran, 1974). Sin embargo, algunos 

aislados ovinos pueden dar lugar a colonias más lisas, suaves, y brillantes, coloreadas de un 

pigmento amarillo anaranjado que es estable con los pases in vitro e in vivo (Stevenson y col., 

2002). Hasta la fecha, todos los aislados pigmentados de Map se han clasificado dentro del 

Tipo I. No se ha identificado ningún polimorfismo genético ni la presencia o ausencia de 

algún gen especifico que pudiese estar asociado con la pigmentación de estos aislados por lo 

que la causa de la pigmentación de las colonias de algunos aislados de Map sigue siendo 

desconocida.  

 

 Map, como otras bacterias, emite componentes volátiles orgánicos (volatile organic 

components, VOCs) durante su crecimiento. Trefz y col. (2013) identificaron 34 VOCs 

emitidos por Map durante su crecimiento en medio HEY (Herrold’s egg yolk). Entre estos, el 

2-ethylfurano, 2-methylfurano, 3-methylfurano, 2-pentylfurano, acetato etílico, y el 

dimetildisulfuro se correlacionaban con la densidad bacteriana. Diferentes aislados de Map 

pudieron ser identificados de acuerdo a su patrón de emisión de VOCs lo que demuestra que 

los aislados de Map varían en cuanto a su crecimiento y actividad metabólica. En este estudio 

en concreto, un aislado de Tipo S pudo distinguirse de la cepa referencia de Tipo C (ATCC 

19689), mientras que las emisiones de tres cepas de Map de Tipo C no mostraron diferencias 

significativas. Tambien se ha observado que las cepas Tipo C de Map a diferencia de las 

cepas de Tipo S son capaces de acumular hierro en condiciones deficitarias en este metal 

(Janagama y col., 2010b). 

 

 En análisis de la secuenciación del genoma completo de diversos aislados de Map no 

ha evidenciado la existencia de genotipos específicos de áreas geográficas determinadas. Sin 

embargo, los aislados pigmentados de Map parecen estar restringidos a zonas geográficas 

concretas del Reino Unido y no se han aislado en otras zonas geográficas (Stevenson y col., 

2002). Ciertos subtipos del Tipo C se han aislado exclusivamente en Canadá y en las Islas 

Azores. Sin embargo, hasta que no se realice el análisis del genoma completo de estos 

aislados no se podrá concluir que sean específicos de estas áreas geográficas. 
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II.11.3. Comparación de las características epidemiológicas de diversos aislados de Map 

 

 Se ha sugerido que los distintos tipos de cepas de Map podrían ser diferentes desde el 

punto de vista epidemiológico sobre todo atendiendo a su hospedador preferente y a los 

factores implicados en su transmisión. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en muchos 

de los estudios epidemiológicos realizados en el pasado no se emplearon medios de cultivo 

que permitieran el crecimiento de los distintos tipos de cepas de Map ni tampoco se realizó el 

genotipado de estas. 

 

 Aunque las cepas de Tipo C se aíslan predominante de ganado bovino, no muestran un 

hospedador preferente y se han aislado de un amplio rango de hospedadores domésticos y 

silvestres, de rumiantes pero también de especies monogástricas. Hasta la fecha todos los 

aislados de Map procedentes de muestras de pacientes de Crohn se han genotipado dentro del 

Tipo C (Whittington y col., 2000a; Bull y col., 2003; Paustian y col., 2008). Aunque en 

Australia las cepas Tipo C se han aislado raramente de ovino (Whittington y col., 2000a), en 

Europa tanto las cepas Tipo S como las de Tipo C han sido identificadas en ovino y caprino 

(Sevilla y col., 2007, Sevilla y col., 2008, Stevenson y col., 2009). Estas diferencias pueden 

ser debidas a los tipos de cepas predominantes en cada región, a las diferencias relativas en 

cuanto al número de ovejas o vacas en producción en cada país, a la posibilidad de que ambas 

especies compartan pastos o a la virulencia de cada tipo de cepa en particular. 

 

 Las cepas Tipo B, consideradas actualmente como un subtipo del Tipo C, se 

describieron por primera vez en ejemplares de la especie Bison bison en el continente 

americano (Whittington y col., 2001a) y después en pequeños rumiantes originarios de la 

India (Sevilla y col., 2005). Posteriormente, el subtipo Bisonte se ha aislado también de otras 

especies de animales silvestres, como por ejemplo de búfalo (Bubalus bubalis) (Yadav y col., 

2008), de antílope (Boselaphus tragocamelus) (Kumar y col., 2008) y de humanos (Singh y 

col., 2009). 

 

 Tradicionalmente, las cepas de Tipo S se han aislado predominantemente de ovino y 

caprino, lo que sugirió cierta preferencia por esta especie de hospedadores. En bovino, la 

mayoría de las infecciones con cepas de Tipo S se han identificado en toros de lidia o en casos 

en los que hubo un frecuente contacto directo o indirecto entre ovejas infectadas con cepas 

Tipo S y terneras, más susceptibles a la infección con Map que el ganado adulto (de Juan y 
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col., 2006). Moloney y Whittington (2008) estimaron que la prevalencia de infecciones con 

cepas de Map de Tipo S en ganado vacuno australiano no sería mayor de un 0.8 %. En 

ocasiones, se han aislado cepas Tipo S de ciervos criados en cautividad (de Lisle y col., 

1993). Sin embargo, estos aislamientos no son comunes, como tampoco lo son los 

aislamientos de este tipo de cepas en otras especies silvestres. Solo hay descritos aislamientos 

de cepas Tipo S en gamo (Dama dama) (Machakova y col., 2004); en ratón (Mus musculus) 

(Florou y col., 2008) y en camello (Ghosh y col., 2012). Se ha estimado que el riesgo de 

transmisión natural de cepas de Tipo S de pequeños rumiantes a ganado o ciervo es bajo y la 

transmisión probablemente sólo tiene lugar cuando los animales susceptibles están en 

contacto con animales infectados y se exponen a altas dosis de este tipo  bacteriano. Un 

estudio reciente de Verdugo y col. (2014) demuestra que aislados de Map de Tipo S son más 

comunes en vacuno de carne en Nueva Zelanda que los de Tipo C y el mismo subtipo de 

cepas de Tipo C estaba presente en vacuno de carne y en ovejas que compartían los mismos 

pastos. El tipo de manejo empleado en las granjas puede por tanto ser determinante para la 

transmisión de Map entre especies animales que comparten los mismos pastos. 

 

 La transmisión de Map entre especies puede depender también de la capacidad de las 

distintas cepas de Map para subsistir en el medio ambiente. Solamente un estudio se ha 

centrado en investigar como los distintos tipos de cepas de Map sobreviven en determinadas 

condiciones medioambientales (Eppelston y col., 2014). En condiciones áridas se ha 

demostrado que la supervivencia de un aislado de Tipo C de Map no se veía afectada, pero las 

posibilidades de que una cepa de Tipo S muriera en estas condiciones era 2.3 veces más alta 

(Eppelston y col., 2014). Map tiene la capacidad de formar esporas que son resistentes al calor 

y que permiten su supervivencia en el medio ambiente (Lamont y col., 2012). Hasta el 

momento no se ha determinado si existen diferencias en la capacidad de los distintos 

genotipos de Map de formar esporas y/o de subsistir en suelo, agua, en al alimento o en las 

heces de animales infectados. 

 

II.11.4. Comparación de la virulencia de diversos aislados de Map en infecciones 

experimentales realizadas en hospedadores naturales 

 

 En infecciones experimentales, se ha evidenciado variación en el grado de 

patogenicidad o virulencia entre cepas de Map de distinto origen en un mismo hospedador, así 

como la diferente virulencia que puede tener una cepa concreta de Map en una especie animal 
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u otra. En la Tabla XXX se muestra un resumen de algunas infecciones experimentales 

realizadas con el objetivo de comparar la virulencia de distintas cepas de Map en bovino, 

ovino, caprino y en cervidos. 

 

Tabla XXX . Infecciones experimentales realizadas en rumiantes para estudiar la virulencia de distintos aislados 
de Map. 
Especie Cepa utilizada Resultado Referencias 
Bovino Ovina 

Caprina 
Bovina/Conejo 
Bovina/Bisonte 
Bovina/Ovina 

Enfermedad clínica 
No enfermedad clínica. Sí aislamiento de Map 
Enfermedad clínica. Similar con ambas cepas 
Mayor patogenicidad de las cepas de bisonte 
Mayor patogenicidad de las cepas bovinas 

Taylor, 1953 
Saxegaard, 1990 
Beard y col., 2001c 
Stabel y col., 2003 
Stewart y col., 2007 

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

Mayor patogenicidad de las cepas ovinas 
Patrones de respuesta, enfermedad clínica similar 
Enfermedad clínica con ambas cepas. Las lesiones 
inducidas por las cepas bovinas tienden a 
disminuir a medida que progresa la infección. 

Verna y col., 2007 
Stewart y col., 2004 
Fernández y col., 2014 

Caprino Bovina/Ovina Mayor patogenicidad de las cepas bovinas Stewart y col., 2006 
Cervidos Bovina (Tipo C) 

Ovina (Tipo S) 
Bovina/Ovina 

Mayor patogenicidad de la cepa Tipo C 
 
Mayor patogenicidad de la cepa bovina 

O’Brien y col., 2006 
 
Mackintosh y col., 
2007 

 

 Stewart y col. (2004, 2006 y 2007) demostraron que bovinos, ovinos y caprinos podían 

infectarse con cepas de Map de origen bovino y ovino, si bien el efecto de dichas cepas era 

diferente según el hospedador. Mientras que en bovino y caprino se observó una mayor 

patogenicidad de las cepas bovinas frente a las ovinas, en las ovejas infectadas con cepas 

bovinas u ovinas, los patrones de respuesta y la enfermedad clínica fueron similares. A pesar 

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

infección en los tres casos, las vacas fueron más resistentes que las ovejas y las cabras 

resultaron las más sensibles. Taylor (1953) observó que terneras infectadas con cepas ovinas 

desarrollaban la enfermedad clínica. Saxegaard en 1990, infectó terneros con una cepa de 

Map aislada de caprino, no observándose en ninguno de ellos signos clínicos de la 

enfermedad, ni tampoco respuesta inmune humoral. Sin embargo, cuando los terneros se 

sacrificaron se consiguió aislar la bacteria de tejidos intestinales y de nódulos linfáticos 

mesentéricos. Beard y col. (2001c) inocularon terneros con una cepa de Map aislada de 

conejo, encontrando lesiones histopatológicas similares a las observadas en otros terneros 

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

bisontes con cepas de Map de origen bovino y de bisonte. Los resultados de este estudio 

demostraron que los bisontes eran más susceptibles a la cepa bovina que los terneros, mientras 

que los terneros fueron más susceptibles a la cepa de bisonte. 
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 En ovino, las infecciones experimentales realizadas en corderos parecen confirmar que 

el tipo de cepa de Map tiene un impacto significativo en la severidad de la patología 

observada y en el número de casos clínicos. Así, en un estudio realizado por Verna y col. en 

2007 se demostró que, las cepas ovinas provocaban lesiones más severas que las cepas 

bovinas en ovejas infectadas. Estos resultados contradecían a las evidencias obtenidas 

previamente por Stewart y col. 2004 quienes habían evidenciado patrones de respuesta y de 

enfermedad clínica similares en ovinos infectados con cepas bovinas y ovinas. En un estudio 

reciente, Fernández y col. (2014) estudiaron el efecto de distintos tipos de cepas de Map, 

ovinas (Tipo S) y bovinas (Tipo C), en la patogénesis de la enfermedad en ovino realizando 

una evaluación del desarrollo de las lesiones y de las respuestas inmunes inducidas tras la 

infección. Los investigadores detectaron una mayor producción de anticuerpos específicos y 

de IFN-γ en corderos infectados con aislados de Map de Tipo C que en los infectados con 

aislados de Tipo S. En corderos infectados con las cepas Tipo S se observaron lesiones 

granulomatosas focales y restringidas al tejido linfoide, no observándose diferencias en la 

intensidad de la lesión a lo largo del tiempo. Sin embargo, las lesiones ocasionadas por las 

cepas de Tipo C ocurrían en el tejido linfoide pero también en la lámina propia y se 

caracterizaban por la aparición de células gigantes. Este resultado sugería que la presencia de 

células gigantes podría estar asociada al tipo de cepa de Map más que ser una consecuencia de 

las respuestas inmunes inducidas por el hospedador. En los corderos infectados con las cepas 

de Tipo C las lesiones eran más graves a los 150 días que a los 390 días p.i., lo que sugeriría 

que las lesiones inducidas por las cepas de Tipo C en corderos podrían tener un carácter 

regresivo a medida que progresa la infección. Por otro lado, en este estudio se observaron 

también diferencias en el tipo de lesiones ocasionadas por un aislado de campo de Tipo C y 

por la cepa de referencia K-10 a los 150 días p.i.. La cepa K-10 producía un menor número de 

lesiones severas de tipo multifocal sugiriendo que la cepa K-10 podría ser menos virulenta 

como consecuencia de los sucesivos pases en cultivo a los que había sido sometida. En este 

estudio no se observaron diferencias entre los dos aislados de campo de Tipo S empleados. En 

el caso del ganado caprino, los datos de las infecciones experimentales realizadas parecen 

indicar que estos animales son menos resistentes a la infección que el ganado bovino y ovino 

y susceptibles de ser infectados tanto con cepas de origen bovino como ovino, no habiéndose 

identificado hasta el momento una cepa especifica de Map en caprino (de Juan y col., 2005).  

 

 En el caso de los ciervos, estos animales parecen ser menos susceptibles a la infección 

experimental con las cepas ovinas que con cepas bovinas. O´Brien y col. (2006) infectaron 
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ciervos con cepas bovinas (Tipo C) y ovinas (Tipo S), observando una mayor respuesta 

inmune, así como mayor tasa de detección de Map en tejido y heces en aquellos ciervos 

infectados con la cepa Tipo C. Cuando la infección se realizó con la cepa Tipo C, el 100 % de 

los animales se infectó, mientras que cuando la infección se realizó con la misma dosis de la 

cepa de Tipo S solo el 69 % de los animales se infectó lo que sugería que las cepas de Map de 

Tipo S podrían ser menos virulentas para los ciervos o que los ciervos son más resistentes a 

este tipo de cepa de Map. De la misma manera, Mackintosh y col. (2007) observaron que la 

cepa ovina era menos virulenta para los ciervos que la cepa bovina aunque ambas provocaban 

enfermedad clínica. Por tanto, estos resultados sugieren una mayor sensibilidad de los ciervos 

a cepas bovinas de Tipo C, lo que explicaría el aislamiento tan frecuente de dichos genotipos 

de ciervos en granjas con casos naturales de paratuberculosis. 

 

II.11.5. Comparación de la patogénesis de diversos aislados de Map in vitro 

 

 La primera etapa en la infección por Map es la invasión de la barrera intestinal a través 

de las células M y de las células epiteliales, donde la adherencia bacteriana puede jugar un 

papel crucial (Arsenault y col., 2014). La hemaglutinina de unión a heparina (Heparin-binding 

hemagglutinin; HBH) es una proteína de adherencia situada en la superficie de Map y que 

media en la unión de Map a las células epiteliales y fibroblastos (Menozzi y col., 1996). Las 

regiones C-terminal del gen de la HBHA difieren entre las cepas de Tipo C y Tipo S de Map, 

siendo las cepas Tipo S las que tienen mayor capacidad de adhesión al tener más repeticiones 

ricas en lisina, que son importantes para la unión de la HBHA a los glicosaminoglicanos 

sulfatos de heparina (Heparan sulfate glycosaminoglycan; HS-GAG). No se han encontrado 

diferencias en la estructura de la HBHA entre los subtipos I y III de las cepas Tipo S.  

 

 Una vez cruzada la barrera del epitelio intestinal a traves de las células M y células 

epiteliales, el bacilo es fagocitado por macrófagos subepiteliales. La capacidad de 

supervivencia de Map depende de su capacidad para inhibir la acidificación del fagosoma y la 

fusión del fagolisosoma. A pesar de que las distintas cepas de Map emplearían un único 

protocolo de infección, su capacidad para entrar y sobrevivir en los macrófagos del 

hospedador parece depender del genotipo bacteriano (Gollnick y col., 2007, Stevenson, 2015). 

Hasta la realización de la presente tesis doctoral, los estudios de comparación de la virulencia 

de diversas cepas de Map se habían realizado únicamente en macrófagos bovinos, utilizando 

pocas cepas y sin genotipo determinado y nunca se habían incluido cepas silvestres de Map en 
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los análisis. El único estudio que hasta la fecha de inicio de esta tesis había comparado la 

virulencia de distintas cepas de Map en modelos in vitro, es el de Janagama y col. (2006), en 

el que se evaluó la capacidad de tres de cepas de Map de origen bovino, humano y ovino para 

persistir en el interior de macrofagos bovinos de la raza Hosltein. Los resultados de este 

estudio demostraron que las cepas bovinas y humanas eran capaces de sobrevivir mejor que 

las cepas ovinas en el interior de macrófagos bovinos infectados a las 24, 48 y 96 horas p.i. 

