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personal investigador (FPI2016-00041) de la convocatoria CPD2016-0016. 

El desarrollo de este trabajo ha sido posible gracias a los proyectos de investigación: 

"MARKPARA: Marcadores inmunológicos y genéticos asociados a infecciones latentes o patentes 
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financiado por el INIA- Instituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria, y 
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I 
 

ABREVIATURAS 

    

AG Arabinogalactan / Arabinogalactano 

AGID Agarose gel inmunodiffusion / Inmunodifusión en gel de agarosa  

APC Antigen presenting cell / Célula presentadora de antígenos 

ATP Adenosine triphosphate / Adenosina trifosfato 

AUC Area under the curve / Área bajo la curva 

AFB Acid fast bacilli / Bácilo ácido alcohol resistente 

Bad BCL-2-associated death promoter / Promotor de muerte celular asociado a 

BCL-2 

BCG  Bacillus Calmette-Guérin / Bacilo de Calmette-Guérin 

BCL-2 Nuclear gene encoding mitochondrial protein 2 / Gen codificante de la 

proteína mitocondrial 2 

BP Biological process / Proceso biológico 

bp Base pair / Par de bases 

C3 Complement 3 / Complemento 3 

CC Celular component / Componente celular 

CD Cluster of differentation / Grupo de diferenciación 

cDNA Complementary DNA / DNA complementario 

CF Complement fixation / Fijación del complemento 

CFU Colony forming unit / Unidad formadora de colonias 

CI Confidence interval / Intervalo de confianza 

CONAFE Confederación Nacional de Frisona Española 

DC-SIGN  Dendritic cell-specific intercelular adhesion molecule-3-grabbing non-

integrin / Molécula de adhesión intracelular 3 no asociada a integrina 

específica de células dendríticas 

ddPCR Droplet digital PCR / PCR digital 

DNA Deoxyribonucleic acid / Ácido desoxirribonucleico 

EBV  Estimated breeding values / Valores estimados de selección 

EGF Epidermal growth factor / Factor de crecimiento epidérmico 

ELISA Enzyme-linked immunoassay / Ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas  

EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assays / Ensayos de cambio en la movilidad 

electroforética 

eQTL Expression Quantitative trait locus / Locus de expresión de carácter 

cuantitativo 

FAP Fibronectin attachment protein / Proteínas de unión de fibronectina 

FDR False discovery rate / Tasa de falsos positivos 

GBLUP Genomic Best linear unbiased prediction / Modelo genómico de predicción 

lineal no sesgado 

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulatin factor / Factor estimulante de 

colonias de granulocitos y macrófagos  

GO Gene ontology / Ontología génica 

GWAS Genome wide association study/ Estudio de asociación de genoma completo 

h
2
 Heritability / Heredabilidad 



HBSS Hank's balanced salt solution / Solución salina de Hank 

HD High density / Alta densidad 

HDL High density lipoprotein / Lipoproteina de alta densidad 

HE Hematoxylin eosin / Hematoxilina eosina 

IBD Inflammatory bowel disease / Enfermedad inflamatoria intestinal 

ICAM1 Intracelular adhesión molecule 1 / Molécula de adhesión intracelular 1  

ICO Índice combinado  

ICU Índice compuesto de la ubre 

ICV  Ileocecal valve / Válvula ileocecal 

IFN-γ Gamma interferon / Interferón gamma 

Ig  Inmunoglobulin / Inmunoglobulina 

IL Interleukin / Interleuquina  

IPP Índice de pies y patas 

ISP Índice de salud podal 

Kb Kilobases 

KRT Keratin / Queratina 

LAM Lipoarabinomannan / Lipoarabinomanano 

LD Low density / Baja densidad 

MA Micolic acids Ácidos micólicos 

MAC Mycobacterium avium complex / Complejo Mycobacterium avium 

ManLAM Mannosylated lipoarabinomannan / Lipoarabinomanano manosilado 

MAP Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

MAPK38 Mitogen activated protein kinasa 38 / Proteína kinasa activada por mitógeno 

P38  

Mb Megabase 

MD Medium density / Media densidad 

MDM Monocyte derived macrophage / Macrófago derivado de monocito 

MF Molecular function / Función molecular 

MGIT Mycobacteria Growth indicator tubes / Tubos indicadores de crecimiento de 

micobacterias  

MHC Mayor histocompatibility complex / Complejo mayor de histocompatibilidad 

MTC Mycobacterium tuberculosis complex / Complejo Mycobacterium 

tuberculosis 

NF-κβ Nuclear factor kappa beta / Factor nuclear kappa beta 

NGS Next generation sequencing / Secuenciación de nueva generación 

NK Natural killer / Asesina natural 

NTM Non tuberculous Mycobacteria / Micobacterias no tuberculosas 

OADC Oleic-acid-albumin-dextrose-catalase / Oleico-albúmina-dextrosa-catalasa 

OD Optical density / Densidad óptica 

OIE World organization for animal health / Organización mundial de sanidad 

animal 

OR Odds ratio / Tasa de probabilidad 

PB Peripheral blood / Sangre periférica 

PBMC Peripheral blood mononuclear cell / Célula mononuclear de sangre periférica  

PCR Polymerase chain reaction / Reacción en cadena de la polimerasa 



 

III 
 

PG Peptidoglicano / Peptidoglicano 

PLI  Profit lifetime index / Índice de vida útil 

PPDa  Aviar purified protein derivative / Derivado proteico purificado aviar 

PRM Protamine / Protamina 

PRR Pathogen Recognition receptors / Patrones de reconocimiento de patógenos 

PTB Paratuberculosis 

qPCR Quantitative PCR / PCR cuantitativa 

QTL Quantitative trait locus / Locus de caracter cuantitativo 

RNA Ribonucleic acid / Ácido ribonucleico 

RNA-Seq RNA-Sequencing / Secuenciación de ARN 

RNI Reactive nitrogen intermediates / Reactivos intermediarios de nitrogeno 

ROI Reactive oxygen intermediates / Reactivos intermediarios de oxígeno 

ROS Reactive oxygen species / Especies reactivas de oxígeno 

rSNP Regulatory SNP / SNP regulador 

RT-qPCR Real time quantitative PCR / PCR cuantitativa a tiempo real 

SNP Single-nucleotide polymorphism / Polimorfismo de nucleótido único 

TACO Tryptophan aspartate containing coat protein / Proteína de envuelta que 

contiene triptófano aspartato 

TBS Tris buffered saline / Solución salina tamponada 

TFBS Binding sites for transcription factors / Sitio de unión de factores de 

transcripción 

TGF-β  Transforming growth factor beta / factor de crecimiento transformante beta 

TLR Toll like receptors / Receptores tipo toll 

TNF-α  Tumor necrosis factor alpha / Factor de necrosis tumoral alpha 

TSS Transcription start site / Sitio de inicio de transcripción 

TTD Time to detection / Tiempo de detección 

VEP Variant effect predictor / Predictor del efecto de la variante 

VLDL Very low density lipoprotein / lipoprteínas de muy baja densidad 

WGS Whole genome sequence / Secuencia de genoma completo 

ZN Ziehl Nielsen 

λ Inflation factor / Factor de inflación 

µm Micrómetro 

 

  



 

  



 

V 
 

 Genes     

      

ABCA13 ATP Binding Cassette Subfamily A Member 

13 

Miembro 13 de la subfamilia A de casetes de unión 

a ATP  

ACSM1 Acyl-CoA synthetase medium chain family 

member 1 

Miembro 1 de la familia de la acil-CoA sintetasa de 

cadena media 

ADA Adenosine Deaminase  Adenosina desaminasa  

ADGRF1 Adhesion G protein-coupled receptor F1  Receptor acoplado a la proteína G de adhesión F1  

ADGRF5 Adhesion G protein-coupled receptor F5 Receptor acoplado a la proteína G de adhesión F5 

ADIPOQ Adiponectin C1Q Adiponectina C1Q 

ANGPTL4 Angiopoietin Like 4  Angiopoyetina tipo 4  

ANGPTL8 Angiopoietin Like 8  Angiopoyetina tipo 8  

ANO6 Anoctamin 6  Anoctamina 6  

APO4 Apolipoprotein A4  Apolipoproteína A4 

APOB Apolipoprotein B Apolipoproteína B 

APOC3 Apolipoprotein C3  Apolipoproteína C3 

APOLD1 Apolipoprotein L domain containing 1  Dominio 1 de apolipoproteína L  

AQP8 Aquaporin 8  Acuaporina 8 

ARAP2 ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat 

and PH domain 2  

ArfGAP con dominio RhoGAP repetición de 

anquirina y dominio PH 2 

BATF2 Basic leucine zipper ATF transcription factor 2 Factor de transcripción ATF de cremallera básica 

de leucina 2 

BOLA-DQβ Bovine Mayor histocompatibility complex II  Complejo mayor de histocompatibilidad bovina II  

CASP7 Caspase 7 Caspasa 7 

CATH3 Cathelicidins 3  Catelicidina 3 

CATH4 Cathelicidins 4  Catelicidina 4 

CCK Cholecystokinin  Colecistoquinina  

CCL14 C-C motif chemokine ligand 14 Ligando de quimioquina C-C 14  

CCND3 Cyclin D3 Cyclina D3 

CCR6 C-C Motif Chemokine Receptor 6 Motivo C-C del receptor de quimioquinas 6 

CD177 CD177 molecule Molécula CD177 

CD209 CD209 molecule Molécula CD209  

CD36 CD36 Molecule  Molécula CD36  

CD5L CD5 antigen-like precursor  Precursor del antígeno CD5  

CHUK Nuclear Factor NF-Kappa-B Inhibitor Kinase 

Alpha  

Factor nuclear NF-Kappa-B inhibidor de la quinasa 

alfa  

CKM Creatine kinase M-type  Creatina quinasa tipo M  

CLEC16A C-Type Lectin Domain Containing 16A Dominio de lectina tipo C que contiene 16A 

CLEC7A C-Type Lectin Domain Containing 7A Dominio de lectina de tipo C que contiene 7A  

CLIC5 Chloride Intracellular Channel 5 Canal intracelular de cloro 5  

CNPY3 Canopy FGF signaling regulator 3  Regulador de la señalización del FGF de la cubierta 

3  

COL1A2 Collagen Type I Alpha 2 Chain Cadena alfa 2 del colágeno tipo I 

CPE43 Fibroblast Growth Factor Receptor 1 Oncogene 

Partner  

Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 1 

Socio oncogénico  

CPS1 Carbamoyl-phosphate synthase 1 Carbamil-fosfato sintasa 1 

CREB5 CAMP Responsive Element Binding Protein 5  Proteína 5 de unión a elementos sensibles a CAMP 

CRISP3 Cystine rich secretory protein 3  Proteína secretora rica en cistina 3  

CXCL10/IL10 C-X-C Motif Chemokine Ligand 10  Ligando de quimioquina C-X-C 10 

CXCL8/IL8 C-X-C Motif Chemokine Ligand 8 Ligando de quimioquina C-X-C 8 

CXCR3 C-X-C Motif Chemokine Receptor 3  Receptor de quimiocinas C-X-C 3  

DAB2 DAB2 interacting protein  Proteína de interacción DAB2  

DEFB110 Defensin β110  Defensina β110  

DEFB114 Defensin β114 Defensina β114 



DEFβ4A Defensin Beta 4A  Defensina Beta 4A  

DES Desmin Desmina 

DUSP10 Dual Specificity Phosphatase 10 Fosfatasa de doble especificidad 10 

EDN2 Endothelin 2 Endotelina 2 

ENPP2 Ectonucleotide 

Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 2  

Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 2  

ENPP4 Ectonucleotide 

Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 4 

Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 4 

ENPP5 Ectonucleotide 

Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 5 

Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 5 

ERCC4 Excision Repair 4  Reparador por escisión 4  

EREG Epiregulin Epiregulina 

FABP6 Fatty Acid Binding Protein 6 Proteína de unión a ácidos grasos 6 

FOXP4 Forkhead Box P4  Caja Forkhead P4  

FXR Farnesoid X receptor Receptor F farnesoide 

GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase  Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa  

GOT1 Glutamic-Oxaloacetic Transaminase 1  Transaminasa glutámico-oxalacética 1  

HBEGF Heparin Binding EGF Like Growth Factor  Factor de crecimiento similar al EGF de unión a 

heparina 

HOXB13 Homeobox B13  Homeobox B13  

HSPA6 Heat Shock Protein Family A Member 6  Proteína de choque térmico de la familia A, 

miembro 6 

ICAM3 Dendritic Cell-Specific Intracellular Adhesion 

Molecules 3 

Moléculas de adhesión intracelular específicas de 

las células dendríticas 3 

IFI27 Interferon α-inducible protein 27  Proteína 27 inducible por interferón α 

IFNGR2 Interferon Gamma Receptor 2 Receptor 2 del interferón gamma 

IGF2BP3 Insulin-like growth factor 2 mRNA binding 

protein 3  

Proteína de unión al ARNm del factor de 

crecimiento similar a la insulina 2  

IGSF23 Immunoglobulin superfamily member 23 Miembro de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas 23 

IKBKB Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase 

Subunit Beta  

Inhibidor de la subunidad beta de la quinasa del 

factor nuclear Kappa B  

IL10RA Interleukin 10 Receptor Subunit Alpha Subunidad alfa del receptor de interleucina 10 

IL12RB1 Interleukin 12 Receptor Subunit Beta 1  Subunidad beta 1 del receptor de interleucina 12 

IL12RB2 Interleukin 12 Receptor Subunit Beta 2 Subunidad beta 2 del receptor de interleucina 12 

IL23R Interleukin 23 Receptor Receptor de interleuquina 23  

IRF1 Interferon Regulatory Factor 1 Factor regulador del interferón 1 

ITLN2 Intelectin 2  Intelectina 2 

KIAA1324L KIAA1324 like    

KRT Keratin Queratina 

LDLR Low density lipoprotein receptor  Receptor de lipoproteínas de baja densidad  

LHX6 LIM/homeoboxprotein  LIM/homeoboxproteína  

LYZ1 Lysozyme C milk isozyme 1 Lisozima C, isoenzima láctea 1 

LYZB Lysozyme C intestinal isozyme  Isozima intestinal de lisozima C  

MDM Monocyte to macrophague differentiation gene  Gen de diferenciación de monocitos a macrófagos  

MECOM MDS1 And EVI1 Complex Locus  Locus del complejo MDS1 y EVI1 

MED20 Mediator Complex Subunit 20  Subunidad 20 del complejo mediador  

MMP13 Matrix Metallopeptidase 13  Metalopeptidasa de la matriz 13 

MMP8 Matrix Metallopeptidase 8 Metalopeptidasa de la matriz 8 

MYL2 Myosin light chain 2  Cadena ligera de miosina 2 

NCEH1 Neutral cholesterol ester hydrolase 1  Esterhidrolasa neutra del colesterol 1  

NFKBIE NFKB Inhibitor Epsilon Inhibidor NFKB Epsilon  

NKX2-3 NK2 Homeobox 3 transcription factor  Factor de transcripción NK2 Homeobox 3  

NOD2 Nucleotide oligomerization domain 2 Dominio de oligomerización de nucleótidos 2  

NPAS Neuronal PAS domain protein 2  Proteína neuronal de dominio PAS 2 



 

VII 
 

NR4A1 Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A 

Member 1  

Subfamilia de receptores nucleares 4 Grupo A 

Miembro 1  

OBSC Obscurin Obscurina 

OGN Osteoglycin  Osteoglicina  

ORL1 Oxidized low density lipoprotein receptor Receptor de lipoproteínas de baja densidad 

oxidadas 

PGLYRP1 Peptidoglycan Recognition Protein 1 Proteína de reconocimiento del peptidoglicano 1  

PIAS2 Protein inhibitor of activated STAT2  Proteína inhibidora de STAT2 activada  

PIK3R1 Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 

1 

Subunidad reguladora de la fosfoinositida-3-kinasa 

1 

PPP2R5D Protein phosphatase 2 regulatory subunit 

B´Delta  

Subunidad reguladora de la proteína fosfatasa 2 

B'Delta  

PRKCA Protein Kinase C Alpha  Proteína Kinasa C alfa  

PRM1 Protemine 1 Protamina 1 

PRM2 Protemine 2 Protamina 2 

PRM3 Protemine 3 Protamina 3 

PYGM Glycogen phosphorylase muscle associated  Glucógeno fosforilasa asociada al músculo  

RCAN2 Calcineurin nuclear factor of activated T cells  Factor nuclear de calcineurina de las células T 

activadas  

RMI2 RecQ Mediated Genome Instability 2  Inestabilidad del genoma mediada por RecQ 2  

SLC10A2 Solute Carrier Family 10 Member 2 Miembro 2 de la familia de transportadores de 

solutos 10 

SLC11A1 Solute Carrier Family 11 Member 1 Miembro 1 de la familia de transportadores de 

solutos 11  

SLC25A8 Solute Carrier Family 25 Member 8  Miembro 8 de la familia 25 de transportadores de 

solutos  

SLC2A5 Solute carrier family 2 member 5 Miembro 5 de la familia de transportadores de 

solutos 2  

SOCS1 STAT-Induced STAT Inhibitor 1 or suppressor 

of cytokine Signaling 1 

Inhibidor STAT 1 o supresor de la señalización de 

citoquinas 1 

SP110 SP110 Nuclear Body Protein Proteína del cuerpo nuclear SP110  

SPARC Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich Proteína secretada ácida y rica en cisteína  

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 

3 

Transductor de señales y activador de la 

transcripción 3 

TARP TCR gamma alternate reading frame protein  Proteína del marco de lectura alternativo del TCR 

gamma  

TFEB Transcription factor EB  Factor de transcripción EB  

TGFB2 Transforming Growth Factor Beta 2  Factor de crecimiento transformante Beta 2  

TMEM117 Transmembrane protein 117 Proteína transmembrana 117 

TNFRSF21 TNF receptor superfamily member 21  Miembro de la superfamilia de receptores del TNF 

21 

TNP2 Nuclear transition protein 2 Proteína de transición nuclear 2 

TPC3 Two pore channel 3 Canal de dos poros 3  

TRAF5 TNF Receptor Associated Factor 5  Factor 5 asociado al receptor del TNF  

TREM1 Triggering receptor expressed on myeloid cells 

1   

Receptor desencadenante expresado en células 

mieloides 1   

TREM2 Triggering receptor expressed on myeloid cells 

2 

Receptor desencadenante expresado en células 

mieloides 2 

TREML1 Triggering receptor expressed on myeloid cells 

like 1 

Receptor desencadenante expresado en células 

mieloides parecido a 1 

TREML2 Triggering receptor expressed on myeloid cells 

like 2 

Receptor desencadenante expresado en células 

mieloides parecido a 2 

TTYH2 Tweety family protein 2  Proteína 2 de la familia Tweety  

TUSC5 Tumor suppressor candidate 5  Candidato supresor de tumores 5  

WNT2 Wnt Family Member 2 Miembro 2 de la familia Wnt  
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I. RESUMEN 

La paratuberculosis (PTB) bovina es una enteritis granulomatosa crónica causada por 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) que afecta a rumiantes tanto domésticos 

como silvestres. El control de la enfermedad se fundamenta en la aplicación de medidas higiénico-

sanitarias en las explotaciones y en el diagnóstico y eliminación de animales infectados. Sin 

embargo, el diagnóstico de animales infectados con MAP está fuertemente condicionado por la falta 

de sensibilidad de las técnicas de diagnóstico disponibles. Esta limitación incide sobre la necesidad 

de desarrollar nuevas estrategias de control de la PTB que permitan la detección de animales con 

infección subclínica o la selección genética de animales naturalmente resistentes a la infección. 

En la presente Tesis Doctoral se identificaron  mediante análisis transcriptómico (RNA-

Seq), genes diferencialmente expresados en muestras de sangre periférica (PB) y válvula ileocecal 

(ICV) de animales con diferentes tipos de lesiones asociadas a la PTB (focales y difusas) respecto a 

animales control (sin lesiones). El análisis proporcionó información valiosa sobre la respuesta del 

hospedador a una infección natural con MAP, y permitió identificar genes, procesos biológicos, 

rutas metabólicas y redes de proteínas, desregulados en animales con lesiones focales y difusas que 

no habían sido previamente descritos, como la inhibición de la vía de señalización de CXCL8/IL8. 

El número de genes diferencialmente expresados fue mayor en muestras de ICV que en muestras de 

PB. Se identificaron cinco genes diferencialmente expresados en muestras de PB e ICV, 

independientemente del tipo de lesión, incluyendo el CXCL8/IL8, APOLD1, IFI27, KIAA1324L y 

ARAP2. Así mismo se identificaron dos rutas metabólicas enriquecidas comunes a PB e ICV de los 

animales con lesiones difusas: respuesta defensiva (GO:0006952) y respuesta inmune 

(GO:0006955). El gen más sobre-expresado en las muestras de ICV, independientemente del tipo 

de lesión, fue el precursor de la intelectina 2 (ITLN2), lo que sugería que podría ser utilizado como 

biomarcador de la infección por MAP en muestras de tejido. Por otro lado, el gen más sobre-

expresado en muestras de PB de animales con lesiones focales, el transportador ABCA13, fue 

seleccionado como un posible biomarcador de la infección subclínica. En estudios realizados 

posteriormente en colaboración con el departamento de Sanidad Animal del SERIDA, se confirmó 

y validó el potencial de la ITLN2 y del ABCA13 como biomarcadores diagnósticos facilitando 

ambos la detección de animales con lesiones focales, y difícilmente detectables con los métodos 

tradicionales de diagnóstico.  

La integración de datos de expresión génica obtenidos mediante RNA-Seq y datos de 

genotipado de animales infectados con MAP en condiciones naturales, permitió la identificación de 

192 y 48 cis-eQTLs reguladores de la expresión de 145 y 43 genes en PB e ICV, respectivamente. 
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Tres de estos cis-eQTLs regulaban la expresión de los genes MECOM (rs43744169), eEF1A2 

(rs110345285) y U1 (rs109859270) y fueron asociados con la susceptibilidad a la infección por 

MAP mediante un estudio de asociación genética dirigida. En dicho estudio, se incluyeron los 

genotipos para los cis-eQTLs identificados y los datos fenotípicos (histopatología, ELISA, PCR y 

cultivo bacteriológico) de 986 animales de una población independiente. El genotipo heterocigoto 

para el rs43744169 (T/C), regulador del gen MECOM, se asoció con una sobreexpresión del gen 

MECOM, resultados positivos a los test de ELISA, PCR y cultivo bacteriológico, con mayores 

niveles de MECOM en el plasma de animales infectados con MAP, con una mayor supervivencia 

intracelular de MAP en ensayos ex vivo llevados a cabo con macrófagos bovinos y con una mayor 

riesgo de progresión a PTB clínica. Estos resultados sugieren que determinadas variantes alélicas 

del cis-eQTL regulador de la expresión del gen MECOM, un regulador transcripcional de la 

respuesta inflamatoria mediada por el NF-κβ, podrían causar una respuesta inflamatoria 

incontrolada y progresiva que exacerbaría el daño tisular en los animales infectados por MAP. 

 En la presente Tesis Doctoral también se han llevado a cabo tres análisis de asociación a 

genoma completo utilizando datos de genotipado imputado a secuencia completa y fenotipos 

antemortem (ELISA, para la detección de anticuerpos frente a MAP) y postmortem (PCR y cultivo 

de tejidos, para la detección de MAP, y análisis histopatológico de lesiones intestinales). La 

combinación de varios test diagnósticos mejoró las estimas de heredabilidad respecto al uso de test 

individuales remarcando la importancia de una correcta definición del fenotipo. En el primer 

estudio, la combinación de ELISA-PCR-Cultivo (h
2
= 0,139) permitió identificar 159 SNPs 

asociados a la susceptibilidad a la infección por MAP. En el segundo estudio se identificaron un 

total de 129 y 92 SNPs asociados (P < 5 × 10
−7

) con la presencia de lesiones multifocales (h
2
= 

0,075) y difusas (h
2
 = 0,189), respectivamente. Así mismo se identificaron genes candidatos 

implicados en el proceso de queratinización en los animales con lesiones multifocales, mientras que 

en los animales con lesiones difusas se identificaron genes candidatos relacionados con el 

metabolismo del colesterol lo que se confirmó funcionalmente al detectarse niveles más bajos de 

colesterol en el plasma de animales con lesiones difusas. En el tercer estudio de asociación llevado 

a cabo, se buscaron variantes asociadas con la tolerancia a la PTB. Se consideró que un animal era 

tolerante cuando era positivo a PCR y cultivo bacteriológico de tejidos pero no presentaba lesiones 

asociadas a la PTB en tejido intestinal. La heredabilidad del fenotipo de tolerancia a la PTB fue alta 

(h
2
= 0,55), identificándose 40 SNPs (P < 5×10

-7
), 9 QTLs y 98 genes candidatos asociados a este 

fenotipo. El análisis de enriquecimiento funcional utilizando los genes candidatos identificados 

permitió definir un perfil inmunogenético específico en los animales tolerantes, diseñado para 
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reparar daños en el DNA, controlar la carga bacteriana, modular la inflamación, limitar el daño 

tisular, y favorecer el establecimiento de una infección persistente. 

En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral proporcionan información 

nueva y global acerca de los mecanismos moleculares subyacentes a la susceptibilidad a la 

infección por MAP y a la tolerancia a la PTB con aplicaciones en el diagnóstico y control de la 

enfermedad. El uso de algunos de los biomarcadores identificados mediante RNA-Seq ha permitido 

el desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico para la detección de animales subclínicos, 

difícilmente detectables con los métodos diagnósticos tradicionales. Además, los SNPs 

identificados podrían ser integrados en los programas de selección de ganado bovino asistidos por 

marcadores con el objetivo de seleccionar animales menos susceptibles a la infección por MAP y 

más tolerantes a la PTB, y probablemente también a otras enfermedades, lo que redundará en una 

mejor sanidad y bienestar animal, mayor longevidad, reduciría los costes económicos de las 

explotaciones, minimizaría el uso de agentes antimicrobianos y la aparición de resistencias a los 

mismos.  
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1. Impacto económico y social de la paratuberculosis bovina 

 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) causa la paratuberculosis (PTB), 

una enteritis granulomatosa crónica que afecta a rumiantes tanto domésticos como silvestres. La 

PTB fue descubierta hace más de un siglo pero continúa comprometiendo la salud y bienestar 

animal y supone un importante problema económico y social. Por estos motivos, la Organización 

Mundial de Sanidad Animal (OIE), ha catalogado la PTB como una enfermedad de declaración 

obligatoria (OIE, 2021). 

 La PTB es una enfermedad de distribución mundial. Whittington y col. llevaron a cabo una 

encuesta en 48 países en la que se estimó que, en la mitad de los países encuestados, el 20% de los 

rebaños estarían infectados (Whittington y col., 2019). Otros estudios previos determinaron una 

prevalencia de la infección del 50% en rebaños bovinos de producción láctea en Europa y Estados 

Unidos, pudiendo considerarse una enfermedad endémica de estas zonas (Nielsen & Toft, 2009). La 

PTB causa pérdidas económicas importantes en las explotaciones de ganado ovino, caprino y 

bovino de leche. Estas pérdidas económicas se deben principalmente a la muerte prematura de 

animales infectados, al descenso en la fertilidad y la producción láctea y a la mayor susceptibilidad 

a otras enfermedades (Garcia & Shalloo, 2015).  

Tabla I. Causas de las pérdidas económicas provocadas por la PTB. Basado en Hasonova & Pavlik, 2006 

Pérdidas económicas directas Pérdidas económicas indirectas 

 Mortalidad de animales con clínica de PTB 

 Disminución de la producción de leche 

 Cambios en parámetros de calidad de la leche: 

aumento de los recuentos de células somáticas  

 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 

 Las pérdidas económicas exactas son difíciles de cuantificar debido a la dificultad para 

determinar la prevalencia real de la enfermedad y la magnitud de los efectos de la enfermedad 

subclínica. Se estima que las pérdidas anuales por vaca infectada al año en Estados Unidos rondan 

los 21 dólares (Verteramo Chiu y col., 2018). Mientras que en rebaños infectados en Australia, 

Canadá, Francia y Reino Unido se han establecido pérdidas por animal infectado al año de 88 

dólares australianos, 49 dólares canadienses, 234 euros y 27 libras, respectivamente (Dufour y col., 

2004; Stott y col., 2005; Tiwari y col., 2008; Shephard y col., 2016). Algunos estudios, han 

propuesto que las pérdidas económicas en la industria láctea de Estados Unidos debido a la PTB 
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representan un 1% de los ingresos brutos anuales obtenidos de la leche (Rasmussen y col., 2021). 

En España, la prevalencia a nivel de rebaño se sitúa por encima del 40% en ganado bovino lechero 

(Whittington y col., 2019). En un estudio previo llevado a cabo en muestras de leche de tanque 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase chain reaction; PCR) se estimó que el 

18% de las explotaciones de bovino lechero en España estaban infectadas (Sevilla y col., 2002). La 

reducción de la producción láctea en los animales infectados se ha estimado en 2kg/vaca/día (Sorge 

y col., 2011; McAloon y col., 2015), produciendo las vacas positivas a cultivo fecal un 11% menos 

de leche que aquellos animales del mismo rebaño con resultado negativo (Raizman y col., 2007). 

Además, MAP ha sido aislado de especies de fauna silvestre que comparten pasto con el ganado, 

pudiendo suponer un riesgo importante de infección (Fox y col., 2020). 

 Por otro lado, no hay que olvidar el potencial zoonósico de MAP. La relación entre la PTB 

en ganado y la enfermedad de Crohn (Crohn´s disease; CD) en humanos fue propuesta por primera 

vez hace más de un siglo (Dalziel, 1913). Se han observado similitudes en los signos clínicos y en 

las lesiones de ambas enfermedades y demostrado que pacientes con enfermedad de Crohn 

responden favorablemente a drogas con actividad anti-MAP (Behr & Kapur, 2008; Juste y col., 

2008). Además, se ha identificado MAP en muestras de sangre y tejido de pacientes con la 

enfermedad de Crohn (Sechi y col., 2004; Juste y col., 2008) y de muestras de leche de mujeres 

lactantes con enfermedad de Crohn mediante técnicas moleculares e histopatológicas (Naser y col., 

2000). Sin embargo, a día de hoy, sigue sin confirmarse una relación causal.  

 MAP se ha aislado de muestras de intestino de pacientes con CD, colitis ulcerosa y cáncer 

colorrectal asociado a la enfermedad inflamatoria intestinal (Inflammatory bowel disease; IBD) 

(Azimi y col., 2018; Balseiro y col., 2019; Shariati y col., 2019). El cáncer colorrectal puede 

aparecer como una complicación de las dos formas de IBD idiopática; la CD y la colitis ulcerosa 

(Pierce, 2018). Numerosos estudios han relacionado a MAP con enfermedades autoinmunes como 

la sarcoidosis (Celler, 2018), el síndrome de Sjogren (Dow & Chan, 2021), la enfermedad de 

Alzheimer (Dow, 2021), la artritis reumatoide (Bo y col., 2020), la tiroiditis de Hashimoto (Sisto y 

col., 2010), el síndrome de Blau (Dow & Ellingson, 2010), la diabetes tipo I (Naser y col., 2013) o 

la esclerosis múltiple (Frau y col., 2013). Se ha sugerido que la respuesta inmune del hospedador 

frente a antígenos de MAP en individuos genéticamente predispuestos, podría desencadenar 

enfermedades autoinmunes  (Cossu y col., 2011). 
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2.2. Etiología 

2.2.1. Historia y taxonomía 

 En 1894 en la región de Oldenburg (Alemania), un ganadero adquirió una vaca que 

presentaba baja producción láctea y dificultad para ganar peso. En un primer momento se asoció el 

cuadro a la tuberculosis intestinal causada por Mycobacterium bovis. Sin embargo, el animal resultó 

negativo al test dérmico de la tuberculina. En el análisis histopatológico llevado a cabo por los 

doctores Heinrich Albert Johne y Langdon Frothingam tras la muerte del animal, se observó 

mediante tinción Ziehl Nielsen (ZN) abundante cantidad de una bacteria muy parecida a la causante 

de la tuberculosis. Johne y Frothingam concluyeron que la enfermedad observada había sido 

provocada por la bacteria responsable de la tuberculosis aviar (Mycobacterium avium) pero en 

reconocimiento de las similitudes con la tuberculosis intestinal propusieron el nombre de enteritis 

pseudotuberculosa (Johne & Frothingam, 1895). En 1912, se describe una enfermedad que cursa 

con engrosamiento de la mucosa intestinal asociada a diarrea crónica que supone la primera 

descripción de la PTB, pasando a denominarse la bacteria causal como “Mycobacterium enteritidis 

chronicae pseudotuberculosa bovis” (Twort & Ingram, 1912). Posteriormente, la bacteria pasó a 

denominarse Bacterium paratuberculosis (Bergey y col., 1923), Bacillus paratuberculosis 

(Krasilnikov, 1941) y más adelante Mycobacterium Johnei (Francis, 1943). A finales del siglo XX, 

se observó una alta homología genética entre el agente causal de la PTB y Mycobacternium avium 

subsp. avium (Saxegaard & Baess, 1988; Thorel y col., 1990). Por este motivo, MAP se consideró 

como una subespecie de Mycobacterium avium pasando a denominarse Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis. 

 MAP pertenece al género Mycobacterium (Lehman & Newman, 1896), que engloba a 147 

especies micobacterianas. Las micobacterias se incluyen en la división Firmicutes, clase 

Actinomycetes, subclase Actinobactariacea, orden Actinomycetales, suborden Corinebacterineae, 

familia Mycobacteriacea, género Mycobacterium (Shinnick & Good, 1994). Los requisitos mínimos 

para la inclusión de una bacteria en este género son (Levy-Frebault & Portaels, 1992): 

- Ácido-alcohol resistencia 

- Presencia de ácidos micólicos de 60-90 átomos de carbono de longitud 

- 61-71% de contenido en guanina/citosina en su genoma 

 

 Uno de los genes más comúnmente utilizados para la clasificación taxonómica de las 

micobacterias, es el gen RNA ribosómico 16S (ribosomic RNA 16S; rRNA16S). Este gen tiene una 
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longitud de unos 1500 nucleótidos y presenta dos regiones hipervariables (A y B) en todas las 

especies de micobacterias (Boddinghaus y col., 1990). Para la clasificación de las especies 

micobacterianas se suele secuenciar la región hipervariable A. En la figura 1 se muestra el árbol 

filogenético de varias especies y subespecies micobacterianas de acuerdo a la secuenciación parcial 

del gen rRNA 16S. 

 

Figura 1. Árbol filogenético de las diferentes especies y subespecies micobacterianas basado en la secuenciación 

parcial de rRNA 16S. En rojo, se muestran las especies del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTC) y, en verde, 

las especies pertenecientes al complejo Mycobacterium avium (MAC) (Rue-Albrecht y col., 2014) 

 El género Mycobacterium se divide en dos complejos: el complejo Mycobacterium 

tuberculosis complex (MTC) y el complejo de micobacterias no tuberculosas (Non tuberculous 

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

mamíferos, incluyendo Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis en 

humanos. También se incluye en este complejo Mycobacterium bovis, agente causal de la 

tuberculosis en bovino. Los miembros del MTC pueden diferenciarse en función del rango de 

hospedadores y de su potencial patogénico. La especie que presenta mayor rango de hospedadores 

es Mycobacterium bovis, que aunque generalmente se detecta en ganado vacuno, también puede 

infectar a pequeños rumiantes, animales salvajes y seres humanos (Zimpel y col., 2020).  
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 Dentro del grupo de micobacterias no tuberculosas, encontramos el complejo MAC, al que 

pertenece MAP (Inderlied y col., 1993). Los integrantes del complejo MAC comparten las 

siguientes características: 

- Crecimiento lento 

- Crecimiento en un amplio rango de temperatura (entre 20 y 37ºC) 

- Crecimiento en un amplio rango de pH (4-7,5) 

- 40% de similitud de su genoma con el complejo MTC 

 

 A pesar de la similitud genética entre los integrantes del complejo MAC, las micobacterias 

incluidas en este complejo muestran diferente rango de hospedadores.  

2.2.2. Características morfológicas, bacteriológicas, metabólicas y genéticas de MAP 

 MAP crece muy lentamente en medios de cultivo sólido, necesitando entre 8 y 24 semanas 

para formar colonias visibles. Fenotípicamente, MAP da lugar a colonias de aspecto rugoso en 

medios sólidos y tiende a formar agregados en medios de cultivo líquidos (Twort & Ingram, 1912; 

Bergey y col., 1923). Cuando crece en medios de cultivo, MAP es dependiente de micobactina para 

la captación de hierro. MAP es micobactina dependiente debido a un acortamiento de uno de los 

genes responsables de la producción de micobactina (MbtA) respecto a Mycbacterium tuberculosis 

(Li y col., 2005). La micobactina es un sideróforo utilizado para el transporte de iones de hierro 

extracelulares libres al citoplasma de las células micobacterianas (Thorel y col., 1990).  

 

 

Figura 2. Imagen de MAP y tinción Ziehl Nielsen de una muestra de tejido intestinal de una vaca infectada con 

MAP. A la izquierda fotografía de MAP obtenida con un microscopio electrónico de barrido (https://johnes.org/); a la 

derecha tinción Ziehl Nielsen de una sección de tejido intestinal de una vaca infectada con MAP. La bacteria se observa 

de un color rosado intenso (40x) (Vázquez, 2014a) 
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 El genoma de MAP contiene 4457 genes en un único cromosoma circular y no se han 

descrito plásmidos (Li y col., 2005; Rathnaiah y col., 2017). Las cepas de MAP se clasifican en: 

cepas S (Sheep), aisladas fundamentalmente en ovino y caprino, y cepas C (Cattle), aisladas en 

bovino, animales silvestres y en humanos con enfermedad de Crohn. La secuencia del genoma de la 

cepa bovina K10 fue publicado en 2005 y en 2012 se publicó la secuencia de la cepa S397 (Li y 

col., 2005; Bannantine y col., 2012). La descripción de las características morfológicas, 

bacteriológicas, metabólicas y genéticas de MAP se resumen en la Tabla II. 

 

Tabla II. Características morfológicas, bacteriológicas, metabólicas y genéticas de MAP. Adaptado de 

(Abendaño, 2016) 

Característica morfológicas, bacteriológicas, metabólicas y genéticas 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 + 

 Tinción: ZN + 

 Pared celular de alto contenido lipídico 

o 4 capas: Membrana citoplasmática, peptidoglicanos (PG), 

arabinogalactano (AG) y ácidos micólicos (AM) 

o Presencia de AM de 60-90 átomos de carbono. 

 

Twort e Ingram, 1912 

Wayne & Kubika, 1986    

Brennan & 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 

(ácido oleico, albúmina, dextrosa y catalasa), yema de huevo y 

dióxido de carbono 

 Crecimiento lento en medios de cultivo sólidos: 8-16 semanas (hasta 6-12 

meses) según la cepa y el medio 

o 37°C 

o Micobactina dependiente 

Snow, 1970 

Merkal & Curran, 1974       

Thorel y col., 1990 

Cocito y col., 1994     

Whittington, 2020 

Características Genéticas (Cepa K10) 

 Genoma de 4,83Mb 

 4457 genes 

 69.3% GC 

 Cromosoma único circular 

 No plásmidos descritos 

Li y col., 2005 

Rathnaiah y col., 2017 

Conde y col., 2021 
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 La pared bacteriana de MAP, y de otros miembros del género Mycobacterium, es una pared 

celular hidrofóbica con un alto contenido en lípidos (40%). Este porcentaje es muy superior al resto 

de otras bacterias Gram + (5%) y Gram – (10%), lo que explicaría la formación de agregados 

bacterianos en medios de cultivo líquidos y la ácido-alcohol resistencia (Brennan & Goren, 1979). 

En la figura 3 se muestra un esquema que representa la estructura de la pared de MAP. En la 

membrana plasmática de MAP se anclan las proteínas y el lipoarabinomanano (LAM). Cuando al 

LAM se asocia con residuos de manosa se denomina lipoarabinomanano manosilado 

(Mannosylated lipoarabinomannan; ManLAM). El esqueleto interno básico está formado por la 

capa de peptidoglicano (PG). Al PG, se une el arabinogalactano (AG), un polisacárido ramificado 

formado por D-arabinosa y D-galactosa. El residuo terminal de la D-arabinosa se esterifica dando 

lugar a los ácidos micólicos a los que se anclan glicolípidos de superficie. Otras proteínas 

transportadoras y porinas se intercalan en la pared, representando el 15 % del peso de la ésta. 

 

 

Figura 3. Estructura de la pared celular de las micobacterias. (A) Membrana plasmática, (B) Peptidoglicano (PG), 

(C) Arabinogalactano, (D) Lipoarabinomanano (LAM), (E) Proteínas, (F) Ácidos micólicos (AM), (G) Glicolípidos. 

Adaptado de McNeil & Brennan, 1991 

2.2.3. Resistencia físico-química y ambiental de MAP 

 La pared celular de MAP le confiere una alta resistencia tanto a condiciones ambientales 

adversas como a los tratamientos utilizados para higienizar agua y alimentos de consumo humano. 

Los tratamientos térmicos utilizados en los procesos de pasteurización (63ºC durante 30 minutos o 

72ºC durante 15 segundos) no son capaces de reducir la carga de MAP completamente. Mientras 

que el proceso a 63ºC durante 30 minutos elimina el 90% de las células viables de MAP, el 

tratamiento de 72ºC durante 15 segundos elimina el 95% (Chiodini & Hermon-Taylor, 1993). Otros 

tratamientos como la aplicación de luz ultravioleta y el tratamiento con cloro tampoco consiguen 

eliminar totalmente los bacilos de MAP, observándose tras su aplicación viabilidades del 5,2% y 

2,4%, respectivamente (Kralik y col., 2014). Recientemente, se ha comparado la eficacia de 3 
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desinfectantes comerciales para la eliminación de MAP de cultivos bacterianos puros, tejidos 

animales y estiércol (Stabel y col., 2020). Dos de los tres desinfectantes analizados, uno de base 

fenólica y otro elaborado con aceites esenciales de diversas plantas, mostraron una eficacia del 

100%, consiguiendo eliminar totalmente MAP de los tres sustratos a los 30 minutos de su 

aplicación (Stabel y col., 2020). 

 Algunos estudios han demostrado que MAP puede sobrevivir en pastos entre 7 y 8 semanas 

(Eppleston y col., 2014), llegando hasta las 55 semanas si se encuentra protegido de la luz solar 

directa (Whittington y col., 2004). La supervivencia de MAP en aguas de presa oscila entre las 36 y 

las 48 semanas (Whittington y col., 2005). En este caso, nematodos, insectos y protozoos podrían 

ingerir MAP favoreciendo así su supervivencia en el ambiente (Whan y col., 2006; White y col., 

2010). Eisenberg y col., detectaron MAP viable en muestras de cubículos, suelo y polvo de varios 

establos en Alemania mediante PCR a tiempo real (Eisenberg y col., 2010).  

 Los animales infectados con MAP pueden excretar la bacteria en heces contaminando 

cursos de agua destinados a consumo humano (Grant, 2020). La resistencia de MAP a los 

tratamientos aplicados para la potabilización del agua de consumo haría posible la presencia de la 

bacteria en el agua de bebida (Loret & Dumoutier, 2019). De hecho Vaerewijck y col., calcularon 

que podía acumularse una cantidad de 7 ꓫ 10
5 

células de MAP por litro en agua potable debido a la 

resistencia de MAP a los tratamientos de cloración y filtración del agua (Vaerewijck y col., 2005). 

Esto demostraría que los procesos de sedimentación, filtrado y desinfección del agua que 

habitualmente se llevan a cabo, no serían suficientes para eliminar la bacteria, pudiendo detectarse 

en agua tratada para consumo humano (King y col., 2016).  

 Por otro lado, MAP podría entrar en la cadena alimentaria a través de carne y leche 

contaminadas. La contaminación de la leche en las explotaciones puede producirse por la 

eliminación directa de MAP en la leche de las vacas infectadas o, por contaminación de la leche con 

heces de animales excretores. La resistencia de MAP a los procesos térmicos aplicados a la leche, 

como se ha mencionado anteriormente, permitiría que la leche fuera un vehículo de transmisión de 

MAP al ser humano (Gerrard y col., 2018). En el caso de la carne destinada a consumo humano, 

Alonso-Hearn y col., aislaron bacilos viables de MAP en el músculo diafragma de 6 terneras 

sacrificadas en matadero, empleando cultivo bacteriológico y PCR convencional y a tiempo real. 

