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RESUMEN 

La paratuberculosis es una enfermedad crónica de los rumiantes causada 

por la bacteria intracelular Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis 

(Map). Hasta el momento, la vacunación ha sido considerada el método de 

control con una mejor relación coste-beneficio, al reducir la aparición de 

nuevos casos clínicos y la excreción fecal de bacilos. No obstante, su efecto 

protector es incompleto y aún no se conoce en profundidad cómo influye 

sobre la patogenia de la enfermedad y la respuesta inmunitaria del 

hospedador. Además, la vacunación frente a paratuberculosis se ha asociado 

con un efecto protector inespecífico frente a otras infecciones, relacionadas o 

no con micobacterias, un fenómeno que podría ser causado por el 

establecimiento de lo que se conoce como respuesta inmunitaria entrenada. 

Esta respuesta esta mediada por células de la respuesta inmunitaria innata, 

como los macrófagos, células dianas de Map, o los neutrófilos. Teniendo en 

cuenta el número limitado de trabajos destinados a estudiar las características 

de la respuesta protectora tras la vacunación, el objetivo general de esta Tesis 

Doctoral consiste en investigar su influencia en la respuesta inmunitaria del 

hospedador, tratando de esclarecer aquellos factores relacionados con la 

protección. 

Para poder realizar posteriormente estudios in vitro sobre el efecto de la 

vacunación en la actividad de neutrófilos y macrófagos, el primer estudio de 

esta Tesis consistió en establecer un protocolo estandarizado y efectivo para el 

aislamiento simultáneo de células mononucleares a partir de sangre periférica 

(PBMCs) y neutrófilos, así como la purificación de monocitos y la obtención 

de macrófagos derivados de monocitos (MDMs), a partir de sangre periférica 

de ovejas y de cabras. Para ello, se compararon distintas técnicas de 

aislamiento o purificación, así como diversas condiciones de cultivo para la 

maduración de monocitos. La estimación del rendimiento de cada protocolo, 
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la pureza y las características fenotípicas de las poblaciones celulares 

obtenidas se determinaron mediante recuento celular en cámara de Neubauer, 

microscopía y citometría de flujo. La mezcla de las capas de leucocitos y de 

células rojas durante la separación con Lymphoprep™ permitió aislar un gran 

número de PBMCs y neutrófilos con una elevada pureza a partir de la misma 

muestra de sangre. Por otro lado, se observó que las columnas 

inmunomagnéticas proporcionan un buen rendimiento (nº monocitos/nº inicial 

de PBMCs) en la obtención de monocitos con una elevada pureza, 

determinado también mediante el porcentaje de células CD14+, CMH-II+ y 

CD11b+. Estos valores fueron superiores a los encontrados en los monocitos 

purificados mediante adherencia, debido a la presencia de un mayor número 

de linfocitos contaminantes empleando esta última técnica que, sin embargo, 

no interfirió en la maduración de monocitos a macrófagos, ya que el número 

final de MDMs fue superior en los monocitos aislados mediante adherencia. 

Posteriormente, la suplementación de los cultivos de monocitos con 

concentraciones crecientes de GM-CSF incrementó de manera proporcional el 

número de MDMs en comparación con el suero autólogo. Por lo tanto, 

siguiendo el protocolo establecido en este estudio es posible realizar el 

aislamiento simultáneo de PBMCs y neutrófilos con una elevada eficiencia y 

pureza. Así mismo, estos PBMCs son aptos para la purificación de monocitos 

y la obtención de MDMs con cualquiera de las técnicas analizadas, según las 

necesidades del experimento y siguiendo las condiciones de maduración 

establecidas. En este caso, se eligió la técnica de adherencia para la 

purificación de monocitos por ser la que proporcionó un mayor número de 

MDMs. 

El segundo estudio de la Tesis se centró en estudiar el efecto de la vacuna 

inactivada Silirum® sobre la respuesta inmunitaria generada en los macrófagos 

un mes después de la vacunación. Se emplearon CaMØs (MDMs caprinos) 

procedentes de cabras vacunadas con Silirum® y sin vacunar, e infectadas in 
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vitro con Map, tras lo cual se determinó la viabilidad de Map y su 

cuantificación mediante cultivo bacteriológico y reacción en cadena de la 

polimerasa cuantitativa (qPCR), respectivamente. Además, también se 

analizaron los niveles de expresión de distintas citoquinas pro y 

antiinflamatorias e iNOS mediante PCR con transcripción inversa (RT-qPCR) 