Sin embargo, para evaluar el número de bacterias en el interior de los macrófagos infectados 

se utilizó la técnica de PCR, que al cuantificar DNA tanto de bacteria viva como muerta, 

sobre-estima la carga bacteriana. Previamente, solo algunos estudios habían evaluado in vitro 

los perfiles de expresión de genes del sistema inmune inducidos por cepas bovinas de Map en 

macrófagos bovinos obtenidos de animales sanos y en líneas celulares de macrófagos bovinos 

(Weiss y col., 2004; Janagama y col., 2006; Murphy y col., 2006). En conjunto, los resultados 

de estos estudios transcriptómicos sugieren que tras una infección con Map se produciría un 

bloqueo de los mecanismos de defensa pro-inflamatorios, lo que explicaría la persistencia y la 

inhibición de la apoptosis de las cepas virulentas de Map en el interior de los macrófagos 

infectados. Además, se ha demostrado que las respuestas inmunes inducidas en macrófagos 

bovinos frente a una infección con Map dependerían del genotipo bacteriano (Gollnick y col., 

2007). En concreto, en este estudio se utilizaron cepas de origen bovino, ovino y humano, 

demostrándose que las cepas bovinas y humanas se comportaban de manera similar y que 

serían más virulentas que las cepas ovinas atendiendo al perfil de expresión de ciertos 

marcadores inmunológicos del hospedador. Mientras las cepas bovinas y humanas indujeron 

una respuesta celular de tipo anti-inflamatorio, que les permitiría sobrevivir en el interior del 

macrófago infectado, las cepas de origen ovino provocaron una respuesta pro-inflamatoria en 

los macrófagos infectados, dirigida a eliminar a la bacteria del macrófago infectado. Motiwala 

y col. (2006) compararon las respuestas inmunes inducidas por la línea celular de monocitos 

humanos (THP-1) frente a la infección con 3 cepas de Map (bovina, humana y ovina). Las 

respuestas inducidas por la cepa humana y bovina fueron idénticas y estaban asociadas con 

inhibición de la expresión de genes implicados en procesos pro-inflamatorios o en la 

inducción de muerte celular programada o apoptosis y con sobre-expresión de genes 

necesarios para la correcta persistencia bacteriana en el hospedador. Sin embargo, en células 

infectadas con la cepa ovina se observó sobre-expresión de 21 genes relacionados con 

respuestas inflamatorias e invasoras y con la inducción de respuestas apoptóticas dirigidas a 

eliminar Map en los macrófagos infectados. Janagama y col. (2006) y Borrmann y col. (2011) 

analizaron la respuesta inmune inducida por diferentes tipos de cepas de Map en MDMs 
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bovinos y en la línea celular de monocitos humanos THP-1 respectivamente. Ambos estudios 

concluyen que las cepas Tipo S producen menor cantidad de la citoquina IL-10 y mayor 

cantidad de TNF que las cepas de Tipo C. También se ha investigado la expresión de 

proteínas de las cepas Tipo S y Tipo C bajo condiciones de estrés oxidativo, nitrosativo, 

hipoxia etc. que imitan el entorno de los macrófagos. Entre las cepas Tipo C y S se han 

observado diferencias  en la expresión de ciertas proteínas de 10 proteínas implicadas en 

respuesta al estrés oxidativo (Kawaji y col., 2010), de 9 implicadas en respuesta al estrés 

nitrosativo (Kawaji y col., 2010), de 27 en respuesta al flujo de temperatura (Gumber y col., 

2009b), 21 a la hipoxia (Gumber y col., 2009a) y 26 en respuesta a la inanición (Gumber y 

col., 2009a). Otro factor de estrés que encuentra Map al infectar los macrófagos es la baja 

disponibilidad inicial de hierro. Algunos estudios sugieren que las cepas Tipo S y Tipo C de 

Map responsen de distinta manera a  condiciones de baja disponibilidad de hierro siendo las 

cepas Tipo C las que son capaces de acumular más hierro que las cepas Tipo S, lo que 

proporciona una ventaja a la hora de sobrevivir en el interior de los macrófagos infectados 

(Janagama y col., 2010b). 



 

 
 

 

 
 



 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

III. OBJETIVOS  



 

 
 

 
 



III. OBJETIVOS 

101 
 

III.  OBJETIVOS 

 

 El objetivo principal de esta tesis ha sido el de comparar la virulencia de 11 aislados 

de Map de diversos genotipos y procedentes de distintas localizaciones geográficas y 

hospedadores en modelos de infección in vitro bovinos y ovinos en dos estadios diferenciados  

de la infeccion. Para ello se ha determinado: 

 

1- La entrada, crecimiento y supervivencia intracelular de aislados de Map de diversos 

genotipos, localizaciones geográficas y hospedadores en macrófagos bovinos y 

ovinos. 

 

2- La respuesta inmune de los macrófagos bovinos y ovinos frente a una infección con 

las cepas de Map seleccionadas. 

 

3- La capacidad de diversas cepas de Map para inducir la formación de microgranulomas 

empleando modelos in vitro de granulomas. 

 

 Empleando los conocimientos obtenidos durante la realización de esta tesis doctoral, 

se han desarrollado modelos de infección in vitro de macrófagos bovinos, ovinos y caprinos 

más específicos y se ha demostrado recientemente su utilidad como plataforma para la 

evaluación de la eficacia de candidatos vacunales. Estos modelos in vitro permiten reducir el 

número de animales sometidos a ensayos de infección in vivo y facilitan la identificación de 

marcadores inmunológicos de protección que pueden servir para refinar el diseño vacunal. 

 

La consecución de esta tesis doctoral ha permitido: 

 

1. Desarrollar modelos de infección in vitro para la evaluación de la virulencia de diversas 

cepas de Map en diversos estadios de la infección; así como, para la evaluación de la 

eficacia y mecanismo de acción de prototipos vacunales. 

 

2. Determinar que aislados/genotipos de Map representan un riesgo potencial para la salud 

de las especies bovina y ovina. 
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3. Determinar como el aislado/genotipo de Map influye en el tipo de respuesta inmune y en 

la patogénesis de la enfermedad en estadios iniciales y más avanzados de la enfermedad. 

 

4. Determinar si es necesario incluir el tipado de las cepas de Map en los programas de 

control y certificación de la paratuberculosis. 

 

5. Establecer si es necesario introducir medidas de control que eviten el contacto y la 

transmisión de Map entre diversas especies animales. 

 

6. Conocer los riesgos biológicos imputables a aislados/genotipos de Map procedentes 

hospedadores silvestres en relación con la producción ganadera. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

IV.1. Declaración ética 

 

 Los procedimientos experimentales fueron realizados por veterinarios clínicos 

en estricta conformidad con las recomendaciones de la Guía Ética Española 

para el cuidado de los animales utilizados para la experimentación y 

otros fines científicos (Real Decreto Legislativo 53/2013). 

 

IV.2. Animales y extracción de muestras de sangre periférica 

 

 Se recogió sangre periférica de la vena yugular de vacas de la raza Holstein mayores 

de 24 meses y de ovejas de la raza Latxa mayores de 48 meses en tubos Vacutainer 

heparinizados (Becton, Dickinson and Company, Sparks, Estados Unidos). Las extracciones 

de sangre se realizaron con un mínimo de 14 días entre ellas con el objetivo de asegurar la 

renovación de las células rojas y se recogió como máximo el 1 % del peso del animal en cada 

extracción sanguínea. 

 

 El procedimiento de recogida de sangre fue aprobado por el Comité Institucional para 

el Cuidado y uso de Animales (Institutional Animal Care and Use Committee; IACUC) de 

NEIKER-Tecnalia y por el Departamento de Agricultura de la Diputación Foral de Bizkaia, 

España (Permiso N⁰ 14.133). 

 

IV.3. Selección y crecimiento en medio líquido de diversos aislados de Map 

 

 Para este estudio se seleccionaron 11 aislados de Map procedentes de diversos 

hospedadores (bovino, ovino, caprino, ciervo, gamo, jabalí y bisonte), de diversas 

localizaciones geográficas (España, Estados Unidos, India y Portugal) y con distintos 

genotipos (C, S y B) como indica la Tabla XXXI. Como cepa control se utilizó la cepa K-10 

de Map obtenida de la ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, Estados 

Unidos). Los otros 10 aislados de Map se habían aislado previamente de muestras fecales o 

tejidos de los animales domésticos y silvestres indicados y se mantuvieron en glicerol a - 80 

°C como parte de la colección de aislados del laboratorio de Micobacteriología de NEIKER-
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Tecnalia. Los aislados de Map seleccionados se cultivaron en frascos de cultivo T25 a 37 °C 

durante un máximo de 3 meses en 10 ml de medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, 

Detroit, Estados Unidos) suplementado con 10 % (vol/vol) de OADC (Becton, Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, Estados Unidos), 0.05 % (peso/vol), de Tween-80 (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Estados Unidos) y 2 mg/L de micobactina J (Allied Monitor Inc, Fayette, Estados 

Unidos). El medio de cultivo se centrifugó a 3.000 rpm durante 20 min en una centrífuga 

Beckman Coulter Allegra X-12. Los pellets bacterianos correspondientes se resuspendieron 

en 2 ml de solución salina de Hanks (Hank's balanced salt solution; HBSS) (Lonza, Verviers, 

Bélgica) y la suspensión resultante se pasó 20 veces a través de una aguja de calibre 27 para 

disgregar los grumos formados por agrupación bacteriana durante el crecimiento. La turbidez 

de la suspensión bacteriana se ajustó a un estándar 1 de McFarland con un densitómetro 

Densimat (bioMérieux, Marcy l'Etoile, Francia). Sólo la fracción superior de la suspensión 

que contiene bacterias dispersas se utilizó para los ensayos de infección. 

 
Tabla XXXI.  Aislados de Map incluidos en el estudio. 

Código cepa Region/ País Especie de procedencia 
Perfil IS 1311 

PCR/REA 
Perfil PFGE 

K10 Estados Unidos Bovino C 1-1 
6 Cantabria/España Bovino C 52-1 

P38I Aragón/España Ovino C 2-1 
2349/06-1 Portugal Ovino S - 

334 India Ovino B 60-1 
711 Bizkaia/España Caprino C 2-1 
311 Menorca/España Caprino S 16- 47 
855 Toledo/España Ciervo C 68-1 

622/07 Asturias/España Gamo C - 
681 Toledo/España Jabalí C 2-1 
6.1 Estados Unidos Bisonte B 2-1 

 

IV.4. Genotipado de las cepas seleccionadas para el estudio 

 

 Los aislados seleccionados habían sido previamente genotipados utilizando dos 

técnicas moleculares: IS1311 PCR-REA y PFGE (Sevilla y col., 2005). Con el objetivo de 

confirmar el genotipo de las cepas de manera rápida, se diseñaron primers para la 

amplificación por PCR de 4 fragmentos de DNA correspondientes a 4 ORFs (MAP1487, 

MAP1485, MAP1738, MAP2325) que están presentes en el genoma de las cepas de Map de 

Tipo C y ausentes en las cepas Tipo S (Marsh y col., 2005; Marsh y col., 2006). En las 

reacciones de PCR se utilizó como molde DNA genómico extraído de las 11 cepas de Map. 

Para la extracción del DNA genómico, una suspensión de cada cepa de Map se ajustó a un 

McFarland de 1 y se centrifugó durante 20 min a 2250 X g. Los pellets bacterianos se 
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resuspendieron en 180 µl de lisozima (20 mg/ml) (Sigma-Aldrich) en 20 mM de tampón Tris-

HCl (pH 8,0) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C. Al día siguiente, se añadieron a 

cada vial 20 µl de proteinasa K (2 mg/ml) y los lisados resultantes se incubaron 3 horas a 56 

°C y posteriormente 15 min a 96 °C para inactivar a la proteína K. Después de la adición de 

200 µl de etanol, los lisados se dispensaron en minicolumnas DNeasy (QIAamp DNA Blood 

Mini Kit; Qiagen Inc, Valencia, Estados Unidos) y se centrifugaron durante 1 min a 6000 X g. 

A continuación, el DNA unido a las columnas QIAamp, se lavó y eluyó de las columnas en 

100 µl de tampón Tris-EDTA estéril (TE) (pH 8,0) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

La concentración de DNA se determinó empleando un espectrofotómetro NanoDrop 1000 

(Thermo Scientific, Wilmington, Estados Unidos). 

 

 Las reacciones de PCR con los cebadores específicos (0,2 µM de cada primer) para la 

amplificación de los fragmentos de DNA de MAP1485, MAP1487, MAP1738, MAP2325 y 

MAP16S rRNA se realizaron empleando 250 ng de DNA genómico como molde y el kit de 

GC-Rich PCR (Roche, Mannheim, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Los productos de PCR amplificados se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1 

% (peso/vol) teñidos con GelRed (Biotium Inc, Hayward, Estados Unidos). 

 

 En la Tabla XXXII se muestran las secuencias de los primers utilizados para la 

detección de estos 4 fragmentos del genoma de Map, las temperaturas de alineamiento 

empleadas y la concentración del buffer GC-Rich en cada una de las reacciones de PCR. 

 

Tabla XXXII. Primers específicos utilizados para la detección de MAP1485, MAP1487c, MAP1738, MAP2325 
y MAP16S por PCR. 

a Primers diseñados de acuerdo a Marsh y col. (2006) 

 

 

Fase de 
lectura 
abierta 

Función 
Código 
Primer 

Secuencia 5’-3’ 
Tº 

Alineamiento 
(ºC) 

Concentración 
Buffer 

GC-rich (M) 
MAP1485c 

 
Acil-Coa sintasa 1/F 

2/R 
TCACGAGCAGGTTCTCGACTT 
CGTCAAGCACCGGATGATG 

62.3 0.5 
 

MAP1487c 
 

Piruvato 
deshidrogenasa 

3/F 
4/R 

ACCAAGAGATGACGATGCGa 

AATCGTCTCGATGAACAGGCa 
55.7 2 

MAP1738 
 

Proteína de 
membrana 

5/F 
6/R 

ACCACGATGCTGACCATGTAa 

ATCAGGCACAGCGAAGAGATa 
55.7 0.5 

MAP2325 
 

Proteína 
intracelular 

7/F 
8/R 

GTTTGACCATCCGGCACTCa 

CCGCGTAGGCGACAATAACa 
55.7 0.5 

MAP16S 
 

16S RNA 
ribosomal 

9/F 
10/R 

CGAACGGGTGAGTAACACG 
TGCACACAGGCCACAAGGGA 

62.3 0.5 
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IV.5. Modelos celulares in vitro 

 

 Para el estudio de la interacción

hospedador en los primeros estadios 

 

• La línea celular de macrófagos bovinos

•  MDMs bovinos y ovinos

 

 En la Figura 19 se muestra una fotografía al microscopio

fases de los modelos de infección 

 

Figura 19. Modelos de infección: (A) MDMs

 
 La línea celular BoMac

of Agriculture; USDA) (Stabel and Stabel, 1995). Las células BoMac se cultivaron en

frasco de 175 cm2 (Corning, Nueva York, Estados Unidos)

Memorial Institute) suplementado con 20 mM de L

inactivado, 100 U/ml de penicilina y 100 

de infección, las células BoMac se 

densidad de 1 x 106 células/ml en

37 °C en una estufa de CO2 al 5 

 

 Para la obtención de PBMCs bovinos y ovinos

un gradiente de Ficoll, con la idea de separar los diferentes tipos celulares por densidad. 

Veinticinco mililitros de sangre diluida 1:2 en HBSS fueron añadidos sobre 10 ml de Ficoll

Paque (1,084 g/cm3) (GE Healthcare Bio

50 ml. Las células se centrifugaron a 900 X g durante 30 min para separar los eritrocitos y las 

células polimorfonucleares de las PBMCs. Tras la centrifugación, la primera fase del 

gradiente que contiene el plasma sanguíneo se aspiró. Las PBMCs se recogieron con pipeta 

A 
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in vitro para el estudio de las fases iniciales de la infeccion

interacción de las distintas cepas de Map con los macrófagos del 

hospedador en los primeros estadios de la infección se utilizaron: 

línea celular de macrófagos bovinos (BoMac). 

bovinos y ovinos. 

se muestra una fotografía al microscopio invertido de 

modelos de infección in vitro utilizados. 

: (A) MDMs bovinos, (B) MDMs ovinos y (C) BoMac. 

La línea celular BoMac la proporcionó la Dra. J.R. Stabel (United States Department 

Stabel and Stabel, 1995). Las células BoMac se cultivaron en

(Corning, Nueva York, Estados Unidos) con RPMI-1640 (Roswell Park 

suplementado con 20 mM de L-glutamina, 10 % de suero fetal bovino 

e penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina (Lonza

células BoMac se tripsinizaron del frasco de cultivo y se 

/ml en placas de cultivo de 24 pocillos (Corning)

al 5 %. 

PBMCs bovinos y ovinos, linfocitos y monocitos, se llevó a cabo 

un gradiente de Ficoll, con la idea de separar los diferentes tipos celulares por densidad. 

e sangre diluida 1:2 en HBSS fueron añadidos sobre 10 ml de Ficoll

) (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia) en tubos de centrífuga de 

50 ml. Las células se centrifugaron a 900 X g durante 30 min para separar los eritrocitos y las 

élulas polimorfonucleares de las PBMCs. Tras la centrifugación, la primera fase del 

gradiente que contiene el plasma sanguíneo se aspiró. Las PBMCs se recogieron con pipeta 

B C 

de la infeccion 

con los macrófagos del 

invertido de contraste de 

 

United States Department 

Stabel and Stabel, 1995). Las células BoMac se cultivaron en un 

1640 (Roswell Park 

glutamina, 10 % de suero fetal bovino 

(Lonza). Para los ensayos 

tripsinizaron del frasco de cultivo y se sembraron a una 

(Corning) y se incubaron a 

, linfocitos y monocitos, se llevó a cabo 

un gradiente de Ficoll, con la idea de separar los diferentes tipos celulares por densidad. 

e sangre diluida 1:2 en HBSS fueron añadidos sobre 10 ml de Ficoll-

Sciences, Uppsala, Suecia) en tubos de centrífuga de 

50 ml. Las células se centrifugaron a 900 X g durante 30 min para separar los eritrocitos y las 

élulas polimorfonucleares de las PBMCs. Tras la centrifugación, la primera fase del 

gradiente que contiene el plasma sanguíneo se aspiró. Las PBMCs se recogieron con pipeta 



pasteur de la interfase creada tras la centrifugación, se transfirieron a tubos de 

lavaron 3 veces en HBSS mediante centrifugación a 400 X g 10 minutos a 20 ºC para eliminar 

las plaquetas. El pellet final conteniendo los PBMCs bovinos se resuspendieron en RPMI

1640 suplementado con 20 mM de L

U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina

medio especifico de macrófagos (Macrophage SFM; Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) 

suplementado con 20 mM de L

penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina

sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 1 x 10

incubaron durante 2 horas a 37 °C en una estufa a 5 % de 

incubación, las células que no se adhirieron a la base de los pocillos  (los linfocitos) se 

retiraron y las células adheridas a la placa de cultivo (los monocitos) se incubaron a 37 °C 

durante 7 días en medio de cultivo para logr

7 días de cultivo, la mayoría de las células adherentes tenían un aspecto estrellado con 

superficie irregular, gran núcleo celular y vesículas/vacuolas en el citoplasma

morfología de los macrófagos.

 

Figura 20. Esquema de la obtención de PBMCs mediante un gradiente con Ficoll. 

Ficoll-Paque. d) Membrana. e) Granulocitos. 
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pasteur de la interfase creada tras la centrifugación, se transfirieron a tubos de 

lavaron 3 veces en HBSS mediante centrifugación a 400 X g 10 minutos a 20 ºC para eliminar 

las plaquetas. El pellet final conteniendo los PBMCs bovinos se resuspendieron en RPMI

1640 suplementado con 20 mM de L-glutamina, 10 % de suero fetal bovino inactivado, 100 

g/ml de estreptomicina. Los PBMCs ovinos se resuspendieron en 

medio especifico de macrófagos (Macrophage SFM; Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) 

suplementado con 20 mM de L-glutamina, 10 % de suero de cordero inactivado, 100 U/ml de 

g/ml de estreptomicina. Tanto los PBMCs bovinos como los ovinos se 

sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 1 x 10

incubaron durante 2 horas a 37 °C en una estufa a 5 % de CO2. Pasado este tiempo de 

incubación, las células que no se adhirieron a la base de los pocillos  (los linfocitos) se 

retiraron y las células adheridas a la placa de cultivo (los monocitos) se incubaron a 37 °C 

durante 7 días en medio de cultivo para lograr su diferenciación a macrófagos. Al cabo de los 

7 días de cultivo, la mayoría de las células adherentes tenían un aspecto estrellado con 

superficie irregular, gran núcleo celular y vesículas/vacuolas en el citoplasma

de los macrófagos. 

Esquema de la obtención de PBMCs mediante un gradiente con Ficoll. a) Plaquetas. 

Granulocitos. f) Eritrocitos. 