(Alonso-Hearn y col., 2009). Incluso en productos con una baja actividad de agua como son las 

leches infantiles y los sustitutivos lácteos para terneros, también se ha detectado MAP (Acharya y 

col., 2017; Grant y col., 2017). Además de en los productos lácteos y los cárnicos, no se puede 
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descartar la presencia de MAP en otros alimentos (Grant, 2020). En la figura 4 se describen las vías 

de exposición humana a MAP a través de agua y alimentos de origen animal. 

 
Figura 4. Vías de transmisión de MAP al ser humano mediante agua y productos de origen animal (Grant, 2020) 

2.3. Epidemiología 

2.3.1. Distribución y prevalencia en ganado bovino de leche 

 La PTB es una enfermedad de distribución mundial. Son muy pocos los países que 

presentan prevalencia de PTB a nivel de rebaño en vacuno lechero inferiores al 1%: Suecia, 

Noruega y Tailandia. La mayoría de países presentan prevalencias a nivel de rebaño superiores al 

20% (Whittington y col., 2019). En 2013, Lombard y col., calcularon prevalencias de PTB a nivel 

de rebaño del 70% para las granjas de vacuno lechero de Estados Unidos. Además, estimaron 

porcentajes de prevalencia del 90% a nivel de rebaño de la infección mediante modelos bayesianos 

(Lombard y col., 2013). En granjas de producción lechera de Canadá se han calculado prevalencias 

a nivel de rebaño del 46% mediante cultivo de muestras medioambientales (Corbett y col., 2018). 

En otros estudios llevados a cabo por Geraghty y col. en 2014 se determinaron prevalencias del 
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85% a nivel de rebaño en Dinamarca y de entre 20-71% en Países Bajos y 28-43% en Reino Unido 

(Geraghty y col., 2014). Por otro lado, en Alemania la seroprevalencia a nivel de rebaño se estimó 

en el 85% (Khol & Baunmgartner, 2012). En España, la prevalencia a nivel de rebaño se sitúa por 

encima del 40% en ganado bovino lechero (Whittington y col., 2019). En la figura 5 se observa la 

prevalencia de la PTB a nivel mundial en ganado bovino de producción láctea de acuerdo a la 

encuesta llevada a cabo por Whittington y col. en 2019.  

 
Figura 5. Prevalencia mundial de la infección por MAP a nivel de rebaño en vacuno lechero (Imada y col., 2020) 

 

 En lo referente a España, en un estudio llevado a cabo con animales sacrificados en 

matadero (N= 201) en Bilbao, se detectó una prevalencia individual de la infección por MAP del 

31.3% (Garrido, 2001). Este dato se obtuvo mediante la combinación de resultados de diferentes 

test diagnósticos: cultivo bacteriológico de tejido y heces, inmunodifusión en gel de agarosa 

(agarose gel inmunodiffusion; AGID), histopatología, PCR y enzimoinmunoanálisis de adsorción 

(enzyme-linked immunoassay; ELISA). El porcentaje de positivos individual fue del 0,5% tanto 

para AGID como para PCR de tejido y heces, del 4,7% para histopatología, el 15,4% para PCR y 

del 19,4% para el ELISA. Sevilla y col. estimaron mediante PCR en leche de tanque que en torno al 

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

Balseiro y col. analizaron muestras histológicas de 134 vacas, encontrando prevalencias individual 

y a nivel de rebaño del 28 y 32% respectivamente (Balseiro y col., 2003). En otro estudio llevado a 

cabo en Galicia, Diéguez y col., establecieron prevalencias de 3,02 a nivel individual y 14,75 a 

nivel de rebaño mediante ELISA de 61.069 animales pertenecientes a 2.735 rebaños (Diéguez y 

col., 2007). En Castilla y León, Pérez y col. obtuvieron prevalencias individuales y de rebaño del 
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2,8 y 50% respectivamente mediante el análisis histopatológico de muestras de 15.546 animales 

pertenecientes a 137 rebaños (Pérez y col., 2009). En concordancia con estos datos, más 

recientemente, y utilizando la técnica de ELISA en muestras de suero de 264 animales, Picasso-

Risso y col. han calculado prevalencias del 51,52% a nivel de rebaño en Castilla y León (Picasso-

Risso y col., 2019). El resumen de estos estudios llevados a cabo en ganado bovino en España se 

muestra en la tabla III. 

 

Tabla III. Prevalencias de PTB en diferentes regiones de España. Adaptado de Abendaño, 2016. 

Región 
Tipo 

Prevalencia 
Prevalencia (%) Técnica Referencias 

País Vasco Individual 31,3 
Cultivo, AGID, PCR, 

histopatología, ELISA 
Garrido, 2001 

Norte/Centro/Sur 

España 
Rebaño 18,0 PCR Sevilla y col., 2002 

Asturias Individual 28,0 ELISA Balseiro y col., 2003 

Asturias Rebaño 32,0 Histopatología Balseiro y col., 2003 

Galicia Individual 3,02 ELISA Diéguez  y col., 2007 

Galicia Rebaño 14,75 ELISA Diéguez y col., 2007 

Castilla y León Individual 2,8 Histopatología Pérez y col., 2009 

Castilla y León Rebaño 50,0 Histopatología Pérez y col., 2009 

Castilla y León Rebaño 51,52 ELISA Picasso-Risso y col., 2019 

 

2.3.2. Rango de hospedadores 

 La PTB es una enfermedad que afecta a rumiantes tanto domésticos como silvestres, 

adquiriendo mayor interés para el ser humano por su importancia económica las especies bovina 

(Bos Taurus), ovina (Ovis aries) y caprina (Capra hircus). Todos los rumiantes son susceptibles de 

ser infectados por MAP al igual que los camélidos. No todas las especies de rumiantes silvestres 

desarrollan la enfermedad, actuando algunas especies únicamente como reservorio. Este es el caso 

de la cabra salvaje y los antílopes, que no desarrollan signos clínicos de la PTB (Griffin, 1988). Se 

ha aislado la bacteria en una gran variedad de rumiantes silvestres entre los que se encuentra el 

caribú (Rangifer tarandus), el ciervo moteado (Axis axis), el alce tule (Cervus canadensis 

nannodes), el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus), el gamo (Dama dama), el ciervo rojo 

(Cervus elaphus), el corzo (Capreolus capreolus), el ciervo sica (Cervus nippon), el bisonte (Bison 

bison), el búfalo (Bubalus bubalis) y el alce (Alces alces). Dentro de los rumiantes silvestres, el 

ciervo es especialmente vulnerable a la PTB mostrando signos clínicos severos a edades más 

tempranas que otros rumiantes, especialmente cuando es criado en cautividad (O´Brien y col., 

2020). 
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 Respecto a los camélidos, se ha aislado MAP del camello bactriano (Camelus bactrianus), 

del dromedario (Camelus dromedarius), de la llama (Llama glama), la alpaca (Llama pacos) y el 

guanaco (Llama guanicoe). En los camélidos la enfermedad sigue un curso más rápido que en 

ganado vacuno (O´Brien y col., 2020). En la tabla IV se resumen las especies de rumiantes 

silvestres en las que se ha aislado MAP. 

Tabla IV. Especies de rumiantes silvestres en las que se ha aislado MAP (Elliott y col., 2015) 

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 & Peters, 1974      

Buergelt & Ginn, 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 & 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., 2000                  

Jessup y col., 1981 

Thoen y col., 1977              

Riemann y col., 1979 

Chiodini & VanKruiningen, 1983                                       

Quist y col., 2002 

Katic,1961 

  

 Además de a rumiantes, MAP puede infectar a un amplio rango de hospedadores 

monogástricos (conejo, ratón, rata, armiño, tejón, hurón, zorro, mapache, jabalí, etc.), aves e 

insectos (Fox y col., 2020). El primer aislamiento de MAP en un animal no rumiante se remonta a 

1977, cuando se aisló la bacteria de una liebre europea (Matthews & Sargent, 1977). A partir de ese 

momento, MAP se ha aislado en una amplia variedad de especies silvestres no rumiantes, tal y 

como se muestra en la tabla V. 
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Tabla V. Especies silvestres no rumiantes en las que se ha aislado MAP (Fox y col., 2020) 

Clase Orden Especie   Referencia 

Mamíferos Roedores Rata Rattus norvegicus Beard y col., 2001 

    Ratón de campo Apodemus sylvaticus Beard y col., 2001 

    Ratón común Mus musculus Florou y col., 2008 

    Rata negra Rattus rattus Florou y col., 2008 

    Rata algodonera Sigmodon hispidus Corn y col., 2005 

    Topillo rojo Myodes glareolus Beard y col., 2001 

    Topillo campesino Microtus arvalis Anderson y col., 2007 

  Lagomorfos Conejo europeo Oryctolagus cuniculus Greig y col., 1999 

    Liebre europea Lepus europaeus Matthews & Sargent, 1977 

    Conejo castellano Sylvilagus floridanus Corn y col., 2005 

  Carnívoros Armiño Mustela erminea Beard y col., 2001 

    Comadreja común Mustela nivalis Beard y col., 2001 

    Tejón común Meles meles Beard y col., 2001 

    Nutria europea Lutra lutra Matos y col., 2013 

    Hurón Mustela putorius furo Lisle y col., 2003 

    Zorro común Vulpes vulpes Beard y col., 2001 

    Oso pardo Ursus arctos Kopecna y col., 2008 

    Mapache boreal Procyon lotor Corn y col., 2005 

    Mofeta rallada Mephitis mephitis Corn y col., 2005 

    Coyote Canis latrans Anderson y col., 2007 

    Gato Felis catus Palmer y col., 2005 

  Eulipotiflanos Musaraña Sorex longirostris Corn y col., 2005 

    Musaraña de campo Crocidura suaveolens Kopecna y col., 2008 

    Erizo común Erinaceus europaeus Nugent y col., 2011 

  Primates Mandril Mandrillus sphinx Zwick y col., 2002 

    Macaco rabón Macaca arctoides McClure y col., 1987 

  Artiodáctilos Jabalí Sus scrofa Álvarez y col., 2005 

  Cingulados Armadillo Dasypus novemcinctus Corn y col., 2005 

Mamíferos 

marsupiales Didelfimorfos 

Zarigüeya 

americana Didelphis virginiana Corn y col., 2005 

  Diprotodontos Canguro gris 

Macropus fuliginosus 

fuliginosus Cleland y col., 2010 

    Wallabi de Tammar Macropus eugenii decres Cleland y col., 2010 

    

Zarigüeya 

australiana Trichosurus vulpecula Nugent y col., 2011 

Aves Paseriformes Corneja negra Corvus corone Beard y col., 2001 

    Grajo Corvus frugilegus Beard y col., 2001 

    Grajilla occidental Corvus monedula Beard y col., 2001 

    Gorrión común Passer domesticus Corn y col., 2005 

    Estornino común Sturnus vulgaris Corn y col., 2005 

    Buscarla unicolor Locustella luscinioides Gronesova y col., 2008 

  Caradriformes Agachadiza común Gallinago gallinago Corn y col., 2005 

    Gaviota reidora Larus ridibundus Gronesova y col., 2008 

    Zarapito real Numenius arquata Gronesova y col., 2008 

    Combatiente Philomachus pugnax Gronesova y col., 2008 

  Cuculiformes Cuco común Cuculus canorus Gronesova y col., 2008 

  Anseriformes Oca maorí Tadorna variegata Nugent y col., 2011 

Insectos Dípteros Moscas comunes Scatophaga spp. Fischer y col., 2001 

    Moscarda azul Calliphora vicina Fischer y col., 2001 

    Mosca de golpe Lucilia caesar Fischer y col., 2001 

  Blatodeos Cucaracha negra Blatta orientalis Fischer  y col., 2003a 

Clitelados Haplotáxidos Lombrices comunes Lumbricus spp. Fischer  y col., 2003b 
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 Las cepas de MAP que infectan a estas especies son fundamentalmente cepas bovinas o 

tipo C, aunque ocasionalmente también se han reportado aislados de MAP de tipo S en ratón, 

canguros y wallabies (Florou y col., 2008; Cleland y col., 2010). En el caso de las especies no 

rumiantes las lesiones macroscópicas provocadas por la infección con MAP son poco frecuentes. 

Por ejemplo, en el conejo se han descrito lesiones macroscópicas de diferente severidad pero no se 

han descrito signos clínicos de la enfermedad, por lo que se consideran asintomáticos (Greig y col., 

1997; Beard y col., 2001). La presencia de MAP en especies silvestres no rumiantes tiene relevancia 

por el papel que pueden jugar como reservorios para los rumiantes domésticos. Sin embargo, Carta 

y col. determinaron mediante una revisión bibliográfica de 66 estudios que abarcaban 178 especies, 

que la prevalencia de MAP en fauna silvestre es de tan solo el 2,41% en Europa y Norte América 

(Carta y col., 2013). En España, MAP es endémica en ciervo, gamo, jabalí y conejo con 

prevalencias que oscilan entre el 1.5% en jabalí y el 30% en ciervo (Álvarez y col., 2005; Reyes-

García y col., 2008). Recientemente, Varela-Castro y col. han estimado porcentajes de prevalencia 

de NTM, entre las que se encontraba MAP, del 6,5 % en 108 micromamíferos de 7 especies 

(Varela-Castro y col., 2020).  

2.3.3. Transmisión 

 La principal ruta de transmisión de MAP en rumiantes domésticos, es la vía fecal-oral a 

través de la ingestión de agua o alimentos contaminados con restos fecales de animales infectados o 

al mamar de las ubres contaminadas con restos fecales de las madres infectadas (Sweeney, 1996; 

McAloon y col., 2016). 

 Otra posible vía de transmisión en rumiantes domésticos, aunque de menor importancia, es 

la intrauterina o vertical (Whittington & Windsor, 2009). En el ganado vacuno, las infecciones 

intrauterinas se sitúan entre un 10 y un 50 % de la descendencia en función del curso subclínico o 

clínico de la infección en las madres, respectivamente (Sweeney, 1996). De hecho, en animales con 

presencia de signos clínicos podría llegar a nacer infectada entre el 20 y el 60% de la descendencia 

(Donat y col., 2016). También se ha detectado MAP en el semen de toros infectados, pudiendo 

suponer otra vía de infección, por lo que no se recomienda el uso de estos animales como 

reproductores (Glawischnig y col., 2004; Khol y col., 2010; Münster y col., 2013).  

 Otras vías de transmisión propuestas son: a) vía aerógena (Rowe & Grant, 2006) b) a través 

de insectos, nematodos y otros vectores (Lloyd y col., 2001; Fischer y col., 2003a, 2003b; Mura y 

col., 2006), c) por consumo de presas infectadas con MAP o por conductas carroñeras (Fox y col., 

2020) y d) a través de saliva. Sorge y col. demostraron la presencia de ácido desoxirribonucleico 
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(Deoxyribonucleic acid, DNA) de MAP en saliva de vacas infectadas planteando la posibilidad de 

que la saliva constituya una nueva vía de transmisión de la enfermedad (Sorge y col., 2013).  

2.4. Patogenia 

 La patogenia de la PTB incluye los mecanismos utilizados por MAP para entrar y persistir 

en el hospedador. Una comprensión en profundidad de estos mecanismos es necesaria para el 

desarrollo de nuevos métodos de prevención, control y tratamiento de los animales infectados. 

2.4.1. Entrada de MAP en el hospedador 

 Una vez ingerido, MAP llega al rumen, donde se activan las proteínas de unión de 

fibronectina (Fibronectin attachment protein; FAP), y posteriormente alcanza el íleon. En el íleon, 

MAP se une a los receptores de fibronectina β1 presentes en las células M localizadas en las placas 

de Peyer (Momotani y col., 1988 Sweeney, 2011).  

 

Figura 6. Entrada de MAP por vía oral. Una vez ingerida (1), MAP llega  al rumen (2) donde las FAP de MAP se 

activan y se unen a la fibronectina. MAP avanza hasta llegar al tracto digestivo inferior (3). Una vez en el íleon (4), 

MAP se une a los receptores de fibronectina presentes en las células M de las placas de Peyer (5). Tras atravesar la 

pared intestinal, MAP es fagocitada por los macrófagos subepiteliales mediante la unión de los receptores C3 o TLR2 

que se unen al ManLAM de la envuelta de MAP (6). MAP puede ser fagocitado por las células dendríticas presentes en 

el propio epitelio intestinal. Los macrófagos infectados se agregan a otros macrófagos y linfocitos formando los 

granulomas (7), donde MAP puede persistir durante largos periodos de tiempo. Cuando la inmunidad del hospedador se 

ve comprometida, MAP escapa de los granulomas (8) pudiendo ser eliminada en leche (10) o en 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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 La afinidad de MAP por las células M puede explicarse por la gran cantidad de integrinas 

β1 presentes en su superficie, lo que favorecería la formación de los puentes de fibronectina entre 

las FAP de la bacteria y las integrinas β1 de las células M (Secott y col., 2002, 2004). Las células M 

traslocan la micobacteria en el interior de vacuolas desde la luz intestinal hasta la submucosa, donde 

es fagocitada por los macrófagos subepiteliales. La captación y el transporte de MAP por las células 

M es un proceso que ocurre de manera muy rápida, en menos de una hora (Sigurardóttir y col., 

2001). No obstante, el paso de MAP a través de las células M no es exclusivo, ya que se ha descrito 

que MAP es capaz de atravesar células epiteliales o enterocitos (Bermudez y col., 2010; Ponnusamy 

y col., 2013). 

 La fagocitosis de MAP por los macrófagos intestinales se produce por la unión de 

ManLAM a los receptores de manosa del macrófago, por unión al receptor de complemento 3 de la 

bacteria previamente opsonizada con complemento-3 (complement 3; C3) y a través del CD14 del 

receptor tipo Toll 2 (Toll like receptor 2; TLR2) (Pieters, 2001; Weiss y col., 2008). Además de con 

los macrófagos, MAP también puede interaccionar con las células dendríticas en la mucosa y 

submucosa intestinal mediante la interacción del ManLAM de la envuelta de MAP y el receptor de 

células dendríticas (dendritic cell-specific intercelular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin, 

DC-SIGN) (Józefowski y col., 2008).  

 

Figura 7. Estrategias de MAP para atravesar la barrera intestinal. MAP invade de manera preferente las células M 

mediante la formación de puentes de fibronectina, aunque también puede atravesar las células epiteliales. Una vez 

atravesado el epitelio intestinal, MAP es fagocitada por los macrófagos subepiteliales mediante la unión del ManLAM a 

los receptores de manosa y por la unión de la bacteria opsonizada con el receptor CR3. MAP también interactúa con las 

células dendríticas a través de los receptores DC-SIGN, pudiendo ser captada por estas células directamente a nivel del 

epitelio (Coussens, 2020). 
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2.4.2. Mecanismos de supervivencia de MAP en los macrófagos del hospedador 

 Uno de los principales mecanismos de supervivencia de MAP en el interior del macrófago 

es mediante la prevención de la maduración del fagosoma, su acidificación y su fusión con el 

lisosoma. Souza y col. demostraron que la incubación de macrófagos bovinos con ManLAM 

procedente de la envuelta de MAP previo a la infección, inhibe la acidificación del fagosoma, su 

fusión con el lisosoma y aumenta la supervivencia de MAP a nivel intracelular (Souza y col., 2013). 

Se ha demostrado que la unión del ManLAM de dos aislados virulentos de MAP al TLR2 de los 

macrófagos se traducía en la activación de la proteína kinasa activada por mitógeno P38 (mitogen 

activated protein kinasa; MAPK38). La activación de esta kinasa conduce, a su vez, a la activación 

de una cascada de factores de transcripción que resultan en una sobreexpresión de la interleuquina 

10 (Interleukin 10; IL10) (Weiss & Souza, 2008). La sobreexpresión de IL10 tiene como 

consecuencia la inhibición de interleuquina 12 (Interleukin 12; IL12), interleuquina 8 (Interleukin 8; 

IL8), el factor de necrosis tumoral alpha (Tumor necrosis factor alpha; TNF-α) y del complejo 

mayor de histocompatibilidad (Mayor histocompatibility complex; MHC) lo que se traduce en una 

atenuación de la respuesta inflamatoria Th1. Estos resultados demostraron que el ManLAM es un 

factor de virulencia de MAP que facilita su supervivencia en los macrófagos infectados. En una 

revisión de la bibliográfica realizada recientemente, Ssekitoleko y col., han subrayado que la 

capacidad de MAP para modular IL10 e IL12 es uno de sus principales factores de virulencia 

(Ssekitoleko y col., 2021). 

 MAP es capaz de inhibir la maduración del fagosoma, su acidificación y su fusión con los 

lisosomas. La maduración de los fagosomas está regulada por dos GTPasas: Rab5, que favorece la 

fusión de los fagosomas con endosomas tempranos y Rab7, que es responsable de la fusión de los 

fagosomas con endosomas tardíos y con los lisosomas (Chua y col., 2011). MAP es capaz de inhibir 

la maduración del fagosoma mediante el bloqueo de la actividad de estas moléculas (Fratti y col., 

2001). Por otro lado, la unión del fagosoma con el lisosoma se puede inhibir directamente gracias a 

los sulfolípidos de MAP, mediante la secreción de la fosfatasa SapM y bloqueando la liberación de 

la proteína de envuelta que contiene triptófano aspartato (Tryptophan aspartate containing coat 

protein; TACO) (Ferrari y col., 1999). Además, MAP es capaz de inhibir a acidificación del 

fagolisosoma mediante la neutralización de la bomba de protones H
+
ATPasa secretando fosfatasa 

PtpA a la vacuola fagosomal (Sturgill-Koszycki y col., 1994) 

 La capacidad bactericida del fagolisosoma depende de la producción de moléculas 

químicas reactivas como las especies reactivas de los intermediarios de oxígeno (Reactive oxygen 

intermediates; ROI) como el anión superóxido, el peróxido de hidrógeno y los radicales libres de 
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hidroxilo (Karakousis y col., 2004). MAP secreta la enzima superóxido dismutasa que neutraliza los 

radicales de superóxido. La actividad bactericida también depende de reactivos intermediarios de 

nitrógeno (Reactive nitrogen intermediates; RNI), entre los que destaca el óxido nítrico. MAP 

inhibe el reclutamiento de óxido nítrico sintetasa a los fagosomas infectados inhibiendo así la 

producción de óxido nítrico (Chan y col., 1992; Zhao y col., 1997; Liu y col., 2001). 

 La inhibición de la apoptosis es otra de las estrategias de supervivencia de MAP. Esta 

inhibición se puede llevar a cabo por diferentes mecanismos como la reducción de la expresión de 

las caspasas 3/7, 8 y 9, el aumento de secreción de IL10 y posterior inhibición de TNF-α, o a través 

del aumento del calcio citosólico regulado por el ManLAM (Borutaite & Brown, 2003; Koul y col., 

2004; Kabara & Coussens, 2012). Además, el ManLAM estimula la fosforilación del promotor de 

muerte celular asociado a BCL-2 (BCL-2-associated death promoter, Bad) que, una vez fosforilado, 

es incapaz de unirse a proteínas anti-apoptóticas como la proteína mitocondrial BCL-2 (Nuclear 

gene encoding mitocondrial protein; BCL-2). Las moléculas libres de BCL-2 impiden la liberación 

del citocromo c de la mitocondria inhibiendo la apoptosis (Arsenault y col., 2014). En la tabla VI se 

resumen los mecanismos de supervivencia de MAP en el interior de los macrófagos del hospedador. 

Tabla VI. Mecanismos de evasión utilizados por MAP para sobrevivir en el macrófago (Weiss & Souza, 

2008) 

Mecanismo Vía celular Factor Resultados 

Sobre-expresión de IL10 TLR2-MAPK-p38 ManLAM 

↓ TNF-α 

↓ IL12 

↓ IL8 

↓ MHC-II 

↓ Apoptosis 

↓ Acidificación del fagosoma 

↓ Muerte del MAP 

Disminución de la expresión de 

TNF-α, IL12 e IL8 
Mediado por IL10 ManLAM 

Atenuación de la respuesta inmune 

Th1 

 

Disminución de la expresión de 

MHC-II. 
Mediado por IL10 ManLAM ↓ Presentación de antígenos 

Disminución de la apoptosis 
Mediado por IL10 

ManLAM 
↑ Supervivencia celular 

↓ TNF-α   

↓ Acidificación del fagosoma Mediado por IL10 
ManLAM ↑ Supervivencia de MAP 

↓ Fusión fagosoma-lisosoma TLR2/MAPK-p38 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.3. Establecimiento y progresión de la infección 

 Una vez en el interior del macrófago, MAP se replica en el fagosoma hasta que los recursos 

son limitantes. En las primeras etapas de la infección, puede inducirse la apoptosis del macrófago 
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infectado con la consiguiente liberación de MAP al medio extracelular pudiendo ser fagocitado por 

otros macrófagos cercanos. Sin embargo, MAP ha desarrollado estrategias que le permiten inhibir la 

apoptosis y persistir en el macrófago infectado durante largos periodos de tiempo durante los cuales 

se produce un reclutamiento continuo de macrófagos, y linfocitos T y B al punto de infección. A 

este agregado celular se le denomina granuloma que se rodea de una capa de fibroblastos y 

colágeno que sellan la estructura (Fig.8) (Saunders & Cooper, 2000).  

 

 

Figura 8. Estructura del granuloma. Los macrófagos del interior del granuloma pueden fusionarse dando lugar a 

células gigantes multinucleadas o diferenciarse en células epiteioides o espumosas, que se caracterizan por la 

acumulación de colesterol en su interior. La presencia de bacteria en células gigantes y células espumosas es muy 

escasa. Generalmente, las micobacterias se observan en las áreas necróticas centrales del granuloma donde también se 

observan macrófagos muertos y restos celulares. También conforman el granuloma otros tipos celulares como 

neutrófilos, células dendríticas, linfocitos T y B, células Natural Killer (NK), fibroblastos (Ramakrishnan, 2012) 

 En el granuloma, los linfocitos T secretan IFN-γ, que se encarga de activar a los 

macrófagos. Los macrófagos presentes en el granuloma pueden diferenciarse en células epitelioides 

o en células espumosas, estas últimas con un alto contenido en colesterol. Los macrófagos pueden 

fusionarse para dar lugar a células gigantes o células de Langhans presentando un aspecto 

multinucleado (Fitzgerald y col., 2014).  
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 El granuloma puede considerarse como una estrategia del hospedador para la contención de 

MAP y evitar su diseminación, pero hay que tener en cuenta que con esta estrategia el hospedador 

no es capaz de eliminar la bacteria (Guirado & Schlesinger, 2013) . De hecho, MAP puede 

permanecer en el interior del granuloma durante años e incluso décadas. Aunque no se sabe my bien 

cuál es la causa, agentes estresantes como el parto, o la propia genética del hospedador  en algunos 

animales en estadios avanzados de la infección MAP, la bacteria sale del granuloma e infecta zonas 

cercanas de tejido intestinal (Sandor y col., 2003; Sivakumar y col., 2005). La infección también 

puede diseminarse a los linfonodos supramamarios y a las glándulas mamarias contaminando así 

leche y calostro (Sweeney y col., 1992).  

2.5. Respuesta inmune del hospedador 

2.5.1. Respuesta inmune anti-inflamatoria inducida en los macrófagos infectados 

MAP es capaz de evadir la respuesta inmune pro-inflamatoria al inhibir la activación de los 

macrófagos infectados, la apoptosis y la presentación de antígenos a los linfocitos T. 

2.5.1.1. Inhibición de la activación de macrófagos infectados 

 El mecanismo de entrada de MAP en el macrófago determina la respuesta de éste incluso 

antes de que MAP se encuentre en el interior de la célula. La unión del ManLAM de MAP al 

receptor TLR-2 del macrófago inicia una cadena de activación celular mediante la que se activa la 

proteína kinasa MAPK-p38. La activación de esta kinasa se traduce en la producción de las 

citoquinas anti-inflamatorias IL10 y factor de crecimiento transformante beta (Transforming growth 

factor β, TGF-β). La IL10 inhibe la producción de citoquinas pro-inflamatorias como la IL12, IL8 e 

IL18 IFN-γ y el TNF-α lo que facilita la supervivencia de MAP en el interior del macrófago 

infectado. La IL10, además, inhibe la producción del factor estimulante de colonias de granulocitos 

en los macrófagos (granulocyte-macrophague colony-stimulatin factor; GM-CSF) y bloquea la 

acidificación del fagosoma que contiene la bacteria y su fusión con el lisosoma (Weiss & Souza, 

2008). 

2.5.1.2. Inhibición de la apoptosis  

 El ManLAM de MAP puede inhibir la apoptosis del macrófago mediante el aumento de los 

niveles de calcio intracelular (Koul y col., 2004). El aumento del calcio intracelular genera un 

incremento de la permeabilidad de la membrana de la mitocondria que conduce a la liberación de 

moléculas pro-apoptóticas, como el citocromo c, al exterior de la célula reduciendo las 

posibilidades de apoptosis del macrófago. El ManLAM de MAP también inhibe la apoptosis 

directamente estimulando la fosforilación de la proteína Bad. La fosforilación de esta proteína 
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impide su unión a las proteínas anti-apoptóticas BCL-2 y BCL-XL. Debido a esto, moléculas libres 

de BCL2 pueden inhibir la liberación del citocromo c de la mitocondria y por tanto, se impide la 

apoptosis del macrófago (Koul y col., 2004). Otro mecanismo mediante el cual MAP es capaz de 

inhibir la apoptosis es mediante la inhibición de la producción de TNF-α (Koul y col., 2004). 

2.5.1.3. Inhibición de la presentación de antígenos a los linfocitos T 

 Los macrófagos infectados por cepas virulentas de MAP presentan en tan solo 12-24h tras 

la fagocitosis, un menor número de moléculas del MHC II en su superficie que los macrófagos 

infectados con cepas avirulentas o con Mycobacterium avium (Weiss & Souza, 2008). La 

presentación de los antígenos de MAP a los linfocitos T también está inhibida por la inactivación 

por parte de MAP de las proteínas fagosomales responsables de la degradación de antígenos a 

péptidos, como es el caso de la catepsina D (Gomes, 1999). Además, la IL10 también disminuye la 

presentación de antígenos de MAP a las células T al inhibir la producción del MHC II, CD80, 

CD86 y la molécula de adhesión intracelular 1 (intracelular adhesión molecule 1; ICAM1) en la 

membrana celular del macrófago infectado (Alzuherri y col., 1996) 

2.5.2. Respuesta inmune celular  

 Durante la infección, se produce el reclutamiento celular de linfocitos T y B y otros 

macrófagos al sitio de la infección para dar lugar a las características lesiones granulomatosas que 

aparecen en los tejidos de animales infectados. Es esta respuesta pro-inflamatoria exacerbada y 

prolongada a lo largo del tiempo la que, en lugar de contener la infección, provoca la destrucción 

progresiva del epitelio intestinal. Los linfocitos T reclutados al sitio de la infección, secretan IFN-γ, 

que se encarga de activar a los macrófagos. Cuando los macrófagos infectados se activan, lo 

primero que se produce es una presentación de antígenos de MAP por parte del MHC II en la 

superficie del macrófago y la producción de IL12 y TNF-α (Stabel, 2000). El IFN-γ es responsable 

del reclutamiento de macrófagos al sitio de infección (Stabel, 2006). Por otro lado, se ha observado 

un aumento del número de linfocitos γδ en la mucosa intestinal durante la infección con MAP  y se 

ha sugerido que esta subpoblación de linfocitos podría  modular la respuesta de macrófagos durante 

la infección (Baquero & Plattner, 2015, 2017). Por otro lado, el TNF-α también se considera una 

citoquina clave en la formación de granulomas y la activación de macrófagos (Fernández y col., 

2017). 

2.5.3. Respuesta inmune humoral  

 El reclutamiento continuado de macrófagos y linfocitos al sitio de infección genera una 

respuesta pro-inflamatoria en los animales que, si progresa a lo largo del tiempo, puede llegar ser 
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perjudicial a nivel local causando excesivo daño tisular y graves lesiones granulomatosas en la 

pared intestinal. Aunque no se sabe muy bien la causa que provoca el cambio de una respuesta 

inmune Th1 a una Th2, lo cierto es que en animales en estadios avanzados de la infección y con 

clínica de PTB se ha observado inducción de citoquinas antiinflamatorias, fundamentalmente la 

IL10 pero también IL4, IL5 e IL6, que al sobre-expresarse contribuyen a la reducción de IL12 e 

IFN-γ producidos por los linfocitos CD4 Th1 (Peleman y col., 1989; Khalifeh & Stabel, 2004). Ito y 

col., demostraron el poder inhibidor de la IL10 sobre el IFN-γ, al inhibir el gen IP-10 necesario para 

su secreción (Ito y col., 1999). El cambio de una respuesta Th1 a una Th2 contribuye a la 

diseminación de las micobacterias a otras zonas de tejido en las fases avanzadas de la infección. La 

inhibición de la respuesta pro-inflamatoria Th1 y el cambio a una inmunidad de tipo Th2 se 

relaciona con la fase clínica de la PTB y con la estimulación de la producción de anticuerpos de tipo 

IgG1 por parte de las células B y, por tanto, con una inmunidad de tipo humoral. Sin embargo, 

cuando la producción de anticuerpos tiene lugar, la inflamación y daño tisular son ya muy evidentes 

y difícilmente controlables. 

 Varios estudios han demostrado que la expresión de IL10, IL4 y TGF-β aumenta en íleon y 

en ganglios linfáticos asociados de vacas con lesiones severas de PTB (Khalifeh & Stabel, 2004). El 

TGF-β tiene un efecto inmunomodulador y la capacidad de inhibir la secreción de IL2, pero 

también es capaz de inhibir la producción de IFN-γ (Khalifeh & Stabel, 2004). La secreción de 

TGF-β estaría relacionada por tanto con la incapacidad de los macrófagos para contener la infección 

y la diseminación de MAP probablemente a través de una inhibición del IFN-γ (Jenvey y col., 

2019). Este efecto inmunomodulador inhibe la respuesta Th1 y trata de limitar el daño tisular 

provocado por la acción pro-inflamatoria característica de las citoquinas de la respuesta Th1, del 

reclutamiento celular y de un aumento cada vez mayor del tamaño y número de granulomas en el 

tejido afectado. Sin embargo, llegado este momento, la infección se ha diseminado ya a otras 

regiones y no se puede contener. En la figura 9 se puede observar un esquema de la respuesta 

inmune del hospedador que tiene  lugar durante la infección con MAP. 
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Figura 9. Esquema de la respuesta inmune Th1 y Th2 que tiene lugar tras la infección con MAP. En la infección 

por MAP, los linfocitos Th1 secretan IFN-γ y promueven la activación de los macrófagos y el reclutamiento de nuevos 

macrófagos al sitio de infección. Cuando la infección progresa a fases más severas, predominan los linfocitos Th2  que 

secretan citoquinas antiinflamatorias como IL4, IL5, IL10, IL13 y TGF-β. Estas citoquinas antiinflamatorias promueven 

la respuesta humoral mediada por anticuerpos (Hussain y col., 2016) 

2.6. Cuadro lesional y signos clínicos 

2.6.1. Lesiones macroscópicas 

 Las lesiones macroscópicas asociadas a la PTB se localizan fundamentalmente en los 

tramos distales del intestino delgado: íleon, ICV y en los linfonodos mesentéricos, aunque también 

es posible observar lesiones en los tramos distales del yeyuno, en el ciego o en los segmentos más 

craneales del colon (Corpa y col., 2000). Macroscópicamente, el engrosamiento de la pared 

intestinal del íleon es característico de la enfermedad en la especie bovina. Tras seccionar 

longitudinalmente los tramos distales del intestino se puede observar en la mucosa tumefacta y 

edematosa el relieve de unos pliegues de aspecto circunvoloide que persisten incluso tras traccionar 
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el intestino (Fig 10). Los linfonodos mesentéricos, especialmente yeyunales e ileocecales, aparecen 

aumentados de tamaño y presentan edema y tumefacción.  

 En la infección subclínica, el engrosamiento del intestino es menos evidente y los ganglios 

linfáticos pueden estar ligeramente tumefactos. Cuando la infección se hace más severa, el 

engrosamiento puede extenderse a zonas más distales del intestino como el duodeno y el recto. Es 

característica la pérdida de grasa subcutánea y mesentérica, la atrofia muscular y serosa y la 

presencia de edema subcutáneo, submandibular o ventral. También es frecuente la ascitis y 

acumulación de líquido en la cavidad torácica y en pericardio (Fecteau, 2020). Como consecuencia 

de la diseminación bacteriana que ocurre en la fase clínica de la enfermedad se han descrito daños 

extra intestinales como la atrofia de la grasa de los surcos coronarios y calcificaciones y fibrosis en 

aorta y endocardio, así como la depleción linfoide del timo (Perez y col., 2000; González y col., 

2005). En la enfermedad clínica avanzada pueden observarse microgranulomas en el intersticio 

hepático. En animales en estado de caquexia y debilidad extrema, se pueden llegar a observar 

lesiones compatibles con enfisema pulmonar intersticial agudo (Perez y col., 2000).Es frecuente 

observar tumefacción de la mucosa intestinal, linfangitis y linfangiectasia. Los vasos linfáticos 

dilatados e inflamados presentan el aspecto de cordones blanquecinos de trayecto sinuoso en la 

serosa intestinal (Fecteau, 2020).  

 

Figura 10. Lesiones macroscópicas de PTB en íleon bovino. A la derecha se aprecia el edema mesentérico y canal 

linfático mesentérico dilatado (señalado con flecha). A la derecha, en la parte superior, pliegues de aspecto 

circunvoloide que persisten tras traccionar el intestino (MT Collins) 
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2.6.2. Lesiones microscópicas 

 A nivel histológico, es característica una enteritis y/o linfadenitis granulomatosa de la 

lámina propia de la mucosa intestinal y de los ganglios linfáticos mesentéricos asociados. El 

infiltrado inflamatorio está formado por macrófagos, linfocitos, células epitelioides y células 

gigantes multinucleadas de Langhans. Tanto en el intestino como en los nódulos linfáticos 

mesentéricos asociados, la distribución de este infiltrado es variable en función de la severidad de 

las lesiones. En animales sin presencia de signos clínicos, las lesiones microscópicas se restringen a 

pequeños granulomas ubicados en el espacio interfolicular de las placas de Peyer o al área cortical y 

paracortical de los ganglios linfáticos mesentéricos, normalmente en la zona interfolicular y 

próxima a los senos peritrabeculares. En animales con enfermedad clínica y presencia de signos 

clínicos evidentes, la inflamación se extiende de manera difusa por la mucosa, observándose 

afectación de las capas más profundas de la pared intestinal, como la submucosa y la muscular. 

Como consecuencia de la extensión de la inflamación se produce la dilatación de las vellosidades 

intestinales, pudiendo llegar a fusionarse y atrofiarse si el infiltrado es abundante, alterando la 

arquitectura normal del intestino. El aumento del número de granulomas y su extensión en los 

ganglios linfáticos mesentéricos y hacia la zona medular, también altera la estructura de la pared 

intestinal. Además de un aumento de la inflamación, se observa un mayor número de bacilos ácido 

alcohol resistentes (Acid fast bacilli; AFB) cuando se emplea la tinción ZN. Las lesiones 

microscópicas se clasifican en focales, multifocales y difusas atendiendo a su extensión y severidad 

(González y col., 2005). Atendiendo a la composición del infiltrado inflamatorio y cantidad de 

AFB, las lesiones difusas se subdividen, a su vez, en 3 subcategorías: linfocíticas o paucibacilares, 

intermedias y multibacilares. En la figura 10 se muestran las diferentes lesiones asociadas a la PTB. 

 Lesiones focales: Se caracterizan por la presencia de pequeños granulomas bien 

delimitados, localizados en las fosas interfoliculares de las placas de Peyer y, más frecuentemente, 

en la corteza de los linfonodos mesentéricos fundamentalmente en los linfonodos ileal y yeyunal. 

Los granulomas son de pequeño tamaño y están constituidos por un pequeño número de macrófagos 

(5-30) junto con algunos linfocitos y células de Langhans. Ausencia o escaso número de AFB. 

 Lesiones multifocales: Leve aumento del número y el tamaño de los granulomas que suelen 

afectar al ápice de las vellosidades intestinales generando un moderado engrosamiento de las 

mismas. La mayor parte de los segmentos intestinales no presentan variaciones morfológicas. Los 

granulomas están formados por un mayor número de macrófagos (15-40) o células de Langhans, 

rodeados de un infiltrado linfocítico. Presencia moderada de AFB.  
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 Lesiones difusas: Se aprecia un importante engrosamiento de amplios tramos de la pared 

intestinal, el íleon y en menor medida el yeyuno que afectan tanto a áreas de mucosa asociadas a 

tejido linfoide organizado como a tramos no relacionados con las placas de Peyer. Tanto en los 

ganglios linfáticos mesentéricos como en el intestino se observa pérdida de la arquitectura 

histológica normal. Existen 3 subtipos de lesiones difusas: 

 Lesiones difusas linfocíticas o paucibacilares: El infiltrado presenta un alto número de 

linfocitos, con algunas células plasmáticas y células de Langhans. Ausencia o bajo número de AFB. 

 Lesiones difusas intermedias: El infiltrado presenta linfocitos, células plasmáticas, células 

de Langhans y macrófagos, bien aislados o bien formando granulomas. El número de AFB presente 

es variable pero siempre menor que en el caso de las lesiones multibacilares. 

 Lesiones difusas multibacilares: Presencia de un alto número de macrófagos con una gran 

carga intracelular de AFB y abundantes células espumosas que generan un infiltrado difuso de la 

lámina propia del intestino. Las vellosidades intestinales suele aparecer fusionadas y las glándulas 

intestinales muy separadas debido al infiltrado inflamatorio (González y col., 2005). 

 No está claro si estas diferentes formas histopatológicas representan estadios secuenciales 

o divergentes de la PTB (González y col., 2005). Begg y col., observaron, en su estudio 

longitudinal, que no todos los animales infectados desarrollan formas clínicas de la enfermedad 

siendo algunos capaces de eliminar la infección (Begg y col., 2018). 
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Figura 11. Lesiones microscópicas asociadas a la PTB bovina. (A) Lesión focal. Pequeños granulomas formados por 

macrófagos y células gigantes localizados en la corteza del ganglio linfático ileal. Tinción hematoxilina- eosina 

(Hematoxylin eosin; HE). Bar, 50 µm (B) Lesiones multifocales en íleon. Macrófagos y células gigantes rodeados de 

linfocitos en el ápice de vellosidades intestinales. Tinción HE. Bar, 80 µm. (C) Lesión difusa linfocítica en íleon. 

Marcado engrosamiento de la mucosa intestinal por la presencia de infiltrado formado fundamentalmente por linfocitos. 

También se observan algunos macrófagos y células gigantes aisladas. Tinción HE. Bar, 100 µm. En el recuadro se 

muestra la detección por inmunohistoquímica de macrófagos y células gigantes; anti-lisozima. Bar, 60 µm. (D) Lesión 

difusa intermedia en íleon. Atrofia de las vellosidades intestinales y separación de las glándulas a causa de la presencia 

de infiltrado rico en linfocitos y macrófagos. Tinción HE. Bar, 100 µm. En el recuadro se observan AFB presentes en el 

interior de células gigantes. Tinción ZN. Bar, 6 µm. (E) Lesión difusa multibacilar en yeyuno. Infiltrado inflamatorio en 

yeyuno formado fundamentalmente por macrófagos provocando fusión de las vellosidades y separación de las glándulas 

intestinales. Tinción HE. Bar, 100 µm. En el recuadro se observa con más detalle el infiltrado pudiendo observarse 

células de Langhans con gran cantidad de AFB en su interior. Tinción ZN. Bar, 10 µm. (González y col., 2005) 



2. INTRODUCCIÓN  

 

39 
 

2.6.3. Signos clínicos 

 Los signos clínicos de la PTB son inespecíficos. Las formas en las que se presenta la 

enfermedad se han dividido de acuerdo a la presencia o ausencia de signos clínicos, y a la severidad 

de los mismos en silente, subclínica, clínica y clínica avanzada. 