y se estimó el número de CaMØs infectados, así como el grado de infección, 

mediante inmunofluorescencia. Estas pruebas reflejaron una reducción 

significativa de la viabilidad de Map en los sobrenadantes y los CaMØs 

procedentes de las cabras vacunadas, que se acompañaba de un mayor 

porcentaje de infección y un mayor número de bacterias internalizadas en los 

CaMØs de este mismo grupo en comparación con los no vacunados. Además, 

los CaMØs procedentes de animales vacunados mostraban una mayor 

expresión de iNOS (acción proinflamatoria) e IL-10 (antiinflamatoria), 

mientras que solo la expresión MIP-β (proinflamatoria) se encontraba elevada 

en los animales no vacunados. Estos resultados sugieren que la vacunación 

frente a paratuberculosis modifica la respuesta de los CaMØs, de forma que 

aumentan su capacidad fagocítica y antimicrobiana frente a Map, lo que 

aparece asociado a una mayor producción de citoquinas con acción tanto pro 

como antiinflamatoria.  

El tercer estudio de la Tesis tuvo como fin valorar el efecto de la 

administración de Silirum® sobre la generación de trampas extracelulares de 

neutrófilos (NETs) en respuesta a la infección in vitro con Map y otros 

patógenos no relacionados con micobacterias. Para ello, se utilizaron ovejas 

vacunadas y sin vacunar, a partir de las cuales se aislaron neutrófilos 

sanguíneos que fueron infectados in vitro con Map, Staphylococcus aureus y 

Escherichia coli. Se analizó la formación de NETs por medio de la 

visualización mediante inmunofluorescencia del ADN, la mieloperoxidasa y 

la elastasa, y se llevó a cabo una cuantificación del ADN extracelular 

(PicoGreen™) mediante fluorimetría. Estas pruebas demostraron que la 
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infección con Map es capaz de estimular la liberación de NETs, aunque en 

menor medida que S. aureus y E. coli. No obstante, no se detectaron 

diferencias entre las ovejas vacunadas y las no vacunadas, 

independientemente de la infección y del tiempo post-vacunación. Estos 

resultados sugieren que la liberación de NETs no jugaría un papel importante 

en la respuesta inmune protectora tras la vacunación frente a paratuberculosis, 

al menos durante el primer mes post-vacunación. No obstante, es posible que 

otros mecanismos antimicrobianos desarrollados por estas células y no 

analizados en este estudio, puedan estar implicados en esta respuesta. 

El cuarto y último estudio consistió en valorar el efecto que tiene la 

vacunación homóloga (frente a paratuberculosis) o heteróloga (frente a 

tuberculosis) sobre la respuesta inmunitaria y la protección en cabritos 

infectados de forma experimental con Map, y conocer el papel que puede 

jugar cada uno de los componentes de estas vacunas. Con este fin, se 

emplearon cabritos de un mes de edad divididos en varios grupos en función 

de la vacunación (Silirum®, HIMB-vacuna inactivada frente a Mbv o no 

vacunados), inmunización (bacterias inactivadas o adyuvantes) y/o infección. 

A los 45 días post-vacunación, los animales fueron infectados oralmente con 

Map y, posteriormente, sacrificados a los 190 días post-vacunación. 

Mensualmente, se recogieron muestras de sangre para la determinación de la 

respuesta inmunitaria periférica y la proporción de subpoblaciones 

linfocitarias mediante la prueba de liberación de IFN-γ (IGRA) o la detección 

de anticuerpos (ELISA), y citometría de flujo, respectivamente. Además, tras 

el sacrificio, se recogieron muestras de heces (cultivo bacteriológico) y de 

intestino y nódulos linfáticos asociados para la valoración de la producción 

local de IFN-γ (IGRA), la detección de Map (qPCR y cultivo bacteriológico), 

el estudio de las subpoblaciones linfocitarias (citometría de flujo) y el examen 

histológico. En todos los grupos de animales infectados se observaron lesiones 

granulomatosas, independientemente de la vacunación o la inmunización. Sin 
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embargo, los grupos vacunados con Silirum® (frente a Map) o HIMB (frente a 

Mbv) mostraron una considerable reducción del número y la gravedad de 

dichas lesiones, que se acompañaba de una elevada respuesta celular y 

humoral periféricas. También se observó una disminución del número de 

granulomas en los animales inmunizados con las cepas vacunales y los 

adyuvantes en comparación con el grupo no vacunado e infectado. Cabe 

destacar que esta reducción fue incluso mayor en las cabras a las que se les 

administró el adyuvante, en comparación con aquellas que fueron 

inmunizadas con cepas vacunales. Por otro lado, no se observaron diferencias 

en la proporción periférica o local de las diferentes subpoblaciones de 

linfocitos, ni en la respuesta inmunitaria local, entre los grupos establecidos. 