ALES Y MÉTODOS 

pasteur de la interfase creada tras la centrifugación, se transfirieron a tubos de 50 ml y se 

lavaron 3 veces en HBSS mediante centrifugación a 400 X g 10 minutos a 20 ºC para eliminar 

las plaquetas. El pellet final conteniendo los PBMCs bovinos se resuspendieron en RPMI-

ino inactivado, 100 

Los PBMCs ovinos se resuspendieron en 

medio especifico de macrófagos (Macrophage SFM; Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) 

o inactivado, 100 U/ml de 

Tanto los PBMCs bovinos como los ovinos se 

sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 1 x 106 células/ml y se 

. Pasado este tiempo de 

incubación, las células que no se adhirieron a la base de los pocillos  (los linfocitos) se 

retiraron y las células adheridas a la placa de cultivo (los monocitos) se incubaron a 37 °C 

ar su diferenciación a macrófagos. Al cabo de los 

7 días de cultivo, la mayoría de las células adherentes tenían un aspecto estrellado con 

superficie irregular, gran núcleo celular y vesículas/vacuolas en el citoplasma, típica 

 
Plaquetas. b) PBMCs. c) 
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IV.6. Infección de la línea celular BOMAC y MDMs bovinos y ovinos con Map 

 

 Los macrofagos bovinos y ovinos se infectaron por triplicado con 100 µl de cada una 

de las cepas de Map a una concentración de McFarland 1 (3 x 108 UFC/ml), empleando una 

multiplicidad de infección (Multiplicity of infection; MOI) de 10:1 (bacteria:célula). Tras la 

infección, los correspondientes lisados celulares se recogieron a las 2 horas (para medir la 

entrada) y a los 7 días p.i. (para medir la supervivencia y multiplicación bacteriana). A las 2 h 

p.i., se recogió el sobrenadante de las células y las células se lavaron dos veces con HBSS 

para eliminar la bacteria extracelular. Los macrófagos infectados se lisaron a las 2 h p.i. (día 

0) o se añadió medio de cultivo fresco para cultivarlos 7 días más (día 7). Para la lisis de los 

macrófagos infectados a día 0 y día 7 se utilizaron 500 µl de Triton X-100 (0.1 %) en agua 

estéril durante 10 min. 

 

IV.7. Cuantificación de Map en el interior de los macrófagos infectados empleando el 

Sistema BACTEC MGIT 960 

 

 Como métodos para realizar la cuantificación de Map en el interior de macrófagos 

infectados, se probaron: PCR cuantitativa (ParaTbKuanti, Vacunek, Bizkaia, España), el 

plaqueo en medio sólido y el sistema de cultivo en medio líquido BACTEC MGIT 960 

(Becton, Dickinson and Company) (Tabla XXXIII).  

 

Tabla XXXIII.  Crecimiento en medio líquido (7H9) y sólidos (HEYM, LJ, y 7H11) de los aislados de Map 
seleccionados. 

Nº Muestra 
Código cepa 

Hospedador 
Perfil  

IS 1311 
PCR/REA 

7H9 HEYM LJ 7H11 

14-35 Bovino C + + + + 

2-P381 Ovino C + + + + 

3-ovicap41 Ovino S + - - + 

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 jabalí C + + + + 

12-6.1. Bisonte B + - + - 
13-K10 Bovino C + + + + 

+ Positivo  -  Negativo   nd: no determinado 



 

 Aunque la técnica de PCR cuantitativa se puso a punto para el recuento de 

células infectadas, este método no permite diferenciar bacteria viva de muerta por lo que se 

descartó. Como puede observarse en la Tabla XXXIII, no todas las cepas incluidas en el 

estudio fueron capaces de formar colonias fácilmente cuantificables en t

sólidos ensayados (HEY, LJ o 7H11) por lo que el método de cuantificación de 

conteo de colonias en medio sólido fue 

 

Sin embargo, todas las cepas incluidas en el estudio crecieron eficientemente en tubos 

indicadores de crecimiento micobacteriano (m

contienen medio líquido Middlebrook

líquido BACTEC MGIT 960 

carga bacteriana viable en el interior de los macrófagos infectados y además fue el método 

que aportó resultados más repetitivos y rápidos de los tres ensayados. Por todo ello, este 

sistema fue el método elegido para poder evaluar la capacidad de cada cepa pa

sobrevivir en el interior de los macrófagos del hospedador.

determina el tiempo de detección

detectar el crecimiento bacteriano. Este tiempo es proporcional al tamaño del inoculo inicial. 

Los tubos MGIT  presentan un sensor con un componente fluorescente (tris

1,10-phenanthroline ruthenium

presencia de oxígeno. Inicialmente, el oxí

Con el tiempo, los microorganismos consumen el oxí

fluorescencia. La fluorescencia emitida en cada tubo es monitorizada automáticamente cada 

hora por el instrumento BACTEC MGIT 960. 

MGIT 960. 

 

Figura 21. Sistema de cultivo micobacteriano 
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Aunque la técnica de PCR cuantitativa se puso a punto para el recuento de 

células infectadas, este método no permite diferenciar bacteria viva de muerta por lo que se 

descartó. Como puede observarse en la Tabla XXXIII, no todas las cepas incluidas en el 

estudio fueron capaces de formar colonias fácilmente cuantificables en t

sólidos ensayados (HEY, LJ o 7H11) por lo que el método de cuantificación de 

conteo de colonias en medio sólido fue también descartado. 

Sin embargo, todas las cepas incluidas en el estudio crecieron eficientemente en tubos 

icadores de crecimiento micobacteriano (mycobacterial growth indicator tube; 

contienen medio líquido Middlebrook 7H9 modificado. El sistema de cultivo en medio 

líquido BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company) es capaz de cuantificar la 

ga bacteriana viable en el interior de los macrófagos infectados y además fue el método 

que aportó resultados más repetitivos y rápidos de los tres ensayados. Por todo ello, este 

sistema fue el método elegido para poder evaluar la capacidad de cada cepa pa

sobrevivir en el interior de los macrófagos del hospedador. El sistema BACTEC MGIT

determina el tiempo de detección (Time to detection, TTD) en días/horas que se tarda en 

detectar el crecimiento bacteriano. Este tiempo es proporcional al tamaño del inoculo inicial. 

presentan un sensor con un componente fluorescente (tris

throline ruthenium chloride pentahydrate) en la base que e

presencia de oxígeno. Inicialmente, el oxígeno del tubo bloquea la emisión de fluorescencia. 

microorganismos consumen el oxígeno lo que resulta en emisión de 

scencia emitida en cada tubo es monitorizada automáticamente cada 

hora por el instrumento BACTEC MGIT 960. En la Figura 21 se muestra el sistema B

 

micobacteriano BACTEC MGIT 960. 

ALES Y MÉTODOS 

Aunque la técnica de PCR cuantitativa se puso a punto para el recuento de Map en 

células infectadas, este método no permite diferenciar bacteria viva de muerta por lo que se 

descartó. Como puede observarse en la Tabla XXXIII, no todas las cepas incluidas en el 

estudio fueron capaces de formar colonias fácilmente cuantificables en todos los medios 

sólidos ensayados (HEY, LJ o 7H11) por lo que el método de cuantificación de Map mediante 

Sin embargo, todas las cepas incluidas en el estudio crecieron eficientemente en tubos 

bacterial growth indicator tube; MGIT) que 

El sistema de cultivo en medio 

es capaz de cuantificar la 

ga bacteriana viable en el interior de los macrófagos infectados y además fue el método 

que aportó resultados más repetitivos y rápidos de los tres ensayados. Por todo ello, este 

sistema fue el método elegido para poder evaluar la capacidad de cada cepa para entrar y 

El sistema BACTEC MGIT 960 

etection, TTD) en días/horas que se tarda en 

detectar el crecimiento bacteriano. Este tiempo es proporcional al tamaño del inoculo inicial. 

presentan un sensor con un componente fluorescente (tris-4,7-diphenyl-

pentahydrate) en la base que es sensible a la 

geno del tubo bloquea la emisión de fluorescencia. 

geno lo que resulta en emisión de 

scencia emitida en cada tubo es monitorizada automáticamente cada 

e muestra el sistema BACTEC 
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 Este sistema se utiliza habitualmente para la detección de Map pero no para su 

cuantificación, por lo que se tuvo que poner a punto para utilizarlo como método de 

cuantificación (Abendaño y col., 2012). Para ello, se prepararon suspensiones de cada uno de 

los aislados de Map seleccionados en HBSS a una concentración de McFarland=1 (3 x 108 

UFC/ml). A partir de estas suspensiones se prepararon 7 diluciones decimales sucesivas. De 

cada dilución se tomaron 100 µl que se inocularon por duplicado en los tubos MGIT. Cada 

tubo MGIT contiene 7 ml de medio Middlebrook 7H9 modificado con caseína peptona. Cada 

tubo se suplementa con 800 µl de un suplemento compuesto por OADC (BBL MGIT OADC 

growth supplement, Becton, Dickinson and Company). Además los tubos se suplementaron 

con 2 µg/ml de micobactina y con una mezcla de antibióticos compuesta por polimixina B, 

anfotericina B, ácido nalidíxico, trimetroprina, y azlocilina (BBL MGIT PANTA antibiotic 

mix, Becton Dickinson and Company). Los tubos se incubaron a 37 °C en el sistema 

BACTEC MGIT 960 durante 42 días. Los tubos son positivos cuando la carga bacteriana 

alcanza concentraciones en un rango de 105-106 UFC/ml. Cuando los tubos son positivos, el 

aparato proporciona el tiempo que cada tubo tarda hasta alcanzar la positivad, el TTD. Para 

generar curvas patrón especificas para cada aislado incluido en el ensayo, el TTD de cada 

tubo (en días) se relacionó con el log10 de las UFC estimadas que estaban presentes en cada 

dilución mediante análisis de regresión no lineal (GraphPad Prism 6, GraphPad Software, San 

Diego, Estados Unidos). De esta manera se generaron ecuaciones que permitían estimar el log 

UFCs presentes en un inóculo determinado de cada una de los aislados de Map incluidos en el 

estudio con un 95 % de intervalo de confianza. 

 

 El log de UFCs presentes en cada dilución se cuantifico también mediante PCR a 

tiempo real empleando un kit específicamente diseñado para la detección de la secuencia de 

inserción F57 que se encuentra en copia única en el genoma de Map (ParaTbKuanti, 

Vacunek). Para ello, se extrajo DNA a partir de 100 µl de cada una de las siete diluciones 

decimales de cada aislado de Map empleando el procedimiento descrito en el apartado IV.4. 

El DNA extraído de cada dilución decimal se amplificó por PCR empleando el kit 

ParaTbKuanti. Este kit utiliza una sonda específica para la secuencia de inserción F57 de Map 

marcada con el fluoróforo 5-carboxifluoresceina (FAM) en el extremo 5´. El kit también 

utiliza una sonda interna marcada con 6-carboxy-4´,5´-dichloro-2´,7´-dimethoxyfluorescein, 

succinimidyl ester (JOE) para controlar que no exista inhibición de la amplificación. Las 

reacciones de qPCR se llevaron a cabo en el sistema ABI Prism 7500 (Applied Biosystem, 

Carlsbad, Estados Unidos) con las siguientes condiciones de amplificación: 1 ciclo de 
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desnaturalización a 95 ºC durante 10 min, 45 ciclos de desnaturalización a 95 ºC durante 15 s, 

y un ciclo de alineamiento/extensión de 60 ºC durante 60 s. Para la cuantificación del DNA se 

generó una curva estándar empleando concentraciones de DNA conocidas de un plásmido que 

contenía la secuencia de inserción F57 siguiendo las instrucciones del proveedor. Esta curva 

estándar se empleo para extrapolar los valores de Ct de las muestras problema y obtener la 

concentración de DNA correspondiente en muestras desconocidas, en nuestro caso en cada 

una de las diluciones decimales de las 11 cepas de Map. La curva estándar y las 

concentraciones de DNA en las muestras problema se analizaron empleando el software ABI 

Prism v 1.4. Por último, el número de copias de DNA de Map en cada una de las diluciones 

seriadas de los aislados de Map incluidos en el estudio se correlacionó con el log de las UFCs 

cuantificadas con el sistema BACTEC MGIT 960 mediante un análisis de correlación lineal 

(Microsoft Office Excel) y mediante un test t de Student (GraphPad Prism 5, GraphPad 

Software). 

 

 Además de generar ecuaciones para la cuantificación de cada aislado en el sistema 

BACTEC MGIT 960, caracterizamos también el crecimiento de cada aislado en los tubos 

MGIT. Para ello, las medias de los valores de TTD obtenidos para todos los aislados del 

estudio se compararon empleando un análisis de varianza (ANOVA) unidireccional con la 

corrección posterior de Duncan (SAS Institute Inc, Estados Unidos). Para definir los grupos, 

los valores de TTD de cada una de los aislados se compararon con los de la cepa de referencia 

K-10. Las diferencias en relación al crecimiento se consideraron significativas cuando los 

valores de P < 0.05. Al comparar las medias de los valores de TTD, pudimos agrupar a los 

aislados de Map incluidas en el estudio en dos grupos distintos de acuerdo a su crecimiento en 

el sistema BACTEC MGIT 960. 

 

 Una vez que se puso a punto el sistema BACTEC MGIT 960 para la cuantificación de 

Map, este método se utilizó para comparar la capacidad de los 11 aislados de Map incluidos 

en el estudio para entrar, multiplicarse y persistir en el interior de las células BoMac y en 

MDMs bovinos y ovinos (Abendaño y col., 2013a, Abendaño y col., 2014). El inóculo y los 

lisados celulares recogidos a las 2 h (día 0) y 7 p.i. se inocularon en tubos MGIT y se 

incubaron a 37 °C en el sistema BACTEC MGIT 960. Los tiempos de detección para cada 

muestra se transformaron en UFCs siguiendo la fórmula previamente obtenida para cada 

aislado. El porcentaje de entrada de cada aislado se calculó como el porcentaje de bacteria 

inoculada que se recuperó de cada lisado celular recogido a día 0. El crecimiento intracelular 
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de cada aislado se expresó como el incremento de log UFCs entre el día 0 y 7 p.i. calculado 

como la diferencia en el log UFCs estimado en ambos tiempos p.i. El ratio de crecimiento de 

cada aislado se calculó dividiendo el log UFCs a día 0 entre el log UFCs a día 7. Un ratio de 

crecimiento mayor que 1 indicaba que el aislado se multiplico dentro del macrófago infectado 

entre los días 0 y 7 mientras que un ratio menor que 1 indicaba destrucción bacteriana dentro 

del macrófago infectado. 

 

 Para comparar los porcentajes de entrada de cada cepa en los macrófagos se utilizó un 

test de Fisher (GraphPad Software). El valor medio estimado de UFCs en los inóculos 

iniciales y los días 0 y 7 después de la infección se utilizaron para generar un modelo general 

lineal (GLM) (SAS version 9, SAS Institute Inc). En el análisis el modelo celular (BoMac, 

MDM bovino, MDM ovino), tiempo p.i. (inóculo, días 0 y 7 p.i.), el genotipo de la cepa (C, S 

y B) y la especie animal del que se aislaron las cepas (bovino, ovino, caprino, ciervo, jabalí, 

gamo) fueron las variables independientes. Las diferencias se consideraron significativas 

cuando el valor de P < 0.05 

 

IV.8. Extracción de RNA, síntesis de c-DNA y amplificación mediante qRT-PCR de 

citoquinas y proteínas implicadas en apoptosis y destrucción tisular 

 

 Para evaluar la respuesta inmune inducida en macrófagos infectados con cada uno de 

los aislados de Map se puso a punto un ensayo cuantitativo de qRT-PCR que permitía analizar 

la expresión de varias citoquinas y proteínas implicadas en apoptosis y destrucción tisular. 

 

 Para la selección de los genes incluidos en el análisis se realizó una revisión 

bibliográfica de análisis transcriptómicos anteriores realizados en macrófagos infectados con 

Map. De esta manera se seleccionaron un panel de genes (IL1-α, IL-2, IL-6, MMP3-1, TIMP-

1, IL-10, TGFβ-1, TNF-α, BCL2-1, IFN-γ) cuya expresión se había demostrado que estaba 

alterada tras una infección con cepas de Map de origen bovino (Abendaño y col., 2013b). Los 

primers se diseñaron empleando el software Primer Express 3.0 de acuerdo a las secuencias 

publicadas en el GenBank para cada uno de los genes seleccionados. Los primers diseñados 

presentaban el mismo contenido en GC y la misma Tm. Empleando cDNA de células sin 

infectar como molde, se estimó mediante qPCR a tiempo real la concentración óptima (50, 

100 o 200 nM) de cada par de primers que propiciaba una menor Ct y mínimo ∆Rn. También 

se realizaron reacciones de qPCR en las que no se añadió molde y que permitieron verificar 



que los primers seleccionados no formaba

especificidad de la amplificación. Todos los 

amplificación (≥ 90 %) y fueron capaces de amplificar por PCR a la misma temperatura de 

alineamiento (60 ºC) amplicones con un tamaño de entre 100

control se utilizaron los genes 

deshidrogenasa (GAPDH) que permitieron normalizar

XXXIV y XXXV se muestran los primers

 

Tabla XXXIV.  Genes bovinos seleccionados, primers correspondientes utilizados en las reacciones de qRT
PCR y concentración óptima para cada gen.
Código  
Secuencia 
GenBank 

Nombre 

AAA30583 Interleukina 1-alpha 

ABX72069 Interleukina 6 

XP_586521 Matriz  metallopeptidasa 3

NP_776896 
Metallopeptidasa  
 inhibidor 1 

ABX72072 Interleukina 10 

XP_592497 
Factor transformador de
crecimiento, beta 1 

NP_776391 
Factor de necrosis tumoral,
 miembro 2 

NP_776511 Interferon gamma 

NP01070954  Proteína mitocondrial 

AAM98378 Beta-actina 

 

Figura 22. Curvas de amplificación y curvas de disociación de l
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primers seleccionados no formaban primer-dimers entre ellos 

especificidad de la amplificación. Todos los primers presentaron la misma eficiencia de 

y fueron capaces de amplificar por PCR a la misma temperatura de 

amplicones con un tamaño de entre 100-250 pb. Como genes endógenos 

los genes constitutivos B-actina o gliceraldehído 

(GAPDH) que permitieron normalizar los resultados obtenidos.

se muestran los primers seleccionados. 

Genes bovinos seleccionados, primers correspondientes utilizados en las reacciones de qRT
para cada gen. 