 Forma silente. Los animales no manifiestan signos clínicos y es característica de terneras y 

novillas, aunque, ocasionalmente, también se ha descrito en ganado adulto (Fecteau, 2020).  

 Forma subclínica. La mayoría de los animales presentan niveles bajos y no detectables de 

MAP en las heces. Además, puede apreciarse una cierta disminución en la producción láctea, de la 

eficacia reproductiva y una mayor predisposición al desarrollo de mastitis en comparación con 

animales no infectados (Fecteau, 2020). 

 Forma clínica. Suele aparecer tras varios años de infección por MAP. En vacuno lechero 

los signos clínicos suelen aparecer entre los 2 y los 6 años tras la infección, normalmente tras el 

parto, en la primera o segunda lactación de las hembras Los signos clínicos característicos son la 

pérdida de peso progresiva, diarrea  y la disminución de la producción láctea (Fecteau, 2020). 

 Forma clínica avanzada. El paso de la forma clínica a la clínica avanzada puede darse de 

manera muy rápida, en tan solo unas semanas, entrando los animales en un estado de letargo, 

debilidad y emaciación. Es característica de esta fase la presencia de edema submandibular por la 

hipoproteinemia derivada de la malabsorción, además de la presencia de diarrea profusa y caquexia 

(Figura 12). Es posible que el animal muera a causa de la deshidratación y la caquexia que tiene 

lugar, aunque lo más frecuente es que el animal sea sacrificado antes, debido a la reducción de la 

producción láctea y a la pedida de peso que tienen lugar (Fecteau, 2020). 

 

Figura 12. Vacas frisonas en estadios avanzados de la PTB. Se observa una marcada pérdida de peso y reducción de 

la masa muscular (izquierda), así como edema submandibular (derecha) (MT Collins).  
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 En los rebaños de bovino infectados se suele observar una baja proporción de animales con 

signos clínicos, en torno al 1-10% (Merkal y col., 1975; Sherman, 1985). De hecho, por cada animal 

con signos clínicos, puede haber 25 animales subclínicos en el rebaño (Whitlock & Buergelt, 1996). 

2.7. Diagnóstico  

 La observación de lesiones macroscópicas y signos clínicos típicos de la PTB como la 

pérdida de peso o la diarrea, es la forma clásica de establecer un diagnóstico a nivel de rebaño pero 

resulta insuficiente para detectar animales con infección subclínica. La confirmación del 

diagnóstico de PTB en animales con signos clínicos se realiza mediante test serológicos e 

inmunológicos (métodos indirectos) y mediante la detección de MAP en las heces por microscopia, 

cultivo bacteriológico o PCR (métodos directos). Otros métodos indirectos, además del ELISA, 

serían el AGID, el test de fijación del complemento (Complement fixation; CF) y el test de 

liberación de IFN-γ. También se puede realizar un diagnóstico postmortem mediante la detección de 

las lesiones características de la enfermedad en muestras de intestino y lifonodos asociados, con la 

demostración de la presencia de AFB en cortes de las lesiones o mediante cultivo y PCR de 

muestras de tejido. Para la detección de las formas subclínicas, se debe recurrir a técnicas de 

detección de la respuesta celular como el test de liberación del IFN-γ o la prueba de 

hipersensibilidad cutánea de tipo retardado, ya que en estos casos, tanto los anticuerpos producidos 

por el hospedador como la carga bacteriana son difícilmente detectables por los métodos 

anteriormente descritos. Las prueba serológica más utilizada habitualmente para el diagnóstico de 

PTB en el ganado bovino es el ELISA.  

 La elección del test diagnóstico en cada caso viene determinada por los recursos 

económicos y el grado de sensibilidad y especificidad requerido para la detección de MAP, y si se 

va a realizar a nivel individual o de rebaño. En el caso del diagnóstico a nivel de rebaño, las 

técnicas de diagnóstico de elección son el ELISA y la PCR fecal y de tanque. La recomendación de 

la OIE es la repetición de muestreos mediante ELISA y PCR fecal durante varios años (OIE, 2018). 

En la tabla VII se muestra la capacidad de detección de MAP de los diferentes test diagnósticos en 

función de la presencia o ausencia de signos clínicos. 
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Tabla VII. Potencial de los test diagnósticos para la detección de MAP en función de la presencia o ausencia 

de signos clínicos asociados a la PTB. Adaptado de Abendaño, 2016. 

Test diagnóstico Enfermedad silente Casos subclínicos Casos clínicos y clínicos avanzados 

Observación de signos clínicos No No Sí 

Cultivo bacteriológico No Ocasionalmente Sí 

PCR No Ocasionalmente Sí 

Tinción Ziehl Nielsen No Ocasionalmente Sí 

IFN-γ Ocasionalmente Sí Ocasionalmente 

ELISA No Ocasionalmente Sí 

Análisis histológico No Ocasionalmente Sí 

2.7.1. Métodos directos de detección del patógeno 

2.7.1.1. Histopatología 

Consiste en el examen por microscopía de cortes de la mucosa intestinal y de los ganglios 

linfáticos para la detección de las lesiones características asi como para comprobación de la 

presencia de AFB mediante ticnion ZN. Es, por lo tanto, necesario recoger múltiples muestras de la 

pared intestinal y de los ganglios linfáticos mesentéricos en formol al 10% que son posteriormente 

procesados para llevar a cabo el examen histológico.  

 

Figura 13. Tinción ZN de tejido intestinal de un animal con lesiones difusas multibacilares. MAP se tiñe de un 

color rosado intenso en contraste con el resto de la preparación que se observa en tonos azules (Vázquez, 2014a) 

2.7.1.1. Bacteriología (microscopía) 

Consiste en el examen por microscopía de muestras fecales o de frotis de la mucosa afectada 

y cortes superficiales de los ganglios linfáticos para comprobar la presencia de AFB con la 

morfología característica de MAP mediante tinción ZN. No obstante, no se puede olvidar que los 

AFB no están presentes en todos los casos. De acuerdo a la OIE (2018):”Se puede diagnosticar la 

PTB de modo preliminar si se encuentran agregados (tres o más microorganismos) de AFB 

pequeños (0,5–1,5 µm) y fuertemente teñidos. La presencia de AFB aislados en ausencia de 
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agregados sería un resultado dudoso”. La desventaja de esta prueba es que no permite la 

diferenciación con otras especies de micobacterias y sólo en una pequeña proporción de casos casos 

se puede establecer un diagnóstico positivo mediante el examen microscópico de una muestra fecal 

única (OIE, 2018).  

2.7.1.2. Bacteriología (cultivo) 

 El cultivo bacteriológico de muestras de heces se considera la técnica de referencia para el 

diagnóstico de la PTB en animales vivos. Un resultado positivo a cultivo proporciona información 

que ningún otro test diagnóstico puede aportar: la presencia de bacteria viva y viable en la muestra. 

Aunque el cultivo es técnicamente difícil y su realización requiere tiempo es capaz de detectar el 

70% de los casos con presencia de signos clínicos de PTB frente a 23-29% de animales infectados 

sin signos clínicos (Nielsen & Toft, 2008). Como contrapartida, presenta los inconvenientes del 

coste económico y del tiempo necesario para obtener resultados (18 a 20 semanas para confirmar un 

resultado negativo). El cultivo de MAP se realiza normalmente en medios 7H9 y Herrold 

suplementados con OADC y micobactina. (Whittington, 2020). En los últimos años, la aparición de 

sistemas de cultivo líquido automatizado ha permitido reducir los tiempos de detección (4-7 

semanas). Sin embargo, es necesaria la confirmación mediante técnicas moleculares tras el 

aislamiento bacteriológico (Whittington, 2020).  

2.7.1.3. PCR 

 La PCR es una técnica rápida que permite la detección de DNA de MAP en diferentes tipos 

de muestras (heces, tejido, leche, sangre y muestras ambientales). La PCR puede ir dirigida a 

diferentes dianas genéticas de MAP siendo las más frecuentes la IS900 (Collins y col., 1989) y la 

f57 (Vansnick y col., 2004). El uso de genes que se encuentran en una sola copia en el genoma de 

MAP, como es el caso de la secuencia f57, ha permitido el desarrollo de PCRs cuantitativas 

(Quantitative PCR; qPCR) que permiten determinar el número de copias de genoma de MAP para 

cada muestra. La sensibilidad de la PCR en animales infectados es del 91-100% con un límite de 

detección de 10
3
 unidades formadoras de colonias (Colony forming unit; CFU) (Khare y col., 

2004). La sensibilidad de la PCR en animales subclínicos es comparable a la del cultivo 

bacteriológico (Heuvelink y col., 2017).  

2.7.2. Métodos indirectos 

2.7.2.1. ELISA 

 El ELISA es una técnica indirecta de diagnóstico de la PTB que detecta anticuerpos anti-

MAP en muestras de plasma o suero, aunque también se han desarrollado ELISAs para la detección 
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de anticuerpos anti-MAP en muestras de leche (Nielsen & Toft, 2008). Es una técnica rápida y 

barata, por lo que su uso está muy extendido. La sensibilidad del ELISA es comparable a la de la 

prueba de CF en los casos clínicos, pero mayor a la de la CF en portadores asintomáticos. En el 

ganado bovino la sensibilidad del ELISA se sitúa entre 50-87% en el caso de los animales con 

signos clínicos, en torno al 24-94% en los animales excretores de MAP pero sin presencia de signos 

clínicos y en el 7-22% en los animales con enfermedad silente. Mediante el ELISA se detecta en 

torno al 30–40% del ganado bovino identificado como infectado mediante el cultivo de heces en 

medios sólidos (Whitlock y col., 2000). De manera parecida a lo que ocurre con el cultivo 

bacteriológico, la sensibilidad del ELISA depende del nivel de excreción de MAP en las heces y de 

la edad del animal. Un estudio llevado a cabo en Australia demostró que la sensibilidad real del 

ELISA en el ganado bovino de 2-, 3- y 4- años de edad fue del 1,2%, 8,9% y 11,6%, 

respectivamente, pero permaneció entre el 20 y 30% en los grupos de más edad (Jubb y col., 2004). 

Se ha calculado que, de manera global, la sensibilidad real de ELISA para todos los grupos de edad 

es de un 15% (Whitlock y col., 2000; Jubb y col., 2004). La especificidad, entre el 40 y el 100 %, 

puede verse reducida por la presencia de otras micobacterias ambientales frente a las que el animal 

también produce anticuerpos. Sin embargo, este problema se ha solucionado con la adición de una 

etapa de absorción en la que los sueros analizados se diluyen en un tampón con antígeno soluble de 

Mycobacterium phlei. De esta manera se eliminan los anticuerpos que provocan reacciones 

cruzadas inespecíficas (Milner y col., 1987). Hay que tener en cuenta también, que el resultado 

positivo de una muestra a ELISA no implica necesariamente la presencia de infección, sino de 

exposición al patógeno y desarrollo de respuesta inmune. 

2.7.2.2. CF 

La técnica de CF es una prueba inmunológica que se puede usar para detectar la presencia de 

anticuerpos anti-MAP en muestras de suero en función de si se produce la fijación del 

complemento. La CF funciona bien en animales con signos clínicos, pero no tiene suficiente 

especificidad en la población general con fines de control (OIE, 2018).  

2.7.2.3. AGID 

La AGID es útil para la confirmación de la enfermedad en ganado bovino, ovino o caprino 

con enfermedad clínica. Esta técnica ofrece una sensibilidad y una especificidad ligeramente más 

altas que las obtenidas con los ELISA (Gwozdz y col., 2000; Sergeant y col., 2003). La 

especificidad y la sensibilidad observadas con la AGID medidas respecto a los resultados de la 

histología fueron del 99–100% (IC del 95%) y del 38–56% (IC del 95%), respectivamente (Hope y 

col., 2000). La recomendación de la OIE es la utilización del AGID en ganado ovino y caprino 



2. INTRODUCCIÓN  

 

(OIE, 2018). En la tabla VIII, se muestra un resumen de las técnicas de diagnóstico de la PTB y su 

uso en función de los objetivos perseguidos. 

Tabla VIII. Test diagnósticos de la PTB  en función de su objetivo (OIE, 2018) . 

Método 

Objetivo 

Demostrar 

ausencia de 

infección en 

la población 

Demostrar 

ausencia de 

infección en 

animales 

individuales 

antes de los 

desplazamientos 

Contribuir a 

las políticas 

de 

erradicación 

Confirmar 

casos 

clínicos 

Determinar 

la 

prevalencia 

de la 

infección – 

vigilancia 

Estado 

inmunológico 

de animales o 

rebaños 

después de la 

vacunación 

Identificación del agente
1
 

Histopatología* + - + + + + - - 

ZN de heces - - - + - - 

Cultivo - + +  + + + + - 

PCR + + + + + + + + + + - 

Detección de la respuesta inmune
2
 

AGID** + + + + + + + + + + + + 

ELISA + + + + + + + + + + + + + + + + 

Ensayo IFN- γ -  - + - - + + + 

DTH - - + - - + + + 

+++ = método recomendado para este propósito; ++ = método recomendado pero con limitaciones; + = adecuado en 

muy pocas circunstancias; – = no adecuado para este propósito; * = solo puede utilizarse post-mortem; ** = apropiado 

para ser utilizado en ovejas y cabras. Prueba de hipersensibilidad retardada (Delayed-type hypersensitivity; DTH)  

1 Se recomienda una combinación de métodos de identificación del agente en una misma muestra clínica. 2 Se 

recomienda una combinación de pruebas serológicas de la lista 

2.7.3. Nuevas técnicas diagnósticas 

El estudio de la expresión génica y el perfil proteico en sangre, tejido y macrófagos de 

animales infectados por MAP supone una prometedora fuente de biomarcadores con aplicaciones 

diagnósticas. Los biomarcadores detectados pueden abarcar todo el espectro de la enfermedad, 

desde las manifestaciones más tempranas hasta las más severas pudiendo ser utilizados para la 

predicción, el diagnóstico y el pronóstico de la misma (van den Esker & Koets, 2019). Las nuevas 

tecnologías “ómicas” como la secuenciación de RNA (RNA sequencing; RNA-Seq) o la proteómica 

permiten realizar un estudio de la enfermedad a un nivel celular y molecular global. En lo referente 

a la PTB, se han llevado a cabo estudios de RNA-Seq en tejido intestinal (Hempel y col., 2016; 
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Liang y col., 2016), en macrófagos infectados (Casey y col., 2015; Marino y col., 2017; Gupta y 

col., 2019; Ariel y col., 2020; Bao y col., 2022), en sangre (Malvisi y col., 2020), a nivel de las 

glándulas salivares de animales infectados por MAP (Mallikarjunappa y col., 2018a) y en placas de 

Peyer (Facciuolo y col., 2020). Recientemente, Ibeagha-Awemu y col., han llevado a cabo un 

estudio transcriptómico que analiza la expresión diferencial de genes en diferentes puntos del 

intestino (yeyuno e íleon) así como en los linfonodos mesentéricos de animales infectados y 

controles (Ibeagha-Awemu y col., 2021) (Tabla IX). En el caso de la PTB, algunos estudios han 

propuesto ciertos biomarcadores como posibles alternativas al IFN-γ para el diagnóstico de 

animales subclínicos como algunos microRNAs, proteínas citoquinas (You y col., 2012; De Buck y 

col., 2014;  Shaughnessy y col., 2020) (Tabla X). 

Tabla IX: Análisis de RNA-Seq llevados a cabo en diferentes muestras de ganado bovino 

Muestra Condición N Referencia 

ICV 

Control 5 

Hempel y col., 2016 Subclínico 5 

Clínico 5 

Infectado 5 
Liang y col., 2016 

No infectado 5 

Macrófagos 

Control 7 

Casey y col., 2015 2h post-infección 7 

6h post-infección 7 

Control 68 

Marino y col., 2017 
2h post-infección 68 

6h post-infección 68 

24h post-infección 68 

Control 3 
Gupta y col., 2019 

6h post-infección 3 

Infectado 6 
Ariel y col., 2020 

No infectado 6 

Control 6 
Bao y col., 2022 

6h post-infección 6 

Glándulas salivares 
Infectado 18 

Mallikarjunappa y col., 2018 
No infectado 6 

Sangre 
Infectado 5 

Malvisi y col., 2020 
No infectado 5 

Placas de Peyer 
Infectado 10 

Facciuolo y col., 2020 
No infectado 5 

Yeyuno e íleon 
Infectado 4 

Ibeagha-Awemu y col., 2021 
No infectado 3 
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Tabla X. Biomarcadores inmunológicos, genéticos y proteicos desregulados en respuesta a la infección por 

MAP. Adaptado de (Wright y col., 2020) 

Tipo de 

biomarcador 

Muestra  Biomarcadores Referencias 

Marcadores 

inmunológicos 

Tejido 

intestinal 

↑ TRAF-1, IL-8, IFN-γ, TNF-α, IL-10, IL-12, TGF-β, 

IL-1α, IL-1, IL-6 

Lee y col., 2001; 

Smeed y col., 2007 

    ↓ IL-18   

  Plasma y 

MDMs 

↑ IFN-γ, Osteopontona Dudemaine y col., 

2014 

    ↓ IL-4   

  PBMCs+tejid

o 

intestinal+linf

onodos 

↑ IFN-γ, IL-1α, IL-1β, IL-5, IL-6, IL-8, IL-2,IL-10, 

IL-4, IL-2R 

Coussens y col., 2004; 

Tanaka y col., 2005 

    ↓ IL-16, IL-18   

    ↑↓ TGF-β   

  Sangre 

periférica 

↓ TNF-α, RANTES, MC1 Buza y col., 2003 

Proteínas/ 

Péptidos 

Suero bovino ↑ VDBP, thransthyretin, RBP, alpha-2 glycoprotein, 

SERPINA3, cathelicidin, VDBP precursor, 

leucinerich alpha-2-glycoprotein 

Seth y col., 2009 

    ↑↓ Fetuin, serine proteinase inhibitor, alpha-1-B 

glycoprotein, alpha-1 acid glycoprotein 

  

  Plasma 

bovino 

↑ Transferrin, gelsolin /, actin binding protein, C1r, 

C3, AOC3, thrombin 

You y col., 2012 

    ↓ COAFXIII, FCG   

Genes Sangre 

periférica 

↑ KLRB1, MPO, LTF, SERPINE1, S100A8/9, TFRC, 

GBP6, PIGR, IL-10, CXCR3, CD14, ELANE, 

CHI3L1, HP, HGF, MMP9, DEFB1, DEFB10, 

TIMP1, PIP5K1C, IRF5, IRF7, CORO1A 

Park y col., 2016, 2017, 

2018 

    ↓ IL17F, IL17F, IL22, IL26, HMGB1, IRF4   

  MDMs,  

PBMCs y 

WBCs 

↑ TGFB, TSP1, BCL2L1, TGF, IL6, MMP12, 

MT1A/B/E/F/H/I, 17A-HYDROXYLASE, CD40L, 

CRF, CRFR1, EP2, FSG-R, IL1, IL10, IL12, IL2, 

IL4, IL5, IFNG, MMP1, MMP3, MMP7, MMP9, 

MMP15, MMP16, MMP19, MMP23, PAI1/2, SCC, 

SPARC, TGFB, TIMP1, TIMP2, TIMP2, V3 

Coussens y col., 2002; 

Thirunavukkarasu y 

col., 2014;Weiss y col., 

2004 

    ↓ SFK, ADRB, cAMPPK, VTAP, TNFB, DQB, IA6, 

MAPK2K5, MEK5B, CD38, GIMAP6, SCD-1, 

24DHCR, LDLR 

  

mi RNA Sangre 

periférica 

↑ miR-6517, miR-7857, miR-24-1, miR-24-2, miR-

378c 

Malvisi y col., 2016 

    ↓ miR-19b, miR-19b-2, miR-1271, miR-100, miR-

301a, miR-32a 

  

  Tejido 

intestinal 

↑ miR-146b, miR-1247, miR-196b, miR-184, miR-

202 

Liang y col., 2016 

    ↓ miR-137, miR-105a, miR-433, miR-133b   

 

En los últimos años se ha desarrollado la PCR digital (Droplet digital PCR; ddPCR), una 

tecnología muy sensible capaz de realizar la cuantificación absoluta del DNA de la bacteria al estar 

basada en la división de la muestra en microgotas y su cuantificación mediante el método de 

Poisson. De acuerdo a la intensidad de fluorescencia emitida por cada microgota, se calcula el 

número de copias de DNA en la muestra original. La ddPCR es un sistema preciso y robusto, 
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reproducible y presenta mayor resistencia a inhibidoresque la PCR convencional (Ricchi y col., 

2017). Además la ddPCR también resulta útil para la validación de otros test y biomarcadores, tal y 

como se ha demostrado en el caso de Mycobacterium tuberculosis (Devonshire y col., 2016).  

La aplicación de las tecnologías emergentes al diagnóstico de la PTB permitirá la detección 

de animales subclínicos paliando la falta de sensibilidad de las técnicas de diagnóstico disponibles 

actualmente. En la tala IX se resumen las técnicas diagnósticas habitualmente utilizadas y las 

técnicas emergentes que podrían dar respuesta a la falta de sensibilidad de los test tradicionales. 

Tabla XI. Técnicas diagnósticas de la PTB tradicionales y nuevas. Adaptada de (Britton y col., 2016) 

   

Test diagnósticos 

Detección 

directa de 

MAP 

Detección 

indirecta 

de MAP 

Estadio de la 

infección 

Técnicas 

disponibles 

Cultivo X   2,3* 

PCR X   2,3* 

ELISA   X 2,3* 

Ensayo de IFN-γ   X 1* 

Técnicas 

emergentes 

ddPCR X   No determinado 

ELISA de biomarcadores proteínas (Transcriptómica y 

Proteómica) 

X No determinado 

RT-qPCR basada en biomarcadores mRNAs (RNA-

Seq) 

  X No determinado 

*De acuerdo a los descrito por Whitlock (Whitlock y col., 2000) 

2.8. Inmunopatogenia 

 En enfermedades provocadas por micobacterias como la tuberculosis o la lepra, se han 

descrito asociaciones entre la respuesta inmune y las lesiones observadas (Yamamura y col., 1991; 

Orme y col., 1993). De igual modo, diversos estudios han propuesto el espectro inmunopatogénico 

de la PTB (Clarke, 1997; Bastida & Juste, 2011; Vázquez y col., 2013). En la figura 15 se muestra 

el modelo propuesto por Bastida y Juste en 2011. Según este modelo, la respuesta inmune celular de 

tipo Th1, con predominio de células CD4+ y secreción de IFN-γ, tendrían lugar en animales 

subclínicos y se asociaría con presencia de lesiones focales o multifocales. Tras mantenerse una 

respuesta pro-inflamatoria a lo largo de los años, dirigida fundamentalmente a reclutar linfocitos y 

macrófagos al sitio de infección, los granulomas aumentarían en tamaño y número llegando a 

producir daño tisular. Es en este momento cuando la respuesta Th1 comienza a decaer, se produce 

diseminación bacteriana e inicio de una respuesta inmune de tipo Th2 con producción de 

anticuerpos que estaría asociada con las lesiones difusas y con la aparición de signos clínicos 

característicos de la enfermedad. Según el modelo de Bastida y Juste, alrededor del 46% del ganado 

bovino en una granja infectada no presentarían ningún tipo de lesión, el 19% presentarían lesiones 

de tipo focal, el 17% presentaría lesiones multifocales y tan solo el 19% de los animales 
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desarrollarían lesiones difusas que conducirían a la aparición de signos clínicos y a la muerte del 

animal (Bastida & Juste, 2011).  

 

Figura 14. Representación esquemática de las diferentes formas lesionales de la PTB de acuerdo al modelo 

propuesto por Bastida y Juste (Bastida & Juste, 2011) 

 En 2014 Vázquez y col., combinaron datos histopatológicos con variables microbiológicas 

e inmunológicas tanto de base celular como humoral (ELISA, cultivo bacteriológico, PCR y análisis 

histopatológico) de 1031 vacas sacrificadas en matadero para establecer dos formas 

inmunopatológicas: latentes y patentes. De este modo, las formas latentes se definen como aquellos 

casos que presentan lesiones focales en los que la carga bacteriana y los niveles de anticuerpos son 

bajos mientras que la respuesta dirigida al reclutamiento celular al sitio de infección es alta. Por el 

contrario, en las formas patentes se observaría un incremento significativo de la carga bacteriana en 

tejidos y niveles de anticuerpos en suero fácilmente detectables. Estas formas patentes, incluirían 

las lesiones multifocales y difusas descritas por González y col., (2005)(P. Vazquez, 2014). 

2.9. Tratamiento y medidas de control 

2.9.1. Tratamiento 

 Los agentes antimicrobianos que se han utilizado en el tratamiento de la PTB son agentes 

antimicobacterianos como la isoniazida, rifampicina, clofazimina y antibióticos aminoglucósidos 

(estreptomicina, kanamicina, gentamicina y amikacina) (Fecteau & Whitlock, 2011). Dichos 

fármacos se han utilizado de manera individual y en diferentes combinaciones para el tratamiento 

de la PTB en infecciones naturales. (Slocombe, 1982; Hoffsis & Streeter, 1990).  
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 Isoniacida: La isoniacida inhibe la síntesis de los ácidos micólicos de la pared celular de 

las micobacterias. La isoniazida fue uno de los primeros antimicrobianos utilizado en el tratamiento 

de la PTB tanto en infecciones naturales como experimentales. Diversos estudios demuestran que, 

pese a que el tratamiento de la PTB con isoniacida puede hacer remitir los signos clínicos de la 

enfermedad, no cura la infección por MAP (Baldwin, 1976; Hoffsis & Streeter, 1990) 

 Rifampicina: La rifampicina es un antibiótico de amplio espectro que puede tener efecto 

bactericida o bacteriostático en función de la dosis utilizada. Su mecanismo de acción es la 

inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos en las bacterias mediante su unión a la polimerasa de 

RNA dependiente de DNA. Se recomienda su uso en combinación con otros agentes 

antimicrobianos para favorecer la sinergia entre dichos fármacos y para reducir la aparición de 

resistencias (Fecteau & Whitlock, 2011). 

 Clofazimina: La clofazimina se una al DNA bacteriano inhibiendo la replicación de la 

bacteria. Este fármaco se acumula en tejido graso y en los macrófagos del sistema 

reticuloendotelial, presentando una buena actividad frente a patógenos intracelulares como MAP. 

Al igual que la isoniazida, reduce la severidad de los signos clínicos pero no cura la infección 

causada por MAP. Además, tras la finalización del tratamiento se observa reaparición de los 

síntomas entre los 7 y los 14 días (Fecteau & Whitlock, 2011; Merkal & Larsen, 1973). 

 Aminoglucósidos: Los aminoglucósidos son antimicrobianos con efecto bactericida cuyo 

mecanismo de acción es la inhibición de la síntesis proteica mediante acción directa sobre los 

ribosomas. Los antibióticos aminoglucósidos se utilizan, al igual que los fármacos descritos 

anteriormente, en combinación con otros agentes antimicrobianos (Larsen y col., 1950; Eidus & 

Konst, 1964) 

 El estudio más completo llevado a cabo acerca del efecto in vitro de antibióticos frente a 

MAP se publicó en 2009 y analizaba el potencial de 11 antimicrobianos frente a MAP (Krishnan y 

col., 2009). En él se demostró que los macrólidos eran los antibióticos con mejor efecto in vitro y 

que la mayoría de los fármacos usados en tratamientos de tuberculosis o lepra no eran efectivos 

frente a MAP (Fig. 14). 
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Figura 15. Perfiles de susceptibilidad de 18 aislados de MAP de origen humano y animal frente a diferentes 

agentes antimicrobianos (Https://Johnes.Org) 

 

 Greenstein y col., propusieron que drogas antiinflamatorias utilizadas en el tratamiento de 

la enfermedad de Crohn, eran capaces de inhibir el crecimiento in vitro de MAP (Greenstein y col., 

2007). Entre estos fármacos encontramos el metotrexato, azatioprina, rapamicina, 6-

mercaptopurina, ciclosporina A, ácido 5 aminosalicílico o tacrolimus (Greenstein y col., 2007; Sung 

& Collins, 2008; Krishnan y col., 2009). Sin embargo, la utilización de estas drogas en animales 

destinados a consumo humano resulta cuestionable, desde el punto de vista de salud pública. 

Actualmente, la sustancia quimioprofiláctica mejor evaluada frente a la PTB es la Monensina. La 

Monensina es un ionóforo cuya administración diaria en ganado bovino infectado por MAP, reduce 

la carga fecal de MAP, las lesiones histopatológicas y disminuye la positividad a ELISA en leche 

(Greenstein y col., 2009). No obstante, el uso de la Monensina como aditivo en la dieta del ganado 

bovino está prohibido en la Unión Europea desde 2006 (Reglamento CE Nº 1831/2003, artículo 11). 

Recientemente, Pavić ha llevado a cabo un estudio en el que compara la eficacia de híbridos de 

primaquinas, un tipo de fármaco antipalúdico, como agentes antimicobacterianos y ha establecido 

que estos fármacos tenían una mayor eficacia en el tratamiento de MAP que el ciprofloxacino 

(Pavić y col., 2018). 

 También se han llevado a cabo tratamientos de la PTB con sustancias no farmacológicas 

como probióticos del tipo Dietzia susp. Su aplicación en animales adultos con signos clínicos de la 

enfermedad, consiguió disminuir la respuesta humoral anti-MAP, alargar la vida productiva de los 

animales y reducir los signos clínicos (Click, 2011). Otras sustancias naturales que presentan 

capacidad inhibitoria del crecimiento de MAP in vitro son el aceite de naranja (Crandall y col., 

2012), el carvacol y el trans-cinamaldehído que son compuestos principales del aceite esencial de 

orégano y canela, respectivamente (Wong y col., 2008). 

 En cualquier caso, el tratamiento farmacológico de la PTB no se considera viable debido a 

que son tratamientos largos, costosos y no totalmente efectivos, apareciendo recidivas tras la 
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finalización del mismo. Pese a que el uso de antimicrobianos no está permitido de manera 

generalizada para el tratamiento de la PTB, en casos de animales de un valor especial (sementales o 

animales de alto valor como reproductores, mascotas, animales participantes en competiciones 

deportivas…) se permite el tratamiento antibiótico siempre que su leche no vaya a ser destinada a 

consumo humano (Fecteau & Whitlock, 2011). 

 Dada la ineficacia de los tratamientos antimicrobianos actuales para la curación de la 

infección por MAP, se hace evidente la necesidad de profundizar en la búsqueda de nuevos agentes 

terapéuticos, máxime cuando la asociación de MAP con la enfermedad de Crohn podría suponer un 

problema de salud pública.. 

2.9.2. Medidas de control 

 En la década de 1920 se instauraron en Francia los primeros programas de control de la 

PTB y, a partir de ese momento, se han implantado en diversos países programas de control tanto 

oficiales como voluntarios (Benedictus y col., 2008). Recientemente se ha publicado una revisión 

acerca de los programas de control de la PTB en 48 países en la que se observa que 22 de los 48 

países encuestados tenían en marcha programas de control de la PTB en el momento de la encuesta 

(Whittington y col., 2019). Los motivos para la instauración de dichos programas incluían una 

mejora de la salud animal, la reducción de los costes de producción, garantizar las transacciones 

comerciales (tanto a nivel regional como internacional), el bienestar animal y la preocupación por la 

salud pública especialmente si se confirma que MAP es un factor causal de la enfermedad de 

Crohn. Por el contrario, aquellos países que no disponían de programas de control de la enfermedad 

lo justificaban por la falta de recursos económicos, el control prioritario de otras enfermedades 

sobre la PTB, la falta de infraestructura y recursos, la menor importancia de la PTB respecto a otros 

problemas de salud y la falta de test diagnósticos (Donat y col., 2020). 

 Los programas de control de la PTB generalmente incluyen diversas medidas y 

herramientas entre las que destacan la aplicación de medidas higiénico-sanitarias en las 

explotaciones, la identificación de animales infectados y su sacrificio (“test and cull”, desvieje de 

animales infectados), y la vacunación. Pese a que la vacunación con vacunas inactivadas resulta 

muy eficaz tanto reduciendo la presencia de MAP en heces y tejidos de animales infectados como 

incrementando la producción láctea y la vida productiva de los animales en granjas con presencia de 

MAP (Juste y col., 2009; Alonso-Hearn y col., 2012), el uso de estas vacunas en ganado bovino no 

está permitida en algunos países debido a su posible interferencia con las técnicas de diagnóstico 

utilizadas en los programas de erradicación de la tuberculosis bovina (Garrido y col., 2013). Para 
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resolver este problema algunos autores han propuesto alternativas a los antígenos utilizados 

tradicionalmente en los test de intradermorreacción para el diagnóstico de la infección con 

Mycobacterium bovis o nuevas vías de vacunación (Arrazuria y col., 2020; Middleton y col., 2021). 

Sin embargo, actualmente la vacunación no es una opción viable en la gran mayoría de los países. 

 El control de la PTB está basado en la eliminación de animales infectados y en la adopción 

de medidas higiénico-sanitarias en las explotaciones. Algunos factores que limitan el éxito de los 

programas de control basados en estas medidas son la falta de cumplimiento de los protocolos de 

manejo de los animales, la baja sensibilidad de los test diagnósticos utilizados y la adquisición de 

animales infectados que puedan introducir MAP en la explotación (Barkema y col., 2018). La falta 

de sensibilidad de las técnicas disponibles supone una limitación para la detección de las 

infecciones subclínicas, obligando a realizar test periódicos con el consiguiente coste económico. 

Respecto a las medidas higiénico-sanitarias, es prioritario centrarse en los animales más jóvenes del 

rebaño por ser estos especialmente vulnerables a la infección. Las medidas deben encaminarse a la 

reducción de la carga ambiental de MAP y evitar el contacto con agua y alimentos. En la tabla XII 

se muestran las medidas de prevención más utilizadas en las explotaciones tanto en adultos como en 

neonatos. 

Tabla XII. Medidas higiénico-sanitarias utilizadas en el control de la PTB en las explotaciones (Vázquez, 

2014a) 

 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 

 Teniendo en consideración las limitaciones de los programas de control, es importante 

desarrollar nuevas estrategias para reducir la prevalencia de la PTB. La selección genómica es una 

práctica habitual en la industria ganadera. Una estrategia ampliamente aceptada para el control de la 

PTB sería selección genética de animales con una menor susceptibilidad a la infección por MAP y/o 

una mayor resiliencia a la PTB. 

2.10. Factores implicados en resistencia/susceptibilidad a la infección por MAP  

 La PTB es una enfermedad multifactorial que se produce como resultado de la interacción 

de factores genéticos, ambientales y microbianos. Existen numerosos factores implicados en la 
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resistencia-susceptibilidad a la infección por MAP como la especie, raza, edad y componente 

genético individual de cada animal, la dosis infectiva y el manejo higiénico-sanitario de las 

explotaciones. La edad de los animales en el momento de la exposición a MAP es un factor decisivo 

en la PTB. Los animales menores de 6 meses son los más susceptibles a la infección debido al 

desarrollo incompleto del sistema inmune, la mayor permeabilidad de las placas de Peyer para la 

absorción de los anticuerpos maternos y la persistencia de la gotera esofágica que permite que la 

leche contaminada ingerida pase directamente del esófago al abomaso evadiendo los mecanismos 

defensivos del tracto digestivo (compuestos biliares, pH ácido, enzimas digestivas, mucus, 

peristaltismo y flora comensal). Por otro lado, la dosis infectiva ingerida por el animal también tiene 

una gran repercusión en el desarrollo de la enfermedad. Se ha descrito que la dosis infectiva es de, 

aproximadamente, 10
3
 bacterias y que, pese a que los animales adultos (mayores de dos años) son 

más resistentes que los jóvenes, si se exponen a dosis altas de MAP también son susceptibles de 

infectarse y desarrollar la enfermedad (Gilmour y col., 1965; Windsor & Whittington, 2010). Si 

bien es cierto que los factores ambientales tienen una gran importancia en el desarrollo de la 

enfermedad, también la especie y la raza son factores a tener en cuenta (Tabla XIII). El ganado 

bovino es más susceptible a la PTB que el ovino o el caprino y numerosos estudios demuestran que 

la incidencia de PTB es mayor en razas bovinas de producción láctea que en razas de aptitud 

cárnica (Pence y col., 2003).  

Tabla XIII. Factores genéticos y ambientales que influyen en la susceptibilidad a la infección por MAP 

(Abendaño, 2016) 
Factores Genéticos Factores Ambientales 

 Efecto especie 

 Efecto racial 

 Genes implicados en la respuesta 

inmune de tipo innata 

 Edad en el momento de exposición 

 Dosis infectante 

 Manejo higiénico-sanitario 

2.10.1. Susceptibilidad, tolerancia y resistencia genética a la infección por MAP 

 Frente a una infección con un agente patógeno, cada organismo responde de una manera 

específica. Mientras hay animales que desarrollan signos clínicos de la enfermedad, otros 

permanecen aparentemente sanos y sin signos clínicos. La respuesta a la infección es compleja y 

pueden darse tres posibilidades a nivel individual: (1) animales susceptibles que progresan a formas 

severas de la enfermedad porque no son capaces de inducir una respuesta inmune innata efectiva 

que elimine el patógeno, (2) animales resistentes capaces de eliminar o limitar la bacteria en los 

estadios iniciales de la infección gracias a una respuesta inmune innata eficaz y (3) animales 
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tolerantes en los que, si la respuesta inmune innata no es capaz de eliminar a la bacteria, se 

desarrollan una serie de mecanismos para controlar el daño que pudiera provocar el patógeno. 

  Tanto la resistencia como la tolerancia son formas de resiliencia a la infección o a la 

enfermedad, respectivamente. Por lo tanto, la resiliencia incluye mecanismos de resistencia a la 

infección, tolerancia a la enfermedad y comportamientos intrínsecos que el hospedador utiliza para 

evitar el contacto con hospedadores infectados o la exposición al patógeno (Sheldon y col., 2020). 

La resistencia se define como la capacidad del hospedador para prevenir la infección (ej., ausencia 

de un receptor necesario para la interacción patógeno-hospedador) o para eliminar el patógeno en 

fases iniciales de la infección mediante una respuesta inmune innata efectiva. Por otro lado, la 

tolerancia se define como “el conjunto de mecanismos que disminuyen la susceptibilidad del 

hospedador al daño tisular u otros daños provocados por el patógeno o por la propia respuesta 

inmune” (Medzhitov y col., 2012). La tolerancia es un fenotipo que confiere ventajas evolutivas por 

lo que variaciones alélicas asociadas a este fenotipo se seleccionan de manera positiva a lo largo de 

la evolución (Barreiro & Quintana-Murci, 2010). El conocimiento de los mecanismos asociados a la 

tolerancia y la resistencia es bastante limitado. Por otro lado, la evitación de patógenos, también 

conocida como disgusto de patógenos, es un sistema adaptativo que guía el comportamiento para 

evitar infecciones causadas por virus, bacterias, hongos, protozoos, helmintos, gusanos, artrópodos 

y parásitos sociales. La evitación es un mecanismo con el que se mantiene la salud limitando la 

exposición al patógeno mediante comportamientos intrínsecos que reducen el riesgo de infección 

mediante la elusión del patógeno o de animales infectados. Un ejemplo de evitación sería el evitar 

contacto con otro animal infectado por su olor, pérdida de pelo o cambios comportamentales 

(Loehle, 1995; Kavaliers & Choleris, 2018). De manera más global se podría definir la resiliencia 

como el conjunto de estrategias defensivas complementarias de conductas para evitar al patógeno, 

tolerancia y resistencia (Fig. 14). De este modo los animales resilientes serían capaces de prevenir 

la infección y/o minimizar la severidad de la enfermedad (Sheldon y col., 2020). También se ha 

descrito la posibilidad de que animales tolerantes expuestos al patógeno induzcan inicialmente una 

respuesta inmune innata eficaz (mecanismos de resistencia) que es modulada correctamente para 

evitar que llegue a producir daños tisulares. En este caso, los mecanismos de tolerancia incluirían 

también mecanismos de resistencia.  
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Figura 16. Estrategias incluidas en la resiliencia: la limitación a la exposición a patógenos, la tolerancia a la 

enfermedad y/o la resistencia a la infección (Sheldon y col., 2020) 

 

 MAP ha desarrollado diversas estrategias para evadir los mecanismos de resistencia del 

hospedador y poder sobrevivir durante largos periodos de tiempo. En este contexto, los mecanismos 

de resistencia no son suficientes y la tolerancia es crítica para el control de la inflamación y prevenir 

la aparición de signos clínicos.  

2.10.1.1. Susceptibilidad a la PTB 

 Tal y como se ha mencionado anteriormente, un animal susceptible es aquel que tras ser 

infectado progresa a formas severas de la enfermedad porque no es capaz de inducir una respuesta 

inmune innata efectiva que elimine el patógeno y porque la inducción de una respuesta pro-

inflamatoria prolongada acaba generándole graves daños tisulares. Los estudios de asociación 

genética que se han llevado a cabo hasta el momento, han utilizado diferentes fenotipos para 

identificar variantes genéticas asociadas a la susceptibilidad a la infección por MAP. En la mayoría 

de los estudios de asociación llevados a cabo los fenotipos se han basado en los resultados de test 

diagnósticos pre-mortem como el ELISA, ELISA de tanque, cultivo bacteriológico y PCR fecal. El 

fenotipo utilizado con mayor frecuencia ha sido el ELISA tanto individual como de tanque (Pant y 

col., 2010; Verschoor y col., 2010; Pant y col., 2011; van Hulzen y col., 2012; Del Corvo y col., 

2017; Gao y col., 2018; Mallikarjunappa y col., 2018b, 2020; McGovern y col., 2019). Sin 

embargo, tal y como hemos visto en el apartado de diagnóstico la sensibilidad del ELISA es 

limitada para el diagnóstico de animales subclínicos. Otros autores, han utilizado el resultado de 

ELISA combinado con el cultivo fecal (Gonda y col., 2007; Koets y col., 2010; Kirkpatrick y col., 

2011; Küpper y col., 2014; Pauciullo y col., 2015; Sallam y col., 2017, 2018). Algunos autores han 
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añadido a la combinación de ELISA y cultivo fecal, la PCR en muestras de sangre y el resultado al 

test de intradermorreacción llevado a cabo con derivado proteico purificado aviar (Aviar purified 

protein derivative; PPDa) (Kumar y col., 2019, 2020). En ciertos estudios llevados a cabo con genes 

candidatos se han utilizado, además del ELISA, test diagnósticos realizados tras la muerte del 

animal como la PCR, el cultivo de tejidos y los resultados del análisis histopatológico (Ruiz-

Larrañaga, y col., 2010a; Ruiz-Larrañaga y col., 2010b; Ruiz-Larrañaga y col., 2011; Vázquez y 

col., 2014b). También se han llevado a cabo estudios de asociación definiendo el fenotipo 

únicamente mediante la PCR y el cultivo de tejidos llevado a cabo post-mortem (Settles y col., 

2009; Kiser y col., 2017; Kiser y col., 2021). Sin embargo, ningún estudio de asociación de genoma 

completo ha combinado datos fenotípicos obtenidos mediante ELISA, PCR y cultivo de tejidos, 

utilizando únicamente resultados de ELISA (McGovern y col., 2019; Sánchez y col., 2020) o de 

PCR y cultivo de tejido (Kiser, y col., 2017). 

 Numerosos autores han estimado que la heredabilidad de la susceptibilidad a la infección 

por MAP se encuentra en valores entre 0,03 y 0,27, (Kirkpatrick y col., 2011; van Hulzen y col., 

2012; Küpper y col., 2014; Zare y col., 2014; Kiser y col., 2017; Gao y col., 2018) . Estos estudios 

están en concordancia con las estimas de heredabilidad calculadas para otras micobacterias como 

Mycobacterium lepra y Mycobacterium bovis que presentan unas heredabilidades de 0,199 (Wang y 

col., 2016) y 0,12 (Ring y col., 2019), respectivamente. 

2.10.2.1.1. Estudios de genes candidatos 

 Los estudios de genes candidatos analizan la asociación entre las variantes alélicas de un 

gen concreto y un fenotipo. Los genes generalmente se seleccionan en base a la información 

disponible en la literatura, y a su papel en la patogénesis de la PTB, o de otras enfermedades 

relacionadas como la enfermedad de Crohn. Los polimorfismos del gen candidato son genotipados 

y analizados en relación a un fenotipo de PTB en un análisis caso-control. Los genes candidatos que 

se han estudiado en relación a la infección por MAP incluyen receptores de reconocimiento de 

patrones (Pattern recognition receptors; PRR), receptores de citoquinas y genes promotores de la 

eliminación de patógenos intracelulares.  