A la luz de estos resultados, tanto la vacunación frente a paratuberculosis 

como a tuberculosis ofreció una protección homóloga y heteróloga, 

respectivamente, contra la infección por Map. Además, los animales 

inmunizados con el adyuvante experimentaron una reducción del número de 

lesiones, no asociada a la presencia de una respuesta inmunitaria específica 

frente a Map detectable, que podría estar mediada por un mecanismo de 

inmunidad inespecífica que necesita ser esclarecido.  
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SUMMARY 

Paratuberculosis is a chronic disease of ruminants caused by the 

intracellular bacteria Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis 

(Map). Currently, vaccination has been considered the most cost-effective 

control method that achieves a reduction on the onset of new clinical cases 

and the fecal shedding of bacilli. However, its protective effect is incomplete 

and how it influences the pathogenesis of the disease and the immune 

response of the host is still not fully understood. Furthermore, vaccination 

against paratuberculosis has been associated with a nonspecific protective 

effect against other infections, related or not to mycobacteria, a phenomenon 

that could be caused by the establishment of what is known as a trained 

immune response. This response is mediated by cells of the innate immune 

response, such as macrophages, the target cells cells of Map, or neutrophils. 

Bearing in mind the reduced number of works aimed at studying the 

characteristics of the protective response induced by paratuberculosis 

vaccination, the general objective of this Doctoral Thesis is to investigate its 

influence on the immune response of the host, attempting to clarify those 

factors related to protection. 

Subsequently, in order to carry out in vitro studies on the effect of 

vaccination on the activity of neutrophils and macrophages, the first study of 

this Thesis was aimed to the establishment of a standardized and effective 

protocol for the simultaneous isolation of mononuclear cells from peripheral 

blood (PBMCs) and neutrophils, as well as the purification of monocytes and 

the obtaining of monocyte-derived macrophages (MDMs) from peripheral 

blood of sheep and goats. For that purpose, different isolation or purification 

methods were compared, as well as culture conditions for the maturation of 

monocytes. The estimation of the yield of each protocol, the purity and the 

phenotypic characteristics of the cell populations obtained were determined by 
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cell counting in a Neubauer chamber, microscopy and flow cytometry. The 

mixture of the buffy coat and red cell layers during the Lymphoprep™ 

separation allowed the isolation of a large number of PBMCs and neutrophils 

with a high purity from the same blood sample. Besides, it was observed that 

the immunomagnetic columns provide a high monocyte yield (number of 

monocytes/initial number of PBMCs) with high purity, also determined by the 

percentage of CD14+, MHC-II+ and CD11b+ cells. These values were higher 

than those found in adherence-purified monocytes, due to the presence of a 

greater number of contaminating lymphocytes using the latter, which, 

however, did not interfere in the maturation of monocytes to macrophages, 

since the final number of MDMs was higher in monocytes isolated by 

adherence. Subsequently, the supplementation of monocyte cultures with 

increasing concentrations of GM-CSF, proportionally increased the number of 

MDMs compared to the incubation with autologous serum. Therefore, 

following the protocol established in this study, it is possible to perform the 

simultaneous isolation of PBMCs and neutrophils with high efficiency and 

purity. Likewise, these PBMCs are suitable for the purification of monocytes 

and the obtaining of MDMs with any of the purification techniques analyzed, 

according to the needs of the experiment, and following the established 

maturation conditions. In this case, the adherence technique was chosen for 

the purification of monocytes as it was the one that provided a greater number 

of MDMs. 

The second study of the Thesis was focused on the assessment of the 

effect of the inactivated Silirum® vaccine on the immune response generated 

in macrophages one month after vaccination. CaMØs (goat MDMs) from 

goats vaccinated and non-vaccinated with Silirum® and infected in vitro with 

Map were used, whereupon the viability of Map and its quantification by 

bacteriological culture and quantitative polymerase chain reaction (qPCR) 

were determined, respectively. In addition, the expression levels of different 
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pro and anti-inflammatory cytokines and iNOS were also analyzed by reverse 

transcription (RT-qPCR), and the number of infected CaMØs, as well as the 

degree of infection, were estimated by immunofluorescence. These assays 

reflected a significant reduction in the viability of Map in the supernatants and 

CaMØs from vaccinated goats, which was accompanied by the presence of a 

higher percentage of infection and a higher number of internalized bacteria in 

the CaMØs of this same group in comparison with the non-vaccinated ones. In 

addition, CaMØs from vaccinated animals showed higher expression of iNOS 

(pro-inflammatory action) and IL-10 (anti-inflammatory), while only MIP-β 

(pro-inflammatory) expression was increased in non-vaccinated animals. 