Abreviatura  Código cebador / secuencia (5´-3)

     IL1-α 
1F/ CAGTTGCCCATCCAAAGTTGTT
2R/TGCCATGTGCACCAATTTTT

     IL-6 
5F/GCTGCTCCTGGTGATGACTTC
6R/GGGTGGTGTCATTTTTGAAATCTT

metallopeptidasa 3    MMP3-1 
15F/TGATGTCGACGGCATTCAGT
16R/GGGCACCACAGGGTCATTAG

   TIMP-1 
17F/ATGCTGCTGGTTGTGAGGAAT
18R/TGTCGCTCTGCAGTTTGCA

     IL-10 
25F/CTTGTCGGAAATGATCCAGTTTT
26R/TCAGGCCCGTGGTTCTCA 

Factor transformador de 
   TGFβ-1 

27F/TGAGCCAGAGGCGGACTACT
28R/TGCCGTATTCCACCATTAGCA

Factor de necrosis tumoral, 
   TNFα-2 

29F/CGCATTGCAGTCTCCTACCA
30R/GGGCTCTTGATGGCAGACA

     IFN-γ 33F/GGTCATTCAAAGGAGCATGGA
34R/GCTGCCATTCAAGAACTTCTGA

    BCL2-1 
41F/CACCCCAGGGACAGCATA 
42R/CGTCCCGGAAGAGTTCATTC

   β-actina 
43F/ATGCTTCTAGGCGGACTGTTAG
44R/ACAAATAAAGCCATGCCAATCT

Curvas de amplificación y curvas de disociación de los genes bovinos seleccionados.

ALES Y MÉTODOS 

 y asegurar así la 

presentaron la misma eficiencia de 

y fueron capaces de amplificar por PCR a la misma temperatura de 

250 pb. Como genes endógenos 

gliceraldehído 3-fosfato 

los resultados obtenidos. En las Tabla 

Genes bovinos seleccionados, primers correspondientes utilizados en las reacciones de qRT-

3) Concentración 
(nM) 

CAGTTGCCCATCCAAAGTTGTT 
TGCCATGTGCACCAATTTTT 

      200 

GCTGCTCCTGGTGATGACTTC 
GGGTGGTGTCATTTTTGAAATCTT 

      100 

TGATGTCGACGGCATTCAGT 
GGGCACCACAGGGTCATTAG 

      200 

ATGCTGCTGGTTGTGAGGAAT 
TGTCGCTCTGCAGTTTGCA 

      200 

CTTGTCGGAAATGATCCAGTTTT 
 

      200 

TGAGCCAGAGGCGGACTACT 
TGCCGTATTCCACCATTAGCA 

      200 

CGCATTGCAGTCTCCTACCA 
GGGCTCTTGATGGCAGACA 

      100 

GGTCATTCAAAGGAGCATGGA 
GCTGCCATTCAAGAACTTCTGA 

      100 

 
CGTCCCGGAAGAGTTCATTC 

      100 

ATGCTTCTAGGCGGACTGTTAG 
ACAAATAAAGCCATGCCAATCT 

      200 

 
inos seleccionados. 
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Tabla XXXV.  Genes ovinos seleccionados, primers 
concentración óptima para cada gen.
Código  
Secuencia 
GenBank 

Nombre 

NM001009806.1 Interleukina 2 

NM001009319.2 
Metallopeptidasa
inhibidor 1 

NM001009327.1 Interleukina 10 

X55152.1 
Factor de necrosis 
tumoral, miembro 2

NM001009226.1 
Proteína 
mitocondrial 

NM_001009400.1 
Factor 
transformador de 
crecimiento, beta 1

AF030943.1 
Gliceraldehído 3
fosfato 
deshidrogenasa 

 

Figura 23. Curvas de amplificación y curvas de disociación de los genes ovinos seleccionados.
 

 Para el análisis transcriptómico

(Bovino-C y Ovino-S) que habían demostrado claras diferencias en cuanto a su capaci

para multiplicarse y sobrevivir en su interior. En el caso de los MDM

Tipo C aisladas de bovino y ovino fueron seleccionadas para el análisis de expresión génica. 

El mismo experimento se realizó por separado con dos cepas ovinas d

S) con el objetivo de evaluar si el genotipo de la bacteria podría influir significativamente en 

la respuesta inmune inducida en MDMs ovinos

misma manera a la descrita en el apartado 

infectadas. 
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Genes ovinos seleccionados, primers correspondientes utilizados en las reacciones de qRT
ón óptima para cada gen. 

Abreviat
ura 

Código cebador / secuencia (5´-3) 

IL-2 
169F/ACAACCCTTGTCTTGCATTGC
170R/CTTGAAGTAGGTGCACCGTTTG

Metallopeptidasa 
TIMP-1 

173F/TGCTCATCTATCCCCTGCAAA
174R/TGGTCCGTCCACAAGCAA 

IL-10 
191F/TTCTTTCAAATGAAGGACCAACTG
192R/CCCTTAAAGTCATCCAGCAGAGA

de necrosis 
tumoral, miembro 2 

TNFα- 2 
177F/CCATCAGCCGCATTGCA 
178R/TTGATGGCAGAGAGGATGTTGA

BCL2-1 
181F/GGGCACTGTGCGTGGAA 
182R/TGCGATCCGACTCACCAATA

transformador de 
crecimiento, beta 1 

TGFβ-1 
179F/AAGCGGAAGGGCATCGA 
180R/CGAGCCGAAGTTTGGACAAA

do 3-

 
GAPDH 

187F/TGCCGCCTGGAGAAACC  
188R/CGCCTGCTTCACCACCTT  

Curvas de amplificación y curvas de disociación de los genes ovinos seleccionados.

análisis transcriptómico, las células BoMac se infectaron con dos cepas de 

S) que habían demostrado claras diferencias en cuanto a su capaci

para multiplicarse y sobrevivir en su interior. En el caso de los MDMs ovinos, dos cepas de 

Tipo C aisladas de bovino y ovino fueron seleccionadas para el análisis de expresión génica. 

El mismo experimento se realizó por separado con dos cepas ovinas de distinto genotipo (C y 

S) con el objetivo de evaluar si el genotipo de la bacteria podría influir significativamente en 

la respuesta inmune inducida en MDMs ovinos infectados. Las infecciones se realizaron de la 

a la descrita en el apartado IV.6. Como control se utilizaron células no 

correspondientes utilizados en las reacciones de qRT-PCR y 

Concentración
(nM) 

169F/ACAACCCTTGTCTTGCATTGC 
CTTGAAGTAGGTGCACCGTTTG 

200 

TGCTCATCTATCCCCTGCAAA 
200 

TTCTTTCAAATGAAGGACCAACTG 
CCCTTAAAGTCATCCAGCAGAGA 

200 

TTGATGGCAGAGAGGATGTTGA 
200 

TGCGATCCGACTCACCAATA 
200 

CGAGCCGAAGTTTGGACAAA 
200 

200 

 
Curvas de amplificación y curvas de disociación de los genes ovinos seleccionados. 

se infectaron con dos cepas de Map 

S) que habían demostrado claras diferencias en cuanto a su capacidad 

ovinos, dos cepas de 

Tipo C aisladas de bovino y ovino fueron seleccionadas para el análisis de expresión génica. 

e distinto genotipo (C y 

S) con el objetivo de evaluar si el genotipo de la bacteria podría influir significativamente en 

Las infecciones se realizaron de la 

. Como control se utilizaron células no 
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 A las 4, 14 y 24 h p.i., las células BoMac infectadas se lavaron con 0.5 ml de HBSS y 

el RNA total se extrajo empleando Trizol de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Life 

Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). El RNA extraído se trató con Turbo DNAse I (Life 

Technologies) durante 20 min a 37 ºC para eliminar el DNA genómico y se transcribió a 

cDNA empleando el kit SuperScript VILO cDNA synthesis siguiendo las instrucciones del 

fabricante (Life Technologies). Las reacciones de PCR cuantitativo se llevaron a cabo 

empleando el SYBR® GreenER qPCR SuperMix Universal (Life Technologies) empleando 1 

µl de cDNA como molde y la concentración óptima previamente determinada para cada par 

de primers. Para el caso de los MDMs ovinos, la extracción de RNA, síntesis de cDNA y 

qRT-PCR se realizó empleando el kit Power SYBR® Green Cells-to-Ct siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Life Technologies). 

 

 Las amplificaciones de cDNA mediante qPCR se llevaron a cabo en todos los casos en 

el termociclador ABI Prism 7500 (Applied Biosystem) empleando las siguientes condiciones: 

1 ciclo de 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de desnaturalización a 95 °C durante 15 s, 

hibridación a 60 °C durante 60 s, y una curva de disociación para medir la especificidad de la 

amplificación. 

 

 Para determinar la expresión relativa (Relative quantification; RQ) de cada gen, se 

utilizó la siguiente fórmula: RQ=2-Δ(ΔCT), donde ΔCT es la resta entre el CT del gen diana y el 

CT del gen endógeno y Δ(ΔCT) es la resta entre el ΔCT de la muestra experimental y el ΔCT 

de la muestra control sin infectar. Los resultados se expresaron como cuantificaciones 

relativas de transcripción en comparación con los de las células no infectadas. 

 

 La producción de citoquinas a las 4, 14 y 24 h p.i. se comparó con el procedimiento 

GLM del SAS (SAS version 9, SAS Institute Inc). En el análisis, el origen de las cepas 

(bovino, ovino) y el tiempo p.i. (4, 14 y 24 h p.i.) fueron las variables independientes. Las 

diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P < 0.05. 
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IV.9. Generación de modelos tridimensionales de granuloma in vitro 

 

IV.9.1. Generación de microgranulomas bovinos y ovinos in vitro 

 

 Para la generación de microgranulomas in vitro, PBMCs bovinos y ovinos purificados 

por gradiente de Ficoll, tal y como se ha explicado en el apartado IV.5., se sembraron sobre 

una matriz extracelular de colágeno y fibronectina. Esta matriz se preparó mezclando: 0,8 ml 

de 3 mg/ml de colágeno Purecoll (Nutacon BV, Leimuden, Países Bajos), 0,1 ml de 10 X 

buffer fosfato salino de Dulbecco (DPBS) (Lonza) y 4 ml de 1 mg/ml de fibronectina humana 

(BD Biosciences). El pH de la matriz se ajusto a 7.2-7.6 usando 0.1 M de NaOH estéril 

(Sigma-Aldrich). El volumen final de la solución se ajustó a 1 ml con agua estéril. Para evitar 

la gelificación, la temperatura de la mezcla se mantuvo a 4 °C. A continuación, 5 x 105 de 

PBMCs, preparados tal y como se describe en el apartado IV.5., se sembraron en pocillos de 

placas de 96 pocillos encima de 50 µl de matriz extracelular. A continuación, las PBMCs se 

infectaron por separado con la cepa bovina de referencia K-10 o con la cepa ovina de Tipo S a 

tres MOIs (bacteria:células) (1:8, 1:16 y 1:33) y se incubaron durante 2 horas a 37 °C en una 

estufa a 5 % de CO2. Finalmente el volumen en cada pocillo se ajusto a 200 µl con RPMI-

1640 suplementado con 20 % de suero fetal y las muestras se incubaron a 37 °C en una estufa 

de 5 % CO2 durante 10 días. La agregación celular se observó a los 5 y 10 días p.i. en un 

microscopio invertido de contraste de fase (Olympus IX81) equipado con una cámara digital 

Nikon DS-Fi1. Las imágenes se editaron utilizando el Software Fiji/Imagen J (v 1.48). Los 

agregados generados in vitro se cuantificaron a los 5 y 10 días p.i.. En la Figura 24 se muestra 

una fotografía al microscopio invertido de contraste de fases de microgranulomas generados 

tras la infección de PBMCs ovinos con Map. 

 

 
Figura 24. Fotografía al microscopio invertido de contraste de fases de microgranulomas generados tras la 
infección de PBMCs ovinos con Map (20 X). 
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IV.9.2. Análisis histológico de los agregados celulares 

 

 Los agregados celulares se recogieron a los 10 días p.i. para realizar histología. Para 

ello, el medio se retiró cuidadosamente de cada pocillo y se reemplazó con 0.2 ml de 

formalina tamponada al 10 %. Las placas se incubaron toda la noche en estufa a 37 °C. Al día 

siguiente, la formalina se retiró y se añadió a cada pocillo 0.2 ml de hematoxilina diluida con 

PBS (1:1) a cada pocillo. Pasados 10 minutos de incubación a temperatura ambiente, se retiró 

la tinción y se añadió 0.2 ml de agarosa LE-2 (Lonza, España) al 2 % previamente calentada a 

42-45 °C. La placa se incubó 15 minutos a 4 °C para permitir que se solidificara la agarosa. 

Los bloques de agarosa que contenían los agregados celulares fueron retirados de cada pocillo 

y se almacenaron en placas de seis pocillos con etanol al 70 % antes de su procesamiento 

histológico. Para ello, se añadió una gota de eosina a los bloques de agarosa que contenían los 

agregados celulares. Cada bloque de agarosa se envolvió en papel, se colocó en un cassette y 

se procesó en un procesador de tejidos Shandon Citadel 2000 (Fisher Scientific Company, 

Pittsburgh, Estados Unidos) durante 17 h. Cada bloque de agarosa se incluyó en parafina, se 

cortó en secciones de 4 µm con el microtomo LEICA RM 2035 (Leica Mycrosystems, 

Barcelona, España) y por último, los cortes se tiñeron con hematoxilina-eosina (HE) y con 

ZN. Finalmente, los agregados celulares se observaron en un microscopio Olympus BX51 

equipado con una cámara digital Olympus U-CMAD3. 

 

 El número de granulomas generados in vitro se comparó mediante un test ANOVA 

con el posterior análisis de comparación múltiple de Tukey Kramer (GraphPad Software). Las 

diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P < 0.05. 

 

IV.10. Selección positiva de monocitos CD14 + de rumiantes 

 

IV.10.1. Selección positiva de monocitos CD14 + de rumiantes a partir de PBMCs  

 

 Para el enriquecimiento de monocitos CD14 + de bovino, ovino y caprino se 

emplearon nanopartículas magnéticas funcionalizadas con un anticuerpo monoclonal anti-

CD14 humano (mAb) en combinación con la tecnología MACS (Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Alemania). Para ello, las PBMCs se purificaron a partir de sangre heparinizada (50 

ml) de una cabra de raza Azpigorri, de una oveja de raza Latxa y de una vaca de raza Holstein 
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mediante un gradiente de densidad de Ficoll

Sciences) como se ha descrito anteriormente

monocitos CD14 +, una suspensión

con 40 µl de MicroBeads magnéticas unidas a un mAb anti

Miltenyi Biotec) durante 15 minutos

con 4 ml de tampón MACS (PBS 

minutos. El sobrenadante se aspiró

de tampón MACS. La suspensión celular resultante se 

colocadas en un imán magnético (

lavó 3 veces con el tampón MACS.

añadió 1ml de tampón MACS

eluyeron presionando firmemente

esquema de la separación inmunomagnética utilizando la tecnología MACS.

 

Figura 25. (A) Esquema de la separación inmunomagnética utilizando la tecnología

magnéticas, columnas MS, imán y separador MiniMACS.

 

IV.10.2. Selección positiva de 

 

 Para la purificación de monocitos CD14 + a partir de sangre entera se utilizaron las 

MicroBeads "Whole Blood CD14" y las columnas magnéticas "Whole

instrucciones del fabricante (Miltenyi

en tubos Vacutainer heparinizados

unidas a un mAb anti-CD14 humano 

A 

B 
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mediante un gradiente de densidad de Ficoll-Paque (1,084 g/cm3) (GE 

Sciences) como se ha descrito anteriormente (Apartado IV.5.). Para el enriquecimiento de

una suspensión de las PBMCs de cada especie animal 

magnéticas unidas a un mAb anti-CD14 humano 

minutos a 4 °C. Tras el marcaje magnético, las células 

(PBS 0.5 % de FCS) y se centrifugaron a 300

aspiró completamente y el pellet celular se resuspendió en

. La suspensión celular resultante se transfirió a columnas magnéticas MS 

magnético (Separador MiniMACS, Miltenyi Biotec). La columna se 

lavó 3 veces con el tampón MACS. Después se retiró la columna del campo magnético,

MACS a la columna y las células CD14 + magnéticamente

presionando firmemente un émbolo sobre la columna. En la Figura 25

esquema de la separación inmunomagnética utilizando la tecnología MACS.

eparación inmunomagnética utilizando la tecnología MACS.

separador MiniMACS. 

positiva de monocitos CD14+ de rumiantes a partir de sangre 

Para la purificación de monocitos CD14 + a partir de sangre entera se utilizaron las 

Blood CD14" y las columnas magnéticas "Whole Blood"  

Miltenyi Biotec). A 15 ml de sangre de una oveja

heparinizados se añadieron 750 µl de Whole Blood CD14 MicroBeads

CD14 humano (Clon TUK4, Miltenyi Biotec). La mez

) (GE HealthCare Bio-

enriquecimiento de los 

de cada especie animal (2 x 107) se incubó 

4 humano (ClonTUK4, 

, las células se lavaron 

300 X g durante 10 

se resuspendió en 500 µl 

a columnas magnéticas MS 

Biotec). La columna se 

campo magnético, se 

magnéticamente retenidas se 

En la Figura 25 se muestra un 

esquema de la separación inmunomagnética utilizando la tecnología MACS. 

 

 

MACS. (B) MicroBeads 

CD14+ de rumiantes a partir de sangre periférica 

Para la purificación de monocitos CD14 + a partir de sangre entera se utilizaron las 

Blood"  siguiendo las 

una oveja Latxa recogida 

Blood CD14 MicroBeads 

La mezcla de sangre y 
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MicroBeads se incubó durante 15 minutos a 4 °C. A continuación, las células marcadas con 

las MicroBeads se lavaron con 10 ml de tampón MACS y se centrifugaron a 445 X g durante 

10 minutos. El sobrenadante fue aspirado completamente y el pellet celular se resuspendió 

en15 ml de tampón MACS. La suspensión celular resultante se añadió a las columnas 

colocadas sobre un imán magnético (Miltenyi Biotec). Las columnas se lavaron 3 veces con 

tampón MACS para separar las células sin marcar de las marcadas que quedan retenidas en la 

columna. Después la columna se separo del campo magnético, se añadieron 5 ml de tampón 

MACS a la columna y las células CD14 + magnéticamente retenidas se eluyeron presionando 

firmemente un émbolo sobre la columna. 

 

IV.10.3. Análisis por citometría de flujo de la pureza de monocitos CD14 + purificados 

empleando la tecnología MACS 

 

 Para determinar el grado de pureza de los monocitos CD14 + en cada etapa de la 

purificación se analizaron por citometría de flujo las siguientes fracciones celulares: 1- la 

fracción de PBMCs recogida tras realizar el gradiente con el Ficoll (fracción Post-Ficoll), 2-. 

la fracción de PBMCs marcada con las MicroBeads (fracción original), 3- la fracción de 

PBMCs incubada con las CD14 + MicroBeads y purificada por las columnas (fracción 

positiva) y 4- la fracción celular que se obtuvo en los lavados de la columna (fracción 

negativa). Alícuotas de 50 µl cada una de las fracciones celulares (Post-Ficoll, Original, 

Negativa y Positiva) se incubaron con 10 µl de una dilución 1:11 de un mAb anti-CD14 

humano (Clon TUK4, Miltenyi Biotec) conjugado con ficoeritrina durante 5 min en oscuridad 

a 4 C. Las fracciones marcadas se lavaron con 2 ml de tampón MACS y se centrifugaron a 

300 X g. Los pellets resultantes se resuspendieron en 300 µl de tampón MACS y se 

analizaron por citometría de flujo. Para distinguir la especificad de la unión del mAb 

monoclonal anti-CD14 a las CD14 MicroBeads, una alícuota de la fracción celular original 

(50 µl) se tiñó a 4 ºC durante 10 min con 10 µl de una dilución 1:11 de un anticuerpo control 

de isotipo IgG2a de ratón conjugado a PE. Este anticuerpo (clone S43.10) es específico del 

hapteno 4-hydroxy-3-nitro-phenyl acertyl y no se expresa en ningún tipo celular. Las 

fracciones celulares obtenidas a partir de sangre caprina se analizaron en un citómetro 

MACSQuant FACSCAN con el Software MACSQuantify (Miltenyi Biotec). Para el análisis 

de las fracciones celulares de ovino y bovino se utilizó el citómetro Beckman Coulter y el 

Software Gallios 1.2. Se seleccionó un área observacional alrededor de los monocitos 

identificados por su tamaño eliminando a las células muertas del análisis. A continuación, se 
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calculó el porcentaje de células fluorescentes en la población celular seleccionada a la que se 

substrajo la autofluorescencia de las células que no se tiñeron con el anticuerpo monoclonal. 