 El gen Dominio de oligomerización de nucleótidos 2 (Nucleotide oligomerization domain 

2; NOD2) codifica un PRR implicado en el reconocimiento de la pared micobacteriana y estimula la 

transcripción de NF-κβ que regula la expresión de citoquinas pro-inflamatorias (Girardin y col., 

2003; Abbott y col., 2004). Otros PRR asociados a MAP son los receptores TLR que, tras el 

reconocimiento del patógeno, desencadenan la respuesta inmune innata en el hospedador (Ferwerda 
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y col., 2007; Byun y col., 2012; Park y col., 2020) y el Dominio de lectina de tipo C que contiene 

7A (C-Type Lectin Domain Containing 7A; CLEC7A) que se expresa en las APC y tras la detección 

de MAP estimula la secreción de citoquinas por parte de las células fagocíticas mediante su acción 

conjunta con los TLR2 y TLR4 (Ferwerda y col., 2007). 

 Por otro lado, las proteínas codificadas por los genes Proteína del cuerpo nuclear SP110 

(SP110 Nuclear Body Protein; SP110), Familia de transportadores de solutos 11 Miembro 1 

(Solute Carrier Family 11 Member 1;SLC11A1) y Proteína de reconocimiento del peptidoglicano 1 

(Peptidoglycan Recognition Protein 1; PGLYRP1) inducen la activación de la respuesta inmune 

innata frente a patógenos intracelulares. Mientras que PGLYRP1 actúa como un PRR que se une al 

PG de las bacterias Gram+ ejerciendo acción bactericida (Ju y col., 2005), la expresión de SP110 en 

los macrófagos ha demostrado limitar la replicación bacteriana (Wu y col., 2016). Por otro lado, el 

SLC11A1 es un transportador de iones que controla la replicación de bacteria intracelular regulando 

la concentración de iones divalentes en el interior del fagosoma (Govoni & Gros, 1998). Otros 

genes candidatos estudiados por su asociación con la infección por MAP son la Subunidad alfa del 

receptor de interleucina 10 (Interleukin 10 Receptor Subunit Alpha; IL10RA),el Receptor 2 del 

interferón gamma (Interferon Gamma Receptor 2;IFNGR2), la Subunidad beta 1 y beta 2 del 

receptor de interleucina 12 (Interleukin 12 Receptor Subunit Beta 1 y Beta 2; IL12Rβ1/ β2) e el 

Receptor de interleuquina 23 (Interleukin 23 Receptor; IL23R) que codifican receptores para las 

citoquinas IL10, IFN-γ, IL12 e IL23, respectivamente (Hussain y col., 2016; Coussens, 2020;). Otro 

de los genes candidatos asociados a la infección por MAP es el Miembro 2 de la familia Wnt (Wnt 

Family Member 2;WNT2) que juega un importante papel inmunomodulador regulando la 

inflamación intestinal y manteniendo la homeostasis tisular (Liu y col., 2012). Finalmente, también 

se ha estudiado como gen candidato el gen codificante de la Molécula CD209 (CD209 Molecule; 

CD209) que codifica la proteína DC-SIGN permitiendo la unión de las células dendríticas al 

ManLAM de MAP (Geijtenbeek y col., 2003). En la tabla XI se resumen los resultados de los 

estudios de asociación genética llevados a cabo con genes candidatos 
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Tabla XIV. Estudios de genes candidatos asociados a la infeccón por MAP. Adaptado de Mallikarjunappa y 

col., 2021 
Gen SNP Población Fenotipo P Odds ratio Referencia 

NOD2 2197T > C Holstein, Jersey y 

Brahman x Angus 

(n=402) 

ELISA, PCR 

leche, PCR 

sangre y 

cultivo fecal 

P < 0,0001 2,32 (1,41–

3,83) 

Pinedo y col., 2009 

NOD2 c.*1908C>T Holstein (n=241) ELISA, PCR 

fecal y 

cultivo fecal 

P = 0,04 2,043 (1,22–

3,42) 

Ruiz-Larrañaga y col., 

2010a 

NOD2 g.521G>A Holstein (n=324) Cultivo fecal P < 0,01 – Küpper y col., 2014 

SLC11A1 c.1067C > G Holstein (n=558) ELISA, PCR 

fecal y 

cultivo fecal 

P = 0,037 1,484 (1,05–

2,01) 

Ruiz-Larrañaga y col., 

2010c 

  c.1157–91A > T     P = 0,024 1,592 (0,01–

2,3) 

  

SP110 c.587A>G Holstein (n=355) ELISA y 

cultivo fecal 

P = 0,031 2,7 (1,69-

4,54) 

Ruiz-Larrañaga y col., 

2010b 

TLR1 G658A Crossbreed 

n=711 

PCR sangre – 3,459 Mucha y col., 2009 

TLR2 A2038G Crossbreed 

n=711 

PCR sangre – NA Mucha y col., 2009 

TLR2 1903 T/C Holstein (n=553) ELISA y 

cultivo fecal 

P = 0,009 1,7 (1,2–2,8) Koets y col., 2010 

TLR4 892G>Y Crossbreed 

n=711 

PCR sangre – NA Mucha y col., 2009 

  G895A –   – NA Mucha y col., 2009 

  G1165A –   – NA Mucha y col., 2009 

  T1167C –   – NA Mucha y col., 2009 

TLR4 c.-226G>C and Holstein (n=439) ELISA suero 

y ELISA 

leche 

P = 0,095* 1,38 (0,95–

2,02) 

Sharma y col., 2015 

PGLYRP1 c.480G>A Holstein (n=439) ELISA suero 

y ELISA 

leche 

P = 0,05 1,51 (0,99–

2,31) 

Pant y col., 2011a 

IFNGR2 c.1674C>T Holstein (n=439) ELISA suero 

y ELISA 

leche 

P = 0,035 1,51 (1,03–

2,22) 

Pant y col., 2011b 

IL12RB1 c.81T>C Holstein (n=439) ELISA suero 

y ELISA 

leche 

P = 0,0008 1,62 (1,22–

2,15) 

Pant y col., 2011b 

IL12RB2 c.-511A>G Holstein (n=439) ELISA suero 

y ELISA 

leche 

P = 0,0089 1,86 (1,17–

2,96) 

Pant y col., 2011b 

IL23R c.1417A>C Holstein (n=439) ELISA suero 

y ELISA 

leche 

P = 0,0441 1,57 (1,01–

2,43) 

Pant y col., 2011b 

CLEC7A c.589A>G Holstein (n=439) ELISA suero 

y ELISA 

leche 

P = 0,008 1,42 (1,09–

1,9) 

Pant y col., 2014 

WNT2 rs43390642: 

G>T 

Holstein (n=324) ELISA y 

cultivo fecal 

P = 0,013 2 (1,03–4) Pauciullo y col., 2015 

IL10RA 633C > A Holstein (n=446) ELISA suero 

y ELISA 

leche 

P = 0,002 1,42 (1,06–

1,90) 

Verschoor y col., 2010 

CD209 c.116-18T>C Holstein (n=772) ELISA, PCR 

fecal y 

cultivo fecal 

P = 0,002 – Vázquez y col., 2014b 

*Tendente a afectar al rasgo (P< 0,10)     
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2.10.2.1.2. Estudios de asociación de genoma completo  

 En los últimos años, se hayan llevado a cabo numerosos estudios de asociación de genoma 

completo (Genome-wide association study; GWAS) empleando tanto chips de baja (Low density; 

LD) (Zare y col., 2014), media(Medium density; MD) (Settles y col., 2009; Minozzi y col., 2010; 

Pant y col., 2010; Kirkpatrick y col., 2011; van Hulzen y col., 2012; Alpay y col., 2014) y alta 

densidad (High density; HD) (Brito y col., 2018; Gao y col., 2018; Mallikarjunappa y col., 2018b) 

como genotipado imputado a secuencia completa (Whole genome sequence; WGS) ( Kiser y col., 

2018; McGovern y col., 2019). Mallikarjunappa y col., partieron de los datos de genotipado de Pant 

y col., 2010 y los imputaron mediante el software FImpute a datos de genotipado de chip de alta 

densidad. Gracias a ello, validaron los resultados de Pant e identificaron nuevos genes candidatos 

como IL4, IL5, IL13 y el Factor regulador del interferón 1 (Interferon Regulatory Factor 1; IRF1), 

poniendo de manifiesto la conveniencia del uso de datos de genotipado de alta densidad e incluso 

WGS, para el análisis de rasgos poligénicos complejos como la PTB. Si bien es cierto que los 

análisis de tipo GWAS han permitido identificar una gran cantidad de variantes alélicas asociadas a 

la PTB, los resultados son variables entre estudios. Esto puede deberse a diferentes fondos genéticos 

y variabilidad en la prevalencia de la enfermedad entre las poblaciones estudiadas, diferentes 

tamaños muestrales, diferentes modelos estadísticos utilizados, diferencias en la sensibilidad de las 

técnicas de diagnóstico y diferentes definiciones entre casos y controles en los estudios.  

 Los análisis de tipo GWAS han sido muy útiles a la hora de identificar variantes asociadas 

a diferentes caracteres y enfermedades y han ayudado a profundizar en mecanismos biológicos 

desconocidos. Sin embargo, este tipo de análisis no es capaz de identificar variantes causales o 

funcionales del rasgo estudiado. Aunque son capaces de identificar SNPs asociados con el fenotipo 

analizado, los estudio GWAS no informan sobre el gen que está regulado por el SNP identificado. 

Esto es una desventaja de este tipo de estudios, sobre todo porque la mayoría de los SNPs 

identificados no se encuentran en exones, sino en intrones y regiones intregénicas pudiendo regular 

a genes que no tienen porque ser adyacentes al SNP identificado. Esto implica que es necesario 

combinar los resultados de GWAS con datos de expresión génica para tratar de identificar variantes 

causales. En el caso de la PTB, los estudios GWAS que se han llevado a cabo hasta el momento, 

han identificado, sobre todo, variantes genéticas y mecanismos asociados a la susceptibilidad a la 

infección por MAP. Los loci identificados están distribuidos por todo el genoma y prácticamente se 

han identificado variantes en todos los cromosomas de Bos taurus siendo el cromosoma 23 la 

región en la que más QTLs se han identificado (137 de 565) (www.animalgenome.org). En la tabla 
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XV se resumen los QTLs identificados en los estudios de tipo GWAS llevados a cabo para 

identificar variantes alélicas asociadas a la susceptibilidad a la PTB en ganado bovino. 

Tabla XV. Estudios GWAS y número de variantes asociadas a la susceptibilidad a la infección por MAP en 

bovino 

Referencia Fenotipo Genotipado Cromosomas (nº de SNPs identificados)  

Settles y col., 

2009 

Cultivo 

tejido 

MD Chr.1 (3), Chr.3 (1), Chr.5 (2),1 Chr.7 (1), Chr.8  (1) Chr.9 (4), 

Chr.16 (2), Chr.21 (1), Chr.23 (1) 

Kirkpatrick y 

col., 2010 

ELISA, 

Cultivo 

fecal 

MD Chr.2 (2), Chr.3 (1), Chr.4 (2), Chr.5 (1), Chr.6 (2), Chr.7 (2), Chr.9  

(2), Chr.10 (1), Chr.13 (5), Chr.14 (1), Chr.15 (2), Chr.16 (4), Chr.17 

(3), Chr.18 (1), Chr.20 (4), Chr.21 (4), Chr.22 (1), Chr.23 (2), Chr.25 

(2), Chr.26 (5), Chr.29 (3) 

Minozzi y col., 

2010 

ELISA MD Chr.8 (1), Chr.9(1), Chr.11 (1), Chr.12 (5), Chr.27 (1) 

Pant y col., 2010 ELISA MD Chr.1 (1), Chr.5 (7), Chr.6 (2), Chr.7 (5), Chr.10 (4) Chr.11(1),Chr.14

  (2) 

Minozzi y col., 

2012 

ELISA, 

Cultivo 

tejido 

MD Chr.1 (4), Chr.6 (1), Chr.7 (1), Chr.12 (3), Chr.13 (1) Chr.15(1), 

Chr.16 (1), Chr.21 (1), Chr.22 (1), Chr.23 (1), Chr.25 (1) 

vanHulzen y col., 

2012 

Elisa leche  MD Chr.4 (1), Chr.15 (5), Chr.18 (1), Chr.28 (5) 

Alpay y col., 

2014 

ELISA, 

Cultivo 

fecal 

MD Chr.2 (40), Chr.6 (10), Chr.7 (9), Chr.8 (8), Chr.15 (14) Chr.17(18), 

Chr.29 (16) 

Zare y col., 2014 ELISA, 

Cultivo 

fecal 

LD Chr.1 (3), Chr.3 (7), Chr.5 (1), Chr.6 (2), Chr.7 

(1) Chr.10(1), Chr.11 (2), Chr.13 (3), Chr.16 (1), Ch.17 (2), Chro.19 

(1), Chr.23 (7) 

Kiser y col., 2016 Cultivo 

tejido 

WGS Chr.3 (1), Chr.8 (2), Chr.10 (1), Chr.12 (2), Chr.14 (1), Chr.16 (4),     

    Chr.21 (1), Chr.22 (8) 

Brito y col 2018 ELISA 

leche  

HD Chr.1 (384), Chr.7 (9), Chr.9 (16), Chr.10 (2), Chr.14 (3) Chr.15 (5), 

Chr.17 (29), Chr.19 (63), Chr.21 (2), Ch.25 (11), Chr.27 (10) 

Gao y col., 2018 ELISA HD Chr.1 (1), Chr.2 (2), Chr.3 (1), Chr.6 (1), Chr.7 (5), Chr.8 (1), Chr.11 

  (2), Chr.13 (2), Chr.16 (1), Chr.18 (2), Chr.20 (1), Chr.22 (1), 

Chr.23 (4), Chr.24 (1), Chr.27 (1) 

Mallikarjunappa 

y col., 2018b 

ELISA HD Chr.5 (3), Chr.6 (1), Chr.7 (3), Chr.10 (8), Chr.14 (3), Chr.15 (3),     

Chr.16 (17), Chr.20 (2), Chr.21 (1) 

McGovern y col 

2019 

ELISA WGS Chr.1 (9), Chr.3 (2), Chr.5 (1), Chr.6 (1), Chr.8 (1), Chr.9 (5), Chr.10 

  (1), Chr.11 (3), Chr.13 (3), Chr.14 (2), Chr.18 (2), Chr.21 (1), 

Chr.23 (4), Chr.25 (1), Chr.26 (1), Chr.27 (1), Chr.29 (2)  

 

 En algunos de estos estudios se han identificado además, genes candidatos asociados a la 

susceptibilidad a la PTB (Tabla XVI). Estos genes candidatos se localizan en el QTL identificado 

normalmente en una ventana de aproximadamente 50 Kb a cada lado del SNP asociado.  
 

Tabla XVI. Genes candidatos asociados a la susceptibilidad a la infección por MAP e estudios GWAS 

Referencia BTA Genes candidatos 

Settles et al., 2009 BTA1  SOD1 

  BTA3  FOXJ3, EDN2, CTPS, CITED4, NFYC 

  BTA5  TRRAP, ALDH1L2, TAS2R42, MAGOHB, KLRA1, KLRJ1 

  BTA7  SPOCK1 

  BTA8 STC1 

  BTA16  PARP1, POLR1D, PSEN2, CABC1, SCCPDH 

  BTA21  BCL2A1, ZFAND6, MESDC2, IL16, MCEE 

  BTA23  EEF1E1 
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Referencia BTA Genes candidatos 

Kirkpatrick et al., 2010 BTA20 PTGER4 

Minozzi et al., 2010 BTA9 PRDM1, PREP 

  BTA11 E2F6, PQLC3, C2o50, KCNF1, PDIA6, ATP6V1C2, NOL10, ODC1, HPCAL1 

  BTA12 GPC6, TYRP2, TGDS, GPR180, SOX21, ABCC4 

Pant et al., 2010 BTA1  TUBA3D 

  BTA5 CCDC59, TMTC2, FAM113B, AMIGO2, SLC38A4, SLC38A2, SLC38A1, 

SFRS2IP, ARID2, PRICKLE1, PPHLN1, ZCRB1, YAF2, GXYLT1, TMTC1, 

OVCH1, ERGIC2, FAR2, TM7SF3, CCDC91, PTHLH, KLHDC5, MRPS35, 

FGFR10P2, PPFIBP1, ARNTL2, STK38L, MED21, ITPR2 

  BTA6 CRMP1, EVC, EVC2, STX18, STK32B, MSX1, CYTL1 

  BTA7 IRF1, IL5, IL13, IL4, SSBP2, ATG10, XRCC4 

  BTA10 NARG2, ANXA2, FOXB1, ADAM10, GRINL1A, BNIP2, GTF2A2, LIPC, 

TCF12, MYO1E, CCNB2, RNF111, AQP9, GLDN, SCG3, LYSMD2, 

TMOD2, TMOD3, LEO1,GNB5, MYO5C, AP4E1, TRPM7, USP50, USP8, 

GABPB2, HDC, SLC27A2 

  BTA11 PRKCE, EPAS1, ATP6V1E2, PIGF, CRIPT, SOCS5, MCFD2, TTC7A, 

EPCAM, MSH2, KCNK12, MSH6, FBXO11 

  BTA14 ANGPT1, RABL4, RSPO2, EIF3E, TTC35, TMEM74, TRHR 

Minozzi et al., 2012 BTA1 SSRG, SCL33A1, LDLRAD3, KCNAB1, GMPS, SOD1, HUNK, SFRS15,  

  BTA12 CFTR/MRP, ABCC4 

  BTA15 LDLRAD3, PAMR1, CACNA1B, COMMD9 

vanHulzen et al., 2012 BTA4  DLD, Q28899, LAMB4,Q6Q146, PNPLA8, LOC784335, Q2YDK7, Q17QP5, 

EPDR1 

  BTA15  KCNA4, FSHB, LOC747832, A5PJ77, CK046 

  BTA18  A2VDX5, IRX5 

  BTA28  ACM3, Q2SX15, ENSBTAG00000018960, ZNF25, ZNF334, LOC534200, 

ENSBTAG00000013592, BMS1, RET, CSGALNACT, Q5E9S7 

Alpay et al., 2014 BTA7 IL12B, SLCO6A1, TIMD4, ITK,  

  BTA8 C5 

  BTA15 CD44 

Zare et al., 2014 BTA3 CCDC17, ZNF 684 

  BTA6 TCF19, UBE2K 

  BTA17 FAM109A 

  BTA23  MHC, UBD, HIVEP1 

Kiser et al., 2016 BTA3 BCAR3 

  BTA10 FLVCR2, C10H14ORF1 

  BTA12 RASA3, MGC134473 

  BTA16 MARK1, C16H1orf115, MARC2, CDC42BPA 

  BTA22 ITPR1, CNTN4 
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Referencia BTA Genes candidatos 

Brito et al., 

2018 

BTA1 CD86, CASR, ZBTB20, MIR568, ZPLD1, KALRN, LOC101909195, ALCAM, TFG, 

STXBP5L, ZBTB20, CADM2, LOC529036, ADGRG7, LOC5290363 

  BTA7 ENSBTAG00000044325 

  BTA9 THBS2, RPS6KA2 

  BTA10 SDR39U1, TBC1D21, KHNYN, CBLN3, NYNRIN 

  BTA14 ENSBTAG00000047065, ENSBTAG00000045815 

  BTA15 ENSBTAG00000024648 

  BTA17 TDO2, ENSBTAG00000011063, ENSBTAG00000042385, ASIC5, GLRB, ADGRD1, 

TTC29, ENSBTAG00000044838 

  BTA19 IGF2BP1, CCDC42, MFSD6L, ENSBTAG00000043290, PIK3R5, PIK3R6, RNFT1, NTN1, 

ENSBTAG00000044065, NOL11, WNT9B 

  BTA25 TNRC18,  FBXL18, ATP2A1, RABEP2, SH2B1,  ENSBTAG00000032122,  TUFM, 

ENSBTAG00000047397, NFATC2IP,  ATXN2L 

  BTA27 ZMAT4, LOC536257, IDO1, IDO2, ENSBTAG00000044907 

Gao et al., 

2018 

  

BTA1 RF00100 

BTA2 TAF12, RF00190, RF00405,RF00420,RF00608, TRNAU1AP, RCC1, RF00045, PHACTR4, 

RF00561, MED18, SESN2,ATP5IF1,DNAJC8,PTAFR, 

EYA3,XKR8,SMPDL3B,RPA2;THEMIS2, 

PPP1R8,RF00553,STX12,FAM76A,IFI6,FGR,AHDC1,WASF2,TINAGL1,FABP3,ZCCHC1

7,SERINC2,SNRNP40,NKAIN1,PUM1,RF00188,SDC3,LAPTM5,MATN1 

  BTA6 QDPR,CLRN2,MRFAP1L1,BLOC1S4,KIAA0232,TBC1D14,CCDC96,bta-mir-

2453,TADA2B,GRPEL1 

  BTA7 RF00001,FNIP1,RF00026,RF00100,CDC42SE2,LYRM7,HINT1,CHSY3,KIAA1024L,ADA

MTS19,STK32A,DPYSL3,JAKMIP2,SPINK1,SCGB3A2,C7H5orf46,RF00026,SPINK5,SPI

NK6, FBXO8,CEP44,RF00003,HPGD,GLRA3, 

IL4,IL13,RAD50,IL5,IRF1,SLC22A5,SLC22A4,bta-mir-

2457,PDLIM4,P4HA2,RF00026,CSF2,IL3,ACSL6,RF00001,FNIP1,STK32A,DPYSL3,JAK

MIP2,SPINK1,SCGB3A2,C7H5orf46, RF00026, SPINK5 

  BTA11 MALL,MAL,MRPS5,ZNF514,ZNF2,PROM2,FAHD2A,GPAT2,ADRA2B,ASTL,DUSP2,ST

ARD7,TMEM127,CIAO1,SNRNP200,ITPRIPL1,NCAPH,NEURL3,ARID5A,KANSL3,RF0

0026,FER1L5,LMAN2L,CNNM4,CNNM3,ANKRD23,ANKRD39,SEMA4C,FAM178B,CO

X5B,ACTR1B,ZAP70,TMEM131,VWA3B 

  BTA13 MYO3A,GJD4,FZD8,RF00619,btamir11,GATA5,RBBP8NL,CABLES2,RPS21,btamir2306,

LAMA5,ADRM1,OSBPL2,PSMA7,HRH3,MTG2,SS18L1,TAF4,CDH4 

  BTA16 PLD5,BECN2,MAP1LC3C,EXO1,WDR64,CHML,KMO,FH,RGS7 

  BTA18 CDH11,OPA3,GPR4,EML2,bta-mir-330,GIPR,SNRPD2, 

QPCTL,SIX5,DMPK,DMWD,RSPH6A,SYMPK,FOXA3,NANOS2,NOVA2,CCDC61,bta-

mir-769, 

PGLYRP1,HIF3A,PPP5C,PNMA8A,CCDC8,CALM3,PTGIR,GNG8,DACT3,PRKD2, bta-

mir-2897,FKRP,SLC1A5,AP2S1,ARHGAP35,NPAS1,TMEM160 

  BTA20 RF00001,RF00026,PARP8,RF00085 

  BTA22 GOLGA4,CTDSPL,bta-mir-2367,bta-mir-

26c,VILL,PLCD1,DLEC1;ACAA1,MYD88,OXSR1,SLC22A13,SLC22A14,XYLB 

  BTA23 PACSIN1,C23H6orf106,RF00001,SNRPC,RF00066,RF00156,UHRF1BP1,TAF11,ANKS1A

,TCP11,SCUBE3,ZNF76,DEF6,PPARD,FANCE,RPL10A,TEAD3,TULP1,RCAN2,CYP39A

1,RF00026,SLC25A27,PLA2G7,ANKRD66,MEP1A,ADGRF5,ADGRF1,TNFRSF21,CD2A

P,MIC1,POU5F1,TCF19,CCHCR1,PSORS1C2,CDSN,C6orf15,RF00026,SFTA2,RF00026,V

ARS2,GTF2H4,DDR1,FLOT1,TUBB,NRM,MDC1,PPP1R18,DHX16,C23H6orf136,ATAT1,

MRPS18B,PPP1R10,ABCF1, bta-mir-2378,PRR3,GNL1,TRIM39-RPP21,BOLA-

NC1,JSP.1,BOLA,TRIM26,TRIM15,TRIM10,TRIM40,TRIM31,CARMIL1 

  BTA27 TOP2B,RF00001,RARB 
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Referencia BTA Genes candidatos 

Mallikarjunappa et 

al., 2018 

BTA5 CCDC91, PTHLH, FAR2, MANSC, REP15, PPFIBP1, ERGIC2, KLHDC5, 

MANSC4, MRPS35, ARNTL2, STK38L, MED21, TM7SF3, FGFR1OP2, ASUN, 

ITPR2 

  BTA6 PAPSS1, DKK2, SGMS2, CYP2U1, HADH, LEF1 

  BTA7 NLRP3, IFI47, OR2B11, TRIM52, GNB2L1, TRIM41, OR2C3, TRIM7, OR2G2, 

OR2V2, BTNL9, COX7B, OR2G3 

  BTA10 GTF2A2, BNIP2, GCNT3, FAM81A, MYO1E, FOXB1, CCNB2, RNF111, ANXA2, 

FAM63B, NARG2, RORA, ADAM10, AQP9, ALDH1A2,POLR2M,  CYP19A1, 

AP4E1, GLDN, DMXL2, SPPL2A, TRPM7, SCG3, USP50, USP8, LYSMD2, 

TMOD2, GABPB1, HDC, TMOD3, LEO1, SLC27A2,MAPK6, TBPL2, TBPL2, 

ATG14, FBXO34, KTN1, DLGAP5, LGALS3, MAPK1IP1L, SOCS4, WDHD1, 

GCH1, SAMD4A, PELI2, MIR2292, CGRRF1, GMFB, CNIH, CDKN3 

  BTA14 SAMD12, MIR2489, EXT1, TNFRSF11B, MED30, COLEC10, MAL2, EIF3H, 

UTP23, RAD21, AARD, TRPS1 

  BTA15 HTR3B, USP28, HTR3A, CLDN25, ZW10, ZBTB16, TMPRSS5, DRD2, RBM7, 

REXO2, TTC12, NCAM1, NXPE4 

  BTA16 TNNT2, LAD1, TNNI1, CSRP1, IPO9, TIMM17A, SHISA4, MIR2320,TPRG1L, 

MIR551A, ARHGEF16, PRDM16, TNFRSF18, TNFRSF4, DNAJC16, CASP9, 

CELA2A, AGMAT, CTRC, EFHD2, PLEKHM2, SLC25A34, TMEM82, FBLIM1, 

SPEN, TMEM51, ZBTB17, KAZN, SAMD11, NOC2L, KLHL17, C16H1orf170, 

HES4, ISG15, AGRN, RNF223, C16H1orf159, ACAP3, SCNN1D, PUSL1, CPSF3L, 

GLTPD1, MIR200B, C16H1orf233, MIR200A, MIR429, AURKAIP1, CCNL2, 

MRPL20, ANKRD65, SDF4, B3GALT6, FAM132A, UBE2J2, DVL1, 

MXRA8TMEM88B, VWA1, ATAD3A, PRAMEF12, CYB5R1, ADIPOR1, KLHL12, 

RABIF, ZBTB37, PDPN, KDM5B, C16H1orf158, PRDM2, PRDX6, RABGAP1L, 

SLC9C2, ANKRD45, KLHL20, CENPL, DARS2, SERPINC1 

  BTA20 HCN1, EMB, MRPS30, PARP8, SNX18, HSPB3, ESM1, GZMK, ARL15, GZMA, 

CDC20B, GPX8, MIR449A, MCIDAS, CCNO, DHX29, PPAP2A, SLC38A9, 

NDUFS4 

  BTA21  PACS2, CRIP1, C21H14orf80, BRF1, BTBD6, NUDT14, JAG2, GPR132, CDCA4, 

C21H14orf79, AHNAK2, PLD4, KIAA0284, ZBTB42,SIVA1, ADSSL1, INF2, 

TMEM179, NRAC 

McGovern et al., 

2019 

  

BTA1 ENSBTAG00000005101, ZBTB20, KALRN, UMPS, LRCH3, LPP 

BTA3 DNAJC6 

  BTA9 ZDHHC14 

  BTA10 SNX1 

  BTA11 NPAS2, RNF149, RFX8,  TACR1 

  BTA13 XKR7, SLA2 

  BTA14 HAS2, CPA6 

  BTA18 TEX101, ENSBTAG00000040392 

  BTA23 F13A1, CDYL 

  BTA26 PRKG1 

 

2.10.1.2. Resistencia a la infección por MAP 

 Los animales resistentes a la infección por MAP, son aquellos que son capaces de eliminar 

o limitar la bacteria en los estadios iniciales de la infección gracias a una respuesta inmune innata 

eficaz o porque no presenten un receptor necesario para el establecimiento de la infección. Mientras 

un animal con un resultado positivo a un test diagnóstico estará muy probablemente infectado, un 

animal puede dar resultado falso negativo por no haber estado expuesto a MAP o por ser realmente 
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resistente. Por ello, no existen muchos estudios que hayan identificado variantes asociadas a la 

resistencia a la infección. Sánchez y col., llevaron a cabo un estudio multirraza (Frisona y 

Normanda) con datos de genotipado imputado a WGS (Sanchez y col., 2020). En este estudio los 

animales se diagnosticaron mediante dos ELISAs con un intervalo de 8 meses entre ambos y PCR 

de heces. De este modo, los animales se clasificaron como controles, casos sin signos clínicos y 

casos con signos clínicos. Tanto los casos como los controles procedían de los mismos rebaños para 

asegurar igual exposición a la bacteria.  

Tabla XVII. QTLs asociadas a la resistencia a la PTB en un estudio multirraza. Los fenotipos se definen 

como 0 (animales control; negativos a ELISA y PCR y sin signos clínicos), 1 (animales infectados sin signos 

clínicos) y 2 (animales infectados con signos clínicos) Adaptado de Sánchez y col., 2020. 

 
Raza Fenotipo BTA Nº de variantes 

significativas 

−log10(P) SNP ID Efecto Gen Candidato 

Normanda 0/1 23 7 6,4 rs134517431 — 0,17 BOLA-DRB2 

Normanda 0/1 23 1 6,4 rs110031509 — 0,15 NOTCH4 

Normanda 0/1 23 7 7,0 rs208517124 — 0,17 TRIM15 

Normanda 0/1 23 25 6,9 rs108942026 — 0,17 – 

Holstein 0/1 12 268 9,4 rs378812903 — 0,16 – 

Holstein 0/1 12 281 10,8 rs43161232 — 0,19 – 

Holstein 0/1 12 144 8,5 rs43047348 — 0,15 – 

Holstein 0/1 12 6 7,7 rs43104474 — 0,18 – 

Holstein 0/1 12 215 8,5 rs378568583 — 0,14 – 

Holstein 0/1 12 6 7,5 rs379488452 — 0,14 UBAC2 

Holstein 0/1 13 20 18,5 rs109570209 — 0,34 – 

Holstein 0/1 23 39 7,1 rs210372926 — 0,11 PKHD1 

Holstein 0/1 23 360 8,8 rs209183236 — 0,12 ELOVL5 

Holstein 0/1 23 114 8,2 rs470365293 — 0,17 ENSBTAG00000023541 

Holstein 0/1 23 13 7,4 rs109539043 — 0,13 IER3 

Holstein 0/1/2 12 31 6,9 rs110051821 — 0,21 – 

Holstein 0/1/2 12 267 8,7 rs41667085 — 0,28 ABCC4 

Holstein 0/1/2 12 3 6,7 rs382007737 — 0,25 – 

Holstein 0/1/2 12 125 7,4 rs463644618 — 0,56 – 

Holstein 0/1/2 12 65 7,0 rs383583316 — 0,17 – 

Holstein 0/1/2 13 20 38,1 rs109570209 — 0,71 – 

Holstein 0/1/2 23 456 8,9 rs210655104 — 0,24 – 

Holstein 0/1/2 23 345 9,0 rs470365293 — 0,26 ENSBTAG00000023541 

Holstein 0/1/2 23 9 7,4 rs209284762 — 0,21 – 

 Con esta aproximación se identificaron un total de 2827 polimorfismos de nucleótido único 

(Single nucleotide polymorphism; SNP) asociados a la resistencia distribuidos en 20 loci de rasgos 

cuantitativos (Quantitative trait locus; QTLs). Para confirmar que las variantes identificadas estaban 

realmente asociadas al carácter estudiado y que esta asociación no se debía al desequilibrio de 

ligamiento, las variantes con un efecto más significativo se analizaron con un GWAS condicional 

en el que cada una de estas variantes se incluóa como efecto fijo en el modelo. De las 10 variantes 

incluidas en el análisis condicional para el BTA 23, dos se localizaban en regiones intrónicas de los 

genes ELOVL5 y ENSBTAG00000023541y una en la región 3´del gen IER3, por lo que estos genes 
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podrían considerarse genes candidatos asociados a la resistencia a la infección por MAP.  Sin 

embargo, el punto de corte establecidos para determinar la significación de las variantes fue muy 

laxo P < 10
-6

 y la corrección por múltiples positivos llevada a cabo no incluyó el número de SNPs 

analizados en total (7 millones). En la tabla XIII se muestran los resultados de este estudio. 

2.10.1.3. Tolerancia a la PTB 

 Tal y como se ha descrito anteriormente los animales tolerantes son aquellos capaces de 

activar una serie de mecanismos dirigidos a controlar el daño tisular provocado por el patógeno, si 

su respuesta inmune no es capaz de eliminar a la bacteria. No obstante, la tolerancia a la 

enfermedad no debe ser confundida con la tolerancia inmunológica, definida como la ausencia de 

respuesta frente a antígenos propios. 

 En el caso de la PTB, el único estudio de tolerancia reportado hasta la fecha se llevó a cabo 

vacas frisonas con datos de genotipado imputado a WGS (Zanella y col., 2011). En este estudio la 

tolerancia se definió como la aptitud física del animal a una determinada intensidad de infección 

mediante el cálculo de un índice de tolerancia basado en los resultsdos obtenidos en el cultivo de 

muestras de heces y tejidos para cada animal. La intensidad de la infección se determinó mediante 

el cultivo de MAP a partir de 4 muestras de tejidos (íleon, válvula ileocecal y dos linfonodos 

ileocecales) y la aptitud física, a partir de los resultados del cultivo de 4 muestras de heces para cada 

animal. Para el cálculo de la aptitud física, el pico o valor máximo (CFUs) de los cuatro cultivos de 

heces se dividió entre el valor medio. Para el cálculo de la intensidad de la infección, el pico o valor 

máximo (CFUs) de los cuatro cultivos de tejidos se dividió entre el valor medio. El índice de 

tolerancia correponde al ratio entre la aptitud física y la intensisdad de infeccion.. Tras realizar el 

GWAS se identificaron 5 SNPs asociados a la tolerancia, que se muestran en la tabla XIV.  

Tabla XVIII. Variantes genéticas asociadas a la tolerancia identificadas mediante un fenotipo cuantitativo 

de tolerancia. Basado en Zanella y col., 2011. 

SNP BTA Posición (pb) P 

ss61512613:A>G 6 51 851 115 2.99 x 10 
-5

 

ss61530518:A>G 6 51 772 056 3.00 x 10
 -5

 

rs41748405:A>C 15 21 254 061 1.12 x 10
 -7

 

ss86284768:A>G 1 120 575 774 3.31 x 10
 -5

 

ss61469568:A>G 2 64 266 247 3.32 x 10 
-5
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2.10.2. Estudios de variantes alélicas reguladoras 

 Tal y como se ha explicado anteriormente, los análisis de asociación de tipo GWAS son 

capaces de identificar variantes alélicas asociadas a la infección, pero estos polimorfismos no son 

necesariamente variantes reguladoras o causales de la misma. Para determinar si una variante es 

causal debe asociarse con cambios en la expresión génica que a su vez produzcan cambios en la 

respuesta del animal durante la infección, traduciéndose en un cambio en el fenotipo. 

 Un locus de expresión de rasgo cuantitativo (expression quantitative trait loci; eQTL) es un 

polimorfismo generalmente localizado en las regiones reguladoras de genes cuya expresión 

controlan en función del alelo presentado. Los eQTLs localizados a una distancia igual o menor a 

1Mb del punto de inicio de transcripción del gen regulado, cis-eQTLs, pueden regular la 

transcripción del mismo, la estabilidad del RNAm producido y procesos de splicing de dicho 

RNAm (Wittkopp, 2005; Westra & Franke, 2014). De esta manera, los cis-eQTLs pueden modificar 

los niveles de expresión génica provocando cambios en el fenotipo. La identificación de este tipo de 

variantes tiene un interés especial por ser responsables de cambios directos en el fenotipo pudiendo 

suponer variantes causales de una mayor susceptibilidad/resistencia/tolerancia a la PTB.  

 

 Sin embargo, el mecanismo mediante el cual se produce la modificación del fenotipo puede 

variar, existiendo diferentes procesos: causalidad, pleiotropía o ligamiento. En la figura 17 se 

representa la asociación entre la expresión génica y el fenotipo mediante el genotipo; a la izquierda 

(a) se observa un modelo de causalidad donde las diferencias en el fenotipo está causada por una 

única variante alélica (AA, Aa, aa) que afecta a la transcripción génica. A la derechade la figura (b), 

se muestran las tres posibilidades que explicarían la asociación observada entre un carácter y la 

expresión génica a través del genotipo. Mientras que en la causalidad una única variante tiene un 

efecto directo sobre la trascripción y ésta, a su vez, sobre el fenotipo, en la pleiotropía una variante 

puede ejercer efectos directos tanto en el fenotipo como en la transcripción. Por otra parte, en el 

ligamiento, existen 2 variables: una afectando directamente a la transcripción y otra al fenotipo, 

heredándose ambas variables de manera conjunta (Zhu y col., 2016).  
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Figura 17. Representación esquemática del efecto de cis-eQTLs en la transcripción génica y fenotipo del animal. 
A la izquierda (a) se representa la relación entre genotipo, transcripción y fenotipo señalando el tipo de estudio 

empleado en cada caso. A la derecha (b) representación esquemática de los posibles efectos de los cis-eQTLS en 

transcripción y fenotipo: causalidad, pleiotropía y ligamiento (Zhu y col., 2016) 

 

 En el caso de la PTB, existen muy pocos análisis de este tipo (Aryngaziyev y col., 2020; 

Kiser y col., 2021). En el estudio de Aringaziyev y col. se parte de 3 regiones polimórficas 

previamente descritas en la bibliografía como asociadas a la PTB: un intrón y una región promotora 

del gen SLC11A1 y un intrón del gen NOD2/CARD15 (Aryngaziyev y col., 2020). Dichas regiones 

fueron analizadas mediante varias herramientas bioinformáticas para la detección de puntos de 

unión de factores de transcripción (binding sites for transcription factors; TFBS). Posteriormente los 

TFBS identificados fueron analizados mediante ensayos in vitro de cambio en la movilidad 

electroforética (Electrophoretic Mobility Shift Assays; EMSA). El ensayo EMSA no mostró ningún 

cambio significativo asociado a los alelos analizados, por lo que no se pudo demostrar la capacidad 

reguladora de los SNPs estudiados. 

  Por otro lado, Kiser y col., estudiaron una región de 235 kilo bases (Kb) localizada en el 

BTA3 cercana al gen de la Endotelina 2 (Endothelin 2; EDN2) que se había asociado previamente 

con la infección por MAP (Kiser y col., 2021). El objetivo era identificar variantes causales de la 

susceptibilidad a la infección por MAP en vacas de raza frisona (N= 221) y Jersey (N= 51). Los 

animales se clasificaron en casos y controles en función de los resultados de PCR y cultivo de 

tejidos. Tras el control de calidad de los datos de genotipado llevado a cabo con un array diseñado 

para la zona objeto de estudio, se analizaron 44 SNPs para la población de vacas frisonas y 53 para 

las vacas Jersey. El análisis de asociación llevado a cabo identificó 24 SNPs significativos en la 

población de vacas frisonas y 13 en la población Jersey, siendo seleccionados para análisis posterior 

los 18 SNPs más significativos asociados a la infección en ambas razas. Los 18 SNPs fueron 
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analizados mediante EMSA para determinar si tenían relación con proteínas de unión nucleares en 

el linfonodo ileocecal, ya que estas proteínas controlan la producción de mRNA en la célula. Las 

variantes alélicas de 2 de los 18 SNPs mostraron diferencias significativas en la afinidad por dichas 

proteínas. 

 Estos estudios suponen los primeros intentos por identificar variantes causales de la 

enfermedad o eQTLs con consecuencias directas sobre el fenotipo. Sin embargo, ninguno emplea 

un enfoque global para la localización de variantes causales a lo largo de todo el genoma.  

2.10.3. Programas de selección genética  

 Los programas de selección genética son un conjunto de actuaciones destinadas a 

conservar y/o mejorar las características fenotípicas y/o genotípicas deseadas en la raza objetivo. 

Tradicionalmente, los programas de selección han estado dirigidos a la mejora productiva de los 

animales sin tener muy en cuenta otros parámetros como los sanitarios o de bienestar animal. 

Recientemente, se ha demostrado que la selección de animales por parámetros productivos sin tener 

en cuenta parámetros sanitarios incrementa la incidencia de problemas de salud como mastitis, 

retención de membranas placentarias o problemas gastrointestinales (Aleri y col., 2016). La causa 

de esta relación antagonista podría explicarse por el hecho de que una vaca altamente productiva 

estaría sometida a un mayor estrés metabólico, lo que conduciría a la inmunosupresión del animal y 

al aumento de la susceptibilidad a enfermedades. De hecho, es difícil encontrar animales con alto 

potencial de producción y buenos parámetros para el recuento de células somáticas, días abiertos o 

fertilidad. Por ello, lo ideal a la hora de seleccionar animales, sería buscar un equilibrio entre los 

caracteres productivos y los sanitarios y seleccionar aquellos animales con altos índices de 

selección para ambos tipos de caracteres. Bo (Bo, 2009) estableció que los objetivos de los 

programas de selección de ganado bovino deberían tener en cuenta una serie de características: 

incremento del beneficio económico (mayor producción láctea), reducción de costes (mayor 

fertilidad, menor incidencia de enfermedades y menor tasa de sacrificios), facilidad de manejo 

(selección por temperamento, velocidad de ordeño) y ventajas en la venta del producto final 

(bienestar animal, ética e intereses de los consumidores). Puesto que solo los animales en buen 

estado de salud son capaces de ser altamente productivos y vivir más tiempo, los programas de 

selección se están centrando en mejorar los rasgos funcionales (Rauw y col., 1998; Zwald y col., 

2010). El desafío radica en equilibrar altos niveles de producción y fertilidad con parámetros 

sanitarios y de longevidad en la selección genómica (Egger-Danner y col., 2014). 
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 En el Reino Unido, la inclusión de la resistencia a la infección por Mycobacterium bovis 

entre los objetivos de los programas de selección, ha demostrado tener un efecto favorable en la 

longevidad y en el rendimiento económico de los animales. El 20% de su índice de selección, el 

índice de vida útil (Profit lifetime index; PLI) está representado por parámetros sanitarios y de 

fertilidad (Banos y col., 2017). Tsairidou y col., determinaron que en un plazo de 5 generaciones y, 

aplicando una presión selectiva del 50%, se podría reducir significativamente el riesgo epidémico 

relativo de la tuberculosis bovina a niveles inferiores al 0,1 (Tsairidou y col., 2018). La mejora 

genética basada la inclusión de marcadores genéticos de resistencia a enfermedades es un proceso a 

medio-largo plazo pero sus resultados son acumulativos y permanentes a través de generaciones 

pudiendo conducir a la erradicación de enfermedades. 