 

IV.10.4. Funcionalidad de los monocitos CD14 + purificados con la tecnología MACS 

 

 La funcionalidad de los monocitos CD14 + purificados con la tecnología MACS se 

estimó midiendo su capacidad para fagocitar M. bovis o Map. Para ello, monocitos CD14 + 

bovinos y caprinos purificados con la tecnología MACS a partir de PBMCs de diversos 

donantes sanos se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 4 x 105 y 4 x 104 

células/ml, respectivamente. El medio de cultivo empleado fue RPMI-1640 suplementado con 

20 mM de L-glutamina, 10 % de suero fetal bovino inactivado, 100 U/ml de penicilina y 100 

µg/ml de estreptomicina. Después de 2 horas a 37 °C en estufa de CO2, las células no 

adherentes se eliminaron al lavar cada pocillo con HBSS. Las células adherentes se incubaron 

en RPMI-1640 suplementado a 37 °C para permitir su diferenciación a MDMs. Los MDMs 

bovinos y caprinos se infectaron por triplicado con un asilado de campo de M. bovis (Neiker 

1403, espoligotipo SB0339) o con un aislado de cabra de Map (Neiker 711; Genotipo C), 

respectivamente a una MOI de 10:1 (bacteria:célula), tal y como se describe en el apartado 

IV.6. La cuantificación de la carga bacteriana del inóculo y en el interior de los macrófagos al 

de 2 h p.i. se cuantificó utilizando el sistema BACTEC MGIT 960 tal y como se explica en al 

apartado IV.7. 

 

 La comparación de las UFCs presentes en los MDMs a las 2 h de la infección, se llevó 

a cabo generando un GLM con el paquete estadístico SAS versión 9 (SAS Institute Inc). En 

primer lugar, la especie micobacteriana (M. bovis y Map) y la especie animal donante (bovino 

y caprino) se consideraron como las variables principales. Una vez demostrado que ninguna 

de estas dos variables afectaba al número de UFCs presentes en las células infectadas a las 2 h 

p.i., se paso a comparar las UFCs presentes en los MDMs purificados de cada animal incluido 

en el análisis de manera individual. Las diferencias se consideraron significativas cuando el 

valor de P < 0.05. 

 

IV.11. Análisis estadístico 

 En la Tabla XXXVI se muestra un resumen de de los test estadísticos utilizados en 

esta tesis doctoral. 
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Tabla XXXVI. Resumen de los test estadísticos utilizados.    
Objetivo Muestras Test Software 
Generación de las curvas patrón para la cuantificación de los 
distintos aislados de Map en el sistema BACTC MGIT 960. 

- Cepas de Map Análisis de regresión no lineal 
GraphPad Prism 6 
GraphPad Software 

Correlación entre número de copias DNA estimado por qRT-
PCR y UFCs estimadas en el BACTEC-MGIT para cada 
aislado de Map. 

- Cepas de Map 
Análisis de correlación lineal 

Test t Student 
GraphPad Prism 5 
GraphPad Software 

Clasificación de los distintos aislados de Map de acuerdo a su 
crecimiento en el sistema BACTEC MGIT 960. 

- Cepas de Map ANOVA + Agrupamiento Duncan 
 

SAS versión 9 
 

UFCs en los inóculos y a las 2 h y 7 días p.i. 

- MDMs bovinos infectados 
con los distintos aislados de 
Map. 

- MDM ovinos infectados con 
distintos aislados de Map. 

- Células BoMac 

GLM 
SAS versión 9 

. 

Porcentajes de entrada de los aislado Map en macrófagos 

- Células BoMac infectadas con 
los distintos aislados de Map. 

- MDMs bovinos infectadas 
con los distintos aislados de 
Map. 

- MDMs ovinos infectadas con 
los distintos aislados de Map. 

Fisher GraphPad Software 

Producción de citoquinas 
- Células BoMac 
- MDMs Ovinos 

GLM 
 

SAS versión 9 
 

Número de granulomas generados 
- PBMCs bovinos 
- PBMCs ovinos 

ANOVA + Tukey Kramer GraphPad Software 

UFCs en los inóculos y a las 2 h tecnología MACS 

- MDMs bovinos purificados 
con la tecnología MACS e 
infectados con M. bovis y 
Map. 

- MDMs caprinos 

GLM 
SAS versión 9 
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V. RESUMEN 

 

 Map es el agente causal de la paratuberculosis en una gran variedad de rumiantes 

domésticos y silvestres. Una vez que Map entra en el hospedador, generalmente a través de la 

vía fecal-oral, atraviesa el epitelio intestinal para ser posteriormente fagocitado por los 

macrófagos subepiteliales. Generalmente, los macrófagos responden frente al ataque de 

cualquier microorganismo induciendo una respuesta inmune dirigida a su eliminación. Sin 

embargo, las cepas virulentas de Map han desarrollado ciertas estrategias que les permiten 

evadir la respuesta inmune del hospedador y sobrevivir intracelularmente. La interacción 

Map-macrófagos del hospedador que se produce en los estadios iniciales de la infección es un 

indicador de la virulencia de Map y determina el riesgo de progresión de la enfermedad. El 

objetivo general de esta tesis doctoral es el de comparar la interacción de aislados de Map 

procedentes de rumiantes domésticos y silvestres y con distintos genotipos con macrófagos 

bovinos y ovinos, al ser éstas las dos especies animales en las que la paratuberculosis causa 

mayores pérdidas económicas. Este análisis permitirá determinar la virulencia, patogenicidad 

y adaptación a un determinado hospedador de distintos aislados de Map y sentará las bases 

para tratar de mejorar las estrategias de manejo y control de la paratuberculosis en granjas 

donde el ganado doméstico comparte pastos con animales silvestres potencialmente 

infectados con Map. 

 

 Con objeto de determinar diferencias en la virulencia en los primeros estadios de la 

infección, se comparó la entrada, multiplicación y supervivencia de 11 aislados de Map de 

diversos genotipos (C, S y B) y procedentes de distintas localizaciones geográficas y 

hospedadores (bovino, ovino, caprino, jabalí, bisonte, ciervo y gamo) en modelos de infección 

in vitro bovinos y ovinos. Así mismo, se analizó la respuesta de los macrófagos a la infección 

con los aislados de Map seleccionados mediante el análisis de los perfiles de expresión de 

determinadas citoquinas y proteínas implicadas en apoptosis y destrucción tisular. Ambos 

parámetros, capacidad de supervivencia de los distintos aislados  de Map y  respuesta de los 

macrófagos a la infección, se correlacionaron con objeto de determinar la virulencia de cada 

aislado en los hospedadores bovino y ovino. Así mismo, y con el fin de comparar la virulencia 

de diversos aislados de Map en estadios más avanzados de la infección se determinó su  

capacidad para generar microgranulomas en condiciones in vitro. Por último y con objeto de 

adaptar los modelos de macrófagos desarrollados en este tesis doctoral a otros objetivos, 
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como por ejemplo para su utilización en la evaluación de actividad fagocítica inducida por 

prototipos vacunales, se desarrolló un método inmunomagnético de enriquecimiento de 

monocitos CD14 + de bovino, ovino y caprino utilizando nanopartículas magnéticas 

funcionalizadas con un anticuerpo monoclonal anti-CD14 humano en combinación con la 

tecnología MACS. 
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VI.  PUBLICACIONES 

 

 Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han dado lugar a cinco publicaciones 

científicas: 

 

 En la PUBLICACION I el sistema BACTEC MGIT 960 se adaptó para cuantificar la 

carga bacteriana en el interior de los macrófagos infectados a distintos tiempos p.i. y poder 

evaluar así la capacidad de aislados de Map de diversos hospedadores y de distintos 

genotipos, para entrar, sobrevivir y multiplicarse en el interior de macrófagos bovinos y 

ovinos. 

 

 En la PUBLICACIÓN II resumimos los estudios transcriptómicos realizados 

previamente en macrófagos bovinos y humanos infectados in vitro con Map. Esta revisión 

bibliográfica permitió determinar cuáles eran las citoquinas y proteínas implicadas en 

apoptosis y destrucción tisular que podrían utilizarse como marcadores de infección y los 

tiempos p.i. óptimos para su cuantificación transcriptómica. 

 

 En las PUBLICACIÓN III se analizó por un lado la entrada, la multiplicación y la 

supervivencia de los 11 aislados de Map en macrófagos bovinos. Por otro lado, se analizaron 

los perfiles de expresión de los marcadores de infección seleccionados en la Publicación II en 

macrófagos bovinos infectados con diversos aislados/genotipos de Map. Ambos parámetros, 

capacidad de supervivencia de los aislados de Map y  respuesta de los macrófagos a la 

infección, se correlacionaron para poder determinar así la capacidad de cada aislado de Map 

para iniciar una infección productiva en los macrófagos infectados. 

 

 En la PUBLICACIÓN IV resumimos las condiciones de cultivo utilizadas 

previamente para la generación de granulomas humanos in vitro tras una infección con M. 

tuberculosis, M. bovis y M. leprae. Esta revisión bibliográfica permitió establecer las 

condiciones de cultivo e infección que podrían resultar también en la formación de 

granulomas bovinos y ovinos tras una infección con Map en condiciones in vitro. 

 

 En la PUBLICACIÓN V se analizó por un lado, la entrada, multiplicación y 

supervivencia de diversos aislados de Map en macrófagos ovinos. Por otro lado, se analizaron 
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los perfiles de expresión de citoquinas y proteínas implicadas en apoptosis y destrucción 

tisular en macrófagos ovinos infectados con los aislados de Map seleccionados. Por último, se 

evaluó la capacidad de los distintos aislados de Map para inducir la formación de granulomas 

ovinos en condiciones in vitro. De esta manera se determinó que aislados/genotipos de Map 

serían capaz no solo de iniciar sino también de establecer una infección productiva en el 

hospedador ovino. 

 

 Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han dado lugar a un manuscrito 

científico que se encuentra en este momento en fase de revisión pero que también se ha 

incluido en el compendio de publicaciones: 

 

 En la PUBLICACIÓN VI de esta tesis doctoral, se describe un método de purificación 

selectiva de monocitos de rumiantes con un alto grado de pureza empleando la tecnología de 

selección celular magnética MACS. Los monocitos purificados con esta tecnología son 

completamente funcionales en términos de capacidad fagocítica y producción de citoquinas y 

proporcionan una excelente plataforma para la evaluación de la eficacia de prototipos 

vacunales. 

 

 Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han dado lugar a dos manuscritos que 

se encuentran en este momento en fase de preparación y que aunque no se incluyen en el 

compendio de publicaciones si se discuten en el apartado de discusión general de esta tesis 

doctoral: 

 

 PUBLICACION VII. “Mycobacterium avium susbp. paratuberculosis fatty acid 

composition might determine its interaction with bovine macrophages and influence the 

intracelular survival of the bacillus”. Alonso-Hearn M, Abendaño N, Rubirar A, Aznar R, 

Juste RA. En esta publicación se comparó la composición de ácidos grasos de dos aislados de 

Map de origen bovino (genotipo C) y ovino (genotipo S) que habían demostrado previamente 

distinta capacidad para sobrevivir en macrófagos bovinos y que habían inducido expresión 

diferencial de citoquinas y de proteínas implicadas en apoptosis y destrucción tisular 

(Publicación III). La composición de ácidos grasos de ambos aislados fue diferente en 

condiciones extracelulares observándose diferencias significativas en el contenido del ácido 

tuberculoestérico, oleico y palmítico entre ambos aislados. Estos tres ácidos grasos son 

componentes importantes de la envuelta de Map y son los encargados de unir el componente 
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manosilado del lipoarabinomanano (Man-LAM) a la envuelta de Map. Diferencias en la 

composición de estos ácidos grasos podrían afectar a la conformación del Man-LAM de la 

envuelta de cada aislado de Map y afectar a su reconocimiento por los receptores de manosa 

de los macrófagos; y podrían consecuentemente explicar las diferencias observadas en cuanto 

a la capacidad de ambas cepas para sobrevivir en el interior de macrófagos bovinos. 

 

 PUBLICACION VIII. “Enhanced early mycobacterial clearing by macrophages from 

sensitized cattle suggests that trained innate immunity may be critical for the control of 

tuberculosis progression”. Juste RA, Alonso-Hearn M, Garrido JM, Abendaño N, Sevilla IA, 

Gortazar C, de la Fuente J, Dominguez L. En esta publicación, macrófagos purificados de 

sangre periférica de terneras sin vacunar y vacunadas por vía parenteral con una vacuna 

inactivada frente a M. bovis se purificaron con la tecnología MACS e infectaron ex vivo con 

Map. Los resultados demostraron diferencias significativas en cuanto a la capacidad de los 

macrófagos procedentes de animales vacunados y sin vacunar para fagocitar Map y 

demostraron la utilidad de los modelos de MDMs desarrollados en esta tesis doctoral para 

evaluar la eficacia vacunal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

PUBLICACIÓN I  

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. 

 
Abendaño N, Sevilla I, Prieto JM, Garrido JM, Juste RA, Alonso-Hearn M. 

 
Journal of Clinical Microbiology, 50(8):2609-2617. 

 



 

 
 

 
 



 

 
 

  



 

 
 

 

 

 

  



 
 

 
 

 

 

 

  



 

 
 

 

 

 

  



 
 

 
 

 

 

 

  



 

 
 

 

 

 

  



 
 

 
 

 

 

 

  



 

 
 

 

 

 

  



 
 

 
 

 

 

 

  



 

 
 

 

  



 
 

 
 

 

PUBLICACIÓN II  

Anti-inflammatory and antiapoptotic responses to infection: a common 

denominator of human and bovine macrophages infected with Mycobacterium 

avium subsp. paratuberculosis. 
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VII. ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN GENERAL 

 

 La identificación de aislados de Map con distinta virulencia puede ayudar a entender 

mejor la patogénesis de la infección y los factores implicados en ella, y también a desarrollar 

estrategias más eficaces de control de la enfermedad. La combinación del análisis de las 

respuestas iniciales de los macrófagos a la infección y de la capacidad de supervivencia 

intracelular de Map, constituyen una estrategia adecuada para caracterizar la virulencia de 

distintos aislados de Map. Desde el punto de vista metodológico, los modelos celulares in 

vitro permiten comparar simultáneamente la virulencia de un gran número de cepas de Map y 

presentan además ciertas ventajas sobre las infecciones experimentales como son la 

reproducibilidad del ensayo, reducción de costo y tiempo en la realización de los ensayos. En 

esta tesis doctoral, se han empleado cuatro  modelos de infeccion in vitro para estudiar las 

interacciones Map-hospedador en los primeros estadios de la infección: la línea celular de 

macrófagos bovinos BoMac, la línea celular de macrófagos ovinos MOCL-4 y MDMs 

bovinos y ovinos. 

 

 Primeramente, se analizó la capacidad de aislados de Map con distintos genotipos (C, 

S y B) y aisladas de bovino, ovino, caprino, ciervo, gamo, jabalí y bisonte para entrar, crecer y 

multiplicarse en la línea celular bovina BoMac y en MDMs bovinos y ovinos. Los aislados 

seleccionados habían sido previamente clasificados utilizando dos técnicas moleculares: PCR-

REA de la secuencia de inserción IS1311 y PFGE. Con el objetivo de confirmar el genotipo 

de las cepas (C, B y S) de manera rápida, se diseñaron primers para la amplificación por PCR 

de 4 fragmentos de DNA correspondientes a 4 fases de lectura abierta (MAP1487, MAP1485, 

MAP1738, MAP2325) localizados en tres delecciones previamente identificadas en las cepas 

Tipo S (Marsh y col., 2005; Marsh y col., 2006). Los resultados mostraron que las cepas Tipo 

S aisladas de cabras y ovejas carecían de los fragmentos de DNA MAP1485 y MAP1738, 

mientras que estas 2 regiones sí se detectaron en todas las cepas de Tipo C. Este resultado 

confirmó que los fragmentos MAP1485 y MAP1738 podrían utilizarse como marcadores para 

diferenciar los dos principales genotipos de Map. Curiosamente, un fragmento del gen 

MAP1487 no pudo ser amplificada a partir de DNA genómico de las cepas de Tipo C aisladas 

de caprino, bisonte, jabalí y ciervo, lo que confirmó que incluso dentro de aislados de Map del 

mismo genotipo existe una variabilidad genómica significativa. Métodos de genotipado 
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basados en PCR, como el utilizado en esta tesis doctoral, compensan las limitaciones de otros 

métodos que como el PFGE requieren mucho tiempo y grandes cantidades de DNA de alta 

calidad. 

 

 El análisis de la interacción de Map con los macrófagos del hospedador y los factores 

que afectan a ésta son bastante desconocidos en parte por las dificultades para cuantificar la 

carga bacteriana de Map. Map ha sido difícil de cuantificar por métodos bacteriológicos de 

rutina debido a su lenta velocidad de replicación y a su tendencia a agruparse formando 

grumos (Elguezabal y col., 2011). La cuantificación de la carga micobacteriana suele 

realizarse mediante microscopia, PCR o espectrofotometría, pero estos métodos sobre-estiman 

la carga bacteriana al incluir bacteria viva y muerta. Otra desventaja de la espectrofotometría 

es que solo es capaz de cuantificar altas concentraciones de Map, 1 una unidad de absorbancia 

a 600 nm corresponde a 10 8 células/ml (Shin y col., 2007). Como alternativa a estos métodos, 

el cultivo bacteriológico de Map en medio sólido sí que proporciona una estimación real del 

número de células viables. Sin embargo, no todas las cepas de Map crecen en los mismos 

medios sólidos y a veces son necesarios varios meses en cultivo y la realización de varias 

réplicas de diluciones seriadas para poder detectar y cuantificar el número de colonias 

presentes en un inóculo. Ademas, los métodos estándar de recuento en placa para 

micobacterias de crecimiento lento son laboriosos, costosos y con frecuencia fallan debido a 

la contaminación o por deshidratación del medio durante el largo período de incubación. 