 En España, la Confederación de Asociaciones de Frisona Española (CONAFE) lleva a 

cabo un programa de mejora genética de la raza frisona en el que incluye diversos parámetros tanto 

productivos como funcionales. El objetivo de este programa es obtener animales con una alta 

capacidad de producción y una baja incidencia de enfermedades y problemas reproductivos. Para 

lograr estos objetivos es necesario definir criterios de selección a partir de los datos disponibles. El 

criterio de selección oficial de CONAFE es el índice combinado (ICO), que se utiliza para ordenar a 

los animales en función de la capacidad de éstos de transmitir a su descendencia una mejor 

combinación de caracteres, para mejorar la rentabilidad futura de las ganaderías. El ICO se 

establece teniendo en cuenta: la influencia de cada carácter en la rentabilidad, la respuesta genética 

que se puede obtener de ellos y los criterios y necesidades de los ganaderos. Dentro de este índice 

se incluyen parámetros productivos que suponen el 49% del mismo: Kilogramos de leche, 

kilogramos de grasa y kilogramos de proteína producidos. El 51% restante del peso porcentual del 

ICO incluye rasgos morfológicos como el índice de pies y patas (IPP) y el índice de conformación 

de la ubre (ICU), caracteres reproductivos como el número de días abiertos y parámetros sanitarios 

y funcionales  como el recuento de células somáticas, la longevidad y el índice de salud podal (ISP).  

 En lo que respecta a la PTB, en 2020 establecimos una correlación positiva entre un mayor 

riesgo de progresión a PTB clínica y la mayoría de los rasgos productivos incluidos en el ICO en el 

programa de mejora de la raza frisona en España, confirmando que la selección basada en 

parámetros productivos penalizaría la salud de los animales, haciéndolos más susceptibles a la PTB 

(Canive y col., 2020). Sin embargo, la selección de caracteres productivos no tiene por qué ir en 

detrimento de los parámetros sanitarios. Brito y col., calcularon la correlación entre la resistencia a 

la PTB y diferentes rasgos productivos en Canadá, demostrando una correlación positiva entre 

parámetros productivos y sanitarios (Brito y col., 2018), lo que indica que es posible una selección 
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conjunta para obtener animales más productivos y, a su vez, más sanos y resistentes a diferentes 

enfermedades, incluida la PTB. 

 

Figura 18. Pesos porcentuales de cada carácter en el ICO del programa de mejora genética de la raza frisona de 

CONAFE. El 49% del ICO está relacionado con parámetros productivos mientras que el 51% restante se basa en 

criterios de funcionalidad. ISP: Índice de salud podal; ICU: Índice compuesto de la ubre; IPP: Índice de patas y pies 

 (CONAFE, 2019). 
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3. MARCO TEÓRICO Y JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO  

 La PTB es una enteritis granulomatosa crónica causada por MAP que afecta a rumiantes 

tanto domésticos como silvestres, compromete la salud y el bienestar animal y supone un 

importante problema económico y social. Además, la asociación de MAP con la enfermedad de 

Crohn y otras enfermedades en humanos la convierte en un patógeno potencialmente zoonósico. El 

control de la PTB se basa principalmente en la aplicación de medidas higiénico-sanitarias en las 

explotaciones y en la detección y el sacrificio de los animales infectados. Sin embargo, la eficacia 

de estas estrategias de control están fuertemente condicionadas por la disponibilidad de recursos 

económicos y humanos en las explotaciones ganaderas y por la falta de sensibilidad de los test 

diagnósticos para detectar animales subclínicos, poniendo de manifiesto la necesidad de desarrollar 

nuevas herramientas que permitan la detección de animales subclínicos y un diagnóstico temprano 

de la infección. El desarrollo de las nuevas técnicas de secuenciación masiva, como el RNA-Seq, 

ofrece nuevas posibilidades para conocer la interacción MAP-hospedador a un nivel más completo 

y para identificar biomarcadores que puedan ser utilizados en el desarrollo de nuevos métodos de 

diagnóstico, agentes terapéuticos y vacunas. En esta Tesis Doctoral, hemos utilizado el análisis 

transcriptómico por RNA-Seq para la identificación de genes diferencialmente expresados en 

animales con distintas lesiones asociadas a la PTB bovina en relación a animales sin infectar. Este 

trabajo es el primero en describir los cambios transcriptómicos que tienen lugar, de manera 

simultánea, en sangre periférica y en válvula ileocecal de ganado bovino infectado con MAP en 

condiciones naturales y con lesiones de diferente severidad (focales o difusas). Consideramos que 

las proteínas codificadas por los genes diferencialmente expresados podrían ser utilizadas como 

biomarcadores y permitir el desarrollo de nuevos test diagnósticos capaces de detectar animales 

subclínicos. Con estos nuevos métodos de diagnóstico basados en biomarcadores sería posible 

detectar a todos los animales infectados en la explotación, clínicos y subclínicos, lo que permitiría 

una posible certificación referente al status sanitario de las explotaciones en cuanto a PTB. Esto 

sería deseable de cara a ofrecer productos seguros al consumidor, obtener una posición privilegiada 

para la venta de productos de origen animal o disponer de un listado de ganaderías libres de PTB 

donde poder adquirir animales sanos para la recría. 

 Una de las ventajas que presenta la tecnología RNA-Seq es que la información obtenida 

puede combinarse con datos de genotipado para, mediante un enfoque genómico-transcriptómico, 

identificar variantes alélicas reguladoras y a la vez causales. Aunque los análisis de asociación de 

tipo GWAS han identificado polimorfismos asociados a la susceptibilidad a la infección por MAP, 
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los genes sobre los que estas variantes ejercen sus efectos son desconocidos y tan solo se han 

descrito algunas mutaciones funcionales para la PTB. La identificación de variantes alélicas 

asociadas a cambios de expresión de genes causales de la PTB tendría un gran potencial desde el 

punto de vista de la selección genómica porque permitiría seleccionar animales naturalmente menos 

susceptibles a la infección. Este es un enfoque muy novedoso y del que no existen estudios previos 

en el campo de la PTB.  

 Explorar la base genética de la enfermedad es necesario para una mejor comprensión de la 

misma y para la identificación de las variantes genéticas causales y asociadas a la PTB. Si bien las 

variantes causales de la enfermedad tienen un impacto directo en el fenotipo de cada animal y 

probablemente más notable que otras variantes al afectar directamente en la expresión génica, las 

variantes asociadas a la PTB identificadas mediante análisis GWAS también tienen su importancia, 

no solo para ser aplicadas en estrategias de mejora genética, si no para el conocimiento de los 

mecanismos moleculares implicados en la patogenia de la enfermedad. Se sabe que la 

susceptibilidad a la infección por MAP es un rasgo complejo de carácter poligénico, es decir, que la 

susceptibilidad estaría controlada por un alto número de genes. Una condición fundamental de los 

análisis GWAS es disponer del mayor volumen posible de genotipos de animales así como una 

correcta definición del fenotipo en el mayor número posible de animales. Actualmente, es posible 

imputar a partir de los datos de genotipado la secuencia completa lo que permite llevar a cabo un 

análisis de asociación genética más completo. El volumen de datos empleado en estos estudios 

requiere de plataformas e infraestructuras bioinformaticos que permitan analisis de big-data y los 

analisis son complejos. Hasta la fecha, en los estudios GWAS la susceptibilidad a la infección por 

MAP se ha establecido en función de la positividad a los test diagnósticos utilizados, siendo la 

combinación de varios de ellos la mejor opción para definir casos y controles. En la presente Tesis 

Doctoral se han realizado estudios de asociación genética empleando los genotipos de una 

población de frisonas españolas (N= 983) y los resultados combinados de ELISA, PCR y cultivo de 

tejidos. También se han analizado las asociaciones de estos genotipos con los resultados del análisis 

histopatológico de los animales estudiados, algo que no se había realizado anteriormente. Además, 

en los estudios GWAS que se incluyen en la presente Tesis Doctoral, se han utilizado datos de 

genotipado imputados a secuencia completa ampliando el número de variantes analizadas respecto a 

estudios anteriormente realizados con chips. Únicamente tres estudios de los publicados hasta el 

momento, han utilizado datos de WGS y ninguno de ellos ha combinado test diagnósticos 

premortem y postmortem ni se ha centrado en el estudio de la base genética asociada a las distintas 

formas lesionales en las que se manifiesta la PTB.  
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 La mayoría de los estudios GWAS realizados hasta la fecha se han centrado en la 

identificación de variantes alélicas asociadas a la susceptibilidad a la infección por MAP, mientras 

que, solo un estudio, ha tratado de identificar variantes asociadas a la resistencia a la infección por 

MAP. Esto se debe a que mientras que animales con resultado positivo a los test diagnósticos son, 

con gran seguridad, animales infectados, los animales con resultado negativo podrían ser falsos 

negativos debidos a la baja sensibilidad de las técnicas de diagnóstico o por la falta de exposición a 

MAP. Dicho de otro modo, un resultado diagnóstico negativo no implica resistencia a la 

enfermedad. Aunque la susceptibilidad a la infección por MAP ha sido ampliamente estudiada, el 

conocimiento de la genética subyacente a la resistencia a la infección y la tolerancia a la 

enfermedad y de los mecanismos moleculares y celulares que controlan ambas formas de resiliencia 

en los animales asintomáticos es limitado. En la presente Tesis Doctoral se ha abordado el estudio 

de la tolerancia a la PTB mediante el uso de datos de genotipado a secuencia completa y una 

combinación de test diagnósticos con los que se confirma que el animal se ha infectado (PCR y 

cultivo de tejidos positivos) pero no ha desarrollado lesiones asociadas a la enfermedad por lo que 

ha sido capaz de tolerar la presencia del patógeno sin que esto le cause daño tisular remarcable.  

 En esta Tesis Doctoral hemos tratado de identificar marcadores genéticos que puedan ser 

utilizados en los programas de mejora para la selección de animales más tolerantes a la PTB y 

menos susceptibles a la infección por MAP. La aplicación de esta estrategia se traduciría en la 

disponibilidad de una herramienta preventiva, complementaria a las medidas de control ya 

existentes, para reducir el impacto económico de la enfermedad. La selección de estos animales 

beneficiaría especialmente a aquellas áreas geográficas con una alta prevalencia de la enfermedad y 

donde la vacunación no está permitida. Además, la mejora genética en cuanto a la tolerancia a la 

PTB podría conducir a mejoras simultáneas en la tolerancia a otras enfermedades y en una mejora 

en la longevidad, lo que repercutiría en una mayor productividad al ser capaces de aumentar el 

número de lactaciones por animal y reducir el reemplazo de animales. Los mecanismos asociados a 

tolerancia a enfermedades parecen ser inespecíficos, por lo que la selección de animales más 

tolerantes a la PTB también podría generar tolerancia a otros agentes estresantes y enfermedades lo 

que se traduciría, a su vez, en una disminución en el uso de antibióticos.
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Análisis transcriptómico mediante RNA-Seq para la identificación de genes 

diferencialmente expresados en sangre y tejido intestinal de animales con diferentes lesiones 

asociadas a la PTB en relación a animales sin lesiones 

4.1.1. Animales seleccionados y diagnóstico de PTB  

 Se seleccionaron 14 vacas frisonas de una granja asturiana con una prevalencia de PTB del 

6.29%. Los animales fueron analizados mediante ELISA, PCR y cultivo fecal anualmente durante el 

periodo 2016-2019 y, en el momento del sacrificio, fueron testados mediante PCR y cultivo 

bacteriológico de tejidos para la detección de MAP (Blanco-Vázquez y col., 2020). Para el ELISA 

se recogió sangre de la vena coccígea de los animales en tubos Vacutainer® de 4,5ml con activador 

de coágulo (Vacuette, Kresmunster, Austria). Los tubos se centrifugaron a 2500g durante 20 

minutos y se conservaron a -20ºC hasta el momento de realizar el ELISA. Las muestras de suero se 

analizaron mediante el Mycobacterium paratuberculosis antibody test kit (IDDEXX, Oofddorp, 

Países Bajos) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la PCR fecal se aisló DNA 

genómico de las muestras de heces con el kit MagMax total nucleic acid isolation kit (Thermofisher 

scientific, Lissieu, Francia) y para la detección de DNA de MAP se utilizó el LSI VetMax Triplex 

real-time PCR (Thermofisher scientific, Lissieu, Francia) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Este kit permite la identificación de las secuencias IS900 y F57 de MAP. 

Adicionalmente, también se llevó a cabo una PCR cuantitativa con las muestras positivas a la 

primera PCR. En este caso, se utilizó el kit ParaTB Kuanti-VK (Vacunek, Bizkaia, España) que 

utiliza una sonda marcada TaqMan para la detección de la secuencia f57 de MAP. Para el cultivo 

bacteriológico se emplearon homogeneizados de 2 gr de tejido de las diferentes secciones 

intestinales (válvula ileocecal, linfonodos ileocecales y linfonodo yeyunal distal) por un lado y de 

heces por otro, y tras un proceso de descontaminación con 38 ml de hexadecilpiridinio monohidrato 

a una concentración de 0,75% (Sigma, St Louis, MO), se homogenizaron en un digestor 

(Stomacher®, Seward, Reino Unido). Tras 30 minutos de incubación a temperatura ambiente, se 

traspasaron 15 ml de la solución a un tubo limpio y se incubaron durante la noche a temperatura 

ambiente para que sedimentase. Unos 200 µl de la suspensión se cultivaron por duplicado en 

medios Herrold (HEYM; Becton Dickinson, Sparks, MD) y Lowenstein-Jensen (LJ; Difco, Detroit, 

MI) ambos suplementados con micobactina J a razón de 2 mg/l (Allied Monitor, Fayette, MO). El 

cultivo se consideró positivo si se observaba crecimiento en cualquiera de los 4 tubos y, aquellas 

muestras con 0 CFUs en los 4 medios fueron consideradas negativas. La carga bacteriana de las 

muestras positivas se clasificó en función del número de CFUs observadas pudiendo ser baja (<10 
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CFUs), media (10-50 CFUs) o alta (>50 CFUs). También se llevó a cabo al análisis histopatológico 

de diferentes secciones del intestino (válvula ileocecal, yeyuno distal, linfonodos ileocecales y 

linfonodo yeyunal distal). Las muestras fueron recogidas asépticamente y conservadas en formalina 

en las 24 horas posteriores a su llegada al laboratorio, fueron fijadas en un buffer de formalina al 

10% durante 72 horas, deshidratadas con diluciones de alcohol y xilol y embebidas en parafina para 

posteriormente, ser cortadas en secciones de 4 μm. Estos cortes se tiñeron mediante tinciones HE y 

ZN y fueron analizados por microscopía. De acuerdo a la localización, extensión, el tipo de células 

inflamatorias observadas y al número de micobacterias, las lesiones se clasificaron en focales o 

difusas (linfocíticas, intermedias y multibacilares) (González y col., 2005). Para el análisis RNA-

Seq se seleccionaron 3 animales negativos a todos los test y sin lesiones histopatológicas visibles, 6 

animales con lesiones focales y 5 animales con lesiones difusas. 

4.1.2. Extracción de RNA y preparación de librerías 

 En el momento del sacrificio, se recogieron muestras de sangre periférica de la vena 

coccígea de los animales en tubos PAXgene Blood RNA tubes 2.5ml (Qiagen, Hilden, Alemania) y 

se extrajo el RNA de las muestras con el kit PAXgene blood RNA de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante (Qiagen, Hilden, Alemania). Por otro lado, para la extracción de RNA de tejido 

intestinal, se recogieron 150-200 mg de válvula ileocecal en RNA later (Sigma, St Louis, MO, US). 

La purificación del RNA se llevó a cabo con el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y el 

DNA genómico residual se eliminó con DNase digestion RNase-free DNase I Amplification grade 

(Invitrogen, España). La concentración y calidad del RNA extraído se analizó con el Agilent 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, US). Todas las muestras presentaron un 

valor de integridad del RNA de 7 o superior. Aproximadamente 250ng de RNA fueron utilizados 

para la creación de las librerías mediante el Illumina NEBNext Ultra Directional RNA Library 

preparation kit (Illumina Inc, CA, US). La calidad de las librerías fue comprobada con el Agilent 

Bioanalyzer y el Agilent high sensitivity DNA chip (Agilent, California, US) para confirmar que el 

tamaño de los fragmentos de las librerías era de 200-250 pares de bases (pb). 

4.1.3. Secuenciación del RNA y análisis bioinformático 

 Las librerías de RNA-Seq se secuenciaron en formato single-end 1x75 utilizando el 

secuenciador Illumina NextSeq500 (Illumina Inc, CA, US) en la unidad de genómica del Parque 

Científico de Madrid. Las lecturas en bruto se clasificaron por su longitud (mínimo 60 pb) y por el 

número de bases no identificadas (máximo 5%) con Prinseq-lite (Schmieder & Edwards, 2011). A 

continuación, las lecturas se mapearon en el genoma de Bos taurus (Bos_taurus.UMD3.1. versión 

87) con Tophat (Trapnell y col., 2009). A partir de los alineamientos obtenidos, se generó un 
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transcriptoma para cada animal empleando Cufflinks (Trapnell y col., 2012). Los transcriptomas se 

fusionaron en un único transcriptoma mediante Cuffmerge (Trapnell y col., 2012) proporcionando 

así, una base para determinar los niveles de expresión de genes y transcritos para cada animal. A 

partir del transcriptoma generado y de las lecturas mapeadas, se calcularon los niveles de expresión 

génica para cada animal, así como los valores de P y valores de P corregidos (False discovery rate; 

FDR) (Benjamini & Hochberg, 1995) entre las distintas condiciones empleando Cuffdiff (Trapnell 

y col., 2012). Aquellos genes que presentaron un valor de FDR ≤0,05 se consideraron 

diferencialmente expresados en relación al grupo control. En la figura 19 se muestra el flujo de 

trabajo seguido para el análisis de la expresión diferencial de genes. 

 

Figura 19. Flujo de trabajo seguido para el análisis de la expresión diferencial de genes (Trapnell y col., 2012) 

4.1.4 Análisis metabólico y de ontologías génicas  

 Para la identificación de ontologías génicas (Gene ontology; GO) y rutas metabólicas 

enriquecidas, se analizaron los genes diferencialmente expresados para cada comparación con 

GOseq R Bioconductor (Rivals y col., 2007; Young y col., 2010). Las GOs identificadas se 

clasificaron en 3 categorías: procesos biológicos (BP; biological process), funciones moleculares 

(MF; molecular function) y componentes celulares (CC; celular component). Aquellas GOs que 
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presentaron un valor de P corregido ≤0,05 fueron consideradas como significativas. De manera 

complementaria se llevó a cabo un análisis de rutas metabólicas enriquecidas utilizando la 

herramienta online STRING v11.0 (Szklarczyk y col., 2019).  

4.1.5. Análisis de asociación proteína-proteína 

 Los genes con expresión diferencial (log2fold < -2 y > 2), se analizaron empleando la base 

de datos STRING v10.5 (Szklarczyk y col., 2017). La unidad de asociación básica de esta base de 

datos es la asociación funcional como es el caso de proteínas que contribuyen a la misma función 

específica. Solo las interacciones funcionales con un elevado nivel de confianza (> 0,7) se 

incluyeron en las redes de asociación proteína-proteína. 

4.1.6. RT-qPCR 

 Para la validación de los resultados de RNA-Seq se seleccionaron 8 de los genes 

diferencialmente expresados. Cuatro genes diferencialmente expresados en sangre: Miembro 13 de 

la subfamilia A de casetes de unión a ATP (ATP Binding Cassette Subfamily A Member 13 ; 

ABCA13), Desmina (Desmin; DES), Ligando de quimioquina C-X-C 10 (C-X-C Motif Chemokine 

Ligand 10 ; CXCL10/IL10) y Ligando de quimioquina C-X-C 8 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 8 

;CXCL8/IL8) y 4 en válvula ileocecal : Intelectina 2 (Intelectin 2; ITLN2), Proteína de unión a 

ácidos grasos 6 (Fatty Acid Binding Protein 6; FABP6), Proteína de choque térmico de la familia 

A, miembro 6 (Heat Shock Protein Family A Member 6; HSPA6). Se partió de los RNAs extraídos 

descritos en el punto IV.1.2. Para la conversión de 25 ng de RNA a DNA complementario 

(Complementary DNA; cDNA) se utilizó el RT2 First Strand Kit de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante (Qiagen, Hilden, Germany). Posteriormente, se llevó a cabo una RT-qPCR mediante el 

RT2 qPCR Primer Assays con RT² SYBR® Green Mastermix (Qiagen, Hilden, Alemania) y 1 µl de 

cDNA. Como gen de referencia se utilizó el Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; GAPDH) que se expresa de manera constitutiva en 

PB e ICV. Se determinó la eficacia de amplificación de cada gen y para el cálculo de cuantificación 

de la expresión se utilizó el método de ΔΔCt  integrado en el LightCycler® 480 Software (Roche, 

Basilea, Suiza). 

4.1.7. Inmunohistoquímica  

 Tras realizar el análisis por RNA-Seq, el precursor de la ITLN2 fue el gen que apareció 

sobreexpresado en muestras de ICV de animales infectados respecto a los controles. En 

colaboración con el departamento de Sanidad Animal del SERIDA, la validación de la 

sobreexpresión de la ITLN2 en ICV se realizó mediante inmunohistoquímica empleando el kit 
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Avidin-Biotin basado en peroxidasa (Vector Laboratories, CA, US). La validación se llevó a cabo 

en secciones de ICV de 20 vacas frisonas procedentes de 3 granjas localizadas en el Principado de 

Asturias con edades comprendidas entre los 0,81 a 10,89 años. Se tomaron muestras de ICV de 

estos animales en el momento del sacrificio que fueron fijados en un buffer de formalina al 10%, y 

conservados en parafina hasta su utilización. Posteriormente, los cortes de ICV fueron 

desparafinizados, hidratados e incubados en metanol con 3% de agua oxigenada durante 10 minutos 

a temperatura ambiente y posteriormente, lavados con agua durante 10 minutos más. Los cortes se 

incubaron durante la noche a 4ºC con el anticuerpo policlonal anti-ITLN2 (Aviva Systems Biology, 

San Diego, CA, USA), posteriormente se lavaron con solución salina tamponada (Tris buffered 

saline; TBS) y se incubaron con un anticuerpo biotinilado de cabra anti-IgG de conejo (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluidos en una proporción 1:200. Las muestras se incubaron 

con el reactivo VECTASTAIN Elite ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA, US) durante 30 

minutos a temperatura ambiente, se incubaron durante 5 minutos con 3,3-diaminobencidina 

tetrahidrochlorhidrato (DAB, Sigma, St Louis, MO, US) y se lavaron con TBS. Finalmente, los 

cortes fueron deshidratados, montados y analizados por microscopía óptica. 

4.2. Identificación y validación de SNPs reguladores de la expresión génica y asociados a 

susceptibilidad a la infección por MAP 

4.2.1. Selección de animales y diagnóstico de PTB 

 Se partió de los resultados de RNA-Seq de PB e ICV de 14 vacas frisonas tal y como se ha 

descrito en el punto IV.1.1. Los animales procedían de una granja asturiana con una prevalencia de 

la enfermedad de 6.29%. El diagnóstico de PTB para cada animal se llevó a cabo mediante el 

análisis histopatológico de tejidos intestinales, ELISA, PCR y cultivo fecal tal y como se ha descrito 

en el punto IV.1.1. (Blanco-Vázquez y col., 2020). Todos los animales eran adultos, mayores de 24 

meses. Por otro lado, para el análisis de validación (estudio caso-control) se utilizó una población 

de 983 vacas frisonas procedentes de 8 regiones del noreste de España ((País Vasco (N= 415, 

42,21%), Cataluña (N= 220, 22,38%), Navarra (N= 204, 20,75%), Cantabria (N= 70, 7,12%), 

Aragón (N= 38, 3,87%), Castilla y León (N= 25, 2,54%), La Rioja (N= 7, 0,71%) y Asturias (N= 4, 

0,41%)) que, al momento del sacrificio, fueron caracterizadas para la PTB mediante ELISA, PCR y 

cultivo de tejidos y análisis histopatológico (Vázquez y col., 2014a). La media de edad de este 

grupo de animales fue de 5,5 años. 

4.2.2. Análisis bioinformático  

 Los archivos de alineamientos obtenidos del análisis por RNA-Seq descrito en el punto 

4.1.3 se utilizaron para cuantificar las lecturas para cada muestra utilizando el software RSubread 
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(Liao y col., 2013). Las lecturas obtenidas se normalizaron usando DESeq2 (Love y col., 2014), 

obteniendo lecturas de un total de 24616 genes.  

4.2.3. Genotipado 

 Se tomaron muestras de sangre periférica de la vena coccígea de los 14 animales incluidos 

en el estudio en tubos Vacutainer® con EDTA (BD Vacutainer system, Becton Dickinson, Sparks, 

MD, USA). Las muestras se centrifugaron a 2500×g durante 20 minutos a 4°C. El DNA se extrajo 

del pellet celular utilizando el QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany. El DNA 

purificado se genotipó con el EuroG MD BeadChip de Illumina en el laboratorio de genética 

molecular de CONAFE empleándose el software InfiniumTM iScan para la asignación de alelos 

(Illumina, San Diego, CA, US). El genotipado de los 983 animales incluidos en el estudio caso-

control de validación se llevó a cabo con el mismo método. 

4.2.4. Análisis de cis‑eQTL  

 Para analizar las asociaciones entre las lecturas normalizadas de expresión génica y los 

SNPs obtenidos del genotipado se utilizó el programa Matrix eQTL 2.2 (Shabalin, 2012) que 

emplea un modelo de mínimos cuadrados donde la hipótesis nula es la no asociación entre el SNP y 

los niveles de expresión génica. Matrix eQTL 2.2 permite aplicar un análisis de regresión lineal 

para la identificación de cis-eQTLs. Los datos con los que se trabaja son la matriz del genotipo y la 

matriz de expresión génica. Los cis-eQTLs se identificaron seleccionando aquellas variantes 

localizadas a una distancia de 1Mb del sitio de inicio de transcripción del gen regulado 

(Transcription start site; TSS). Cada línea de las matrices contiene información de un único SNP y 

de un único gen para cada animal. Ambas matrices se dividen en bloques de 10.000 variables y, 

para cada par de bloques, Matrix eQTL 2.2 calcula la matriz de correlación y establece si el valor 

absoluto de cada correlación supera el umbral predefinido, establecido en el valor de 1. El software 

calcula los valores de P para aquellas asociaciones SNP-número de lecturas basándose en que su 

correlación supere el umbral. Finalmente, el programa aplica la corrección de múltiples positivos al 

valor de P (Benjamini & Hochberg, 1995) y considera significativos aquellas asociaciones que 

presentan una FDR ≤0,05. 
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Figura 20. Flujo de trabajo para la identificación de las variantes reguladoras (cis-eQTLs) asociadas a la 

infección por MAP partiendo de los datos de RNA-Seq y de genotipado 

4.2.5. Validación de cis-eQTLs identificados mediante estudio de asociación genética dirigida 

 Para la validación de los cis-eQTLs identificados se empleó una población de 983 vacas 

frisonas sacrificadas en dos mataderos del País Vasco en un periodo de 2 años. Estos animales 

fueron caracterizados previamente mediante ELISA, PCR y cultivo de tejidos y análisis 

histopatológico de lesiones intestinales (Vázquez y col., 2014a). La asociación entre los fenotipos y 

las variantes alélicas de los rSNPs se realizó mediante un análisis de regresión logística con la 

función WGassociation del programa SNPassoc 1.9.2 bajo cinco modelos genéticos diferentes: 

dominante, codominante, sobredominante, recesivo y aditivo (González y col., 2007). Se 

consideraron los resultados de los test diagnósticos como variables, pudiendo ser éstas binarias 

(resultado positivo o negativo al test diagnóstico) o continuas (densidad óptica del ELISA o grados 

de severidad de las lesiones histopatológicas). Los genotipos de los cis-eQTLs se incluyeron en el 

análisis como variables explicativas y la edad de los animales fue incluida como covariable. Los 

valores de P obtenidos en este análisis fueron corregidos por múltiples positivos mediante la 

corrección de Bonferroni considerándose significativos aquellos resultados con un valor de P 

corregido ≤ 0,05. 

4.2.6. Validación del cis-eQTL asociado a la expresión del gen MECOM mediante ELISA 

 Para la validación del rSNP del gen MECOM, se realizó un ELISA comercial cuantitativo 

de tipo sándwich de acuerdo a las instrucciones del fabricante (MyBiosource, San Diego, US). La 

sensibilidad del ELISA era de 1ng/ml y sus límites de detección 3.12 ng/ml a 100 ng/ml. Se 

seleccionaron muestras de plasma de animales con las distintas variantes alélicas del rSNP del gen 
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MECOM (CC, TC, TT) de la población de 983 vacas frisonas. Se analizaron muestras de 36 

animales: 12 con genotipo CC, 13 con genotipo TC y 11 con genotipo TT. Se añadieron 50 μl de los 

standards y de las muestras por duplicado en la placa del ELISA. A continuación, se añadieron 100 

μl del anticuerpo conjugado con peroxidasa. Tras 60 minutos a 37ºC, se lavó la placa 4 veces con 

350 μl de la solución de lavado y se añadieron 50 μl de 3, 3′, 5, 5′-Tetramethylbenzidina. Pasados 

15 min a 37ºC en oscuridad, se añadieron 50 μl de la solución stop a cada pocillo y se midió la 

densidad óptica (Optical density; OD) en un lector de ELISAs Multiskan a 450nm (ThermoFisher 

Scientific, US). El cálculo final de las concentraciones se llevó a cabo haciendo la media de los 

duplicados de muestras y estándares y restando el valor del blanco. A partir de las ODs de los 

estándares y sus concentraciones, se generó una curva patrón. Los niveles de MECOM en cada 

muestra se calcularon a partir de la curva. El análisis estadístico se llevó a cabo mediante un t-test 

(GraphPad Prism 8, San Diego, California). Las diferencias se consideraron estadísticamente 

significativas cuando P ≤0,05. 

4.2.7. Validación del cis-eQTL asociado a la expresión del gen MECOM mediante ensayos ex 

vivo de macrófagos purificados de animales con las distintas variantes alélicas de este cis-

eQTL  

 Se extrajeron 15 ml de sangre periférica de 16 vacas frisonas negativas a ELISA y PCR de 

heces procedentes de una explotación del País Vasco, en tubos Vacutainer ® con heparina de litio 

(BD Vacutainer system, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA). De estos 16 animales, 8 

presentaban genotipo TT y 8, genotipo TC para el rs43744169. La sangre se diluyó en una 

proporción 1:2 con solución salina Hank (Hank's balanced salt solution; HBSS) y se traspasó a 

tubos Leucosep (Greiner bio-one, Kremsmünster, Austria) con 15ml de Ficoll-Paqué (1.084 g/cm3) 

(GE Healthcare Bio-science, Uppsala, Suecia). Los tubos se centrifugaron a 800g durante 15 

minutos sin freno. La banda de células mononucleares de sangre periférica (Peripheral blood 

mononuclear cells; PBMCs) de cada muestra se recogió con una pipeta Pasteur de la interfase, se 

transfirió a tubos de 50ml y se lavó 3 veces con HBSS mediante centrifugación a 400g durante 10 

min para eliminar plaquetas y otros residuos. Las PBMCs obtenidas se resuspendieron en medio 

RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado, 100U/ml de penicilina y 

100mg/ml de estreptomicina (Lonza, Spain) y se sembraron a una densidad de 1×10
6
 PBMC/ml en 

placas de cultivo celular de 24 pocillos. Después de 2 horas de incubación a 37ºC en estufa con 5% 

de CO2, se eliminaron las células no adheridas al fondo de la placa. Las células adheridas, 

monocitos, se incubaron durante 7 días en una estufa a 37ºC con 5% de CO2 para favorecer la 

diferenciación de monocitos a macrófagos. Los macrófagos se infectaron por duplicado con la cepa 
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de referencia K10 de MAP a una multiplicidad de infección 1:10 (célula:bacteria). A las 2 horas 

p.i., se retiró el sobrenadante y las células se lavaron 2 veces con HBSS para eliminar la bacteria 

extracelular. Para cada animal, dos pocillos infectados se lisaron en ese momento y otros dos se 

lavaron y cultivaron en medio fresco durante 7 días más a 37ºC y 5% de CO2. Al finalizar ambos 

tiempos de infección, se eliminaron los sobrenadantes y las células se lisaron con 0,5 ml de Tritón 

X-100 (Sigma Aldrich) al 0,1% en agua estéril. Tras 10 minutos de incubación a temperatura 

ambiente los lisados (0,5ml) se inocularon en tubos indicadores de crecimiento de micobacterias 

(Mycobacteria Growth indicator tubes; MGIT) (Becton Dickinson, Sparks, MD, US). Cada tubo 

MGIT se suplementó con 800 µl de suplemento de OADC (BBL MGIT OADC growth supplement, 

Becton Dickinson, Sparks, MD, US) con 2 μg/ml de micobactina (Allied Monitor Inc, Fayette,US) 

y una mezcla de antibióticos compuesta por polimixina B, anfotericina B, ácido nalidíxico, 

trimetroprina y azlocilina (BBL MGIT PANTA antibiotic mix, Becton Dickinson, Sparks, MD, 

US). Los tubos se incubaron a 37 ± 2 °C durante 42 días en el Bactec MGIT 960 (Becton 

Dickinson, Sparks, MD, US). El indicador de positividad utilizado fue el tiempo de detección (Time 

to detection; TTD) que es el tiempo expresado en días/horas que se tardó en detectar el crecimiento 

bacteriano en cada tubo. Las CFUs para cada muestra se calcularon mediante una ecuación 

matemática obtenida a partir de los TTD de diluciones seriadas de la cepa usada en la infección. 

Para obtener la ecuación matemática, se preparó una suspensión de la cepa K10 utilizada para la 

infección a una concentración McFarland= 1 (3 x 10
8
 CFUs/ml) y se prepararon 7 diluciones 

decimales sucesivas. De cada dilución, se tomaron 100 µl que se inocularon por duplicado en tubos 

MGIT suplementados tal y como se ha descrito anteriormente. Para generar la curva patrón el TTD 

de cada tubo en días se relacionó con el log10 de las CFUs estimadas que estaban presentes en cada 

dilución mediante análisis de regresión no lineal (GraphPad Prism 9, GraphPad Software, San 

Diego, US). De este modo se obtuvo una ecuación que permitió estimar el logaritmo de las CFUs 

presentes en cada muestra con un 95% de intervalo de confianza (Abendaño y col., 2012). El ratio 

de CFUs entre las 2 horas y los 7 días de infección se obtuvo dividiendo el logaritmo de las CFUs a 

día 7 respecto al logaritmo de las CFUs a las 2h. Este valor se utilizó para calcular el índice de 

supervivencia de MAP en los macrófagos infectados mediante la raíz cuadrada del producto 

(logCFUs 7d/logCFUs 2h) ×100. Altos valores de índice de supervivencia de MAP indica una 

mayor susceptibilidad del hospedador a la infección por MAP. El análisis estadístico de los 

resultados se llevó a cabo con un t test (GraphPad Prism 9, San Diego, CA,US) entre grupos en el 

que las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P ≤0,05. 
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4.3. Identificación y validación de SNPs asociados a la susceptibilidad a la infección por 

MAP/tolerancia a la PTB empleando GWAS 

4.3.1. Animales y diagnóstico de PTB  

 La población utilizada en este estudio constaba en 983 vacas frisonas procedentes de varias 

explotaciones localizadas en 8 regiones del norte de España: País Vasco (N= 415, 42,21%), Navarra 

(N= 204, 20,75%), Cataluña (N= 220, 22,38%), La Rioja (N= 7, 0,71%), Asturias (N= 4, 0,41%), 

Castilla-León (N= 25, 2,54%), Cantabria (N= 70, 7,12%) y Aragón (N= 38, 3,87%). Todos los 

animales seleccionados para el estudio eran mayores de 2 años (5,6 años de media) y se procedió a 

la recogida de muestras (sangre periférica y tejido intestinal) en el momento del sacrificio, en 2 

mataderos del País Vasco entre marzo del 2007 y mayo del 2010 (Vázquez y col., 2014a). El 

diagnóstico de PTB se llevó a cabo mediante ELISA para la detección de anticuerpos anti-MAP en 

plasma y PCR y cultivo de tejidos para la detección de MAP en tejidos (Vázquez y col., 2014a). Las 

muestras de sangre fueron tomadas de la vena yugular en tubos Vacutainer® de 10ml con EDTA 

como anticoagulante (BD Vacutainer system, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) por duplicado 

para llevar a cabo el ELISA y el genotipado. Las muestras de tejido se tomaron de la mucosa 

intestinal, válvula ileocecal, íleo distal y del linfonodo yeyunal caudal y linfonodo ileal. Se 

prepararon dos mezclas de tejido, por un lado se prepararon dos alícuotas con la mezcla de ICV e 

íleo distal y, por otro se preparó dos alícuotas de una mezcla de los linfonodos yeyunal caudal e 

ileal. Una alícuota de cada tipo se utilizó para llevar a cabo la PCR mediante la amplificación de la 

secuencia IS900 de MAP (Adiapure-Adiavet; Adiagene, Saint Brieuc, France). La otra alícuota se 

utilizó para realizar el cultivo bacteriológico en medios Lowenstein-Jensen y Herrold 

suplementados con 2mg/l de micobactina J (Allied Monitor, Fayette, MO, USA). Adicionalmente, 

se llevó a cabo un análisis histopatológico de los tejidos. Estos fueron recogidos asépticamente y 

conservados en formalina en las 24 horas posteriores a su llegada al laboratorio. Las muestras 

fueron fijadas en un buffer de formalina al 10% durante 72 horas, deshidratadas con diluciones de 

alcohol y xilol y fijadas en parafina para posteriormente, ser cortadas en secciones de 4 μm. Los 

cortes se tiñeron con HE y ZN y fueron analizados por microscopía óptica. De acuerdo a la 

localización, extensión de las lesiones y del infiltrado inflamatorio, las muestras se clasificaron 

como sin lesión, focales, multifocales o difusas (linfocíticas, intermedias y multibacilares) 

(González y col., 2005). 

4.3.2. Selección de animales 

Para cada estudio GWAS se seleccionó un grupo de animales casos y controles en función 

del fenotipo necesario. En el primer estudio, llevado a cabo con los fenotipos de ELISA, PCR y 
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cultivo de tejidos, se incluyeron todos los animales (983). Se consideró cada fenotipo de manera 

individual y diferentes combinaciones de los fenotipos individuales, así como el valor de OD del 

ELISA, siendo los animales controles negativos a todos los test diagnósticos. Para el segundo 

GWAS llevado a cabo con los resultados del análisis histopatológico se seleccionaron 813 

animales: 371 animales con lesiones focales, 33 con lesiones multifocales, 36 con lesiones difusas y 

373 animales sin lesión (controles). Por último, para la definición del fenotipo de tolerancia, se 

seleccionaron aquellos animales (N= 24) que presentaban resultado positivo de PCR y cultivo de 

tejidos (infectados) y que no presentaban lesiones histopatológicas asociadas a la PTB. Los 

animales control para este estudio eran negativos a PCR y cultivo de tejidos y con lesiones focales 

en tejido intestinal y linfonodos asociados (n=277).  

4.3.3. Genotipado e imputación de los datos a WGS  

 Se extrajo sangre periférica de los 983 animales sacrificados en matadero entre 2007 y 

2010 al momento del sacrificio y se llevó a cabo la extracción del DNA genómico y genotipado 

mediante el chip Bovine Euro G MD tal y como se ha explicado en el punto IV.2.3. Los genotipos 

individuales fueron imputados al Bovine HD Bead Chip mediante Eagle 2.4 (Loh y col., 2016) y 

minimac 4 (Das y col., 2016) utilizando un panel de referencia de 1278 animales del Run 7.0 del 

proyecto 1000 Bull Genome (Hayes & Daetwyler, 2019). Posteriormente, los genotipos se 

imputaron a secuencia completa utilizando un panel de referencia de 2333 animales del Run 6.0 del 

proyecto 1000 Bull Genome (Hayes & Daetwyler, 2019). En total, se obtuvo información de 33.77 

millones de SNPs. Todos los SNPs pasaron un control de calidad de tasa de genotipado > 80% y 

aquellos con una frecuencia del alelo menor inferior (Minor allel frequency; MAF) al 1% fueron 

eliminados, reteniéndose tras este filtro 13.881.067 SNPs. 

4.3.4. Componentes de la varianza y estimas de la heredabilidad 

 Los componentes de la varianza, errores estándar y la estima de la heredabilidad (h
2
) para 

cada fenotipo se calcularon con el programa GCTA 1.93.2 (Yang, y col., 2011a) de acuerdo a la 

siguiente fórmula ℎ2 =
𝜎𝐺
2

𝜎𝐺
2+𝜎𝑒

2 , donde 𝜎𝐺
2

 es la varianza genética y 𝜎𝑒
2  la varianza residual. Los 

componentes de la varianza se obtuvieron mediante el método de máxima verosimilitud restringida 

basada en la relación genómica (genomic-relatedness-based restricted maximum-likelihood) y, con 

esos datos, se calculó la estima de la heredabilidad. Esta aproximación calcula la proporción de 

varianza fenotípica explicada por los SNPs utilizando una matriz de relaciones genómicas. El 

concepto tras este método es ajustar todos los SNPs como efectos aleatorios simultáneamente en un 

modelo linear mixto para estimar la varianza explicada por todos los SNPs. 
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4.3.5. GWAS 

 Los genotipos imputados y los fenotipos definidos en los puntos IV.3.2. y IV.3.3., se 

analizaron en estudios de asociación caso-control empleando un modelo lineal mixto con el 

software GCTA que ajusta los efectos de todos los SNPs como efectos aleatorios (Yang, y col., 

2011a). El modelo se ajusta a la siguiente ecuación y = a + bx + g + e, donde y es el fenotipo, a es la 

media, b es el efecto aditivo del SNP testado para la asociación, x es el SNP codificado como 0,1 y 

2, g es el efecto poligénico y e es el error residual. La edad de los animales al sacrificio se incluyó 

como covariable en el análisis. Tras el GWAS los SNPs con un valor de R
2
 para la imputación 

inferior al 70% fueron eliminados y se ajustó el valor de P mediante FDR (Benjamini & Hochberg, 

1995). Se consideraron dos valores de P: moderado (entre 5 × 10
-5

 y 5 × 10
-7

) y fuerte (inferior a 5 × 

10
-7

) de acuerdo con el Wellcome Trust Case Control Consortium. También se calcularon el factor 

de inflación (λ) y los gráficos de cuartiles para determinar si existía estratificación de la población. 

Valores de λ superiores a 1,2 sugieren estratificación de la población, mientras que valores cercanos 

a 1 sugieren una estructura adecuada. Finalmente, se calculó el Odds Ratio (OR) de los SNPs 

significativos y su intervalo de confianza del 95% mediante un análisis de regresión logística con la 

función WGassociation del software SNPassoc 1.9.2 (González y col., 2007). 