Ademas, debido a la tendencia de esta bacteria a formar grumos, el cultivo de Map en medios 

sólidos subestima el número de UFCs presentes en una muestra. Sin embargo, los sistemas 

que utilizan un medio líquido para el cultivo de Map, tales como el sistema BACTEC MGIT 

960, tienen mejor sensibilidad analítica y requieren menos tiempo para la detección del 

crecimiento bacteriano (Cruciani y col., 2004). El sistema BACTEC MGIT 960 determina el 

tiempo que se tarda en detectar el crecimiento bacteriano (TTD) que es proporcional al 

tamaño del inoculo. Este sistema se utiliza habitualmente para la detección de Map pero no 

para su cuantificación, por lo que se tuvo que poner a punto para utilizarlo como método de 

cuantificación de diversas cepas de Map (Publicación I). Para ello, se generaron curvas patrón 

para cada aislado incluido en el estudio que permitieron relacionar el TTD registrado en el 

sistema BACTEC MGIT 960 con el logaritmo de las UFCs presentes en las diluciones 

decimales preparadas a partir de un inóculo de concentración McFarland 1. Las curvas 

obtenidas se ajustaban a un modelo exponencial con tres parámetros de acuerdo a la siguiente 

ecuación: log10 tamaño del inóculo= span x e(-K x TTD) + plateau. Todas las curvas patrón se 
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ajustaron a este modelo con valores de correlación que oscilaron entre 0.97 y 0.99. Dado que 

estas ecuaciones son específicas de cada aislado, tienen en cuenta la capacidad específica de 

cada aislado de Map para crecer en los tubos MGIT. 

 

 Además de generar ecuaciones específicas para la cuantificación de cada aislado de 

Map en el sistema BACTEC MGIT 960, se caracterizó también el crecimiento de cada una de 

los aislados en este sistema. Para ello, las medias de los valores de TTD obtenidos se 

compararon empleando un test de ANOVA con un análisis posterior de Duncan. Atendiendo a 

sus valores medios de TTD, los aislados de Map incluidas en el estudio se clasificaron en dos 

grupos distintos. En el primer grupo se incluyó a todos los aislados ovinos (Tipo S, C y B), la 

cepa caprina de Tipo S y la cepa de Tipo C aislada de gamo, cuyos valores medios de TTD 

difirieron significativamente de los de la cepa de referencia K-10. Los aislados de bovino, 

caprino, bisonte, jabalí y ciervo de Tipo C presentaron valores medios de TTD similares al de  

cepa de referencia K-10 por lo que se incluyeron en el grupo II. El hecho de que el aislado de 

bisonte presentara un valor medio de TTD similar al de otros aislados incluidos en el grupo II 

es consistente con observaciones previas que indicaban que los aislados de Tipo B son más 

próximos genotípica y fenotípicamente a otros aislados de genotipo C que a los de Tipo S 

(Sevilla y col., 2007; Stevenson, 2015). También se observó una gran similaridad en las 

curvas patrón de las cepas ovinas, independientemente de su genotipo. Estudios anteriores han 

demostrado que el entorno al que Map se expone puede alterar la regulación transcripcional 

de ciertos genes, lo que podría afectar a la composición de su envoltura y su capacidad de 

crecer y sobrevivir en las células del hospedador (Alonso-Hearn y col., 2010; Patel y col., 

2006). Datos recientes también sugieren que ciertos epítopos específicos de micobacterias 

están presentes sólo en un determinado hospedador (Janagama y col., 2010). Por lo tanto, es 

razonable la hipótesis de que los aislados ovinos de Tipo C y B pudieran haberse adaptado al 

hospedador por modificaciones en la expresión de algunos genes que podrían, a su vez, 

afectar la capacidad de estas cepas para crecer en medio líquido ralentizando su crecimiento. 

Para los aislados bovinos, la similitud de sus valores medios de TTD confirma observaciones 

previas que demuestran que los aislados bovinos están genéticamente muy conservados. Por 

el contrario, los aislados de caprino y de animales silvestres, en particular de cérvidos, 

mostraron una mayor diversidad fenotípica atendiendo a su crecimiento en los tubos MGIT. 

El hecho de que el aislado de ciervo presentara valores de TTD más bajos que ningún otro 

aislado de Map se puede asociar con la alta infectividad que demuestran tener los aislados con 

genotipo C en ciervos en cautividad, causando infecciones agudas y mortalidad en ciervos 
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menores de 1 año (Mackintosh y col., 2004, 2010). Curiosamente, el otro aislado de cérvido 

analizado en nuestro estudio, el aislado de gamo, presentó el valor medio de TTD más alto de 

todos los aislados con genotipo C incluidos en el estudio. De hecho, este aislado fue el único 

que pudo ser aislado de 9 gamos con lesiones histopatológicas multifocales y difusas; lo que 

indica la dificultad para aislar y cultivar cepas de Map de este hospedador (Prieto y col., 

2014).  

 

 Los datos de TTD obtenidos en el sistema BACTEC MGIT 960 para cada aislado de 

Map se correlacionaron con el número de copias de DNA determinadas por qPCR a tiempo 

real con valores de R entre el 0.90 y 0.99 para los aislados testados. Esto sugiere que la qPCR 

del gen de copia única F57 de Map es un método rápido y preciso para estimar el número total 

de células de Map en fase exponencial de crecimiento en cultivo en medio líquido. El límite 

de detección de la qPCR fue de 10 copias por reacción. Sin embargo, el sistema BACTEC 

MGIT 960 fue capaz de detectar únicamente 10 UFCs del aislado de ciervo. Para el resto de 

los aislados de Map, la precisión del sistema BACTEC MGIT 960 fue menor que la de la 

qPCR. De hecho, el sistema BACTEC MIGIT 960 fue capaz de detectar > 103-104 UFCs/ml 

de los aislados del grupo I y > 102-103 UFCs/ml de los aislados incluidas en el grupo II tras 41 

días de incubación. Un posible inconveniente en el uso del sistema BACTEC MGIT 960 es la 

contaminación de los viales. Sin embargo, la tasa de contaminación en nuestros cultivos fue 

inferior al 6 %, además de ser fácilmente reconocible.  

 

 Una vez que se puso a punto el sistema BACTEC MGIT 960 para la cuantificación de 

diversas aislados de Map, decidimos utilizar este método para comparar la capacidad de los 

11 aislados de Map incluidas en el estudio para entrar, multiplicarse y persistir en el interior 

de macrófagos bovinos y ovinos (Publicaciones III y V). Los macrófagos bovinos y ovinos 

fueron infectados por triplicado con cada uno de las 11 cepas de Map a una multiplicidad de 

infección baja (célula:bacteria=1:10), para minimizar la formación de grumos durante la 

infección inicial e imitar las condiciones in vivo, donde un número pequeño de células de Map 

pueden establecer infección. Empleando un método radiométrico, Woo y col. (2007) 

demostraron previamente empleando un método radiométrico el número de células viables de 

Map en MDMs bovinos infectados aumentaba durante los primeros 4 días y después 

disminuía entre los días 4 y 8 p.i.. De acuerdo a estos resultados, las células infectadas con 

cada uno de los aislados incluidos en nuestro estudio se recogieron a las 2 horas p.i. (para 

medir la entrada) y a los 7 días p.i. (para medir la supervivencia y multiplicación). El inóculo 
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y los lisados celulares recogidos a las 2 h y 7 días p.i. se inocularon en los tubos MGIT y se 

incubaron a 37°C en el sistema BACTEC MGIT 960 para determinar el número de UFC en 

cada caso.  

 

 Comparando el crecimiento intracelular de los 11 aislados en los dos modelos 

celulares bovinos (BoMac y MDMs), se pudo observar que el log UFCs era menos variable en 

las células BoMac que en los MDMs. Esto se debe a la variabilidad que existe de un donador 

de sangre a otro en el caso de los MDMs. Del mismo modo, también se observaron 

variaciones en el crecimiento intracelular de M. tuberculosis en monocitos humanos obtenidos 

de 11 sujetos diferentes e incluso en monocitos de un mismo donante (Li y col., 2002). 

Nuestros resultados indicaron que las células BoMac fagocitaron con similar eficiencia a 

todas los aislados estudiados y no se observaron diferencias significativas en los porcentajes 

de entrada de los distintos aislados en la línea celular BoMac lo que demuestra que estos 

porcentajes son independientes del genotipo del aislado o del hospedador de origen del 

aislado de Map. Por otro lado, se observó que los aislados de Map diferían en su capacidad 

para proliferar y sobrevivir en el interior de los macrófagos infectados. De hecho, los aislados 

bovinos, de jabalí, de gamo y bisonte fueron capaces de crecer significativamente (ratio entre  

1.35 y 2.20) y de persistir con mayor log UFCs que los aislados ovinos y caprinos a los 7 días 

p.i.. De hecho, el aislado ovino de Tipo C y el caprino de Tipo S mostraron incluso reducción 

en el número de log UFCs a los 7 días p.i., tanto en las células BoMac como en MDMs, lo 

que indicó que los macrófagos fueron capaces de eliminar en cierta medida a estas cepas. 

Nuestros resultados demostraron diferencias significativas en la capacidad para sobrevivir en 

el interior de macrófagos bovinos entre aislados de Map con genotipo C, siendo los aislados 

bovinos y de animales silvestres más virulentos que los de pequeños rumiantes. Como varios 

estudios demostraron previamente que la virulencia de ciertas bacterias puede regularse 

dependiendo de las condiciones medioambientales, es posible especular que las condiciones 

con las que se encuentra Map en el interior de los macrófagos ovinos y caprinos podría afectar 

a la envuelta bacteriana y consiguientemente a la interacción bacteria-macrófago, lo que 

podría traducirse en una reducción de su capacidad para proliferar y sobrevivir en macrófagos 

bovinos (Mekalanos, 1992; Cossu y col., 2012). El análisis estadístico de los datos obtenidos 

confirmó que las diferencias de crecimiento y supervivencia en macrófagos bovinos no 

dependían del genotipo del aislado, sino del hospedador de origen de los aislados. 

Previamente también habíamos observado una falta de correlación entre el genotipo de los 

aislados y su velocidad de crecimiento en tubos MGIT (Abendaño y col., 2012). Del mismo 
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modo, cepas de micobacterias ambientales aisladas de peces y de humanos, incluyendo cepas 

de Mycobacterium avium, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium chelonae y 

Mycobacterium salmoniphilum, demostraron diferentes habilidades para crecer en líneas 

celulares de macrófagos humanos, de ratón y carpas; agrupándose de acuerdo al hospedador 

del cual fueron aisladas (Harriff y col., 2008). En las Figuras 26 y 27 se muestra la entrada, 

crecimiento y supervivencia de las distintas cepas de Map en las células BoMac y en MDMs 

bovinos, respectivamente. 

 

 
Figura 26. Entrada, crecimiento y supervivencia de los aislados de Map seleccionados en BoMac. 
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Figura 27. Entrada, crecimiento y supervivencia de los aislados de Map seleccionados en MDMs bovinos. 

 

 A continuación, procedimos a analizar la respuesta inmune inducida en células BoMac 

infectadas con dos aislados de Map (Bovino-C y Ovino-S) que habían demostrado claras 

diferencias en cuanto a su capacidad para multiplicarse y sobrevivir en el interior de 

macrófagos bovinos. Para el análisis de expresión génica, seleccionamos ciertas citoquinas 

(IL-10, TGF-β, TNF-α) e inhibidores de destrucción tisular (TIMP-1), cuya expresión se 

había observado previamente que estaba alterada en PBMCs, MDMs y/o en líneas celulares 

de macrófagos infectados con Map (Publicación II). El inhibidor de la apoptosis BCL2-1 se 

incluyó también en el análisis porque se había observado previamente que estaba sobre-

expresado en MDMs infectados con un aislado bovino de Map (Kabara y col., 2010). 

Mientras que en células BoMac infectadas con la cepa bovina observamos niveles de 
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expresión más altos de citoquinas implicadas en la respuesta inmune anti-inflamatoria como 

la IL-6, TGFβ-1 e IL-10, en células infectadas con la cepa ovina se observó una clara 

inducción de la respuesta inmune pro-inflamatoria, especialmente a las 24 horas p.i., 

caracterizada por una clara sobre-expresión de la IL1-α. Aunque las diferencias en la 

expresión de IL-10 en las células BoMac infectadas con los aislados bovino y ovino no fueron 

estadísticamente significativas, el aislado bovino indujo mayor producción de IL-10 a las 14 y 

24 h p.i. y menor TNFα-2 a las 4 y 14 h p.i. que el aislado ovino. También se observaron 

diferencias significativas en la respuesta apoptótica y en la expresión de la proteína implicada 

en la destrucción tisular inducida por ambas cepas, detectándose una  inducción significativa 

del inhibidor de apoptosis BCL2-1 a las 4 y 14 horas p.i., y una menor expresión de la 

proteína de destrucción tisular MMP3-1 a las 4 y 24 horas p.i. en las células infectadas con la 

cepa bovina. Por lo tanto, nuestros resultados indican que la infección de células BoMac con 

una cepa ovina estimula la respuesta pro-inflamatoria, apoptótica y destructiva cuyo resultado 

es la destrucción del macrófago infectado y la eliminación bacteriana. Por el contrario, en las 

células infectadas con el aislado bovino la respuesta fue la opuesta, favoreciéndose la 

supervivencia bacteriana en el interior de los macrófagos infectados. Debido a que se observó 

una fuerte correlación entre la supervivencia intracelular de los aislados ensayados y los 

patrones de producción de citoquinas específicas y proteínas relacionadas con la apoptosis o 

la destrucción tisular (IL-6, TGFβ-1, IL1-α, BCL2-1 y MMP3-1), los niveles de expresión de 

estos biomarcadores de infección pueden ser utilizados para discriminar entre cepas con 

virulencia diferencial en el modelo BoMac. 

 

 Al comparar nuestros resultados con resultados epidemiológicos previos pudimos 

constatar una correlación entre la capacidad de supervivencia de los aislados bovinos, su 

perfil transcriptómico y su capacidad para causar numerosas epizoótias en ganado vacuno. En 

contraposición, la menor supervivencia de los aislados de Tipo S, de origen caprino y ovino, 

en macrófagos bovinos podría explicar el bajo número de aislamientos de Tipo S en vacas 

naturalmente infectadas con Map (Whittington y col., 2001b; de Juan y col., 2005; Moloney y 

col., 2008). De acuerdo a nuestros resultados y siempre que la dosis infectiva fuera la misma, 

sería esperable que la transmisión de Map de pequeños rumiantes a bovinos no tuviera 

repercusiones clínicas tan importantes como la transmisión entre aislados de Map de otras 

especies animales incluidas en el estudio y el ganado bovino. 
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 Con objeto de identificar diferencias en virulencia entre los distintos aislados de Map 

en el hospedador ovino procedimos a analizar su capacidad para iniciar una infección 

productiva en MDMs ovinos (Publicación V). Cuando se determinó la capacidad de entrada, 

crecimiento y supervivencia de los aislados incluidos en el estudio en MDMs ovinos, no se 

observaron diferencias significativas en los valores medios de log UFCs en los inóculos y a 

los días 0 y 7 para los aislados incluidos. Cuando el tiempo se consideró como la variable 

principal, si se observaron diferencias significativas entre los valores medios de log UFCs de 

los inóculos y a día 0, lo que indica que no todo la bacteria en los inóculos iniciales había sido 

fagocitada eficazmente por los MDMs ovinos. De hecho, los porcentajes de entrada se 

estimaron entre el 52 y el 87 % de los inóculos iniciales dependiendo del aislado. El análisis 

estadístico global de los valores medios de log UFCs demostró diferencias significativas entre 

el día 0 y 7 cuando el tiempo p.i. se consideró como la variable principal. Sin embargo, el 

crecimiento que experimentaron la mayoría de los aislados fue muy pequeño (ratio entre 1.05-

1.63). Solamente la cepa de referencia K-10 presentó un aumento significativo en el número 

estimado de log UFCs a los 7 días de la infección en comparación con el valor a día 0. Esto 

podría explicarse porque la cepa K-10 es una cepa adaptada al laboratorio mientras que el 

resto eran aislados recientes con pocos pases de cultivo. Todos los aislados, incluyendo a la 

cepa K-10, fueron capaces de sobrevivir 7 días en los MDMs ovinos con un número 

equivalente de UFCs independientemente de su genotipo o hospedador de procedencia. 

 

 Con objeto de demostrar que no solo el número estimado de log UFCs de cada aislado 

a los 7 días p.i. sino que también las respuestas inmunes inducidas en MDMs ovinos eran 

similares, se analizó la expresión de citoquinas y proteínas implicadas en apoptosis y en 

destrucción tisular en MDMs ovinos infectados con dos aislados de Tipo C procedentes de 

distintos hospedadores, bovino y ovino. El mismo experimento se realizó por separado con 

dos aislados ovinos de distinto genotipo (C y S) con el objetivo de evaluar si el genotipo de la 

bacteria podría influir significativamente en el tipo de respuesta inmune inducida en MDMs 

infectados. En ambos casos no se observaron diferencias significativas en los niveles de 

expresión de IL-10, TGFβ-1, IL-2, TNFα-2, BCL2-1 y TIMP-1 en MDMs ovinos infectados. 

Cuando la expresión de cada gen se analizó de manera individual, se observó aumento de la 

expresión del inhibidor de apoptosis BCL2-1 y del inhibidor de la destrucción tisular TIMP-1, 

que podrían estar favoreciendo la persistencia de Map en los MDMs ovinos  infectados. En 

general, se observó una sobre-expresión de las citoquinas anti-inflamatorias IL-10 y TGFβ-1 

y una disminución de la expresión de las citoquinas pro-inflamatorias IL-2 y TNFα-2 en 
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MDMs ovinos infectados con los aislados seleccionados. En resumen, se observó una 

estimulación significativa de la respuesta anti-inflamatoria, antiapoptótica y antidestructiva en 

los macrófagos ovinos infectados con Map, independientemente del genotipo y del 

hospedador de procedencia del aislado, que se correlacionó con la supervivencia de Map en 

los MDMs ovinos. 

 

 Aunque los modelos celulares de macrófagos pueden proporcionar información acerca 

de la interacción Map-hospedador en las primeras etapas de la infección (7-10 días p.i.), estos 

modelos no son capaces de reproducir etapas posteriores de la infección, tales como las 

primeras etapas en la formación de granulomas. Para abordar esta cuestión, generamos 

modelos in vitro de granulomas bovinos y ovinos incubando PBMCs infectados con Map con 

una matriz extracelular de colágeno y fibronectina, componentes del tejido circundante en el 

que se ancla el granuloma natural. Para generar estos modelos llevamos a cabo una revisión 

bibliográfica de las condiciones de cultivo (MOI, tiempo p.i. y composición de la matriz 

extracelular y del medio de cultivo) requeridas para la generación de granulomas in vitro tras 

la infección de PBMCs humanos con M. tuberculosis, M. bovis y M. leprae, o tras su 

estimulación con antígenos micobacterianos, como por ejemplo, el lipomanano (Publicación 

IV). Previamente se había demostrado que el aislado de M. tuberculosis H37Rv inactivado 

por calor generaba granulomas de muy pequeño tamaño e inestables en condiciones in vitro 

(Birkness y col., 2007). De la misma manera, se observó que micobacterias avirulentas, como 

M. smegmatis y M. avium, formaban agregados celulares de poca consistencia y rigidez que 

no eran viables tras  los primeros días de cultivo in vitro. Como estos resultados sugerían que 

la capacidad para desarrollar granulomas bien definidos se correlaciona con la severidad de 

las infecciones micobacterianas, procedimos a comparar la capacidad de distintos aislados de 

Map para formar granulomas viables en condiciones in vitro (Publicación V). Para ello, se 

infectaron PBMCs ovinos con la cepa bovina de referencia K-10 o con el aislado ovino de 

Tipo S a tres MOIs (bacteria:célula) (1:8, 1:16 y 1:33) y se incubaron a 37 °C durante 10 días. 