 

Figura 21. Flujos de trabajo de los estudios de asociación de genoma completo. Estos estudios se llevaron a cabo 

con (A) la combinación de ELISA, PCR y Cultivo de tejidos, (B) lesión histopatológica y (C) fenotipo de tolerancia 

definido en función de la presencia de la bacteria y ausencia de lesión histopatológica 
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4.3.6. Identificación de SNPs, QTLs y genes candidatos 

 La localización de los SNPs significativos se realizó con biomaRt 2.44.1 (Durinck y col., 

2009) usando como referencia el genoma ARS-UCD1.2 de Bos taurus. La distribución genómica de 

los SNPs se llevó a cabo con el Ensembl Variant Effect Predictor (VEP). Los QTLs se definieron en 

función de los SNPs con una fuerte asociación con el fenotipo (P <5 × 10
-7

). El inicio y el fin de 

cada QTL se establecieron a 500.000 pares de bases de los SNPs significativos más alejados del 

SNP con el valor de P más bajo. Los QTLs que presentaban alguna región solapada con otros QTL 

se fusionaron considerándoles un único QTL. La identificación de los genes candidatos se llevó a 

cabo usando Ensembl (www.ensembl.org). Se seleccionaron los genes localizados en el propio QTL 

y en un rango de 50.000 pares de bases desde el inicio y el final de cada QTL. Tanto los QTLs 

como los genes identificados se contrastaron con la base de datos Animal Genome 

(www.animalgenome.org) para confirmar si algunos de ellos habían sido previamente descritos para 

otras enfermedades en vacuno. También se buscaron coincidencias con genes candidatos asociados 

a la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad inflamatoria intestinal y cáncer colorrectal 

(GWAS catalog; www.ebi.ac.uk) y en bases de datos de genes implicados en inmunidad innata 

humana (www.innatedb.com) 

4.3.7. Cuantificación de colesterol en muestras de plasma de animales con diferentes lesiones 

asociadas a la PTB 

 Tras el análisis de enriquecimiento funcional llevado a cabo con los genes candidatos 

identificados mediante el análisis de asociación genética de los animales con lesiones difusas en el 

estudio 3, se observó un enriquecimiento de la ruta del colesterol (bta04979). Para la validación 

funcional de dicha ruta se procedió a la cuantificación de colesterol en muestras de plasma de 

animales con diferentes tipos de lesiones, utilizando el kit enzimático Cholesterol Quantitation kit 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich, St Louis, US). La concentración del 

colesterol en las muestras se determina mediante un ensayo enzimático en el que las esterasas del 

colestarol hidrolizan los ésteres de colesterol a colesterol resultando en un producto colorimétrico 

proporcional al colesterol presente en la muestra. Se seleccionaron muestras de plasma de animales 

pertenecientes a la población de 983 animales sacrificados en mataderos sin lesiones (N= 474) y 

con lesiones focales (N= 350), multifocales (N= 32) y difusas (N= 26). Dos microlitros de plasma 

de cada animal se llevaron a un volumen total de 50 μl con el buffer incluido en el kit. Se añadieron 

50 μl de la mezcla de reacción de colesterol y se agitó la placa con suavidad incubándola en 

oscuridad a 37ºC durante 60 minutos. Tras la incubación la absorbancia se leyó a 570 nm en un 

lector de ELISA Multiskan (ThermoFisher Scientific, US). La concentración de colesterol presente 

http://www.ensembl.org/
http://www.animalgenome.org/
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en las muestras se calculó aplicando la ecuación de la curva patrón obtenida a partir de los valores 

de OD de diluciones seriadas del estándar de colesterol incluido en el kit. Tanto las muestras como 

los estándares se analizaron por duplicado y el análisis estadístico se llevó a cabo mediante un t-test 

para la comparación entre grupos (GraphPad Prism 8, San Diego, California). Las diferencias 

fueron consideradas estadísticamente significativas cuando P ≤ 0,05. 

4.3.8. EBV y validación cruzada de las predicciones genómicas 

En el estudio 5, el modelo de predicción lineal (Genomic Best linear unbiased prediction; 

GBLUP) (VanRaden & Sullivan, 2010) integrado en el software GCTA 1.93.2 se utilizó para 

estimar los valores de selección estimados (estimated breeding value; EBV) debidos al efecto de los 

SNPs que mostraban una asociación significativa con la tolerancia a la PTB. Los EBVs se 

estimaron para cada animal de manera individual y su precisión fue validada en una población de 

validación independiente compuesta por 200 animales, 90 de los cuales presentaban un resultado 

positivo a cultivo de tejidos sin lesiones histopatológicas (casos) y 190 animales con lesiones 

histopatológicas asociadas a la PTB (controles). En la validación cruzada los fenotipos fueron 

enmascarados para el 20% de los animales de la población de validación y, los fenotipos y 

genotipos de los animales restantes (80%) se usaron para calcular los EBVs de los individuos del 

grupo enmascarado. Se realizaron 5 iteraciones de manera que el fenotipo de cada animal de la 

población de validación, fue enmascarado al menos una vez. La capacidad de cada modelo para 

predecir el fenotipo de tolerancia se evaluó mediante la determinación del área bajo la curva (Area 

under curve; AUC) para cada una de las 5 iteraciones mediante el paquete de R: ROCR (Sing y col., 

2005). La habilidad del modelo se determinó mediante el cálculo de la media de la AUC y su 

desviación estándar para las 5 iteraciones El AUC presenta valores de 0,5 si la predicción de los 

cambios se debe a efectos aleatorios, mientras que si el modelo presenta una capacidad predictiva 

perfecta para el fenotipo el AUC tendría valor de 1.0 (Kirkwood & Sterne, 2010). 
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5. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 En la presente Tesis Doctoral se han planteado las siguientes hipótesis: 

ESTUDIO 1: La infección provocada por MAP produciría cambios significativos en los mRNA 

expresados en muestras de sangre y tejido intestinal de animales con distintas lesiones asociadas a 

la PTB en comparación con los niveles observados en animales sin lesiones. Las proteínas para las 

que codifiquen estos mRNAs diferencialmente expresados, podrían constituir nuevos 

biomarcadores útiles para el diagnóstico de animales subclínicos difícilmente detectables con las 

técnicas de diagnóstico tradicionales. 

ESTUDIO 2: La integración de datos de genotipado y expresión génica permitiría la identificación 

de variantes reguladoras de la expresión génica y causales de la PTB. 

ESTUDIO 3: La utilización de datos de secuenciación a genoma completo junto con combinaciones 

de métodos diagnósticos ante y post-mortem en análisis de asociación genética permitiría mejorar 

las estimas de la heredabilidad para la susceptibilidad genética a la infección por MAP.  

ESTUDIO 4: La inclusión de los resultados del análisis histopatológico de muestras de tejido de 

animales infectados junto con datos de secuenciación imputados a genoma completo en un análisis 

GWAS podría ayudar a definir la base genética subyacente a cada forma lesional.  

ESTUDIO 5: La definición de un fenotipo de tolerancia para la PTB integrando datos de carga 

bacteriana junto con el análisis histológico de las lesiones asociadas permitiría determinar la 

existencia de una base genética subyacente a la tolerancia a la PTB. 

OBJETIVOS 

- OBJETIVO 1- Análisis transcriptómico (RNA-Seq) para la identificación de genes 

diferencialmente expresados en sangre y válvula ileocecal de animales con diferentes lesiones 

asociadas a la PTB. 

- OBJETIVO 2 – Identificación y validación de SNPs reguladores de la expresión génica asociados 

a la susceptibilidad a la infección por MAP en ganado frisón empleando un análisis combinado 

genómico-transcriptómico. 

-  OBJETIVO 3 - Identificación y validación de SNPs asociados a la susceptibilidad a la infección, 

a las distintas formas lesionales así como a la tolerancia a la PTB en ganado frisón empleando 

análisis de asociación del genoma completo (GWAS).
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6.1. El análisis RNA-Seq de ICV y PB en ganado frisón infectado con Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis identificó desregulación de la vía de señalización CXCL8/IL8 

 En los últimos años se han llevado a cabo varios estudios de RNA-Seq con el objetivo de 

profundizar en la respuesta inmune del hospedador a la infección por MAP. Nuestro estudio fue el 

primer estudio de RNA-Seq en el que se analizaban los genes diferencialmente expresados en PB e 

ICV en animales con diferentes tipos de lesiones en relación a animales controles sin lesiones y 

negativos a test diagnósticos de PTB. El análisis transcriptómico de la respuesta del hospedador 

frente a MAP nos permitió profundizar en el conocimiento de la interacción MAP-hospedador e 

identificar los mecanismos implicados en el establecimiento y progresión de la infección. El análisis 

de los genes diferencialmente expresados permitió la identificación de biomarcadores asociados a 

las diferentes formas lesionales que, posteriormente, demostraron ser de ayuda en el diagnóstico de 

la PTB (Blanco-Vázquez y col., 2020, 2021, 2022). 

6.1.1. RNA-Seq 

 Se prepararon librerías de RNA-Seq a partir de la PB y la ICV de 14 animales para cada 

categoría: animales controles sin lesión (N= 3), animales con lesiones focales (N= 6) y animales 

con lesiones difusas (N= 5). Se extrajo RNA y se prepararon las correspondientes librerías de RNA-

Seq por duplicado de cinco de las 14 vacas (ID 2, 6, 8, 11, 12) para comprobar la reproducibilidad 

del análisis de RNA-Seq, no obteniéndose diferencias significativas entre las dúplicas. Tras la 

secuenciación de todas las librerías se obtuvo una media de 22,31 millones de lecturas brutas por 

librería con una puntuación de calidad Phred > 30, que es el valor en el que la probabilidad de que 

la base sea correctamente asignada es del 99,99% en la secuenciación de nueva generación (Next 

generation sequencing; NGS). Tras filtrar las lecturas en función del control de calidad, del tamaño 

mínimo de 75 pb de cada lectura y por el porcentaje de bases ambiguas inferior al 5%, se obtuvo 

una media de 21,44 millones de lecturas. Tras el alineamiento de las lecturas filtradas con el 

genoma de referencia de Bos taurus se obtuvo una media de 19,96 millones de lecturas mapeadas. 

De las lecturas mapeadas, una media del 5% se mapearon en múltiples localizaciones del genoma y 

fueron excluidas para el análisis de la expresión génica. El análisis de las lecturas individuales de 

las librerías de las muestras de PB reveló que el 57% de las lecturas se alineaban con exones, el 

28% con intrones, el 3% con regiones intergénicas, el 2% con regiones 5´ y el 10% con regiones 3´. 

En las muestras de ICV, los intrones representaban el 24% de las lecturas, los exones el 63%, el 2% 

de las lecturas correspondían a regiones intergénicas, el 1% a regiones 5´ y el 10% a regiones 3´. 
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6.1.2. Análisis de expresión diferencial 

 El número de genes diferencialmente expresados identificados fue mayor en ICV que en 

PB y en animales con lesiones difusas que en animales con lesiones focales. Se identificaron un 

total de 109 y 207 genes diferencialmente expresados en muestras de PB de los animales con 

lesiones focales y con lesiones difusas en relación a los animales control, respectivamente. Además, 

51 de estos genes diferencialmente expresados eran comunes en las muestras de sangre 

independientemente del tipo de lesión. Respecto a la ICV, se identificaron 3189 y 4727 genes 

diferencialmente expresados en muestras de animales con lesiones focales y difusas en relación a 

los animales control, respectivamente. Se detectaron 2557 genes diferencialmente expresados en 

ICV comunes a los dos tipos de lesiones analizados. Finalmente, 19 genes estaban diferencialmente 

expresados en muestras de animales con lesiones focales independientemente del tipo de muestra 

analizado (PB o ICV). De manera similar, se observó que 89 genes estaban diferencialmente 

expresados en ICV y PB de los animales con lesiones difusas en relación al grupo control. 

Genes diferencialmente expresados en muestras de PB de animales con lesiones focales 

 De los 109 genes diferencialmente expresados en muestras de sangre de animales con 

lesiones focales, 21 aparecían sobre-expresados. Los cinco genes más sobre-expresados en PB de 

los animales con lesiones focales respecto a los controles fueron ABCA13, el receptor leucocitario 

similar a la inmunoglobulina, miembro de la subfamilia A 6 (Leukocyte immunoglobulin-like 

receptor subfamily A member 6; LOC618416) y tres genes codificantes de proteínas que no han sido 

caracterizadas (ENSBTAG00000039691, ENSBTAG00000039086, ENSBTAG00000000930). Los 

cinco genes más infra-expresados en muestras de sangre de los animales con lesiones focales 

respecto a los controles fueron el ligando de quimioquina C-C L14 (C-C motif chemokine ligand 

14; CCL14), proteína de unión al ARNm del factor de crecimiento similar a la insulina 2 (Insulin-

like growth factor 2 mRNA binding protein 3; IGF2BP3), Osteoglicina (Osteoglycin; OGN), 

Glucógeno fosforilasa asociada al músculo (Glycogen phosphorylase muscle associated; PYGM) y 

Precursor del antígeno CD5 (CD5 antigen-like precursor; CD5L).  

Genes diferencialmente expresados en muestras de PB de animales con lesiones difusas  

 En las muestras de PB de animales con lesiones difusas se identificaron 207 genes 

diferencialmente expresados respecto a los controles, de los cuales 48 se encontraban sobre-

expresados y 159 infra-expresados. Los 5 genes con mayores niveles de expresión en estas muestras 

fueron el canal de dos poros 3 (Two pore channel 3; TPC3), la creatina quinasa tipo M (Creatine 

kinase M-type; CKM), DES, la cadena ligera de miosina 2 (Myosin light chain 2; MYL2) y el gen 
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codificante de una proteína no caracterizada (ENSBTAG00000046611). Por otro lado, los 5 genes 

más infra-expresados en este tipo de muestras fueron Catelicidinas 3 y 4 (Cathelicidins 3 y 4; 

CATHL3 y CATHL4), Molécula CD177 (CD177 molecule; CD177), CCL14 y proteína asociada a 

la resistencia a los medicamentos 4 (Multidrug resistance-associated protein 4-like; 

LOC100848700). 

Genes diferencialmente expresados en muestras de ICV de animales con lesiones focales 

 En las muestras de ICV, se identificaron un total de 3189 genes diferencialmente 

expresados en muestras de animales con lesiones focales respecto a los controles. De los 3189 genes 

diferencialmente expresados, 168 aparecían sobre-expresados y 3021 infra-expresados. Los 5 genes 

más sobre-expresados en muestras de ICV de animales con lesiones focales fueron el precursor de 

la ITLN2, Colecistoquinina (Cholecystokinin; CCK), Homeobox B13 (HOXB13), FABP6 y HSPA6, 

mientras que los 5 con menores niveles de expresión fueron Duodenasa-1 con actividades similares 

a la tripsina y a la quimotripsina (Duodenase-1-like with both trypsin‐like and chymotrypsin‐like 

activities), candidato a supresor de tumores 5 (Tumor suppressor candidate 5; TUSC5), 

Acuaporina 8 (Aquaporin 8; AQP8) y los genes codificantes de dos proteínas no caracterizadas 

(ENSBTAG00000046611, ENSBTAG00000047008). El gen FABP6 es un transportador de ácidos 

biliares específico del íleon, y su sobreexpresión en muestars de ICV indica desregulación de la 

secreción de ácidos biliares en los animales infectados con MAP. Estos resultados coinciden con los 

obtenidos por Hempel y col (Hempel y col., 2016), que establecieron que el gen FABP6 se 

encontraba sobre-expresado en los animales con signos clínicos de PTB respecto a los animales 

control. 

Genes diferencialmente expresados en muestras de ICV de animales con lesiones difusas  

 Por otro lado, de los 4724 genes diferencialmente expresados en muestras de ICV de 

animales con lesiones difusas, 1473 aparecían sobre-expresados y 3251 infra-expresados respecto a 

los animales control. Los 5 genes más sobre-expresados en esta comparación fueron ITLN2, 

HSPA6, el miembro 23 de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Immunoglobulin superfamily 

member 23; IGSF23), Apolipoproteína B (Apolipoprotein B ; APOB) y Carbamil-fosfato sintasa 1 

(Carbamoyl-phosphate synthase 1; CPS1). Entre los genes diferencialmente expresados en ICV de 

animales con lesiones difusas, encontramos otros genes que coincidían con los descritos por 

Hempel y col. cuando comparaban animales con signos clínicos respecto a animales control: 

IGSF23 (log2fold= 5,1), APOB (log2fold= 4,8), miembro 2 de la familia de transportadores de 

solutos (Solute Carrier Family 10 Member 2; SLC10A2) (log2fold= 2,7) y Metalopeptidasa de la 
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matriz 13 (Matrix Metallopeptidase 13; MMP13) (log2fold= 2,0). Aunque no se sabe mucho del 

papel desempeñado por el gen ISGF23, otros miembros de la familia ISGF presentan funciones 

inmunológicas, incluyendo el reconocimiento de diversas moléculas de la matriz extracelular (Xu & 

Jin, 2010). Por el contrario los 5 genes con menores niveles de expresión fueron lisozima C, 

isoenzima láctea 1 (Lysozyme C milk isozyme 1; LYZ1), Adiponectina C1Q (Adiponectin C1Q; 

ADIPOQ), Isozima intestinal de lisozima C (Lysozyme C intestinal isozyme; LYSB), Miembro 1 de 

la familia de la acil-CoA sintetasa de cadena media (Acyl-CoA synthetase medium chain family 

member 1; ACSM1) y AQP8. 

Genes diferencialmente expresados en PB de animales con lesiones focales y difusas en relación al 

grupo control 

 Se detectaron 51 genes diferencialmente expresados que eran comunes a las muestras de 

PB independientemente del tipo de lesión. Dos de los genes comunes más sobre-expresados fueron 

el gen codificante del Receptor de lipoproteínas de baja densidad oxidadas (Oxidized low density 

lipoprotein receptor; ORL1) y de la Proteína 2 de la familia Tweety (Tweety family protein 2; 

TTYH2), mientras que el más infra-expresado resultó ser el CCL14.  

Genes diferencialmente expresados en ICV de animales con lesiones focales y difusas en relación al 

grupo control 

 Se identificaron 2557 genes diferencialmente expresados en muestras de ICV de animales 

infectados, independientemente del tipo de lesión. El gen más sobre-expresado en ICV de animales 

con lesiones respecto a los controles fue ITLN2; log2fold= 10,6 y 6,8 en animales con lesiones 

focales y difusas, respectivamente. La ITLN2 es una lectina extracelular capaz de unirse a 

Mycobacterium tuberculosis y al bacilo de Calmette-Guérin (Bacillus Calmette-Guérin; BCG) 

(Tsuji y col., 2009). Mediante análisis inmunohistoquímico de muestras de ICV se observó que las 

células de Globet y Paneth de animales infectados aparecían intensamente marcadas con el 

anticuerpo bovino anti-ITLN2. Posteriormente, el potencial de la proteína ITLN2, como 

biomarcador de progresión de la infección por MAP se testó en un mayor número de animales, y se 

propuso el análisis inmunohistoquímico de la ITLN2 como un método complementario al análisis 

histopatológico post-mortem que permite una mejor clasificación de las lesiones, especialmente de 

las lesiones focales (Blanco Vázquez y col., 2021). 

 Otro gen sobre-expresado en ICV de las vacas infectadas respecto a las vacas control fue 

FABP6, un transportador de ácidos biliares específico del íleon, indicando desregulación de la 
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secreción de ácidos biliares en los animales infectados con MAP. En relación al metabolismo de los 

ácidos biliares, también se observó un descenso en la expresión del Receptor X farnésico 

(Farnesoid X receptor; FXR) en ICV de animales infectados respecto a los controles. Estos 

resultados coinciden con los obtenidos por Hempel y col (Hempel y col., 2016), que establecieron 

que el gen FABP6 se encontraba sobre-expresado en los animales con signos clínicos de PTB 

respecto a los animales control. En muestras de ICV de animales con lesiones respecto a animales 

control, el gen HSPA6 aparecía sobre-expresado, mientras que se observó una reducción 

significativa de la expresión del gen AQP8 en muestras de ICV de animales con lesiones.  

Genes diferencialmente expresados en PB e ICV de animales con lesiones focales versus controles 

 En muestras de animales con lesiones focales, tanto en PB como ICV, aparecieron infra-

expresados los genes codificantes de la Proteína del marco de lectura alternativo del TCR gamma 

(TCR gamma alternate reading frame protein; TARP), Dominio de apolipoproteína L que contiene 

1 (Apolipoprotein L domain containing 1; APOLD1) y el gen Duodenasa 1. Por el contrario, ningún 

gen apareció sobre-expresado de manera común en muestras de PB e ICV de animales con lesiones 

focales. 

Genes diferencialmente expresados en PB e ICV de animales con lesiones difusas versus controles 

 En las muestras de animales con lesiones difusas, tanto en PB como en ICV, se observó 

sobreexpresión de genes implicados en el control de agentes infecciosos: Factor de transcripción 

ATF de cremallera básica de leucina 2 (Basic leucine zipper ATF transcription factor 2; BATF2) y 

CXCL10. BATF2 es un gen fundamentalmente expresado en monocitos y macrófagos y tiene un 

papel central en la activación de los macrófagos regulando la respuesta inflamatoria en las 

infecciones producidas por micobacterias (Guler y col., 2015, 2019). BATF2 pertenece a la familia 

de los factores de transcripción AP1 e interacciona con el factor regulatorio de interferón 1 que 

interviene en la activación de respuestas pro-inflamatorias. En la tuberculosis en humanos, BAFT2 

ha sido propuesto como biomarcador y potencial diana terapéutica (Guler y col., 2015, 2019). La 

quimioquina CXCL10 está implicada en funciones quimiotácticas de los monocitos y los linfocitos 

T mediante su unión al receptor Receptor de quimiocinas C-X-C 3 (C-X-C Motif Chemokine 

Receptor 3; CXCR3). CXCL10 se expresa fundamentalmente en los linfocitos CD4+ de memoria 

que producen un patrón de citoquinas características de la respuesta inmune Th1. Varios estudios 

han propuesto que CXCL10 podría ser un buen biomarcador de tuberculosis ya que se han 

detectado niveles significativamente más altos de CXCL10 en sangre de pacientes con tuberculosis 

respecto a controles (Wang y col., 2012; Jenum y col., 2016; Wang y col., 2016). En ganado 
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bovino, la medida combinada de CXCL10 e IFN-γ ha demostrado mejorar la sensibilidad de la 

detección de animales con tuberculosis bovina en estadios clínicos (Coad y col., 2019). Los 3 genes 

más infra-expresados en muestras de PB e ICV de animales con lesiones difusas fueron Proteína de 

unión a C4b de tipo alfa (C4b-binding protein alpha-like), Epiregulina (Epiregulin; EREG) y 

CXCL8/IL8. En nuestro estudio, tanto EREG como CXCL8/IL8 aparecen infra-expresados en PB e 

ICV de animales con lesiones difusas respecto a los controles. EREG pertenece a la a familia de los 

factores de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor; EGF) y, junto con el Factor de 

crecimiento similar al EGF de unión a heparina (Heparin Binding EGF Like Growth Factor; 

HBEGF), actúan como estimuladores mitogénicos mediante la unión a receptores EGF (EGFRs). La 

transactivación de los EGFRs conduce a la fosforilación y activación de MAPK8 que, a su vez, 

induce apoptosis (Luppi y col., 2007). Sin embargo, esta via de induccion de apoptosis estaria 

desactivada en el caso de los animales con lesiones difusas. 

Genes diferencialmente expresados en muestras de PB e ICV en animales infectados 

 Se detectaron cinco genes diferencialmente expresados y comunes a las muestras de PB y 

ICV, independientemente del tipo de lesión: CXCL8/IL8, APOLD1, Proteína 27 inducible por 

interferón α (Interferon α-inducible protein 27; IFI27), KIAA1324 like (KIAA1324L) y ArfGAP con 

dominio RhoGAP repetición de anquirina y dominio PH 2 (ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin 

repeat and PH domain 2; ARAP2). CXCL8/IL8, APOLD1, KIAA1324L y ARAP2 aparecían infra-

expresados en todas las combinaciones. Estudios previos han demostrado que la producción de 

CXCL8/IL8 se ve reducida en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con la 

enfermedad de Crohn en comparación con individuos sanos y también se ve reducida en 

macrófagos derivados de monocitos de vacas infectadas con Mycobacterium bovis respecto a 

animales no infectados (Gijsbers y col., 2004; Shukla y col., 2017). Dado que CXCL8/IL8 es una 

quimioquina responsable del reclutamiento de neutrófilos y de su activación mediante su unión al 

receptor CXCR3, la disminución en su expresión refleja una incapacidad del reclutamiento y 

activación de los neutrófilos durante la infección por MAP. Otras funciones biológicas que 

desempeña CXCL8/IL8 y que se verían inactivadas en el caso de la infección por MAP serían los 

procesos exudativos, granulocitofilia, degranulación de los neutrófilos, respuesta respiratoria y 

movilización del calcio intracelular. La estimulación de la producción de CXCL8/IL8 depende 

fundamentalmente de la unión de EGF a los EGFRs que activan la MAPK8 (Itoh y col., 2005). Sin 

embargo, estos procesos se encontraban infra-expresados en muestras de animales con lesiones 

focales y difusas en relación a los animales control. 



6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1.3. Análisis de GOs 

 Mientras que en muestras de PB de animales con lesiones focales no se detectó ninguna 

GO sobre-expresada, en muestras de PB de animales con lesiones difusas se identificaron 11, de las 

cuales 5 eran BP, 4 eran CC y 2 eran MF. Los 5 BP identificados estaban directamente relacionados 

con la respuesta inmune: eliminación de células de otros organismos (GO:0031640), respuesta 

defensiva (GO:0006952, GO:0050832), respuesta inmune (GO:0006955) y regulación positiva de la 

quimiotaxis de los neutrófilos (GO:0090023).  

 En muestras de ICV de animales con lesiones focales y de animales con lesiones difusas, se 

identificaron 83 y 80 GO enriquecidas, respectivamente. En ICV de animales con lesiones focales, 

las cinco GO más enriquecidas fueron: respuesta celular a estímulos dañinos para el DNA 

(GO:0006974), transporte de proteínas (GO:0015031), procesos del sistema inmune (GO:0002376), 

reparación del DNA (GO:0006281) y quimiotaxis de los neutrófilos (GO:0030593). En el caso de 

los animales con lesiones difusas, 3 de las 5 ontologías génicas más enriquecidas en ICV estaban 

relacionadas con la respuesta inmune innata (GO:0045087), la respuesta inflamatoria 

(GO:0006954) y procesos del sistema inmune (GO:0002376). Las GOs relacionadas con la 

respuesta defensiva (GO:0006952) y la respuesta inmune (GO:0006955) aparecían enriquecidas 

tanto en PB como en ICV de los animales que presentaban lesiones difusas. Los genes 

diferencialmente expresados incluidos en la GO:0006952 eran CXCL8/IL8, CXCL10, Catelicidina 6 

(Cathelicidin 6; CATHL6) y Defensina Beta 4A (Defensin Beta 4ª; DEFβ4A). Nuestros resultados 

revelaron que las quimioquinas CXCL8/IL8 y CXCL10 se regulaban de manera antagónicas en 

animales con lesiones difusas. CXCL8/IL8 está implicada en la quimiotaxis de los neutrófilos 

(GO:0030593), la respuesta defensiva (GO:0006952) y la respuesta inmune (GO:0006955). 

Mientras que CXCL8/IL8 aparecía infra-expresada en muestras de PB e ICV, CXCL10 se 

sobreexpresaba en ambas muestras de animales con lesiones difusas. Estas diferencias de expresión 

génica sugieren que estas quimioquinas desempeñan papeles diferentes en la infección por MAP. 

Mientras que CXCL8/IL8 recluta neutrófilos, basófilos y linfocitos T al punto de infección, 

CXCL10 atrae monocitos y linfocitos T mediante su unión con CXCR3. En la infección por MAP, 

al estar infra-expresada CXCL8/IL8, no se reclutan neutrófilos y no se resuelve la infección, 

mientras que CXCL10 recluta monocitos y linfocitos T que participan en la formación del 

granuloma característico de la infección por MAP. Siete de los genes diferencialmente expresados 

correspondientes a la GO:0006955 aparecían desregulados tanto en PB como en ICV de los 

animales con lesiones difusas incluyendo CCL14, Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 2 

(Ectonucleotide Pyrophosphatase/ Phosphodiesterase 2; ENPP2), Molécula CD36 (CD36 
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Molecule; CD36), CXCL8/IL8, Complejo mayor de histocompatibilidad bovina II (Bovine Mayor 

histocompatibility complex II ; BOLA-DQβ), la cadena pesada del MHC I y El 

ENSBTAG00000040323. De estos genes, ENPP2, CD36, CXCL8/IL8 y el BOLA-DQβ se 

encontraban infra-expresados en PB e ICV de los animales con lesiones difusas respecto a los 

controles. La expresión reducida del MHC II bovino provoca una disminución de la presentación de 

antígenos y de la activación de los linfocitos T colaboradores en la infección por MAP (Purdie y 

col., 2012). Nuestros resultados muestran una reducción en la expresión de los genes BOLA-DQβ y 

BOLA-DQB en la PB de los animales con lesiones focales y difusas, respectivamente. En las 

muestras de ICV de animales con lesiones focales aparecían infra-expresados los siguientes genes 

BOLA-DRα, BOLA-DMS, BOLA3 y BOLA-DOB, mientras que en la ICV de los animales con 

lesiones difusas se sobreexpresaban los genes BOLA-DRα, BOLA-DMB y BOLA-DMA lo que 

sugiere una activación de los linfocitos T colaboradores, presentación de antígenos y producción de 

anticuerpos  a medida que las lesiones son más severas.  

6.1.4. Análisis de rutas metabólicas 

 Estudios metabolómicos llevados a cabo en los últimos años, han establecido una clara 

diferencia entre animales infectados y no infectados con MAP en cuanto a metabolismo y balance 

energético en los estadios iniciales de la infección (De Buck y col., 2014). En nuestro estudio, no 

identificamos ninguna ruta metabólica enriquecida en muestras de PB, pero identificamos 3 rutas 

metabólicas enriquecidas en ICV de animales con lesiones focales: biosíntesis de N-glicano 

(map00510), metabolismo de purinas (map00230) y la ruta de reserva de carbono por folato 

(map00670). En concordancia con nuestros resultados, cambios en las concentraciones de N-

Glicanos, como la manosa, han sido observados en etapas iniciales de la infección por MAP (De 

Buck y col., 2014). Además, recientemente se ha propuesto que Mycobacterium tuberculosis 

manipula el metabolismo del N-glicano en macrófagos humanos (Hare y col., 2017).  

 El análisis de enriquecimiento funcional llevado a cabo con los genes diferencialmente 

expresados en ICV de animales con lesiones difusas mostró un enriquecimiento de la degradación 

de aminoácidos ramificados (valina, leucina e isoleucina) (map00280) y del metabolismo de purinas 

(map00230). La degradación de aminoácidos ramificados en estadios avanzados de la infección 

coincide con los fenómenos de malabsorción e hipoproteinemia que se dan en las fases avanzadas 

de la enfermedad (Sweeney, 2011). Nuestro análisis también identificó el metabolismo de las 

purinas como una ruta enriquecida en ICV de animales con lesiones independientemente del tipo de 

lesión. De acuerdo con estos resultados, un estudio previó observó un aumento de la concentración 

de ATP en monocitos bovinos infectados con MAP (Woo y col., 2009). Mediante el software 
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STRING, observamos que la ruta metabólica de secreción biliar (bta04976) aparecía enriquecida en 

ICV de animales con lesiones focales. En el caso de la ICV de animales con lesiones difusas, la ruta 

del colesterol y la ruta de absorción y digestión de vitaminas se encontraban enriquecidas. Johansen 

y col., demostraron que MAP es capaz de manipular el metabolismo lipídico del hospedador y 

favorecer la acumulación de colesterol en el interior de los macrófagos infectados, lo que a su vez 

favorecía la supervivencia intracelular de MAP (Johansen y col., 2019). En concordancia con 

nuestros resultados, Stabel y col., demostraron que los niveles de la 25-hidroxivitamina D3 eran 

significativamente más bajos en vacas con signos clínicos que en animales en estadios subclínicos o 

no infectados (Stabel y col., 2018). En conjunto, todos los resultados soportan la idea de que, los 

animales en fases avanzadas de la infección por MAP son incapaces de absorber y metabolizar la 

vitamina D3, lo que da lugar a emaciación y caquexia. 

6.1.5. Análisis de interacción proteína-proteína 

 El estudio de la interacción proteína-proteína llevado a cabo utilizando los genes 

diferencialmente expresados en muestras de PB de animales con lesiones focales detectó una 

asociación funcional HBEGF-CXCL8/IL8. Por otro lado, analizando los genes diferencialmente 

expresados en PB de animales con lesiones difusas se identificaron 11 asociaciones funcionales y 2 

redes de proteínas centradas en CXCL8/IL8 y en el gen Cadena alfa 2 del colágeno tipo I (Collagen 

Type I Alpha 2 Chain; COL1A2). COL1A2 aparecía asociado con el gen de la proteína ácida y rica 

en cisteína (Secreted Protein Acidic and Cysteine Rich; SPARC). Lin y col., observaron que la 

proteína SPARC se sobreexpresaba en monocitos derivados de macrófagos bovinos infectados con 

Mycobacterium bovis (Lin y col., 2015). SPARC, también conocida como osteonectina, es una 

proteína que se une al colágeno y que resulta necesaria para el desarrollo de estructuras de tipo 

granuloma en el curso de infecciones crónicas (Rotta y col., 2008). En nuestro análisis, SPARC y 

COL1A2 aparecían ambos sobre-expresadas en PB de animales con lesiones difusas, lo que sugiere 

que la expresión de ambas proteínas sería indicativa de mal pronóstico en los animales infectados 

con MAP. 

 Utilizando los genes diferencialmente expresados en muestras de ICV de animales con 

lesiones focales se detectaron 13 asociaciones funcionales, y una red de proteínas centrada en 

CXCL8/IL8. En muestras de ICV de los animales con lesiones difusas se observó una red centrada 

en MAPK8. MAPK8 aparecía infra-expresado en ICV de animales con lesiones focales y difusas 

respecto a los controles (log2fold= -1.7 y -2.1 respectivamente). Estos resultados confirman la 
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hipótesis de que la infección por MAP impide la activación de la vía MAPK8-CXCL8/IL8, lo que 

favorece la supervivencia de MAP y su posterior diseminación. 

6.1.6. RT-qPCR Log2fold 

 La validación de algunos de los genes que presentaban expresión diferencial en el RNA-

Seq se realizó mediante RT-qPCR. Para ello se seleccionaron ocho genes diferencialmente 

expresados, cuatro en sangre (ABCA13, DES, CXCL10/IL10 y CXCL8/IL8) y cuatro en válvula 

ileocecal (ITLN2, FABP6, HSPA6 y CXCL10). Los resultados fueron concordantes entre ambos 

análisis confirmándose la sobre o infra expresión de cada gen tal y como se puede observar en la 

figura 14. Los resultados fueron concordantes entre ambos análisis, de tal manera que cuando un 

gen se encontraba sobre o infraexpresado por RNA-Seq seguía la misma tendencia en el análisis por 

qRT-PCR (Figura 14). Se observó que la sensibilidad del RNA-seq era mayor que la del qRT-PCR 

ya que muchos de los genes cuya expresión era estadísticamente significativa entre animales con 

lesiones respecto a los controles por RNA-Seq no lo era por qRT-PCR. En el caso de las muestras 

de ICV, el HSPA6 mostró diferencias de expresión sgnificativas por RNA-Seq y qRT-PCR. El 

CXCL10 se encontraba diferencialemente expresado tanto en PB como en ICV de animales con 

lesiones difusas y las diferencias de expresión en relación al grupo control fueron significativas 

tanto por qRT-PCR como por RNA-Seq.  

 

Figura 22. Comparación de los niveles de expresión diferencial (log2fold) de los genes seleccionados mediante 

RNA-Seq (azul) y RT-qPCR (rojo). 
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6.1.7. Aplicaciones de los resultados del análisis RNA-Seq al diagnóstico de la PTB bovina 

 Nuestro estudio ha permitido identificar genes diferencialmente expresados en PB e ICV 

de animales infectados y con diversas lesiones asociadas a la PTB versus animales sin lesión. Las 

proteínas codificadas por estos genes del hospedador, pueden ser utilizadas como biomarcadores 

con aplicación en el desarrollo de nuevos test diagnósticos, vacunas y agentes terapéuticos. La 

detección de animales en estadios subclínicos empleando test diagnósticos basados en 

biomarcadores sobre-expresados en muestras de animales infectados, supondría una mejora en el 

control de la enfermedad sobre todo porque permitiría identificar a todos los animales infectados en 

una explotación con o sin clínica de PTB. En colaboración con el departamento de Sanidad Animal 

del SERIDA, la información proporcionada por nuestro estudio fue posteriormente utilizada para la 

puesta a punto y validación de ELISAs y nuevos métodos inmunohistoquímicos dirigidos a 

identificar animales con lesiones focales difícilmente detectables con los métodos tradicionales de 

diagnóstico de la PTB (Blanco-Vázquez y col., 2020, 2021, 2022). En el primer caso se 

seleccionaron 2 genes diferencialmente expresados en PB de vacas con lesiones focales, ABCA13 y 

Metalopeptidasa de la matriz 8 (Matrix Metallopeptidase 8; MMP8), y 3 genes diferencialmente 

expresados en PB de animales con lesiones difusas, Dominio LRAT que contiene 1(LRAT Domain 

Containing 1; FAM84A), SPARC y DES (Blanco-Vázquez y col., 2020). El potencial diagnóstico de 

estos biomarcadores se evaluó utilizando ELISAs comerciales diseñados para su detección en 

muestras de suero de animales infectados con distintas lesiones (N= 88) y animales no infectados 

(N= 67). El ELISA basado en el biomarcador ABCA13 (log2fold: 3,7 en PB de animales con 

lesiones focales) fue el que presentaba una mayor sensibilidad para la detección de animales 

infectados con lesiones focales (AUC: 0,837, sensibilidad: 79,25% y especificidad: 88,06%) y para 

la detección de animales con cualquier tipo de lesión (AUC 0,793, sensibilidad 69,41% y 

especificidad 86,57%). Los ELISAs basados en SPARC y MMP8 fueron los que mostraron mayor 

capacidad diagnóstica para la detección de animales con lesiones multifocales (AUC: 0,852) y 

difusas (AUC: 0,831), respectivamente. Estos resultados tan prometedores nos llevaron a solicitar 

una patente internacional que protegiera el uso del ABCA13 como método de diagnóstico 

  Por otro lado, Blanco-Vázquez y col., demostraron la utilidad de la ITLN2 como 

bioamarcador de la infección por MAP en muestras de ICV de animales infectados. Se detectó un 

aumento significativo de la media de células inmunomarcadas con anticuerpos anti-ITLN2 en cortes 

de tejido de vacas con lesiones focales (116,9 ± 113,9) respecto a vacas con lesiones multifocales 

(108,7 ± 140,5), difusas (76,5 ± 97,8) y respecto a vacas control sin lesiones (41,0 ± 81,3), lo que 

sugiere que la cuantificación de células secretoras de ITLN2 mediante inmunohistoquímica podría 



6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

111 
 

representar una buena herramienta diagnóstica post-mortem que mejoraría la identificación de 

animales con lesiones focales difícilmente detectables por análisis histopatológico (Blanco Vázquez 

y col., 2021).  

6.2. Identificación de loci asociados con la susceptibilidad a la PTB bovina y con la 

desregulación de la expresión de los genes MECOM, eEF1A2 y U1snRNA 

Estudios recientes que han utilizado la tecnología de secuenciación de ARN de nueva 

generación (RNA-Seq) han permitido comprender mejor los mecanismos moleculares implicados 

en la respuesta local y sistémica frente a la infección natural por MAP. Aunque los estudios 

transcriptómicos permiten conocer los genes y los mecanismos implicados en la respuesta a la 

infección por MAP, no revelan si existe una variación en la respuesta transcripcional entre 

individuos y cómo esto podría influir en el desencadenamiento o no de la enfermedad. En este 

estudio, se integraron los datos de expresión génica obtenidos por RNA-Seq y datos de genotipado 

del chip Euro G10K MD de Illumina, de 14 vacas infectadas por MAP en condiciones naturales 

utilizando un análisis de regresión lineal. El objetivo principal era identificar cis-eQTLs 

significativamente asociados a cambios en los niveles de expresión génica en muestras de PB y de 

ICV y su asociación con la susceptibilidad a la infección por MAP. Para comprobar si los cis-

eQTLs identificados afectaban no sólo a la expresión génica sino también al riesgo de PTB, se 

realizó un estudio de asociación caso-control utilizando los genotipos de todos los cis-eQTLs 

identificados y los datos fenotípicos de una población de 986 vacas sacrificadas y caracterizadas por 

PCR, cultivo y analisis histopatológico. Nuestro estudio la primera descripción sobre el papel de los 

cis-eQTLs en la regulación de la transcripción génica y la susceptibilidad a la infección por MAP. 

La introducción de estas nuevas variantes en los programas de selección asistida por marcadores 

podría tener un efecto relevante en el control de la PTB, al permitir seleccionar animales menos 

susceptibles a la infección por MAP. 

6.2.1. Identificación de cis-eQTLs 

Los animales incluidos en este estudio se caracterizaron mediante distintos test diagnósticos 

de PTB: ELISA, PCR, cultivo bacteriológico y análisis histopatológico tal y como se ha descrito 

para el estudio de RNA-Seq (Alonso-Hearn y col., 2019). Todos los animales control (N= 4) 

presentaban resultado negativo para todos los test diagnósticos utilizados. Por otro lado, los 

animales infectados presentaban diferentes tipos de lesiones: focales (N= 6) y difusas (N= 4). Para 

el presente estudio se utilizó el número de lecturas de genes procedentes de muestras de PB e ICV 

de cada animal y el genotipado de los animales obtenido con el chip MD EuroG10K Bead Chip de 

Illumina. Las lecturas individuales para cada muestra se cuantificaron utilizando el software 
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RSubread (Liao y col., 2013) y se normalizaron con el software DESeq2 (Love y col., 2014). La 

edad de los animales se incluyó como covariable en el análisis. En conjunto, el estudio incluye 

información de 54.609 SNPs y valores de expresión de 24.616 genes de 28 muestras. Se generó una 

base de datos genómico-transcriptómica integrada que se analizó mediante un modelo de regresión 

lineal con el software Matrix eQTL 2.2 (Shabalin, 2012). 

 Tras realizar el análisis de regresión lineal con Matrix eQTL 2.2, se identificaron 192 y 48 

cis-eQTLs asociados con la expresión de 145 y 43 genes en PB e ICV, respectivamente. Cabe 

destacar que solo uno de los cis-eQTLs identificados en este estudio (rs109604269; PFDR= 0,011) 

había sido previamente  asociado a la susceptibilidad a la infección por MAP (Gao y col., 2018). La 

mayoría de los cis-eQTLs identificados se encontraban en regiones intrónicas o intergénicas. El cis-

eQTL con el valor de P corregido más bajo (PFDR= 4.593 x 10
-14

) detectado en muestras de PB fue 

el rs109475758 que aparecía asociado con el gen Obscurina (Obscurin; OBSC), un gen altamente 

mutado en diversos tipos de cáncer. El genotipo heterocigoto para el rs109475758 (T/G) dio lugar a 

un aumento de la expresión del gen OBSC, mientras que el genotipo homocigoto dominante (T/T) 

se correlacionó con niveles bajos de expresión del gen. En muestras de ICV, el cis-eQTL más 

significativo identificado fue el rs41753850 que se asociaba con la expresión del gen 

Apolipoproteína A4 (Apolipoprotein A4; APO4) con un valor de PFDR= 8,413 x 10
-11

. El gen APO4 

codifica lipoproteínas de alta densidad (High density lipoprotein; HDL) circulantes y desempeña un 

papel importante en el transporte del colesterol y el metabolismo lipídico. El rs41753850 también 

aparecía asociado con la expresión del gen Apolipoproteína C3 (Apolipoprotein C3; APOC3), con 

un valor de PFDR= 0,0031. APOC3 desempeña un papel importante en la regulación del 

metabolismo de los triglicéridos y se ha considerado un componente principal de los quilomicrones 

y las lipoproteínas de muy baja densidad (Very low density lipoprotein; VLDL). En nuestro 

análisis, el genotipo heterocigoto del rs41753850 (C/A) se relacionó con mayores niveles de 

expresión de APOA4 y APOC3, mientras que el genotipo homocigoto dominante (C/C) se 

correlación con niveles más bajos de expresión de dichos genes.  

6.2.2. Estudios de asociación caso-control 

 Si los niveles de expresión de los genes regulados por los cis-eQTLs identificados tenían 

algún efecto en el riesgo a la PTB, se deberían poder detectar diferencias entre las variantes alélicas 

de estos cis-eQTLs y resultados de test diagnósticos de la PTB. En base a este concepto, llevamos a 

cabo un estudio de asociación caso-control utilizando los 235 cis-eQTLs identificados y datos de 

test diagnósticos para la PTB de 986 vacas frisonas sacrificadas en mataderos del País Vasco 

durante un periodo de 3 años. Entre los datos fenotípicos de estos animales se incluían los 
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resultados de ELISA, PCR y cultivo de tejidos y la presencia o no de lesiones asociadas a la PTB en 

muestras de tejido intestinal. Las asociaciones se analizaron con la función WGassociation de 

SNPassoc 1.9.2 bajo cinco modelos genéticos diferentes (codominante, dominante, recesivo, 

sobredominante y aditivo) (González y col., 2007), detectándose 3 SNPs significativamente 

asociados con fenotipos de PTB: rs43744169, rs110345285 y rs109859270. La presencia del alelo 

menor en el rs43744169 (T/C) estaba asociada con niveles más altos de expresión del gen MECOM, 

con la presencia de lesiones histopatológicas y con resultados positivos de ELISA, PCR y cultivo 

bacteriológico y con un mayor riesgo de padecer PTB clínica. Para el rs43744169, el OR con un 

intervalo de confianza (IC) del 95% bajo el modelo genético codominante para los genotipos T/C y 

C/C fue de 2,71 (IC del 95%: 1,50-4,88) y 5,36 (IC del 95%: 1,99-14,41), respectivamente. Estos 

resultados indicaron que la proporción de heterocigotos T/C y homocigotos recesivos C/C con un 

resultado positivo de ELISA, cultivo y PCR fue significativamente mayor en los casos en 

comparación con las vacas control. Según el modelo dominante, los genotipos T/C y C/C 

aumentaban el riesgo de PTB; OR = 2,98 (IC 95%: 1,70-5,24). En humanos se han identificado 

variantes alélicas relacionadas con el gen MECOM asociadas con la IBD (Naito y col., 2018). 

Variantes alélicas que resultan en expresión del gen MECOM se han relacionado con diferentes 

tipos de cánceres, incluyendo el cáncer colorrectal y la leucemia mieloide aguda (Glass y col., 2013; 

Fehringer y col., 2016). Estudios previos han demostrado que el gen MECOM actúa como un 

oncogén regulando rutas de señalización que conducen a una mayor proliferación tumoral (Yoshimi 

& Kurokawa, 2011). Estudios llevados a cabo en líneas celulares han demostrado el papel 

desempeñado por el MECOM en el control transcripcional del proto-oncogén c-Fos, el TGF-β y la 

ruta proliferativa de la proteína activadora 1 (AP1) (Tanaka y col., 1994). Por otro lado, el MECOM 

se une a las regiones promotoras de la mayoría de los genes implicados en la ruta JAK-STAT (Kiu 

& Nicholson, 2012). Un exceso de activación de JAK-STAT conduce a diversas patologías 

inflamatorias y hematopoyéticas. Algunos autores han sugerido que el gen MECOM se 

sobreexpresa en presencia de estímulos inflamatorios incluyendo la presencia de bacterias y que, 

mutaciones en dicho gen en ratones, aumentarían la susceptibilidad a infecciones bacterianas (Hood 

y col., 2016). Otra de las funciones del gen MECOM es la de regular la respuesta inflamatoria 

mediada por el factor nuclear kappa β (NF-κβ) (Xu y col., 2012). El NF-κβ es un factor crítico en la 

respuesta inmune del intestino frente a patógenos y un promotor de la inflamación asociada a 

carcinomas en el tracto gastrointestinal (Sun y col., 2014). Nuestros resultados sugieren que la 

presencia del alelo menor en el cis-eQTL regulador de la expresión del gen MECOM podría 

provocar una respuesta pro-inflamatoria exacerbada mediada por NF-κβ que, al ser mantenida a lo 

largo del tiempo, agravaría la lesión tisular provocada por la infección por MAP. Esto estaría en 
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concordancia con los resultados obtenidos por Kiser y col. que identificaron asociaciones entre 7 

genes de la ruta del NF-κβ (Fosfatasa de doble especificidad 10, Dual Specificity Phosphatase 10 

(DUSP10); Inhibidor de la subunidad beta de la quinasa del factor nuclear Kappa B, Inhibitor Of 

Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit Beta (IKBKB), Subfamilia de receptores nucleares 4 

Grupo A Miembro 1; Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A Member 1 (NR4A1), Proteína Kinasa 

C alfa , Protein Kinase C Alpha (PRKCA); Familia de transportadores de solutos 2 miembro 5, 

Solute carrier family 2 member 5 (SLC2A5); Factor de crecimiento transformante Beta 2, 

Transforming Growth Factor Beta 2 (TGFB2) y Subunidad reguladora de la fosfoinositida-3-

kinasa 1, Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 1 (PIK3R1)) y la infección por MAP en 

dos poblaciones de vacas frisona mediante cultivo bacteriológico de tejido intestinal (Kiser y col., 

2018). 

 El estudio caso-control identificó un segundo cis-eQTL, rs10345285 (T/C), asociado con la 

expresión del gen eEF1A2 y con niveles de anticuerpos anti-MAP medidos por ELISA. 

Concretamente, el genotipo heterocigoto para el cis-eQTL-rs110345285 (T/C) se asoció con la 

mayor expresión de eEF1A2 en relación a las vacas con el genotipo homocigoto dominante (T/T) 

(PFDR= 1,23 x 10
-10

). De acuerdo a los modelos codominante y recesivo, se observaron valores 

superiores de OD del ELISA asociados con el genotipo homocigoto menos frecuente (C/C) en el 

rs10345285 (OD= 80) cuando se comparaba con vacas con el genotipo homocigoto dominante 

(T/T) (OD = 0,29) o con el genotipo heterocigoto (T/C) (OD= 0,26). El eEF1A2 es un factor 

implicado en la síntesis de proteínas y con funciones anti-apoptóticas, migratorias y pro-

metastásicas en el desarrollo de procesos tumorales (Sun y col., 2014; Liu y col., 2017). Estudios 

mecanísticos revelaron que las vías de señalización PI3K/Akt /NF-κβ y JAK/STAT desempeñan un 

papel importante en la mediación de los efectos del eEF1A2 (Li y col., 2010). La expresión del gen 

eEF1A2 está asociado con la formación de filopodia que desempeñan un papel importante en 

procesos de migración celular e invasión (Amiri y col., 2007). Altos niveles de expresión del 

eEF1A2 se asocian con la severidad y probabilidad de desarrollar metástasis de diferentes cánceres, 

así como con algunos casos de mieloma múltiple, una neoplasia de células plasmáticas en humanos 

(Lee & Surh, 2009). Además, eEF1A2 es capaz de bloquear la apoptosis y favorecer la replicación 

vírica (Abbas y col., 2015). En este contexto, nuestro estudio sugiere que las vacas infectadas con 

MAP portadoras del alelo de riesgo para el rs10345285 (C) exhibirían niveles elevados de eEF1A2 

que reducirían su supervivencia respecto a aquellos animales que no lo expresen. 

 El estudio caso-control también identificó una asociación significativa entre el cis-eQTL 

rs109859270 (C/T) y la presencia de lesiones histopatológicas asociadas a la PTB. El genotipo 
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heterocigoto para el cis-eQTL-rs109859270 (C/T) localizado en el BTA8 se asoció con mayores 

niveles de expresión del U1 (PFDR= 0,0068). Bajo el modelo genético dominante, el OR para los 

genotipos C/T y T/T respecto al genotipo C/C fue de 1.64 (95% IC, 1.24-2.16), lo que indica que la 

proporción de animales con una o dos copias del alelo menor era significativamente superior en 

aquellos animales con presencia de lesiones asociadas a la PTB cuando se comparaban con 

animales control. El gen U1 forma parte del complejo spliceosoma que incluye a los U1, U2, U4, 

U5 y U6 uridyl-rich small nuclear RNPs (snRNPs) (Nilsen, 2003; Wahl y col., 2009). El U1 snRNP 

juega un papel esencial en definir el punto de inicio 5´de splicing. Aparte de sus funciones en el 

splicing, el U1snRNP también protege a los pre-RNAm de una terminación y ruptura prematura en 

sitios de poliadenilación alternativos (Premature cleavage and polyadenylation; PCPA), habiéndose 

observado este fenómeno en células inmunes, neuronales y cancerígenas activadas (Kaida y col., 

2010). Alteraciones en el U1 pueden provocar defectos en el splicing de los pre-mRNA, los que 

constituye la causa de numerosas enfermedades (Faustino & Cooper, 2003). Las células de los 

mamíferos requieren que los niveles de expresión del gen U1 se mantenga en un rango determinado 

para prevenir la terminación prematura de los transcritos vía PCPA (Cheng y col., 2017). En 

macrófagos humanos, la sobreexpresión del U1 snRNA se asocia con una disfunción de la fusión 

del autofagosoma-lisosoma (Cheng y col., 2018). Estudios recientes han demostrado que la 

infección de macrófagos humanos con Mycobacterium tuberculosis da lugar a importantes 

alteraciones de los mecanismos normales de splicing del hospedador (Kalam y col., 2017, 2018). 

Además, dos genes relacionados con la funcionalidad de los macrófagos: Gen de diferenciación de 

monocitos a macrófagos (Monocyte to macrophague differentiation gene; MDM) y el Adenosina 

desaminasa (Adenosine Deaminase; ADA) sufrirían diferentes procesos de splicing en el íleon de 

animales infectados con MAP en relación a los animales controles, sugiriendo un posible 

mecanismo mediante el cual MAP escaparía de la respuesta inmune del hospedador (Liang y col., 

2016). Nuestros resultados sugirieron que el genotipo heterocigoto para el rs109859270 (C/T) daría 

lugar a mayores niveles de expresión del U1 snRNA, a alteraciones en el proceso de splicing y 

aumentaría la probabilidad de desarrollar lesiones asociadas a la PTB. Por el contrario, el genotipo 

homocigoto dominante (C/C) mantendría los niveles de expresión de U1 snRNA en un rango 

restringido asociándose con un riesgo de infección más controlado. Aunque nuestro estudio sugiere 

que la infección con MAP provocaría cambios significativos en los procesos de splicing de los 

animales infectados, se necesitan estudios mas específicos que permitan comprender las posibles 

alteraciones de los mecanismos del splicing que tienen lugar tras la infección por MAP.  
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 En general se puede concluir que, la presencia de los alelos menores para el rs43744169 y 

el rs109859270 aumentó el riesgo de PTB, por lo que la selección en contra de los alelos menores 

del rs43744169 y el rs109859270 podría reducir el riesgo de PTB. 

6.2.3. Validación funcional del cis-eQTL-rs43744169 

 Dado que nuestros resultados indicaban que el MECOM juega un papel crítico en la 

progresión a la PTB clínica y dado que el rs43744169 regulador de este gen se asociaba con un 

número mayor de fenotipos de PTB que los otros dos cis-eQTLs identificados,  se decidió priorizar 

el cis-eQTL-rs43744169 para validarlo en ensayos funcionales. Concretamente, el genotipo 

heterocigoto (T/C) para el cis-eQTL-rs43744169 se asoció con mayores niveles de expresión del 

gen MECOM (PFDR= 0,00003). Utilizando un ELISA cuantitativopara la detección del MECOM 

bovino, analizamos los niveles de MECOM en muestras de plasma de vacas con lesiones focales y 

con los tres genotipos para el rs43744169 (T/T, T/C, C/C). El genotipo heterocigoto (T/C) y el 

homocigoto recesivo (C/C) se asociaron con una expresión significativamente mayor de la proteína 

MECOM (19,60 y 8,62 ng/ml, respectivamente) en comparación con la concentración de MECOM 

en muestras de plasma de vacas con el genotipo homocigoto dominante (T/T, 3,90 ng/ml). Este 

resultado confirmó que los aumentos de expresión del gen MECOM se correlacionaban con niveles 

más altos de expresión de la proteína. 

 La asociación entre la susceptibilidad a la infección por MAP y los genotipos del cis-

eQTL-rs43744169 (T/T y T/C) se confirmó también mediante un ensayo de supervivencia 

intracelular de MAP en macrófagos derivados de monocitos (MDM). Para este ensayo, se aislaron 

MDMs de sangre periférica de vacas frisonas no infectadas y con los genotipos cis-eQTL-

rs43744169 T/T (N= 8) y T/C (N= 8) y se infectaron in vitro con una cepa virulenta de MAP (cepa 

K10). La carga bacteriana (log de formación de colonias, log CFU) a las 2 h y a los 7 días post-

infección se calculó tal y como se ha explicado en el punto IV.2.8. Los MDMs de animales con el 

genotipo dominante T/T fueron capaces de fagocitar mayor cantidad de MAP a las 2 h p.i. (P= 

0,0031) y también se asociaban con una mayor eliminación de MAP a los 7 días post-infección en 

comparación con el genotipo heterocigotoT/C (P= 0,020). Estos resultados sugieren un efecto 

significativo del genotipo heterocigoto cis-eQTL-rs43744169 sobre la supervivencia bacteriana 

dentro de los macrófagos y confirman que las variantes alélicas en cis-eQTLs modulan la 

susceptibilidad a la infección por MAP. Además, nuestros resultados demostraron por primera vez 

que la variación de la respuesta de los macrofafos a la infección y superviviencia intracelular de 

MAP tiene un componente genético que merece ser explorado en profundidad en estudios 

posteriores. 
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6.3. Identificación de regiones genéticas asociadas a la susceptibilidad a la infección por MAP 

en ganado bovino utilizando combinaciones de test diagnósticos y datos de genotipo imputado 

a secuencia completa  

El objetivo principal de este estudio fue calcular la varianza y las estimas de h
2
 e identificar 

QTLs y genes candidatos asociados a la infección por MAP en vacas frisonas españolas (N= 983), 

utilizando combinaciones de resultados de varios test diagnósticos y datos de genotipado imputados 

a WGS. Este GWAS es único en cuanto a la definición de casos y controles mediante la 

combinación de diferentes técnicas diagnósticas incluyendo el ELISA para la detección de la 

respuesta humoral frente a MAP y la PCR y el cultivo para la detección de la bacteria en muestras 

de tejido intestinal. La combinación de los test diagnósticos en la que los positivos a todos los test 

eran casos y los negativos a todos los test eran controles (+/-), se utilizó para aumentar la 

sensibilidad diagnóstica. Además, el tamaño de la población estudiada (N= 983) era mayor que el 

utilizado en estudios previos llevados a cabo con el EuroG MD BeadChip en el que los casos se 

definían como positivos a PCR y Cultivo de tejidos (N= 459) y no se incluían resultados de ELISA 

(Kiser y col., 2017). Aunque existe un estudio previo que combina datos obtenidos de dos GWAS 

para identificar loci asociados a la infección por MAP en tejidos y a la respuesta humoral a la 

infección (Minozzi y col., 2012), nuestro estudio es el primero en comparar la genética asociada con 

combinaciones de resultados de test diagnósticos antemortem y postmortem utilizando WGS. 

6.3.1. Animales y diagnóstico de PTB 

Los 983 animales empleados en este estudio fueron caracterizados para la PTB mediante test 

serológicos y microbiológicos: ELISA para la detección de anticuerpos anti-MAP y PCR y cultivo 

de tejidos para la detección de MAP (Vázquez y col., 2014a). La frecuencia de animales positivos a 

ELISA, PCR y cultivo en la población de estudio fue de 7,12, 15,26 y 27,62%, respectivamente. 

Además también se tuvieron en cuenta los valores de OD obtenidos mediante ELISA cuyos valores 

oscilaban entre 0,028 y 3,108. La media en los animales con resultado negativo de ELISA era de 

0,178±0,16 y en los animales positivos a ELISA 1,882±0,80. MAP se detectó mediante cultivo de 

tejidos y PCR en la mayoría de los animales positivos al ELISA: 80% y 84%, respectivamente. 

6.3.2. Componentes de la varianza y estimas de la heredabilidad 

 Las 983 vacas incluidas en este estudio se genotiparon con el Bovine MD SNP50 Bead 

Chip, y los genotipos correspondientes se imputaron a WGS utilizando la población de referencia 

del proyecto 1.000 Bulls genomes. En total, se identificaron 33,77 millones de SNP por animal en 

todo el genoma. En la población incluida en nuestro estudio, los componentes de la varianza y las 

estimas de la heredabilidad calculadas empleando un modelo linear mixto fueron moderadas, entre 
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0,054 y 0,139 dependiendo del test diagnóstico o combinación de test diagnósticos empleados. 

Estudios previos estimaron que la susceptibilidad a la infección por MAP es un carácter heredable 

con estimas de heredabilidad que oscilan entre valores inferiores a 0,01 (Koets y col., 2000) a 0,28 

(Küpper y col., 2014). Estos datos son comparables a la heredabilidad moderada estimada para la 

tuberculosis bovina (h
2
= 0,12) (Ring y col., 2019).  

 Cuando se consideró el ELISA como un fenotipo binario (positivo/negativo) se obtuvieron 

estimas de h
2
 más altas (h

2
= 0,075) en comparación con las estimaciones de h

2 
de la OD del ELISA 

(h
2
= 0,057). Se observó que la combinación de diversos test diagnósticos incrementaba la estima de 

heredabilidad, obteniendo los valores de h
2
 más elevados cuando se utilizaba la combinación de 

ELISA-PCR-Cultivo positivo respecto a ELISA-PCR-Cultivo negativo (+/-) (h
2
= 0,139), seguido 

del cultivo de tejidos (h
2
= 0,101), el ELISA-cultivo de tejidos (h

2
= 0,099), el cultivo de tejidos-PCR 

de tejidos (h
2
= 0,086) y la PCR de tejidos-ELISA (h

2
= 0,081). A excepción del cultivo de tejido 

(h
2
= 0,101), la baja heredabilidad obtenida para el resto de los test diagnósticos cuando se 

analizaban de manera individual puede explicarse por la falta de sensibilidad de estos métodos para 

la detección de animales en estadios subclínicos de la infección por MAP (falsos negativos). 

Mientras que las vacas que presentan resultado positivo a ELISA, PCR o cultivo son con total 

seguridad animales infectados, los animales que presentan un resultado negativo a dichos test 

pueden suponer falsos negativos, no haber estado expuestos a MAP o ser animales resistentes a la 

enfermedad. Mientras que un resultado positivo siempre está asociado con la susceptibilidad a la 

PTB, un resultado negativo no siempre implica resistencia.  

6.3.3. Identificación de SNPs significativos mediante GWAS 

 Para explorar la base genética del hospedador en relación a la infección por MAP, se llevó 

a cabo un análisis de tipo GWAS utilizando datos de genotipado imputados a secuencia completa y 

combinaciones de test diagnósticos que presentasen estimas de heredabilidad superiores a 0,08. Los 

fenotipos que mostraron SNPs con una h
2
 ≥ 0.08 fueron las combinaciones de ELISA-PCR-Cultivo, 

ELISA-Cultivo y ELISA-PCR. Tras la corrección del valor de P (PFDR ≤0,05) los SNPs se 

clasificaron como moderadamente asociados a la PTB si presentaban valores de P entre 5×10
-5

 y 

5×10
-7

, y como altamente asociados si el valor de P era inferior a 5×10
-7

. En las combinaciones 

fenotípicas estudiadas con h
2 

mayor de 0,08, los SNPs más significativos se localizaban en el 

cromosoma BTA23 y la mayoría de los SNPs altamente asociados se ubicaban en regiones 

intrónicas.  
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 Considerando la combinación ELISA-Cultivo, el análisis reveló 4.309 y 238 SNPs 

moderada y altamente asociados con esta combinación, respectivamente. Por otro lado, se 

identificaron 3.440 y 159 SNPs moderada y altamente asociados a la combinación ELISA-PCR-

Cultivo (+/-). En esta combinación, los animales se consideraban casos cuando presentaban 

resultado positivo a todos los test diagnósticos y controles cuando presentaban resultado negativo a 

todos ellos. Los OR de los SNPs altamente asociados a dicha combinación fueron superiores a 1, lo 

que indica que los animales portadores del alelo menor presentan mayor probabilidad de resultar 

positivos a ELISA, PCR y cultivo bacteriológico. 

6.3.4. Identificación de QTLs y genes candidatos 

 En total se identificaron 12 QTLs asociados a la susceptibilidad a la infección por MAP (P 

≤ 5 × 10
-7

) en 8 cromosomas (BTA4, BTA5, BTA11, BTA12, BTA14, BTA23, BTA24 y BTA28). 

De estos 12 QTLs, 3 localizados en BTA5 y BTA23 aparecían asociados a la infección por MAP en 

todas las combinaciones de fenotipos analizadas, mientras que los 2 QTLs localizados en los 

cromosomas BTA11 y BTA28 estaban específicamente asociados con la combinación ELISA-

Cultivo y un QTL localizado en el BTA12 estaba específicamente asociado con la combinación 

ELISA-PCR. Utilizando la combinación ELISA-PCR de tejidos, identificamos el QTL más grande 

(4,12 Mb) en el BTA5. Utilizando la combinación ELISA-PCR de tejidos, identificamos el QTL 

más grande (4,12 Mb) en el BTA5. Los 159 SNPs asociados con el fenotipo con mayor h
2
, ELISA-

PCR-cultivo de tejidos (+/-), se localizaban en 5 QTLs que se distribuían en los BTA5 y BTA23. El 

BTA23 albergaba 4 de los 5 QTLs. Los dos QTLs que albergaban el mayor número de SNP 

significativamente asociados estaban localizados en el BTA23 (15,09-16,86 y 18,81-22,95 Mb). 

 Se identificaron genes candidatos en todos los QTLs excepto en uno de los QTLs 

localizados en el BTA4 (108,1-109,2 Kb). Para la combinación de fenotipos de mayor h
2
 (ELISA-

PCR-Cultivo (+/-), se detectaron 114 genes candidatos, 25 de los cuales localizados en el BTA23. 

Los genes candidatos identificados en este estudio son nuevos en el sentido de que no han sido 

asociados con el riesgo a la PTB anteriormente, aunque algunos de estos genes sí que han sido 

previamente asociados a la mastitis o a la tuberculosis bovina.  

 Comparando estos resultados con las bases de datos disponibles (www.animalgenome.org) 

observamos que los QTLs identificado en los BTA23 (18.81-22.95Mb), BTA24 (45.72-46.72Mb) y 

BTA12 (67.71-68.71Mb) coincidían con cuatro regiones previamente descritas como asociadas a la 

susceptibilidad a la PTB: QTL14876, QTL166685, QTL139831 y QTL211947 (Kirkpatrick y col., 

2011; Del Corvo y col., 2017; Gao y col., 2018; Sanchez y col., 2020). Nuestros datos confirman 

http://www.animalgenome.org/
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que genes presentes en estas regiones como el Receptor acoplado a la proteína G de adhesión F1 

(Adhesion G protein-coupled receptor F1; ADGRF1), Receptor acoplado a la proteína G de 

adhesión F1 (Adhesion G protein-coupled receptor F5; ADGRF5), Miembro de la superfamilia de 

receptores del TNF 21 (TNF receptor superfamily member 21; TNFRSF21), Defensina β110 

(defensin β110; DEFB110) y Defensina β114 (defensin β114; DEFB114) están asociados con la 

infección por MAP. Estudios previos han demostrado que las defensinas β son moléculas efectoras 

de mucha importancia en la defensa del hospedador frente a la infección por MAP que son 

rápidamente movilizadas por el epitelio intestinal (Stolzenberg y col., 1997). ADGRF1 y ADGRF5, 

también conocidos como GRP110 y GRP116, son receptores de la proteína G que tienen un 

importante papel regulador en la progresión y el desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias 

en humanos, incluyendo la enfermedad inflamatoria intestinal, el carcinoma hepatocelular, el cáncer 

de pulmón, el cáncer gástrico, el cáncer de próstata, el glioma y el cáncer colorrectal (Ma y col., 

2020). Por otro lado, el TNFRSF21 es miembro de la familia TNF/TNFR y juega un papel crítico en 

el reconocimiento de patógenos, la respuesta inmune, la inflamación y la progresión tumoral 

(Locksley y col., 2001; Strilic y col., 2016). La proteína codificada por este gen activa el factor NF-

κβ y la MAPK-8 e induce la apoptosis celular. Fang y col., demostraron que los niveles de 

TNFRSF21 aumentaban de manera significativa en leucocitos de sangre periférica de vacas con 

mastitis lo que subraya su importancia en la regulación de la inflamación en los procesos de mastitis 

en bovinos (Fang y col., 2017). Aunque el TNFRSF21 no se ha asociado con el riesgo a PTB, se 

sabe que otros miembros de la superfamilia de receptores del TNF, como el TNFRSF18 y el 

TNFRSF4, estimulan la respuesta inmunitaria mediada por células Th1 y se han identificado 

previamente como genes candidatos asociados a la PTB (Mallikarjunappa y col., 2018b). Más 

recientemente, el papel del TNFRSF21 en la regulación de la susceptibilidad a la mastitis se ha 

descubierto mediante un análisis GWAS y análisis post-transcripcional (Fang y col., 2017). Varios 

QTLs asociados a la PTB identificados en el presente estudio se localizaban en regiones 

previamente asociadas a la mastitis: QTL30823, QTL30824, QTL30825, QTL30826, QTL161601 y 

QTL65863 (Wojdak-Maksymiec y col., 2013; Tiezzil y col., 2015; Fang y col., 2017; Cai y col., 

2018; Yang y col., 2019). En la tabla XV se muestran los QTLs identificados en el presente estudio 

que son coincidentes con los ya descritos para otros caracteres relacionados como los niveles de 

IgG, la resistencia a garrapatas, la susceptibilidad a la tuberculosis bovina, a la mastitis, a la PTB, la 

duración de la vida productiva, el índice de células somáticas y la carga de nematodos 

gastrointestinales. 
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 Otros genes candidatos identificados en el BTA23 (18.81-22.95Mb) incluían genes 

implicados en procesos de splicing (U6), invasión y migración tumoral: Canal intracelular de cloro 

5 (Chloride Intracellular Channel 5; CLIC5), Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 4 

(Ectonucleotide Pyrophosphatase/ Phosphodiesterase 4; ENPP4) y Ectonucleótido 

pirofosfatasa/fosfodiesterasa 5 (Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 5; ENPP5)) y 

en la regulación del calcio (Factor nuclear de calcineurina de las células T activadas, Calcineurin 

nuclear factor of activated T cells; RCAN2). Esta región coincidía con QTLs asociados a la 

infección por Mycobacterium bovis en un estudio GWAS multirraza llevado a cabo con ganado 

Charolés, Limusin y Frisón (BTA23:19.44-22.72Mb) (Ring y col., 2019). En esta región se localiza 

el gen RCAN2 que es responsable de la regulación de la calcineurina 2. Se ha descrito que la 

activación de la calcineurina favorece la supervivencia de Mycobacterium tuberculosis al prevenir 

la maduración del fagocito, proceso imprescindible para la destrucción de la bacteria intracelular 

(Trimble & Grinstein, 2007). Nuestros resultados, junto con otros de estudios previos, sugirieron 

que la regulación de la calcineurina 2 desempeña un papel fundamental en la susceptibilidad tanto a 

la tuberculosis bovina como a la PTB. Además, un segundo QTL identificado en el BTA23 (18,8-

20,9kb) coincidía con otro QTL asociado con la tuberculosis bovina: QTL96552 (Richardson y col., 

2016). 

 Varios de los genes candidatos identificados en otros QTLs eran reguladores 

transcripcionales: Caja de horquilla P4 (Forkhead Box P4; FOXP4), Factor de transcripción EB 

(Transcription factor EB; TFEB), LIM/homeoboxproteína (LIM/homeoboxprotein; LHX6) y la 

Subunidad 20 del complejo mediador (Mediator Complex Subunit 20; MED20). El TFEB es un 

regulador de la biogénesis lisosomal, autofagia, exocitosis lisosomal, catabolismo lipídico, 

metabolismo energético y de la respuesta inmune frente a patógenos intracelulares incluyendo 

Mycobacterium tuberculosis (Kim y col., 2017). La autofagia es un proceso de degradación 

lisosomal intracelular implicado en respuestas inmunes innatas y adaptativas que contribuye a la 

defensa del animal frente a diferentes patógenos intracelulares. Entre los factores de transcripción 

implicados en la autofagia, el TFEB es crítico para la activación de dicho proceso. En nuestro 

estudio se identificaron también, diversos genes candidatos potencialmente asociados a la infección 

por MAP que estaban implicados en procesos de splicing, incluyendo el U6 spliceosomal RNA y el 

7SKRNA.  

 Los genes candidatos identificados en nuestro estudio también fueron contrastados con 

otras bases de datos de genes asociados con la enfermedad de Crohn, la enfermedad inflamatoria 

intestinal y el cáncer colorrectal. Cinco de los genes candidatos identificados: TNFRSF21, 
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ADGRF1, FOXP4, Cyclina D3 (Cyclin D3; CCND3) y Proteína transmembrana 117 

(Transmembrane protein 117; TMEM117), se habían asociado previamente con la enfermedad 

inflamatoria intestinal (Kakuta y col., 2018). FOXP4 y CCND3 también han sido asociados a la 

enfermedad de Crohn. Un estudio de asociación reciente, ha identificado un locus de riesgo cercano 

al TFEB asociado a la susceptibilidad al cáncer colorrectal (Law y col., 2019). 

 Utilizando los genes candidatos identificados en nuestro estudio, no se pudo encontrar 

ninguna ruta metabólica enriquecida asociada a la susceptibilidad a la PTB. Sin embargo, varios de 

los genes candidatos identificados aparecían en la base de datos Innate DB con importantes 

funciones de inmunidad innata descritas: Receptor desencadenante expresado en células mieloides 

1  y 2 (Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 y 2; TREM1 y TREM2), Receptor 

desencadenante expresado en células mieloides parecido a 1 y 2 (Triggering receptor expressed on 

myeloid cells like 1 y 2; TREML1 y TREML2), Regulador de la señalización del FGF de la cubierta 

3 (Canopy FGF signaling regulator 3; CNPY3), Subunidad reguladora de la proteína fosfatasa 2 

B'Delta (Protein phosphatase 2 regulatory subunit B´Delta; PPP2R5D), Proteína secretora rica en 

cistina 3 (Cystine rich secretory protein 3; CRISP3), Anoctamina 6 (Anoctamin 6 (ANO6), Proteína 

inhibidora de STAT2 activada (Protein inhibitor of activated STAT2; PIAS2), Proteína de 

interacción DAB2 (DAB2 interacting protein; BAB2IP) y MAPK8. 
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Tabla XIX. QTLs descritos para otros caracteres bovinos coincidentes con los identificados en el estudio GWAS llevado a cabo con diferentes combinaciones 

de test diagnósticos 

Fenotipo BTA QTL inicio 

(bp) 

QTL final 

(bp) 

Niveles de IgG Resistencia a 

garrapatas 

Susceptibilidad 

tuberculosis 

bovina 

Mastitis Susceptibilidad 

MAP 

Longitud de 

vida 

productiva 

Índice de 

células 

somáticas 

Carga de 

nematodos 

gastrointestinales 

ELISA 

+PCR tejido 

+Cultivo 

tejido (+/-) 

23 15,060,376 16,864,597 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221,QTL:66216, 
QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

QTL:164941     

        
23 18,812,221 20,933,699 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221,QTL:66216, 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219, 
QTL:20494 

QTL:164941, 

QTL:164939, 

QTL:164940 

QTL:167749 , 

QTL:167692 

QTL:30823, 

QTL:30824, 

QTL:30825, 
QTL:30826 

QTL:166685 QTL:52147 QTL:52152 

  
23 21,898,408 22,958,623 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221,QTL:66216, 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

QTL:12223     

        
23 11,332,059 14,196,234 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221, QTL:66216, 
QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

      

        
5 35,035,017 36,111,179         

    QTL:2659   

ELISA+ 

PCR tejido+ 

Cultivo 
tejido (+/ ) 

23 18,812,221 20,933,699 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 
QTL:66218, QTL:66221, QTL:66216, 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219, 

QTL:20494 

QTL:164941, 
QTL:164939, 

QTL:164940 

QTL:167749, 
QTL:167692 

QTL:30823, 
QTL:30824, 

QTL:30825, 

QTL:30826 

QTL:166685 QTL:52147 QTL:52152 

  
23 21,898,408 22,958,623 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221, QTL:66216, 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

QTL:12223     

        
23 15,094,386 16,094,386 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221,QTL:66216, 
QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

QTL:164941     

        
23 13,196,234 14,196,234 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221,QTL:66216 , 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

      

        
4 105,958,204 106,999,289         

        
4 108,183,737 109,219,627         

        
5 35,035,017 36,331,608   QTL:9915     

    QTL:2659   
14 74,743,059 75,743,059         

    

QTL:178142

, 

QTL:178364   
24 45,728,397 46,728,397         

      QTL:12025 

 



 

Fenotipo BTA QTL inicio 

(bp) 

QTL final 

(bp) 

Niveles de IgG Resistencia a 

garrapatas 

Susceptibilidad 

tuberculosis 

bovina 

Mastitis Susceptibilidad 

MAP 

Longitud de 

vida 

productiva 

Índice de 

células 

somáticas 

Carga de 

nematodos 

gastrointestinales 

ELISA+ 
Cultivo 

tejido (+/ ) 

23 18,812,221 20,933,699 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 
QTL:66218, QTL:66221, QTL:66216, 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219, 

QTL:20494 

QTL:164941, 
QTL:164939, 

QTL:164940 

QTL:167749, 
QTL:167692 

QTL:30823, 
QTL:30824, 

QTL:30825, 

QTL:30826 

QTL:166685 QTL:52147 QTL:52152 

  
23 21,898,408 22,901,993 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221, QTL:66216, 
QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

QTL:12223     

        
23 15,094,386 16,094,386 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221, QTL:66216, 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

QTL:164941     

        
11 91,785,241 93,618,888         

    

QTL:177695, 
QTL:177762, 

QTL:177778, 

QTL:177818, 
QTL:178139, 

QTL:177898, 

QTL:177790   
5 35,035,017 36,331,608   QTL:9915     

    QTL:2659   
28 42,484,673 43,484,698         

        
14 74,743,059 75,743,059         

    
QTL:178142, 

QTL:178364   
4 105,958,204 106,999,289         

        

ELISA+ 

PCR tejido  

(+/ ) 

23 18,812,221 22,958,623 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 
QTL:66218, QTL:66221, QTL:66216, 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219, 

QTL:20494 

QTL:164941, 
QTL:164939, 

QTL:164940, 

QTL:12223 

QTL:167749 , 
QTL:167692 

QTL:30823, 
QTL:30824 , 

QTL:30825, 

QTL:30826 

QTL:166685 QTL:52147 QTL:52152 

  
23 15,094,386 16,094,386 QTL:66220, QTL:66222, QTL:66217, 

QTL:66218, QTL:66221, QTL:66216, 

QTL:66215, QTL:66214, QTL:66219 

QTL:164941     

        
4 105,958,204 107,001,103                 
5 35,080,801 36,080,801   QTL:9915         QTL:2659   
12 67,715,495 68,715,495         

QTL:211947       
14 74,743,059 75,743,059                 
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6.4. Identificación de loci asociados con lesiones histológicas de PTB infectado con MAP 

utilizando datos imputados a secuencia completa 

 Aunque algunos estudios GWAS previos han identificado loci asociados a la 

susceptibilidad a la infección por MAP utilizando como fenotipo la presencia de bacteria en el 

tejido intestinal detectada mediante PCR y cultivo bacteriológico (Kiser y col., 2017; Koets y col., 

2000; Minozzi y col., 2010; Canive, y col., 2021), este estudio identifica por primera vez variantes 

genéticas asociadas con los tipos de lesiones característicos de  la PTB. Los animales infectados por 

MAP presentan varios tipos de lesiones de distinta gravedad, pero hasta ahora no se habían 

estudiado las asociaciones entre la genética del hospedador y la patología asociada a la infección 

por MAP y se desconocía si estas lesiones representan etapas secuenciales o resultados divergentes. 

En este estudio, se exploró la base genética de las lesiones asociadas a la PTB y se estudió la 

posibilidad de que el examen postmortem de los tejidos intestinales y de los ganglios linfáticos 

regionales podría mejorar la precisión de la clasificación de los casos y de los controles, 

proporcionando mayores estimas de h
2
. El objetivo del estudio era analizar la posible asociación 

entre la genética del hospedador y las lesiones provocadas por la infección por MAP en una 

población de 813 vacas frisonas, de las cuales 373 no presentaban lesiones, 371 presentaban 

lesiones focales, 37 presentaban lesiones multifocales y 33 lesiones difusas en tejido intestinal y 

linfonodos asociados. Para ello, se calcularon los componentes de la varianza y la estima de la h
2
 

para cada tipo de lesión histopatológica asociada a la PTB. Posteriormente, se identificaron SNPs, 

QTLs, genes candidatos y vías funcionales significativas. 

6.4.1 Componentes de la varianza y estimas de la heredabilidad 

 Utilizando datos de genotipado a secuencia completa, se calculó la estima de la h
2
 para la 

presencia (440 casos) o ausencia de lesiones (373 controles) asociadas a la PTB en una población de 

813 vacas frisonas pero, mediante esta aproximación no se pudo identificar ningún SNP 

significativamente asociado (FDR≤ 0,05). Sin embargo, cuando se clasificaba a los animales en 

función de la presencia o ausencia de cada tipo específico de lesión (focal, multifocal o difusa), no 

solo se pudieron identificar SNPs asociados, si no que la heredabilidad alcanzaba valores de 0,189 

para la presencia de lesiones difusas, mejorando las estimas de heredabilidad obtenidas para otros 

métodos diagnósticos, como la combinación de los métodos ELISA-PCR-Cultivo (h
2
= 0,139) con 

los que normalmente se detecta a los animales con lesiones severas de PTB (Canive, y col., 2021). 

Los animales control no presentaban lesiones en tejido intestinal y presentaban resultado negativo 

de ELISA, PCR tisular y cultivo en el momento del sacrificio. La frecuencia de animales con 

lesiones focales, multifocales y difusas dentro de la población de estudio fue de 49.87, 8.13 y 
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8.80%, respectivamente. Las estimas de heredabilidad obtenidas para la presencia de lesiones 

focales (h
2
= 0,145), multifocales (h

2
= 0,075) y difusas (h

2
= 0,189), indican que el desarrollo de 

lesiones presenta un componente genético moderado. Estudios previos indicaron que la 

susceptibilidad a la infección por MAP es un rasgo heredable, con estimas de h
2
 de la 

susceptibilidad a la infección que van desde < 0,01 (Kiser y col., 2017; Koets y col., 2000) hasta 

0,2843 (Küpper y col., 2014). Esto es comparable con la heredabilidad moderada (h
2
= 0,12) 

estimada para la tuberculosis bovina, aunque las definiciones del fenotipo y los modelos utilizados 

difieran (Ring y col., 2019). Hay que tener en cuenta que pese a que la heredabilidad de la mastitis 

clínica en ganado lechero es también moderada (h
2
=0,07-0,11) (Vallimont y col., 2009), el índice de 

células somáticas es un parámetro incluido en los programas de selección en varios países, entre 

ellos España. 

6.4.2. Estudios de asociación genética a genoma completo e identificación de SNPS  

 Para estudiar la base genética subyacente a la presencia de lesiones de PTB en el 

hospedador, se llevó a cabo un análisis caso-control utilizando datos de genotipado imputado a 

WGS (tal y como se ha descrito en el estudio anterior) y la presencia o ausencia de lesiones focales, 

multifocales y difusas como fenotipo. El análisis GWAS no identificó ningún SNP 

significativamente asociado a las lesiones focales. Esto podría deberse a la falta de discriminación 

entre animales con lesiones focales y animales sin lesiones, lo que subraya la necesidad de 

desarrollar nuevos métodos diagnósticos que permitan identificar con mayor precisión a animales 

con lesiones focales. En el primer estudio de esta tesis (RNA-Seq), identificamos un biomarcador 

de progresión de PTB, la ITLN2, cuyos niveles de expresión génica aparecían sobre-expresados en 

muestras de ICV de animales con lesiones focales y difusas respecto a animales control (Alonso-

Hearn y col., 2019). Posteriormente, se ha demostrado mediante análisis inmunohistoquímico de 

secciones de ICV que la cuantificación de las células secretoras de ITLN2 podría constituir una 

herramienta complementaria al diagnóstico histopatológico que mejoraría la detección de lesiones 

focales difíciles de identificar por su pequeño tamaño y número (Blanco Vázquez y col., 2021). 

Para tratar de demostrar que las lesiones focales están condicionadas por variantes genéticas 

específicas, se llevaron a cabo 2 GWAS comparando animales con lesiones focales (casos) respecto 

a animales con lesiones multifocales (controles) y animales con lesiones difusas (controles), 

respectivamente. Se identificaron 28 y 590 SNPs significativamente asociados (PFDR ≤0,05) a las 

lesiones multifocales y difusas, pero ninguno asociado al grupo de animales con lesiones focales. 

Estos resultados indican que, es posible que no exista una base genética que permita discriminar a 
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los animales con lesiones focales del resto lo que explicaría por qué esta forma lesional es la más 

predomínante.  

 En total, se identificaron 129 y 92 SNPs significativamente asociados (P< 5×10
-7

) a las 

lesiones multifocales y difusas, respectivamente. El hecho de que no se encontraran SNPs 

coincidentes entre los dos tipos de lesiones indica que cada forma lesional está condicionada por 

diferentes variantes génicas constituyendo las lesiones multifocales y las difusas resultados de 

respuestas diferentes a la infección por MAP. Mientras que los SNPs asociados con las lesiones 

multifocales se localizaron en BTA3, BTA5, BTA11, BTA22, BTA23 y BTA24, los asociados con 

las lesiones difusas se identificaron en BTA1, BTA3, BTA7, BTA8, BTA13 y BTA23. La mayoría 

de estos SNPs, al igual que en el estudio anterior, se localizaban en regiones intrónicas, 50 y 51% 

para lesiones multifocales y difusas respectivamente. En el caso de las lesiones multifocales, el 18 y 

el 12% de los SNPs identificados se localizaban en regiones 5´ y 3´ de diversos genes, mientras que 

en el caso de las lesiones difusas, solo el 2 y el 5% de los SNPs se localizaban en dichas regiones. 

Todos estos SNPs presentaban valores de OR>1 indicando que los animales con el alelo menor, 

presentaban un mayor riesgo de desarrollar lesiones multifocales o difusas. 

6.4.3. Identificación de QTLs y genes candidatos 

 Los 129 SNPs significativamente asociados con la presencia de lesiones multifocales (P ≤ 

5 × 10 
-7

) definieron 13 QTLs localizados en 6 cromosomas: BTA3, BTA5, BTA11, BTA22, 

BTA23 y BTA24. El BTA5 albergaba 4 de los 13 QTLs. El QTL más grande se encontraba en el 

BTA12 (2,63-4,93Mb). Nuestros resultados mostraron que el SNP más significativo asociado a las 

lesiones multifocales (rs438855113) se localizaba en el BTA11 (5,22-6,61 Mb) en una región que 

se solapaba con algunas regiones previamente descritas como asociadas a la susceptibilidad a la 

PTB (QTL169911, QTL169912, QTL169913) (McGovern y col., 2019), a la mastitis (QTL5450) 

(Schulman y col., 2004) y a la resistencia a garrapatas (QTL101152) (Mapholi y col., 2016) de 

acuerdo con la base de datos cattle QTL database. Otro de los QTLs asociados a las lesiones 

multifocales y localizado en el BTA5 (27.26-28.35Mb) se superponía con un QTL asociado a la 

susceptibilidad a la PTB (QTL14844) (Kirkpatrick y col., 2011). Por otro lado, el QTL identificado 

en el BTA23 (17,32-18,32Mb) se solapaba con varios QTLs asociados a los niveles de IgG 

(QTL66214, QTL66215, QTL66217, QTL66218, QTL66219, QTL66220, QTL66221, QTL66222 y 

QTL20493) (Leach y col., 2010). Los genes candidatos de esta región, como el inhibidor NFKB 

Epsilon (NFKB Inhibitor Epsilon; NFKBIE), controlan la respuesta a varios patógenos bacterianos 

y víricos, así como a las vacunas, posiblemente influyendo en la producción de anticuerpos. Los 

genes candidatos asociados a las lesiones multifocales identificados en este estudio son nuevos en el 
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sentido de que no habían sido asociados a la PTB con anterioridad, a excepción del gen que codifica 

la proteína neuronal de dominio PAS 2 (Neuronal PAS domain protein 2; NPAS2), un miembro de 

la familia de factores de transcripción de hélice-bucle-hélice-PAS. NPAS2 es un componente central 

del reloj circadiano y un importante regulador de funciones fisiológicas, incluyendo el metabolismo, 

el sueño, la temperatura corporal, la presión arterial, la función endocrina, inmune, cardiovascular y 

renal. 