La agregación celular se observó todos los días en un microscopio de contraste de fases y los 

agregados generados in vitro se contaron a los 5 y 10 días p.i.. Nuestros resultados 

demuestran que ambos aislados de Map son capaces de inducir in vitro la formación de 

agregados bien definidos. En contraste, no se observó formación de agregados en PBMCs sin 

infectar procedentes de sangre del mismo donante lo que demuestra que la agregación se 

produce únicamente en respuesta a la infección con Map. El análisis estadístico mostró 

variaciones significativas entre el número de agregados generados tras 5 días de infección por 
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la cepa de referencia K-10 y la cepa ovina a la MOI más alta (1:8), siendo la cepa K-10 la que 

fue capaz de inducir la formación de un mayor número de agregados. Sin embargo, a los 10 

días p.i. las variaciones en el número de agregados formados por ambos aislados de Map no 

fueron estadísticamente significativas a ninguna de las 3 MOIs evaluadas. No se obtuvieron 

diferencias significativas en el número de agregados inducidos por ambos aislados de Map 

entre los días 5 y 10, lo que sugiere que la mayoría de los agregados se formaron durante los 

primeros cinco días de la infección. El número de agregados formados a las MOI más alta 

(1:8) y más baja (1:33) fueron significativamente diferentes a los 10 días p.i., formándose un 

mayor número de ellos a la MOI mas alta. A los 10 días de cultivo, se recogieron los 

agregados, se incluyeron en parafina y tiñeron con HE y ZN para su análisis histológico. Los 

agregados celulares mostraron características morfológicas similares a las que presentan los 

granulomas naturales, tales como la agregación tridimensional de linfocitos alrededor de los 

macrófagos infectados. Cuando las secciones de parafina conteniendo a los microgranulomas 

se tiñeron con ZN, se pudieron observar bacilos en el interior de los granulomas. Los modelos 

in vitro de granulomas, como el desarrollado en esta tesis doctoral, presentan ciertas ventajas 

sobre los modelos animales incluyendo reducción del coste, mayor control y además pueden 

ayudar a comprender las interacciones Map-hospedador en las etapas iniciales de formación 

de los granulomas imposibles de abordar con modelos animales. Sin embargo, el granuloma 

constituye un microambiente muy complejo que se ve afectado por señales fisiológicas 

adicionales (factores de crecimiento y citoquinas) que se producen exclusivamente en los 

tejidos infectados y que no son posibles de recrear en modelos in vitro. Como consecuencia, 

ciertos aspectos de los granulomas in vivo pueden ser diferentes o pueden estar ausentes en los 

modelos de granulomas in vitro, incluyendo la necrosis intra-granulomatosa, la acumulación 

de fibrina y colágeno, y la presencia y distribución de los bacilos. A pesar de esta limitación, 

estos modelos tridimensionales de granulomas in vitro pueden ser útiles además de para 

analizar diferencias de virulencia entre aislados de Map, para: i) entender qué factores o 

moléculas desempeñan un papel importante en la formación de granulomas y en su 

estabilidad, ii) evaluar la capacidad inductora de granulomas por parte de ciertos antígenos 

bacterianos o mutantes atenuados y iii) proporcionar una plataforma para probar la efectividad 

de vacunas y fármacos. 

 

 Nuestros resultados permiten concluir que los aislados de Map no solo de rumiantes 

domésticos sino también de cérvidos y jabalí son capaces de iniciar una infección productiva 

en el hospedador ovino independientemente del genotipo, por lo que no se debe subestimar la 
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importancia de la transmisión de Map entre animales silvestres y la especie ovina. La 

supervivencia de los aislados ovinos en MDMs ovinos se correlacionó positivamente con 

datos epidemiológicos y evidencias clínicas previas que señalaban la capacidad de estos 

aislados de Map para causar numerosos epizoótias en ovejas (Stevenson y col., 2002). Así 

mismo, la capacidad de los aislados bovinos para sobrevivir en MDMs ovinos se correlacionó 

con su capacidad para infectar ovejas en condiciones experimentales (Verna y col., 2007). Sin 

embargo, conviene recordar que las infecciones experimentales generalmente se llevan a cabo 

con altas dosis de bacteria por lo que no reflejan de manera exacta la transmisión de Map en 

condiciones naturales. 

 

 El análisis estadístico global de la capacidad de supervivencia de distintos aislados de 

Map en modelos celulares bovinos y ovinos confirmó un comportamiento similar de los 

aislados en BoMac y en MDMs bovinos y diferente al observado en MDMs ovinos. Mientras 

que en el modelo ovino todos los aislados mostraron una virulencia similar, en los modelos 

bovinos observamos diferencias significativas entre los aislados de pequeños rumiantes y los 

de bovinos y de animales silvestres, siendo estos dos últimos los más virulentos. Estas 

diferencias no se asociaban a un determinado genotipo sino al hospedador de origen de los 

aislados. 

 

Tabla XXXVII. Modelo GLM para comparación estadística de los valores de UFCs globales estimados en los 
modelos celulares bovinos y ovinos cuando el tiempo p.i., modelo y tipo celular se consideraron como variables 
principales. Las variables que presentan una misma letra en el agrupamiento son similares. 

Agrupamiento de Duncan Media 
Número de 

observaciones 
Modelo celular 

A 7,0153 207 Ovino 

B 5,7664 278 Bovino 

Agrupamiento de Duncan Media Número Tipo Celular 

A 7,0153 207 O-MDM 

B 5,8530 135 BOMAC 

B 5,6847 143 B-MDM 

Agrupamiento de Duncan Media Número Tiempo p.i. 

A 6,8659 173 Inóculo 

A 6,6054 156 7 días  

B 5,3653 156 2 días  

 

 En general, se observó una fuerte correlación entre la supervivencia de las cepas de 

Map dentro de los macrófagos bovinos y ovinos y la estimulación de una respuesta anti-
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inflamatoria, antiapoptótica y antidestructiva mediada por la producción de BCL2-1, TIMP-1, 

TGFβ-1, TNFα-2 e IL-10. En su conjunto, nuestros resultados soportan la hipótesis de que 

aislados de Map de cérvidos, jabalí y de origen bovino y caprino, podrían tener las mismas 

consecuencias clínicas en ovinos que los aislados de origen ovino que aparentemente no 

presentan ninguna ventaja selectiva a la hora de causar la paratuberculosis ovina. En 

contraste, los aislados bovinos y de animales silvestres sí podrían presentar cierta ventaja 

sobre los aislados de pequeños rumiantes a la hora de causar la paratuberculosis bovina. Es 

general, nuestros resultados inciden sobre la necesidad de implementar medidas que eviten el 

riesgo de transmisión de Map interespecie especialmente en granjas con varias especies 

animales en producción o en granjas donde los pastos se comparten por varias especies 

animales domésticos y silvestres. De hecho, la existencia de setos naturales para separar 

campos podría reducir significativamente el riesgo de transmisión de la paratuberculosis al 

reducir la contaminación de los pastos con heces y/o orina de animales silvestres infectados 

con Map. Así mismo, las granjas que utilicen el saneamiento como medida de control de la 

paratuberculosis no deberían asumir distinciones basadas en el genotipo de las cepas.  

 

 En un intento de explicar las diferencias en virulencia encontradas entre los aislados 

bovinos y ovinos en macrófagos bovinos, recientemente hemos comparado la composición de 

ácidos grasos de dos aislados de Map de origen bovino (genotipo C) y ovino (genotipo S) que 

habían demostrado previamente distinta capacidad para sobrevivir en macrófagos bovinos 

(Publicación VIII). Hay que recordar que Map presenta una envuelta rica en lípidos que 

constituyen hasta el 60 % del peso de la bacteria. Los fosfatidil-1-mio-inositol manosidos 

(PIMs) de la envuelta, entre los que se incluye el Man-LAM, interactúan con los receptores de 

los macrófagos (receptor de manosa y TLR-2) y dirigen a la bacteria hasta un compartimento 

celular o endosomal que no se fusiona con lisosomas (Kolattukudy y col., 1997). El 

componente manosilado de los PIMs se ancla a la membrana plasmática mediante uno o 

cuatro ácidos grasos; preferencialmente acido palmítico, ácido tuberculoesteárico y ácido 

oleico (Cao y Williams, 2010; Vergne y col., 2015). En concreto, las formas tri y tetra-

aciladas de los PIMs (Ac1PIM5 y Ac1PIM6) son las que preferentemente se unen a los 

receptores de manosa evitando la fusión del fagosoma que contiene a la bacteria con el 

lisosoma (Guilleron y col., 2006, Torrelles y col., 2008). Las formas triaciladas de los PIMs 

están compuestas por dos ácidos palmíticos y un tuberculoesteárico; y las tetra-aciladas por 2 

ácidos palmítico, un oleico y un tuberculoesteárico. La hipótesis de trabajo que tratamos de 

verificar en nuestro estudio era si las diferencias en virulencia entre ambos aislados pudieran 
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deberse a cambios en los ácidos grasos de la envuelta de Map que median en el 

reconocimiento de los componentes manosilados de los PIMs con los receptores de los 

macrófagos. Esta hipótesis se sustenta en evidencias previas que demuestran que cambios en 

la composición de ácidos grasos afecta a la conformación del Man-LAM de la envuelta de M. 

tuberculosis y como consecuencia a la interacción del componente manosilado del Man-LAM 

con los receptores de manosa del macrófago (Torrelles y col., 2006). Por otro lado, nuestra 

aproximación resultaba interesante puesto que se desconoce como Map modula la 

composición de su envuelta celular y su metabolismo lipídico en respuesta a las condiciones 

medioambientales que existen dentro y fuera del macrófago y si esta modulación es específica 

del genotipo del aislado de Map o del tipo de macrófago al que la bacteria tiene que 

enfrentarse.  Para testar nuestra hipótesis, las líneas celulares de macrófagos de origen bovino 

(BoMac) y ovino (MOCL-4) se infectaron con los dos aislados de Map. En ambos casos la 

bacteria extracelular se recogió a las 4 h p.i. y la intracelular a los 4 días p.i. y los ésteres de 

metilo de los ácidos grasos (Fatty acid methyl ester; FAMEs) de ambas fracciones (intra y 

extracelular) se extrajeron mediante saponificación en solución diluida de hidróxido sódico y 

metanol seguida de solución de ácido clorhídrico/metanol (MIDI, 2002). Los FAMEs 

extraídos se analizaron por cromatografía de afinidad y se compararon con los que 

presentaban los aislados crecidos en Middlebrook 7H9 empleando el software Sherlock 

Microbial Identification con la librería Myco6 (MIDI, 2008). Utilizando esta aproximación 

pudimos confirmar que el perfil de ácidos grasos de la bacteria extracelular y  de la crecida en 

medio 7H9 era idéntico y significativamente diferente del de la bacteria intracelular 

independientemente del tipo de aislado de Map. 
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Figura 28. (A) Dendrograma mostrando el agrupamiento de los dos aislados de Map de acuerdo a su contenido 
en ácidos grasos en diferentes condiciones medioambientales. Las uniones más cortas indican una mayor 
similitud. (B) Análisis de componentes principales de los perfiles de ácidos grasos de la cepa K10 de Map y del 
aislado ovino S2349 en distintas condiciones medioambientales (extracelular,  intracelular, 7H9). 
 

 Nuestros resultados demuestran que la composición de ácidos grasos de Map varía 

durante la infección. Aunque el contenido de ácidos grasos de ambos aislados en el ambiente 

intracelular fue idéntico, en condiciones extracelulares sí se observaron diferencias 

significativas en cuanto al contenido de ácido tuberculoesteárico, ácido oleico y ácido 

palmítico y sus derivados para ambos aislados de Map. En concreto, al aislado ovino carecía 

de ácido tuberculoesteárico y presentaba mayor contenido de ácido oleico y palmítico que el 

aislado bovino. Estos tres ácidos grasos son componentes importantes de la envuelta de Map 

y son los encargados de unir el Man-LAM a la membrana plasmática bacteriana. Diferencias 

en la composición de estos ácidos grasos podrían afectar a la conformación del Man-LAM de 

la envuelta de cada aislado de Map y afectar a su reconocimiento por los receptores de los 

macrófagos; y podrían explicar las diferencias observadas en cuanto a la capacidad de ambas 

cepas para sobrevivir en el interior de macrófagos bovinos. De manera similar, se ha 
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Figura 29. Ácidos grasos con contenido significati
S397 expuestos durante 4 h al ambiente extracelular de células BoMac y MOCL
 

 Por último y con objeto de adaptar los modelos de macrófagos desarrollos en este tesis 

a otros objetivos, como por ejemplo para su utilización en la evaluación de actividad 

fagocítica inducida por prototipos vacunales, se desarr
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resultados mostraron que la tecnología MACS permitió el aislamiento de monocitos CD14

partir de PBMCs bovinos, caprinos y ovinos con purezas de hasta el 92, 74 y 30 %, 

respectivamente. Esto representa un 2.2, 9.3 y un 145.5 de incremento en el ratio de 

monocitos CD14 +, respectivamente. Tras del enriquecimiento, los monocitos purificados 

mostraron viabilidades de aproximadamente el 96 %. Además se observó que los monocitos 

CD14 + aislados de PBMCs bovinos, caprinos y ovinos utilizando la tecnología MACS 

VII. ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

244 

o de acilación de los PIMs de M. tuberculosis

los receptores de manosa del macrófago (Torrelles y col., 2006; Guerin y 

col., 2010). Específicamente, se ha demostrado que la sustitución en las formas tetra

de una ácido palmítico o un oleico por un ácido tuberculoesteá

modificar la confirmación de los PIMS de M. tuberculosis y su interacción con los receptore 

lles y col., 2008). 

grasos con contenido significativamente distinto entre la cepa K-10 de 
h al ambiente extracelular de células BoMac y MOCL-4. 

Por último y con objeto de adaptar los modelos de macrófagos desarrollos en este tesis 

por ejemplo para su utilización en la evaluación de actividad 

fagocítica inducida por prototipos vacunales, se desarrolló un método inmunomagnético 

enriquecimiento de monocitos CD14 + de bovino, ovino y caprino utilizando nanopartículas 

onalizadas con un anticuerpo monoclonal anti-CD14 humano en 

combinación con la tecnología MACS (Publicación VI). La proporción de monocitos CD14

antes y después de la separación magnética se estimo por citometría de flujo

ue la tecnología MACS permitió el aislamiento de monocitos CD14

partir de PBMCs bovinos, caprinos y ovinos con purezas de hasta el 92, 74 y 30 %, 

respectivamente. Esto representa un 2.2, 9.3 y un 145.5 de incremento en el ratio de 

pectivamente. Tras del enriquecimiento, los monocitos purificados 

mostraron viabilidades de aproximadamente el 96 %. Además se observó que los monocitos 

CD14 + aislados de PBMCs bovinos, caprinos y ovinos utilizando la tecnología MACS 

M. tuberculosis afecta a su 

es y col., 2006; Guerin y 

col., 2010). Específicamente, se ha demostrado que la sustitución en las formas tetra-aciladas 

eico por un ácido tuberculoesteárico puede 

y su interacción con los receptore 

 

10 de Map y el aislado ovino 

Por último y con objeto de adaptar los modelos de macrófagos desarrollos en este tesis 

por ejemplo para su utilización en la evaluación de actividad 

olló un método inmunomagnético de 

+ de bovino, ovino y caprino utilizando nanopartículas 

CD14 humano en 

combinación con la tecnología MACS (Publicación VI). La proporción de monocitos CD14 + 

antes y después de la separación magnética se estimo por citometría de flujo. Nuestros 

ue la tecnología MACS permitió el aislamiento de monocitos CD14 + a 

partir de PBMCs bovinos, caprinos y ovinos con purezas de hasta el 92, 74 y 30 %, 

respectivamente. Esto representa un 2.2, 9.3 y un 145.5 de incremento en el ratio de 

pectivamente. Tras del enriquecimiento, los monocitos purificados 

mostraron viabilidades de aproximadamente el 96 %. Además se observó que los monocitos 

CD14 + aislados de PBMCs bovinos, caprinos y ovinos utilizando la tecnología MACS 



VII. ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

245 
 

presentaron la morfología típica de macrófagos después de 7 días de cultivo y que eran 

capaces de fagocitar eficientemente y con alta reproducibilidad Map y M. bovis. Finalmente, 

hemos demostrado que monocitos CD14 + purificados empleando la tecnología MACS 

pueden ser utilizadas en experimentos in vitro que requieren MDMs con un alto nivel de 

pureza, como por ejemplo para evaluación de eficacia de prototipos vacunales (Publicación 

VIII). Así, monocitos purificados de sangre periférica de terneras de entre 3-6 meses de edad 

sin vacunar y vacunadas por vía intramuscular con una vacuna inactivada frente a M. bovis se 

purificaron con la tecnología MACS, se diferenciaron a macrófagos y se infectaron ex vivo 

con Map. Los resultados demostraron diferencias significativas en cuanto a la capacidad de 

los macrófagos procedentes de animales vacunados y sin vacunar para fagocitar Map a los 83 

y 163 días post-vacunación y demostraron la utilidad de los modelos in vitro de MDMs 

desarrollados en esta tesis doctoral para evaluar eficacia vacunal. 

 

 

 

 

 



 

 
 

  



 

 
 

 

 

  

VIII. CONCLUSIONES  



 

 
 

 



VIII. CONCLUSIONES 

249 
 

VIII. CONCLUSIONES 

 

1. En los modelos celulares de macrófagos bovinos, los aislados bovinos, de jabalí, de 

ciervo, de gamo y bisonte fueron capaces de crecer y persistir con mayor eficiencia que 

los aislados ovinos y caprinos independientemente de su genotipo. 

 

2. La infección de macrófagos bovinos con una cepa ovina estimuló la inducción de una 

respuesta inmune de tipo pro-inflamatoria, apoptótica y destructiva, mientras que la 

respuesta inmune inducida por el aislado bovino fue la opuesta, favoreciéndose la 

supervivencia bacteriana de este aislado de Map en el interior de los macrófagos 

infectados. 

 

3. Debido a que se observó una fuerte correlación entre la supervivencia intracelular de estos 

aislados y los patrones de producción de IL6, TGFβ-1, IL1α, BCL2-1 y MMP3-1; los 

niveles de expresión de estos biomarcadores de infección pueden servir para discriminar 

entre aislados de Map con diferente virulencia en el modelo celular BoMac. 