 Respecto a las lesiones difusas, se identificaron un total de 92 SNPs que definían 9 QTLs 

localizados en los cromosomas BTA1, BTA3, BTA7, BTA8, BTA13 y BTA23. Uno de los QTLs 

localizados en el BTA7 (23,79-25,08Mb) se solapaba con un QTL previamente asociado a la 

susceptibilidad a la PTB (QTL166688) (Gao y col., 2018). Por otro lado, el QTL localizado en el 

BTA3 (63,43-64,43Mb) también se superponía con los QTL167791 y QTL2489 que se habían 

asociado previamente a la tuberculosis bovina y a la mastitis clínica, respectivamente (Klungland y 

col., 2001; Ring y col., 2019). Además, el QTL identificado en el BTA23 (13.56-14.56Mb) se 

superponía con QTLs asociados a la tuberculosis bovina (QTL96552) (Richardson y col., 2016), a 

la mastitis clínica (QTL164913) y con los niveles de IgG (QTL66214, QTL66215, QTL66216, 

QTL66217, QTL66218, QTL66219, QTL66220, QTL66221 y QTL66222) (Fang y col., 2018; 

Leach y col., 2010). De los genes candidatos detectados en el GWAS de los animales con lesiones 

difusas, únicamente las Moléculas de adhesión intracelular específicas de las células dendríticas 

(Dendritic Cell-Specific Intracellular Adhesion Molecules; ICAM3) y el CD209 habían sido 

asociados previamente a la susceptibilidad a la PTB (Juste y col., 2018; Kumar y col., 2020). 

6.4.4 Análisis de GO y rutas metabólicas 

 El análisis de enriquecimiento funcional llevado a cabo con los genes candidatos asociados 

a cada tipo de lesión permitió identificar 7 GOs, todos ellos CC, y 1 ruta metabólica 

significativamente enriquecidas en los animales con lesiones multifocales y difusas 

respectivamente. Se observó un enriquecimiento significativo de genes candidatos en los animales 

con lesiones multifocales y difusas relacionados con los filamentos intermedios del citoesqueleto y 

el metabolismo del colesterol, respectivamente. Nuestros resultados identificaron asociaciones entre 

la presencia de lesiones multifocales y genes de la familia de los filamentos de queratinas (Keratin; 

KRT) (KRT5, KRT7, KRT72, KRT73, KRT74, KRT75, KRT80, KRT81 y KRT83) que eran comunes 

a los 7 CCs identificados. En este contexto cabe subrayar que algunas mutaciones presentes en 

genes codificantes de KRTs se han asociado con la IBD en humanos (Majumdar y col., 2012). La 

familia de las KRTs forman parte de las proteínas del citoesqueleto y son responsables del 

mantenimiento de la estabilidad y la integridad del epitelio gastrointestinal, proporcionando 
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resiliencia frente a diversos estímulos y regulando varias funciones celulares como la proliferación, 

la migración y la diferenciación celular, así como la respuesta inmune y la inflamatoria (Zhang y 

col., 2019). En un modelo experimental de granuloma utilizando el pez teleósteo Piaractus 

mesopotamicus infectado con BCG, se observó una mayor tinción por inmunohistoquímica con 

anticuerpos antiqueratina a los 33 días post-infección cuando las células epitelioides eran más 

evidentes y los granulomas estaban completamente formados (Manrique y col., 2015). En la forma 

tuberculoide de la lepra predominan los granulomas epitelioides no calcificados y encapsulados por 

abundantes linfocitos, mientras que los AFB están ausentes o presentes de manera excepcional 

(Massone y col., 2015). Se ha demostrado que la presencia de granulomas epitelioides con 

distribución multifocal en los casos de lepra tuberculoide conduce al control de la replicación de 

Mycobacterium leprae y a la contención de su diseminación (Leal-Calvo y col., 2021). Por lo tanto, 

nuestros resultados junto con la información disponible en la literatura nos han llevado a plantear la 

hipótesis de que aquellos animales con lesiones multifocales y variantes genéticas asociadas a genes 

implicados en queratinización podrían contener la replicación de MAP y su diseminación. Para 

poder confirmar esta hipótesis es necesario realizar estudios de inmunohistoquímica con 

anticuerpos bovinos anti-citoqueratina Estos estudios dirigidos a cuantificar el número de células 

que expresan KRT y su localización en distintos tipos de lesiones asociadas a la PTB permitirían 

determinar el papel de las KRT en la resiliencia del tejido intestinal de animales con lesiones 

multifocales.  

 En las lesiones difusas, la ruta del metabolismo del colesterol (bta04979) aparecía 

enriquecido (valor de P ajustado= 0,016) con 4 proteínas candidatas incluidas en esta ruta, 

incluyendo las Angiopoietinas 4 y 8 (Angiopoietin like 4 y 8; ANGPTL4 y ANGPTL8), el Receptor 

de Lipoproteínas de Baja Densidad (Low Density Lipoprotein Receptor; LDRL), y la Colesterol 

Ester Hidrolasa Neutral 1 (Neutral Cholesterol Ester Hydrolase 1; NCEH1). Las ANGPTL4 y 

ANGPTL8 participan en la regulación de la eliminación de triglicéridos y en el metabolismo 

lipídico. El LDRL se une a las lipoproteínas de baja densidad (Low density lipoprotein; LDL), las 

principales lipoproteínas transportadoras de colesterol del plasma, que transportan por endocitosis el 

colesterol al interior de las células, incluidos los macrófagos. El NCEH1 es responsable de la 

hidrólisis de ésteres de colesterol en los macrófagos. 
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6.4.5. Determinación de los niveles de colesterol en muestras de plasma de animales con 

distintos tipos de lesiones asociadas a la PTB 

 Para validar si la presencia de las variantes asociadas al metabolismo de colesterol en los 

animales con lesiones difusas se traducía en una desregulación del metabolismo del colesterol, se 

midieron los niveles de colesterol total en muestras de plasma de animales con lesiones focales, 

multifocales y difusas y de animales sin lesiones. Los resultados demostraron que los animales con 

lesiones difusas presentaban valores inferiores de colesterol en plasma (0,080 µg/µl) cuando se 

comparaban con los valores de animales con lesiones focales (0,126 µg/µl; P ≤ 0,001), multifocales 

(0,141 µg/µl, P ≤ 0,001) o sin presencia de lesiones (0,129 µg/µl, P ≤ 0,001) (P <0,001). Esto puede 

ser debido a la alteración en la eficiencia de la absorción del colesterol que se produce por el 

engrosamiento y disrupción de la pared intestinal en animales en fases avanzadas de la infección. De 

acuerdo a estos resultados, estudios previos detectaron bajos niveles de colesterol en suero de 

pacientes con enfermedad de Crohn e IBD (Agouridis y col., 2011; Dyer & Dawson, 1971). En 

nuestro estudio de RNA-Seq (Alonso-Hearn y col., 2019), ya se había observado previamente que 

la ruta del colesterol bta04977 se encontraba desregulada en muestras de ICV de animales con 

lesiones difusas respecto a animales control con cuatro genes sobre-expresados en dicha ruta: 

APOA1, APOC3, APOA4 y APOB en relación a los animales control. Además, el gen más sobre-

expresado en PB de vacas con lesiones focales respecto a los controles fue el ABCA13, un gen 

responsable de la internalización del colesterol y de su acumulación en vesículas intracelulares 

(Alonso-Hearn y col., 2019; Blanco Vázquez y col., 2020,2022; Nakato y col., 2021). Estudios 

recientes sugieren que los macrófagos infectados con MAP acumulan colesterol lo que favorece la 

supervivencia de la bacteria (Johansen y col., 2019; Ariel y col., 2020). Considerando todos los 

trabajos publicados hasta el momento se puede establecer que los macrófagos de animales con 

lesiones difusas incrementan el transporte, internalización e hidrólisis del colesterol. Uno de los 

principales signos clínicos de la PTB es una menor producción láctea que va asociada a una menor 

cantidad de grasa en la leche en animales con lesiones difusas (Smith y col., 2016). Bajos niveles de 

colesterol en plasma, pueden por tanto indicar una menor producción de leche y una progresión 

hacia formas clínicas de la enfermedad pudiendo ser el colesterol un biomarcador pronóstico de la 

enfermedad. 
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6.5. Identificación de genes candidatos implicados en el empaquetamiento del DNA, la 

reparación del daño del DNA, la inmunidad innata y la persistencia del patógeno mediante un 

estudio GWAS de tolerancia a la PTB 

MAP ha coevolucionado con animales y seres humanos a lo largo del tiempo 

comprometiendo la supervivencia de un pequeño número de hospedadores. Aunque este hecho se 

ha atribuido a la resistencia del hospedador, nuestra comprensión de los procesos que tienen lugar 

en los animales infectados que permanecen asintomáticos o libres de la infección, es bastante 

limitada. Aunque no se conocen bien, los mecanismos subyacentes a la tolerancia a la enfermedad 

parecen implicar respuestas conservadas al estrés y al daño (Soares y col., 2017). Cuando estas 

respuestas fallan, la respuesta por defecto se convierte en la muerte celular programada de las 

células infectadas, su fagocitosis inmediata por parte de los macrófagos y su posterior polarización. 

Esta polarización de los macrófagos también está asociada a la producción de citoquinas como el 

TGFβ1 que puede promover la regeneración de los tejidos. Dado que la tolerancia a la enfermedad 

no afecta a la carga del patógeno como se espera que lo haga la resistencia, no provoca que el 

patógeno desarrolle estrategias para evadir la respuesta inmune del hospedador. Además, la 

prevalencia del patógeno induce una selección continua a favor de las variantes genéticas 

beneficiosas para la tolerancia a la enfermedad. Aunque la mejora de la resistencia del hospedador 

podría conducir a la erradicación de la enfermedad, esto es poco probable si los hospedadores son 

tolerantes, ya que pueden albergar el patógeno sin mostrar síntomas y lesiones clínicas (Doeschl-

Wilson y Kyriazakis, 2012). Sin embargo, en el caso de las enfermedades endémicas que dan lugar 

a un elevado número de animales asintomáticos, mejorar la tolerancia podría ser un enfoque más 

útil que promover la resistencia. Las micobacterias han desarrollado varias estrategias para evadir 

los mecanismos de resistencia del hospedador y persistir durante largos periodos. En este contexto, 

la inducción y modulación de las vías de tolerancia es fundamental para controlar la inflamación y 

minimizar la patología. Los signos clínicos asociados a las infecciones por micobacterias surgen 

cuando la homeostasis del hospedador se ve comprometida debido al daño tisular. Además, 

mientras que los mecanismos de resistencia suelen ser específicos del patógeno (por ejemplo, la 

movilización de células inmunitarias específicas), los mecanismos de tolerancia que previenen o 

reparan el daño pueden ofrecer protección para una amplia gama de patógenos. En última instancia, 

los mecanismos de tolerancia determinan la salud general del hospedador y su longevidad.  

Las micobacterias han desarrollado estrategias para evadir la respuesta inmune innata del 

hospedador y sobrevivir en él durante largos periodos, por lo que en los mecanismos de inmunidad 

innata no son suficientes para eliminar el patógeno ni para minimizar el daño patológico 
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ocasionado. En este contexto, los genes y mecanismos asociados a tolerancia son fundamentales 

para prevenir la inflamación descontrolada y el daño tisular y determinantes en la salud y 

longevidad del animal infectado. En el caso de enfermedades de producción, crónicas  y endémicas 

que dan lugar a un alto número de animales asintomáticos, como es el caso de la PTB, la inducción 

de tolerancia podría ser una estrategia más ventajosa para controlar la enfermedad que la inducción 

de resistencia porque evita el sacrificio y reemplazo de los animales tolerantes. Aunque la 

susceptibilidad genética a las enfermedades se ha estudiado ampliamente, las variantes genéticas y 

los principales mecanismos moleculares y celulares que controlan la tolerancia a las enfermedades 

siguen siendo en gran medida desconocidos. Comprender la base genética que controla la 

inflamación y el daño tisular podría ser útil el desarrollo de agentes moduladores e inductores de 

tolerancia y, en el caso de la ganadería, permitiría también la selección genética de animales con 

una mayor tolerancia a la PTB. 

 El objetivo de este estudio fue determinar si existe una base genética asociada a la 

tolerancia a la PTB y  definir las regiones genéticas y los mecanismos celulares y moleculares 

responsables de esta. Aunque existía un estudio previo que analizó la tolerancia a la PTB (Zanella y 

col., 2011), este estudio fue el primer análisis de asociación llevado a cabo con WGS. Se calcularon 

los componentes de la varianza y la estima de la h
2
 y posteriormente, se identificaron SNPs, QTLs, 

genes candidatos y vías funcionales asociadas a la tolerancia a la PTB. Se calcularon los EBVs para 

la población incluida en el estudio y se validaron de forma cruzada en una población independiente. 

Dado que existen pruebas de que algunas variantes alélicas pueden contribuir a la tolerancia a 

múltiples enfermedades, los QTLs y los genes candidatos identificados se compararon con los 

QTLs y los genes candidatos descritos para otras enfermedades bovinas y con los genes candidatos 

humanos para la enfermedad de Crohn, la IBD, el cáncer colorrectal, la esclerosis múltiple, la 

diabetes mellitus tipo I y la artritis reumatoide. 

6.5.1. Definición del fenotipo de tolerancia y cálculo de estimas de heredabilidad 

Los animales incluidos en este estudio fueron caracterizados mediante ELISA, PCR y 

cultivo bacteriológico de tejidos y mediante análisis histopatológico de muestras de tejido intestinal 

(Vázquez y col., 2014a). La asociación con la tolerancia a la PTB se analizó utilizando los 

genotipos imputados a secuencia completa de animales infectados con resultado positivo a PCR y 

cultivo de tejidos pero sin presencia de lesiones en tejido intestinal y ganglios linfáticos asociados 

(N= 24). Estos 24 animales presentaron una carga bacteriana baja (<10 CFUs/g) y resultado 

negativo a ELISA y fueron considerados como casos. Partiendo de esta definición de caso, se 

llevaron a cabo 3 análisis caso-control considerando como población control 1) vacas con resultado 
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negativo a PCR y Cultivo y con presencia de lesiones focales (N= 253), 2) vacas con lesiones 

focales independientemente del resultado que presentasen para PCR y Cultivo (N= 288) y 3) vacas 

con resultados negativo a ELISA, PCR y cultivo y sin presencia de lesiones en tejido intestinal (N= 

373). Las estimas de heredabilidad oscilaron entre 0,18 y 0,55 dependiendo de la población control 

analizada. El valor de heredabilidad más alto (h
2
= 0,55) se obtuvo cuando la población control 

utilizada presentaba resultado negativo a PCR y cultivo y presencia de lesiones focales asociadas a 

la PTB (N= 253). Estos resultados subrayan la importancia de una correcta definición de los 

fenotipos estudiados para mejorar la sensibilidad del análisis, resaltando la importancia de la 

selección de los controles entre aquellos animales con rasgos más opuestos a los casos. 

6.5.2. Identificación de SNPs asociados a la tolerancia a la PTB 

Tres SNPs localizados en el BTA25 (11.89-12.93 Mb) resultaron significativos (FDR≤ 0,05; 

P< 5 ×10
-7

) en los tres estudios caso-control, lo que sugiere una importante asociación entre esa 

región del BTA25 con la tolerancia a la PTB. Para el análisis posterior de SNPs, QTLs, genes 

candidatos y vías funcionales se seleccionó el caso-control 1 por presentar valores superiores de h
2
. 

Cuando se analizó el fenotipo con la mayor heredabilidad (h
2
= 0,55) (caso-control 1) se 

identificaron un total de 40 SNPs asociados a la tolerancia (P < 5 ×10
-7

). La mayoría de estos SNPs 

(59%) se localizaba en regiones intrónicas del genoma. Además los efectos de estos 40 SNPs (valor 

b) presentaban valores positivos y los OR eran mayores de 1, lo que indica que los animales 

portadores del alelo menor para dichos SNPs presentaban una mayor probabilidad de ser tolerantes 

a la PTB que el resto de animales. Más concretamente, los 2 SNPs con valores de OR más altos se 

localizaban en el BTA4 (OR: 25,89) y el BTA9 (OR: 20,71), 12 SNPs con un OR de 15,86 se 

localizaban en el BTA25 y 3 de estos 12 SNPs resultaban significativos en las 3 comparaciones 

caso-control realizadas. 

6.5.3. Identificación de QTLs y genes candidatos 

Los 40 SNPs asociados a la tolerancia (P < 5 × 10
-7

) definían 9 QTLs localizados en los 

cromosomas BTA4, BTA9, BTA16, BTA25 y BTA26. Veinticinco de estos cuarenta SNPs (62,5%) 

se localizaban en el BTA25 (8,90-12,93Mb), lo que remarca la importante asociación de esta región 

con el fenotipo estudiado. Zanella y col., identificaron una región asociada a la tolerancia a la PTB 

en el BTA15 de 6,5kb (Zanella y col., 2011) que no ha sido identificada en el presente estudio. Esto 

podría ser debido a que la definición del fenotipo de tolerancia es diferente en los dos estudios. En 

el estudio de Zanella y col., la tolerancia se establecía mediante la relación entre la intensidad de la 

infección (nivel de MAP en tejidos) y la aptitud física (nivel de excreción fecal de MAP), pero para 

definir la tolerancia es fundamental determinar las lesiones histopatológicas, no sólo la carga 
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bacteriana. En nuestro estudio, las vacas tolerantes a la PTB presentaron carga de MAP en tejido 

intestinal pero no lesiones. 

Los cromosomas BTA25 y BTA26 albergaban 4 de los 9 QTLs definidos y el QTL que 

alojaba el SNP más significativo (P= 1,58 x 10
-7

) se localizaba en el BTA16 (21,30-22,30Mb). Este 

QTL, junto con otro QTL localizado en el BTA26 (33,90-34,90Mb), se superponían con dos QTLs 

asociados con la susceptibilidad a la PTB (QTL14860 y QTL14880) (Kirkpatrick y col., 2011) de 

acuerdo a la base de datos cattle QTL database. El QTL más grande localizado en el BTA25 (8,90-

9,99Mb) contenía13 SNPs asociados (P < 5 × 10
-7

) y 16 genes candidatos. Este QTL solapaba con 

QTLs asociados a la mastitis clínica (QTL1751) (Holmberg & Andersson-Eklund, 2004) y al índice 

de células somáticas (QTL4993, QTL52494) (Cole y col., 2011; Lund y col., 2008). Un segundo 

QTLs identificado en el cromosoma BTA25 (11,89-12,93Mb) se superponía con QTLs asociados a 

la susceptibilidad a la tuberculosis bovina (QTL96564) (Richardson y col., 2016), a la mastitis 

clínica (QTL1751) (Holmberg & Andersson-Eklund, 2004) y al índice de células somáticas 

(QTL177968, QTL32484, QTL32485, QTL4993, QTL52521) (Cole y col., 2011; Strillacci y col., 

2014; Oliveira y col., 2019). Los dos QTLs identificados en el BTA16 y uno de los detectados en el 

BTA26 (20,05-21,05Mb) se solapaban con QTLs asociados con la vida productiva (Cole y col., 

2011) remarcando la asociación de este rasgo con la PTB y la salud de los animales. Finalmente, 

uno de los QTLs identificado en el BTA26 (33,90-34,90Mb) también solapaba con un QTL 

asociado a la infección persistente causada por el virus de la diarrea bovina (QTL66096) (Neibergs 

y col., 2011). 

Los genes candidatos identificados en este estudio son nuevos en el sentido de que no habían 

sido asociados con anterioridad a la PTB, ni a la tuberculosis ni a la mastitis. En total se definieron 

98 genes candidatos, de los cuales solo uno, el Reparador por escisión 4 (Excision Repair 4; 

ERCC4) se localizaba en el QTL del cromosoma BTA25 (11,89-12,93Mb) y era común para los 

tres estudios caso-control. La ERCC4 es una endonucleasa reparadora del DNA (XPF). Junto con 

ERCC1, XPF forma el complejo enzimático ERCC1- XPF que participa en la reparación del DNA 

por escisión de nucleótidos, un mecanismo muy conservado que reconoce y elimina las distorsiones 

helicoidales del genoma. Los 98 genes candidatos detectados, se compararon con genes candidatos 

descritos en bases de datos para la CD, IBD, cáncer colorrectal, esclerosis múltiple, diabetes tipo I y 

artritis reumatoide. Siete de los genes, Transaminasa glutámico-oxalacética 1 (Glutamic-

Oxaloacetic Transaminase ; GOT1), Factor de transcripción NK2 Homeobox 3 (NK2 Homeobox 3 

transcription factor; NKX2-3), Miembro de la familia 25 de transportadores de solutos 8 (Solute 

Carrier Family 25 Member 8; SLC25A8), Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 1 
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oncogénico (Fibroblast Growth Factor Receptor 1 Oncogene Partner; CPE43), Receptor de 

quimioquinas similar a 3 (Chemokine Receptor-Like 3; CCR6), lectina tipo C que contiene el 

dominio 16A (C-Type Lectin Domain Containing 16; CLEC16A), y el gen de inestabilidad del 

genoma mediada por RecQ 2 (RecQ Mediated Genome Instability 2; RMI2), habían sido 

previamente asociados con la artritis reumatoide. Los dos últimos genes, CLEC16A y RMI2, 

también se habían asociado con CD, IBD, esclerosis múltiple y diabetes tipo I. CLEC16A es un 

regulador de la mitofagia/autofagia y de la integridad mitocondrial y RMI2 desempeña un papel 

crítico en la reparación del DNA dependiente de la recombinación homóloga (Xu y col., 2008). 

NKX2-3 y SLC25A28 se asociaron con la CD, IBD, cáncer colorrectal, diabetes tipo I y artritis 

reumatoide. Además, cinco de los 98 genes candidatos también aparecían descritos en la base de 

datos Innate DB como genes con importantes funciones en la inmunidad innata: CCR6, Factor 

nuclear NF-Kappa-B inhibidor de la quinasa alfa (Nuclear Factor NF-Kappa-B Inhibitor Kinase 

Alpha; CHUK or IkBKA), Inhibidor STAT 1 o supresor de la señalización de citoquinas 1 (STAT-

Induced STAT Inhibitor 1 or suppressor of cytokine Signaling 1; SOCS1), Factor 5 asociado al 

receptor del TNF (TNF Receptor Associated Factor 5; TRAF5) y Caspasa 7 (Caspase 7; CASP7), 

una caspasa implicada en la activación de las caspasas resposables de la apoptosis. 

6.5.4. Análisis funcional para la identificación de GO y rutas metabólicas 

 El análisis de enriquecimiento funcional llevado a cabo con los genes candidatos permitió 

identificar 7 GOs y 2 rutas metabólicas enriquecidas en animales tolerantes a la PTB. Los cuatro 

genes comunes a estos 7 GO eran Proteína de transición nuclear 2 (Nuclear transition protein 2; 

TNP2)/ Protamina 1 (Protamine 1; PRM1)/ Protamina 2 (Protamine 2; PRM2)/ Protamina 3 

(Protamine 3; PRM3). TNP2 desempeña un papel clave en la sustitución de las histonas por PRM 

durante la espermatogénesis. Las PMR compactan el ADN en un complejo altamente condensado, 

estable e inactivo. De esto 7 GO, dos correspondían a procesos biológicos relacionados con el 

empaquetamiento y cambios conformacionales del DNA. De los 7 GOs identificados, 5 CCs se 

asociaban con el empaquetamiento del DNA como el nucleosoma, la cromatina o el cromosoma, el 

complejo de empaquetamiento del DNA y el complejo proteína-DNA. En la misma región donde se 

localizan los genes TNP2, PRM1, PRM2 y PRM3 en el BTA25, se localizoa el gen candidato RMI2 

que está implicado en reparación del DNA y en la estabilidad del genoma (Xu y col., 2008). 

Además, se identificaron 12 variantes génicas en el cromosoma 25 (11,89-12,93 Mb) en la región 

5´del gen ERCC4 que forma el complejo enzimático ERCC1-XPF y participa en la reparación del 

DNA mediante escisión de nucleótidos. En conjunto, estos datos evidencian la asociación entre la 
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tolerancia a la PTB y las variantes genéticas en genes implicados en el empaquetamiento y 

reparación del DNA. 

 En la mayoría de las células eucariotas, los nucleosomas constituyen la unidad estructural 

de la cromatina formados por una estructura de octámeros de histonas (Xing y col., 2011). Durante 

la espermatogénesis tiene lugar un proceso de remodelación de la cromatina que reemplaza el 90% 

de las histonas por proteínas de transición y PRMs (Balhorn, 2007; Rousseaux y col., 2008). El 

número de histonas reemplazadas por PRMs y la proporción entre PRM1/PRM2 es esencial para 

mantener la estructura de la cromatina en cada especie animal, de manera que si esta proporción 

cambia, el DNA podría estar insuficientemente empaquetado, siendo más susceptible a daños 

(Simon y col., 2011). La estructura especializada de la cromatina espermática-PRM tiene una doble 

función: por un lado proteger el DNA de cualquier daño en su transporte al oocito y, por otro lado, 

permitir un correcto desempaquetamiento del genoma paterno en el ooplasma (Björndahl & Kvist, 

2014). En el ooplasma los factores maternos acceden rápidamente a la cromatina paterna y 

comienza el reemplazo de PRM por histonas maternas (Miller y col., 2010). Cualquier daño que se 

produzca en el DNA espermático en el traslado desde el testículo al oocito, no podrá ser reparado 

hasta que el DNA no se encuentre accesible para los sistemas de reparación de DNA en el ooplasma 

(Björndahl & Kvist, 2014). Por otro lado, los oocitos son especialmente sensibles a daños del DNA 

en la meiosis durante el ciclo menstrual. Los daños en el DNA, si no son reparados, pueden poner 

en riesgo la viabilidad de la célula u organismo. Dado que el daño del DNA es uno de los factores 

más importantes que pueden comprometer la homeostasis del organismo y contribuir a la aparición 

de enfermedades, los individuos con mayor capacidad para reparar y empaquetar el DNA 

correctamente presentan una mejor homeostasis celular y una mayor esperanza de vida (Sheldon y 

col., 2019). 

 El análisis de enriquecimiento funcional con los 98 genes candidatos permitió identificar 

enriquecimiento de la ruta de señalización del TNF (bta04668) con 4 genes implicados: TRAF5, 

Proteína 5 de unión a elementos sensibles a CAMP (CAMP Responsive Element Binding Protein 5; 

CREB5), CASP7 y CHUK. La segunda ruta enriquecida fue la de toxoplasmosis (bta46689) con 

cuatro genes candidatos: TGFβ2, CHUK, Transactivador del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase II (Class II Major Histocompatibility Complex Transactivator; CIITA) 

y SOCS1. CHUK es una molécula clave en la vía de señalización del NF-κB, se encontraba 

enriquecido en ambas rutas metabólicas (P≤ 0,01) 
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 Schneider y col., observaron que moscas con mutaciones en la molécula “Eiger” 

relacionada con el TNF vivían más que otras moscas infectadas con las mismas dosis de agentes 

bacterianos (Schneider y col., 2007). De manera similar, en nuestro estudio se observó 

enriquecimiento de genes candidatos incluidos en la ruta de señalización del TNF 

(TRAF5/CREB5/CASP7/CHUK) en los animales tolerantes a la PTB. Los genes TRAF5, CASP7, y 

CHUK, son conocidos por sus funciones en la inducción de respuestas inmune innata. CHUK es una 

kinasa que forma parte del complejo canónico IKK de activación de la ruta NF-κβ, fosforilando a 

los inhibidores del NF-κβ.Una vez libre, el NF-κβ es traslocado al núcleo dónde activa la 

transcripción de diversos genes implicados en la respuesta inmune, el control del crecimiento o la 

protección frente a la apoptosis. La CASP7 es uno de los genes responsable de la apoptosis, que 

constituye un importante mecanismo mediante el cual el hospedador puede restringir la 

multiplicación del patógeno en las células infectadas favoreciendo así la tolerancia a enfermedades. 

Por otro lado TRAF5, es un miembro de la familia de factores asociados a receptores del TNF que 

participa en la activación del TNF y resulta, en activación del NF -κβ y JNK.  

 Aunque el TNF supone una defensa crítica frente a la infección por micobacterias, su 

excesiva estimulación, está implicada en inmunopatogénesis y en la activación de necrosis a través 

de la inducción mitocondrial de las especies reactivas de oxígeno (ROS; reactive oxigen species) 

que destruye tanto a las bacterias como a los macrófagos infectados (Roca & Ramakrishnan, 2013). 

Por lo tanto, la respuesta inmune innata, pese a ser importante para la eliminación del patógeno, 

también puede llegar a provocar daño tisular si no es controlada. En nuestro estudio, además de la 

ruta del TNF, identificamos un enriquecimiento de genes candidatos implicados en la ruta de la 

toxoplasmosis (TGFβ2/CHUK/CIITA/SOCS1) en los animales tolerantes. CHUK es uno de los 

genes enriquecidos en la ruta de la toxoplasmosis que desempeña un importante papel como 

modulador de la respuesta inflamatoria. Además de participar en la ruta de activación canónica de 

NF-κβ, CHUK puede inhibir la ruta de señalización del NF-κβ previniendo la muerte celular 

mediada por TNF. Mientras que la activación canónica del NF-κβ está asociada con una producción 

rápida de mediadores proinflamatorios, el papel no canónico de CHUK resulta en un control de la 

ruta de activación del NF-κβ lo que se asocia con procesos inflamatorios crónicos y el 

mantenimiento de la homeostasis. El doble papel de CHUK al activar o limitar la activación de NF-

κβ, podría ser dependiente de las condiciones medioambientales presentes en cada momento. En 

general, la activación de la ruta de la toxoplasmosis en animales tolerantes podría resultar en el 

establecimiento de una infección persistente por MAP tal y como se ha descrito en infecciones con 

Toxoplasma gondii. Toxoplasma gondii, así como otros parásitos intracelulares, se convierten en 
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huéspedes a largo plazo de sus hospedadores y esta convivencia suele estar asociada con altos 

niveles de expresión de TGFβ (Johnson y col., 2016). La activación directa del Transductor de 

señales y activador de la transcripción 3 (Signal transducer and activator of transcription 3; 

STAT3) por parte del parásito estimula la función antiinflamatoria del TGFβ causando infecciones 

que pueden durar toda la vida del hospedador al establecerse un entorno antiapoptótico. Además, el 

papel del TGFβ2 en la reparación tisular puede generar tolerancia en fases avanzadas de diversas 

infecciones (Divangahi y col., 2018). En nuestro estudio encontramos otros dos genes candidatos 

asociados a la tolerancia a la PTB: el CIITA y el SOCS1. Ambos genes están localizados en el 

BTA25 en la zona 5´ de la región RMI2/TNP2/PRIM1/PRM2/PRM3 y adyacentes al gen CLEC16A, 

un regulador de la fusión autofagosoma-lisosoma durante la mitofagia tardía. CIITA es un regulador 

positivo de la trascripción del MHC II y una pieza clave en el control de la expresión de esos genes. 

En humanos, determinadas variantes alélicas en el promotor tipo I de CIITA dan lugar a una mayor 

expresión del MHC II en macrófagos y células dendríticas tanto en hígado como en sangre 

periférica (Yau y col., 2017). El aumento en la expresión del MHC II se traduce en un aumento de 

la presentación de antígenos a los linfocitos T in vitro y en una mayor activación de estos. De 

acuerdo con estos datos, nuestros resultados apoyan el concepto de que mayores niveles de 

expresión del MHC II y la activación de la respuesta antiinflamatoria, juegan un papel importante 

en la tolerancia a la PTB. SOCS1 es un miembro de la familia de inhibidores de STAT con 

importantes funciones en la homeostasis de células inmunes y en la regulación de la inflamación, lo 

que resulta vital para impedir una respuesta inflamatoria excesiva y minimizar el daño tisular 

derivado. 

6.5.5. Valores de selección estimados y validación cruzada de las predicciones genómicas 

 El modelo GBLUP (VanRaden & Sullivan, 2010) se utilizó para calcular los EBVs de cada 

animal en la población de estudio atribuidos al efecto de los SNPs significativamente asociados a la 

tolerancia (FDR ≤0,05). La precisión de las predicciones genómicas obtenidas se evaluaron 

mediante una estrategia de validación cruzada en una población independiente con animales con 

resultado positivo en el cultivo de tejidos y sin lesiones en los tejidos intestinales (casos, N= 10) y 

animales con lesiones asociadas a la PTB en los tejidos intestinales (controles, N= 190). El AUC de 

los modelos generados utilizando por un lado los 142 SNPs con valor de P< 5 ×10
-5

 (AUC media = 

0,657 ±0,017) y, por otro, los 40 SNPs con valor de P< 5 ×10
-7

 (AUC media= 0,676±0,014) 

resultaron muy parecidos, sugiriendo que el modelo generado con los 40 SNPs podría ser una buena 

herramienta para la identificación de animales con genotipo de tolerancia. El punto de corte para los 

EBVs en la población de estudio fue de 0,0356.  
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6.5.6. Impacto y aplicabilidad de los marcadores genéticos identificados 

 Nuestros resultados confirman que la susceptibilidad a la infección por MAP es un rasgo 

poligénico controlado por un alto número de variantes. Los resultados de estos estudios 

proporcionan más información sobre los mecanismos moleculares subyacentes a la susceptibilidad a 

la infección por MAP y a la tolerancia a la PTB en bovinos, y podrían utilizarse para desarrollar 

evaluaciones genéticas para la PTB en España. Los SNPs identificados en los estudios incluidos en 

esta Tesis Doctoral permitirán seleccionar animales menos susceptibles a la infección por MAP y 

más tolerantes a la PTB y probablemente, también a otras enfermedades bovinas, reduciendo la 

transmisión de enfermedades, las pérdidas económicas y el uso de antimicrobianos. En 

consecuencia, una reducción de la presencia de MAP en el medio ambiente también sería 

beneficiosa para los seres humanos, especialmente si se confirma la relación entre MAP y diversas 

enfermedades inflamatorias intestinales humanas. 

 

Figura 23. Interacción entre la genética del hospedador y la infección con MAP en el fenotipo del hospedador 



 

Estudio I Estudio II Estudio III Estudio IV Estudio V

Objetivo Genes diferencialmente expresando en PB e 

ICV, GOs y rutas enriquecidas

cis-eQTLs en PB e ICV, Genes 

regulados

SNPs, QTLs y genes candidatos SNPs, QTLs, genes candidatos, GOs y 

rutas enriquecidas
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rutas enriquecidas
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Lesión difusa (N=5)

RNA-seq (N=14)       
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Casos (N=55)                      

Controles (N=658)

GWAS (N= 442)                                
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0,550
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-
rs43744169 (MECOM)            
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40
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DNA (GO:0032993),   Cromatina 

(GO:0000785), Cromosmoma 

(GO:0005694)              
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VII. CONCLUSIONES  

1.- El análisis transcriptómico realizado mediante RNA-Seq con objeto de comparar los cambios de 

expresión génica que tienen lugar en la válvula ileocecal y sangre periférica de animales con 

lesiones focales y difusas en relación a los animales sin lesiones, proporcionó información valiosa 

sobre la respuesta del hospedador a una infección natural con MAP, y permitió identificar genes, 

procesos biológicos, rutas metabólicas y redes de proteínas desregulados en animales con lesiones 

focales y difusas que no habían sido previamente descritos; como, por ejemplo, la inhibición de la 

vía de señalización CXCL8/IL8.  

2.- A partir de los resultados obtenidos en el estudio de RNA-Seq, se seleccionaron dos genes 

sobreexpresados en sangre periférica y válvula ileocecal, el transportador de lípidos ABCA13 y el 

precursor de la intelectina 2, que permitieron el posterior desarrollo y validación de nuevas 

herramientas para mejorar el diagnóstico de animales subclínicos y con lesiones focales difícilmente 

detectables con los métodos diagnósticos tradicionales. 

3.- La integración de los niveles de expresión génica obtenidos mediante RNA-Seq con datos de 

genotipado permitió determinar que el genotipo heterocigoto en el SNP regulador rs43744169 (T/C) 

se asociaba con una sobreexpresión del gen MECOM, resultados positivos a los test de ELISA, PCR 

y cultivo bacteriológico, con mayores niveles de MECOM en el plasma de animales infectados con 

MAP, con una mayor supervivencia intracelular de MAP en ensayos ex vivo llevados a cabo con 

macrófagos bovinos y con una mayor riesgo de progresión a PTB clínica. Nuestros resultados 

sugieren que la presencia del alelo menor en el cis-eQTL regulador de la expresión del gen 

MECOM, un regulador transcripcional de la respuesta inflamatoria mediada por NF-κβ, podría 

causar una respuesta inflamatoria progresiva que exacerbaría el daño tisular en los animales 

infectados por MAP.  

4.- La combinación de los resultados de ELISA para la detección de respuesta humoral frente a la 

infección por MAP y de PCR y cultivo bacteriológico para la detección de MAP en tejidos 

intestinales, junto con el uso de datos de imputación a secuencia completa, mejoró las estimas de 

heredabilidad siendo de 0,139 para la combinación de ELISA-PCR-Cultivo. Este estudio permitió 

validar algunas asociaciones genéticas previamente descritas e identificar nuevos SNPs, QTLs y 

genes candidatos asociados con la respuesta humoral a la infección por MAP y con la detección de 

MAP en tejido intestinal. 
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5.- El estudio de asociación genética llevado a cabo empleando secuencias imputadas a genoma 

completo y la presencia o ausencia de lesiones histopatológicas asociadas a la PTB permitió 

identificar un total de 129 y 92 SNPs asociados (P ≤ 5 × 10
−7

) con la presencia de lesiones 

multifocales (h
2
= 0,075) y difusas (h

2
= 0,189), respectivamente. No se encontraron SNPs comunes 

asociados a ambos tipos de formas lesionales lo que sugiere que puedan ser indicativas de 

mecanismos divergentes. Asimismo se identificaron genes candidatos implicados en el proceso de 

queratinización asociados a los animales con lesiones multifocales, mientras que en los animales 

con lesiones difusas se identificaron genes candidatos relacionados con el metabolismo del 

colesterol que pudieron ser confirmados funcionalmente al detectarse niveles más bajos de 

colesterol en el plasma de animales con lesiones difusas en relación a los animales con otro tipo de 

lesión o sin lesión.  

 

6.- El estudio de asociación genética a genoma completo permitió identificar un total de 40 SNPS 

(P < 5×10
-7

) que definieron 9 QTLs y 98 genes candidatos asociados a los animales tolerantes a la 

PTB con resultado positivo a PCR y cultivo bacteriológico de MAP pero sin lesiones en tejidos 

intestinales y linfonodos asociados. La estima de heredabilidad para la tolerancia a la PTB fue alta 

(h
2
= 0,55) y el análisis de enriquecimiento funcional utilizando los genes candidatos identificados 

permitió definir un perfil inmunogenético específico en los animales tolerantes, diseñado para 

reparar daños en el DNA, controlar la carga bacteriana, modular la inflamación, limitar el daño 

tisular, y favorecer la reparación de tejidos,  

 

7.- En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral proporcionan información nueva y 

global acerca de los mecanismos moleculares subyacentes a la susceptibilidad a la infección por 

MAP y a la tolerancia a la PTB con aplicaciones en el diagnóstico y control de la enfermedad. Los 

SNPs identificados podrían ser integrados en los programas de selección de ganado bovino asistidos 

por marcadores con el objetivo de seleccionar animales menos susceptibles a la infección y más 

tolerantes a la PTB, y probablemente también a otras enfermedades, lo que reduciría los costes 

económicos de las explotaciones y minimizaría el uso de agentes antimicrobianos.
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ANEXO II. GLOSARIO GENÉTIO-ESTADÍSTICO 

Alelo Formas alternativas de un gen o locus cromosómico que difieren en la 

secuencia de DNA 

    

Alelo menor El alelo de un polimorfismo bialélico que es menos frecuente en la población 

estudiada 

    

Call rate de 

genotipado 

Proporción de muestras o SNPs para los que un alelo SNP específico puede 

identificarse de forma fiable mediante un método de genotipado 

    

Desequilibrio de 

ligamiento 

Asociación entre 2 alelos situados cerca uno del otro en un cromosoma, de tal 

manera que se heredan juntos con más frecuencia de lo que lo esperado por el 

azar 

    

Efecto modesto Asociación entre una variante genética y una enfermedad o rasgo que es 

estadísticamente significativa, pero que conlleva una pequeña proporción de 

probabilidades (normalmente 1,5) 

    

Enfermedad 

mendeliana 

Condición causada casi en su totalidad por un solo gen principal, como la 

fibrosis quística o la enfermedad de Huntington, en las que la enfermedad se 

manifiesta en sólo 1 (recesivo) o 2 (dominante) de los 3 posibles grupos de 

genotipos 

    

Enfermedad no 

mendeliana 

Condición influenciada por múltiples genes y factores ambientales y que no 

muestra patrones de herencia mendeliana 

    

Equilibrio de 

Hardy-Weinberg 

Distribución poblacional de 2 alelos (con frecuencias p y q) tal que la 

distribución es estable de generación en generación y los genotipos se 

presentan con frecuencias de p2, 2pq y q2 para el alelo mayor homocigoto, 

heterocigoto y alelo menor homocigoto, respectivamente 

    

Estratificación de 

la población 

Sesgo en los estudios de asociación genética causada por diferencias genéticas 

entre casos y controles no relacionados con la enfermedad pero debido al 

muestreo de poblaciones de diferente ascendencia 

    

Estudio de 

asociación de 

genoma completo 

Cualquier estudio de la variación genética a lo largo de todo el genoma 

diseñado para identificar la asociación genética con rasgos observables o la 

presencia o ausencia de una enfermedad, que suele referirse a estudios con una 

densidad demarcadores genéticos de 100 000 o más para representar una gran 

proporción de la variación en el genoma  

    

Estudios 

funcionales 

Investigaciones sobre el papel o el mecanismo de una variante genética en la 

causalidad de una enfermedad o rasgo 

    

False discovery 

rate 

Proporción de asociaciones significativas que son en realidad falsos positivos 

    

Frecuencia del 

alelo menor 

Proporción del menos común de 2 alelos en una población que oscila de 

menos del 1% a menos del 50% 
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Gen candidato Un gen que se cree que influye en la expresión de fenotipos complejos debido 

a las propiedades biológicas y/o fisiológicas conocidas de sus productos, o a 

su ubicación cerca de una región de asociación o vinculación 

    

Haplotipo Grupo de alelos específicos en genes o marcadores vecinos que tienden a 

heredarse juntos 

    

Polimórfico Gen o sitio con múltiples formas alélicas. El término polimorfismo suele 

implicar una frecuencia alélica menor de al menos el 1%. 

    

Polimorfismo de 

nucleótido único 

Forma más común de variación genética en el genoma, en la que una 

sustitución de una sola base ha creado 2 formas de una secuencia de DNA que 

difieren en un solo nucleótido 

    

Probabilidad de 

falso positivo 

Probabilidad de que la hipótesis nula sea cierta, dado un hallazgo 

estadísticamente significativo 

    

Resiliencia Capacidad del animal de verse mínimamente afectado por las perturbaciones o 

de volver rápidamente al estado que tenía antes de la exposición a una 

perturbación 

    

Resistencia Capacidad de eliminar o limitar un patógeno en los estadios iniciales de la 

infección gracias a una respuesta inmune innata eficaz  

    

Riesgo atribuible 

a la población 

Proporción de una enfermedad o rasgo en la población que se debe a una causa 

específica, como una variante genética 

    

Robustez Capacidad de loa animales que combinan un alto potencial de producción con 

la resiliencia a los factores de estrés externos, lo que permite la expresión sin 

problemas de un alto potencial de producción en una amplia variedad de 

condiciones ambientales 

    

SNP 

nonsynonimous 

Polimorfismo que provoca un cambio en la secuencia de aminoácidos de una 

proteína y, por tanto, puede afectar a su función 

    

SNP Tag SNP fácilmente medible que se encuentra en un fuerte desequilibrio de enlace 

con otros múltiples SNP, de modo que puede servir como sustituto de estos 

SNP en plataformas de genotipado a gran escala 

    

Susceptibilidad Propiedad de animales que progresan a formas severas de la enfermedad por 

incapacidad de inducir una respuesta inmune innata efectiva que elimine el 

patógeno 

    

Tolerancia Capacidad de los individuos para desarrollar una serie de mecanismos para 

controlar el daño provocado por agentes externos 

    

Variabilidad 

heredable 

Variabilidad de los valores de los rasgos de un genotipo, medida 

repetidamente en el mismo individuo, o en múltiples individuos pertenecientes 

a la misma familia 



 ANEXOS 

 

 