 

4. No se observan variaciones significativas en el comportamiento de los aislados de Map 

incluidas en el estudio en los dos modelos celulares bovinos estudiados (MDMs y 

BoMac), por lo que se puede concluir que el modelo celular BoMac constituye un 

excelente modelo in vitro en el que realizar estudios de patogénesis de la paratuberculosis. 

 

5. A diferencia de lo que ocurre en los modelos celulares bovinos, todas los aislados de Map 

analizados fueron capaces de persistir en el interior de los macrófagos ovinos con títulos 

infectivos similares independientemente de su genotipo u hospedador de procedencia. Los 

macrófagos ovinos indujeron una respuesta anti-inflamatoria, anti-apoptótica y anti-

destructiva independientemente del aislado/genotipo utilizado en la infección. 

 

6. En conjunto, nuestros resultados indican que los aislados de Map procedentes de la misma 

especie animal tienen un comportamiento similar en los modelos celulares estudiados, 

independientemente de su genotipo. Por ello, debe asumirse equivalencia entre genotipos 

bacterianos a la hora de realizar el saneamiento de las explotaciones ganaderas afectadas 

por paratuberculosis. 
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7. Los aislados de Map de animales silvestres mostraron una virulencia similar a la de los 

aisaldos bovinos en los modelos de infección in vitro estudiados, por lo que no se debe 

desestimar el riesgo que pueden representar para las explotaciones de ganado bovino y 

ovino. Nuestros resultados recomiendan la necesidad de extremar medidas preventivas 

que eviten el riesgo de transmisión de Map interespecie. 

 

8. Se ha demostrado por primera vez la capacidad de aislados de Map ( Bovino-C y Ovino-

S) de inducir la formación in vitro de granulomas ovinos bien definidos, viables tras 10 

dias de cultivo y similares desde el punto de vista morfológico a los observados en 

muestras clínicas. 

 

9. La selección positiva de monocitos CD14 + de sangre periférica de bovino, caprino y 

ovino empleando la tecnología MACS permite la obtención de monocitos con un alto 

grado de pureza y completamente funcionales en términos de capacidad fagocítica y 

producción de citoquinas, lo que hace que constituyan una excelente plataforma para la 

evaluación de la eficacia de prototipos vacunales. 
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X. ANEXOS  

X.1. ABREVIATURAS 
 
aa:  Aminoácidos 

ACP: Acyl carrier protein / proteína portadora de acilo 

AG: Arabinogalactano 

AGID: Agarose gel immunodiffusion / inmunodifusión en gel de agarosa 

AM: Ácidos micólicos 

ANOVA: Analysis of variance / análisis de la varianza 

ASA: Aminosalicylic acid /  ácido  aminosalicílico 

ATCC: American type culture collection / colección de cultivos tipo americano 

ATP: Adenosine triphosphate / trifosfato de adenosina 

BAAR: Bacteria acido-alcohol resistente 

Bad: Bcl-2-associated death 

BCL: B-cell lymphoma / linfoma de células B 

BOMAC: Bovine macrophage cell line / línea celular de macrófagos bovinos  

CARD: Caspase recruitment domain / dominio de reclutamiento de caspasa 

CD: Cluster of differentation / cumulos de diferenciación 

CF: Complement fixation / fijación del complemento 

CoA: Coenzima A. 

CPA: Células presentadoras de antígenos  

CR: Complement receptor / receptor de complemento  

DC-SIGN: Dendritic cell-Specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin 

DDA: Dimethyl dioctadecyl ammonium / Dimetil dioctadecil de amonio 

DIVA: Difference infected from vaccinated animals / diferencia infectados de animales vacunados 

DNA: Deoxyribonucleic acid / acido desoxirribonucleico 

DPBS: Dulbecco's phosphate-buffered saline / solución salina tamponada con Dulbecco  

DTH: Delayed  type hypersensitivity / hipersensibilidad de tipo retardado. 

EEA1: Early endosome antigen 1 / autoantígeno endosomal primario 

EEUU: Estados Unidos 

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay / ensayo de inmunoabsorbancia enzimática 

F:Forward / hacia adelante 

FAME: Fatty acid methyl ester / éster de metilo de los ácidos grasos 

FAP: Fibronectin-attachment protein / proteínas de unión a la fibronectina 

FCS: Fetal bovine serum / suero fetal bovino 

FN: Fibronectina 

g: Gramo 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase / gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GC: Guanina, citosina 
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GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor / factor estimulante de colonias de granulocitos y 

monocitos 

GLM: General linear model / modelo lineal general  

HBH: Heparin-binding hemagglutinin / hemaglutinina de unión a heparina  

HBSS: Hank's balanced salt solution / solución salina de Hank 

HE: Hemotoxilina-eosina 

HEY: Herrold’s egg yolk  

HS-GAG: Heparan sulfate glycosaminoglycan / glicosaminoglicanos heparán sulfato 

Hsp: Heat shock protein / proteína de choque térmico 

IACUC: Institutional animal care and use committee / Comité institucional para el cuidado y uso de animales 

ICAM -1:Intercellular adhesion molecule 1 

IDR: Intradermal reaction  / reacción intradérmica 

IFN: Interferon  

Ig: Inmunoglobulina  

IHQ= Inmunohistoquímica 

IL: Interleuquina 

IS: Insertion sequence / secuencia de inserción 

Kb: Kilobases 

kDa: Kilodalton 

kg: Kilogramo 

LAM: Lipoarabinomanano 

LJ: Lowënstein-Jensen  

LN: Lymph node / nódulo linfático 

LRR: Leucine-rich repeat / repeticiones ricas en leucina 

LSP: Long sequence polymorphisms / polimorfismos de secuencia larga 

M: Molar 

M.: Mycobacterium 

mAb: Monoclonal antibodies / anticuerpos monoclonales 

MAC: Mycobacterium avium complex / complejo Mycobacterium avium 

MACS: Magnetic-activated cell sorting / selección celular magnética 

MAC-T: Bovine mammary epithelial cells 

Mah: M. avium hominissuis  

Man-LAM: Mannosylated lipoarabinomannan / lipoarabinomanano revestido de manosa 

Map: Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis 

MAPK-38: P38 mitogen-activated protein kinase 

Mb: Megabases 

MDBK: Madin-Darby bovine kidney 

MDM: Monocyte derived macrophages / macrófagos derivados de monocitos  

mg: miligramo 

MGIT: Mycobacterial growth indicator tube / tubo indicador de crecimiento de micobacterias 
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MHC: Major histocompatibility complex / complejo mayor de histocompatibilidad 

MIC: Minimum inhibitory concentration / concentración mínima inhibitoria 

min:  Minutos 

ml: Mililitro 

mM: Millimolar 

MMP: Matrix metalloproteinase / metaloproteinasa de la matriz 

MOI: Multiplicity of infection / multiplicidad de infección 

MP: Mercaptopurina 

MPL: Monophosphoryl lipid /monofosforil lípido 

MR: mannose receptor / receptor de manosa 

Mtb: Mycobacterium tuberculosis 

MTC: Mycobacterium tuberculosis complex / complejo Mycobacterium tuberculosis  

NaOH: Hidróxido sódico 

NCBI: National center for biotechnology information / centro nacional para la información biotecnológica 

NCCLS: National committee for clinical laboratory standards / Comité Nacional de estándars de Laboratorio 

Clínico 

ND: No determine / no determinado 

ng: Nanogramos 

NK: Natural killer / asesina natural 

NO: Nitric oxide / óxido nítrico 

Nr: No reportado.   

NTM: Non tuberculous mycobacteria / micobacterias no tuberculosas 

OADC: Oleic acid-albumin-dextrose-catalase / oleico-albúmina-dextrosa-catalasa 

OIE: World organisation for animal health / organización 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 / células mononucleares de sangre periférica  

PBS: Phosphate-buffered saline / tampón fosfato salino 

PCR: Polymerase chain reaction / reacción en cadena de la polimerasa 

PCR-REA: Polymerase chain reaction and restriction endonuclease analysis / reacción en cadena de la 

polimerasa y análisis con endonucleasas de restricción 

PFGE: Pulsed field gel electrophoresis / electroforesis en gel de campo pulsado 

PG: Peptidoglycan / peptidoglicano 

p.i.: post-infección 

PILAM: Fosfatidil inositol y liporarabinomanano 

PIM: fosfatidil-1-myo-inositol manosidos 

PI3P: Fosfatidilinositol 3-fosfato 

Ptp: Protein tyrosine phosphatase / fosfatasas de proteínas en tirosina 
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q-RT-PCR: Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction / Transcripcion inversa seguida de 

Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa  

R: Reverse / inverso 

REA: Restriction endonuclease analysis / análisis con endonucleasas de restricción 

RFLP: Restriction fragment length polymorphism / polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 

restricción  

RNI: Reactive nitrogen intermediates /reactivos intermediarios de nitrógeno  

ROI: Reactive oxygen intermediates / reactivos de intermediarios de oxígeno  

RPMI: Roswell park memorial institute 

RQ: Relative quantification / cuantificación relativa 

rRNA: Ribosómic RNA / RNA ribosómico 

SCID: Revere combined immunodeficiency 

SIDA: Human immunodeficiency virus infection /síndrome de inmunodeficiencia adquirida  

SLC: Solute Carrier Family 

SNP: Single nucleotide polymorphism / polimorfismos de nucleótido simple  

SOD: Superóxido dismutasa 

spp: Species / especies 

Syn: Synonymous / sinónimo 

TACO: Tryptophan aspartate containing coat protein  /  proteína envuelta de triptófano aspartato 

TE: Tris-EDTA 

TGF: Transforming growth factor / factor de crecimiento transformante 

Th: T helper cell / células T colaboradores 

THP-1: Human monocytic cell line / línea celular de monocitos humanos  

TIMP: Metallopeptidase inhibitor / Inhibidor de la metaloproteinasa celular 

TLR: Toll-like receptor / receptores tipo toll 

Tm: Melting temperature / temperatura de fusión 

TNF: Tumor necrosis factor / factor de necrosis tumoral  

tRNA: Tranfer RNA / ARN de transferencia 

TTD: Time to detection / tiempo de detección 

UFC: Unidades formadoras de colonias 

µg: Microgramo 

µl: Microlitro 

µm: Micrómetro 

µM: Micromolar 

USDA: United states department of agriculture 

UTR: Untranslated region / región no traducida 

VIC: Válvula Ileocecal 

VOCs: Volatile organic compounds / componentes volátiles orgánicos  

Vol: Volumen 

ZN: Ziehl-Neelsen 
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X.2. TRABAJOS PENDIENTES DE PUBLICACIÓN 

Publicación VI: "Improved ruminants´s monocyte-derived macrophages infection models to 

study Mycobacteria-host interactions and for vaccine candidates evaluation". BMC 

Microbiology. Abendaño N, Boveda E, Ledo B, Juste RA, Alonso-Hearn M. 

 

PUBLICACION VII: “ Mycobacterium avium susbp. paratuberculosis fatty acid composition 

might determine its interaction with bovine macrophages and influence the intracelular 

survival of the bacillus”. Alonso-Hearn M, Abendaño N, Rubirar A, Aznar R, Juste RA. 

 

PUBLICAICON VIII: “Enhanced in vitro phagocytic efficiency of macrophages against M. 

bovis from EMDIAR sensitized young cattle”. Juste RA, Alonso-Hearn M, Garrido JM, 

Abendaño N, Sevilla IA, Gortazar C, de la Fuente J, Dominguez L. 

 

X.3. FACTOR DE IMPACTO Y ÁREA TEMÁTICA 

 

A continuación se presentan el factor de impacto de las revistas y las áreas temáticas de cada 

una de las publicaciones científicas incluidas en esta Tesis Doctoral. Esta información ha sido 

obtenida del Journal Citation Reports® (JCR) (Insitute of Scientific Information (ISI), 

Thomson Scientific), a través de la plataforma ISI Web of Knowledge (Thomson Scientific). 

Los datos se muestran referidos al año de publicación de cada artículo. 

 
• Publicación I: 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. DOI: 10.1128/JCM.00441-12. 

Abendaño N, Sevilla IA, Prieto JM, Garrido JM, Juste RA, Alonso-Hearn M. 

 

Journal of Clinical Microbiology 
 
• Año: 2012 
• Índice de impacto: 4.068 
• Área: Microbiología 
• Cuartil: Q1  
• Ranking: 27/116 
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• Publicación II: Anti-Inflammatory and Antiapoptotic Responses to Infection: A Common 

Denominator of Human and Bovine Macrophages Infected with Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis. Review Article. DOI: 10.1155/2013/908348. Abendaño N, Juste 

RA, Alonso-Hearn M. 

 

Journal of Biomedicine and Biotechnology 
 

• Año: 2013 
• Índice de impacto: 2.706 
• Área: Medicina, Investigación y Experimentación 
• Cuartil: Q2  
• Ranking: 50/124 
 

 

• Publicación III:  Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis Isolates from Sheep 

and Goats Show Reduced Persistence in Bovine Macrophages than Cattle, Bison, Deer 

and Wild Boar Strains Regardless of Genotype. DOI: 10.1016/j.vetmic.2012.12.042. 

Abendaño N, Sevilla IA, Prieto JM, Garrido JM, Juste RA, Alonso-Hearn M. 

 

Veterinary Microbiology 
 

• Año: 2013 
• Índice de impacto: 2.726 
• Área: Ciencias Veterinarias 
• Cuartil: Q1  
• Ranking: 4/132 
 

 

• Publicación IV: Three-Dimensional In Vitro Models of Granuloma to Study Bacteria-

Host Interactions, Drug-Susceptibility, and Resuscitation of Dormant Mycobacteria. 

Review Article. Fitzgerald LE, Abendaño N, Juste RA, Alonso-Hearn M. 

 

Biomed Research International 
 

• Año: 2014 
• Índice de impacto: 3.169 
• Área: Medicina, Investigación y Experimentación 
• Cuartil: Q2  
• Ranking: 50/124 
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• Publicación V: Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis Isolates Induce In Vitro 

Granuloma Formation and Show Successful Survival Phenotype, Common 

AntiInflammatory and Antiapoptotic Responses within Ovine Macrophages Regardless of 

Genotype or Host of Origin. DOI: 10.1371/journal.pone.0104238. Abendaño N, 

Tyukalova L, Barandika JF, Balseiro A, Sevilla IA, Garrido JM, Juste RA, Alonso-Hearn 

M. 

Plos One 
 

• Año: 2014 
• Índice de impacto: 3.234 
• Área: Ciencias Multidisciplinarias 
• Cuartil: Q1  
• Ranking: 8/56 
 

 

X.4. OTRAS CONTRIBUCIONES DEL DOCTORANDO 

 
OTRAS PUBLICACIONES 
 
• Prieto JM, Balseiro A, Casais R, Abendaño N, Fitzgerald LE, Garrido JM, Juste RA, 

Alonso-Hearn M. 2014. A Sensitive and Specific Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

for Detecting Serum Antibodies against Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in 

Fallow Deer (Dama dama). Clinical and Vaccine Immunology, 21(8):1077. 

 
Clinical and Vaccine Immunology 

 
• Año: 2014 
• Índice de impacto: 2.470 
• Área: Ciencias veterinarias 
• Cuartil: Q2 
• Ranking: 43/78 
 

 

CONTRIBUCIONES A CONGRESOS 
 
• Congresos internacionales 

 
� 12th International Colloquium on Paratuberculosis (ICP). Parma. Junio 2014. 

 
- AUTORES: Abendaño N, Tyukalova L, Barandika J, Balseiro A, Sevilla IA, 

Garrido JM, Juste RA, Alonso-Hearn M. 
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TÍTULO: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis Isolates Induce in Vitro 
Granuloma Formation and Show Successful Survival Phenotype, Common Anti-
inflammatory and Antiapoptotic Responses within Ovine Macrophages regardless 
of Genotype or Host of Origin. 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Comunicación oral 

 
- AUTORES: Prieto JM,Balseiro A, Casais R, Abendaño N, Fitzgerald LE,Garrido 

JM,Juste RA, Alonso-Hearn M. 
TÍTULO: Sensitive and Specific Enzyme-linked Immunosorbent Assay for 
Detecting Serum Antibodies against Mycobacterium avium subsp. 
Paratuberculosis in Fallow Deer. 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Poster 

 
- AUTORES: Abendaño N, Fitzgerald LE, Garrido JM, Barandika JF, Balseiro A, 

Juste RA, Alonso-Hearn M. 
TÍTULO: Mycobacterium avium susbp. paratuberculosis isolates trigger the 
formation of granulomas in vitro. 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Poster 

 
� 10th International Veterinary Immunology Symposium (IVIS). Milán. Agosto 2013 

- AUTORES: Abendaño N, Tyukalova L, Barandika JF, Sevilla IA, Garrido JM, 
 Juste RA, Alonso-Hearn M. 
TÍTULO: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis isolates from domestic 
and wild animals showed successful survival phenotype and induced common 
immune responses within ovine macrophages. 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Comunicación oral 

 
- AUTORES: Abendaño N, Juste RA, Alonso-Hearn M. 

TÍTULO: In Vitro Infection Models to Study Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis-Host interactions. 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Poster 
 

� 11th International Colloquium on Paratuberculosis (ICP). Sydney. Febrero 2012 

- AUTORES: Abendaño N, Sevilla IA, Garrido JM, Prieto JM, Juste RA, Alonso-
Hearn M. 
TÍTULO: A large-scale study of differential virulence of Mycobacterium  avium 
subsp. paratuberculosis strains with distinct genotypes and isolated from diverse 
hosts in bovine macrophages. 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Comunicación oral 

 
- AUTORES: Abendaño N, Sevilla IA, Geijo M, Garrido JM, Prieto JM, Juste RA, 

Alonso- Hearn M. 
TÍTULO: Quantification of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis strains 
with distinct genotypes and isolated from diverse hosts using a liquid culture 
system. 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Comunicación oral 
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� 8th International Conference on the Pathogenesis of Mycobacterial Infections 

(ICPMI). Estocolmo. Julio 2011 

- AUTORES: Alonso-Hearn M, Abendaño N, Sevilla IA,Garrido JM, Juste RA. 
TÍTULO: A large-scale study of differential virulence of genomically diverse 
strains of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis isolated from 
diverse hosts in bovine macrophages. 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Poster 
 

• Congresos nacionales  
 

� XVIII Simposio Annual de la Asociación de Veterinarios Especialistas en 

Diagnóstico Laboratorial (AVEDILA). Madrid. 14-15 Noviembre 2013. 

- AUTORES: Abendaño N, Ledo B, Boveda E,Barandika JF, Juste RA, Alonso-
Hearn M. 
TÍTULO: Utilización de nanopartículas magnéticas funcionalizadas para la 
purificación de monocitos CD14+ de rumiantes para la posible detección de 
patógenos intracelulares 
TIPO DE COMUNICACIÓN: Poster 
 
 

PREMIOS 
 

 Richard Merkal Award.  Premio a la mejor comunicación oral del 12th International 
Colloquium on Paratuberculosis (ICP), Parma (2014). 

 
 Poster mejor valorado del XVIII Simposio Anual de la Asociación de Veterinarios 

Especialistas en Diagnóstico Laboratorial (AVEDILA), Madrid (2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 