These results suggest that vaccination against paratuberculosis modifies the 

response of CaMØs, so they increase their phagocytic and antimicrobial 

capacity against Map, which is associated with a greater production of 

cytokines with both pro and anti-inflammatory action. 

The purpose of the third study of the Thesis was to assess the effect of the 

administration of Silirum® on the generation of extracellular neutrophil traps 

(NETs) in response to in vitro infection with Map and other non-

mycobacterial pathogens. For this reason, blood neutrophils from vaccinated 

and non-vaccinated sheep were isolated and infected in vitro with Map, 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The formation of NETs was 

analyzed by visualization of DNA, myeloperoxidase and elastase by 

immunofluorescence microscopy and a quantification of extracellular DNA 

(PicoGreen™) was carried out by fluorimetry. These assays demonstrated that 

Map infection is able to stimulate the release of NETs, although to a lesser 

extent than S. aureus and E. coli. However, no differences were detected 

between vaccinated and non-vaccinated sheep, regardless of infection and 

post-vaccination days. These results suggest that the release of NETs would 

not play an important role in the protective immune response after vaccination 

against paratuberculosis, at least during the first month after vaccination. 
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However, it is possible that other antimicrobial mechanisms developed by 

these cells and not analyzed in this study may be involved in this response. 

The objective of the fourth and last study was the evaluation of the effect 

of homologous (against paratuberculosis) or heterologous (against 

tuberculosis) vaccination on the immune response and protection in goat kids 

experimentally infected with Map, discerning the effect of each of the 

components of these vaccines. For this purpose, one-month-old kids were 

divided into several groups according to vaccination (Silirum®, HIMB-

inactivated vaccine against Mbv or non-vaccinated), immunization 

(inactivated bacteria or adjuvants) and/or infection. At 45 days post-

vaccination, animals were orally infected with Map and, subsequently, 

sacrificed at 190 days post-vaccination. Monthly, blood samples were 

collected for determination of peripheral immune response and the proportion 

of lymphocyte subpopulations by IFN-γ release test (IGRA), antibody 

detection (ELISA), and flow cytometry, respectively. In addition, after 

sacrifice, fecal samples (bacteriological culture) and intestinal tissue and 

associated lymph nodes were collected for the assessment of the local 

production of IFN-γ (IGRA), the detection of Map (qPCR and bacteriological 

culture), the study of lymphocyte subpopulations (flow cytometry) and 

histological examination. Granulomatous lesions were detected in all the 

infected groups, regardless of vaccination or immunization. However, in those 

vaccinated with Silirum® (against Map) or HIMB (against Mbv), a 

considerable reduction in the number and severity of these lesions was 

recorded, which was accompanied by a heightened cellular and peripheral 

humoral responses. There was also a decrease in the number of granulomas in 

the animals immunized with the vaccine strains and adjuvants compared to the 

non-vaccinated and infected group. It should be noted that this reduction was 

even greater in goats in which only the adyuvant was administered, compared 

to those that were immunized with vaccine strains. Besides, no differences 
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were observed in the peripheral or local proportion of the different 

subpopulations of lymphocytes, nor in the local immune response, between 

the established groups. 

In the light of these results, both vaccination against paratuberculosis and 

tuberculosis induced homologous and heterologous protection, respectively, 

against Map infection. Furthermore, the animals immunized with the 

adjuvants experienced a reduction in the number of lesions, not associated 

with the presence of a specific immune response against Map, which could be 

mediated by a nonspecific immunity mechanism that needs to be elucidated. 
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1. Etiología 

La primera descripción del agente causal de la paratuberculosis se realizó 

a finales del siglo XIX tras el aislamiento e identificación de bacilos acido-

alcohol resistentes (BAAR) en el intestino de una vaca negativa al test de la 

tuberculina, pero con signos clínicos y lesiones microscópicas compatibles 

con una tuberculosis intestinal (Johne y Frothingham, 1895). El agente 

responsable de la enfermedad se denomina actualmente Mycobacterium avium 

subespecie paratuberculosis (Map) (Thorel et al., 1990) y se clasifica 

taxonómicamente dentro del Reino Bacteria que engloba a la división 

Firmicutes, clase Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden 

Actinomycetales, suborden Corynebacterinae, familia Mycobateriaceae y 

género Mycobacterium (Stackebrandt et al., 1997). 

Map tiene una elevada homología con otras especies de micobacterias, por 

lo que fue incluida dentro del complejo Mycobacterium avium (Thorel et al., 

1990), que engloba un total de 4 subespecies: Map, Mycobacterium avium 

subespecie avium (Maa), Mycobacterium avium subespecie silvaticum (Mas) 

y Mycobacterium avium subespecie hominissuis (Mah) (Saxegaard et al., 

1988; Thorel et al., 1990; Kunze et al., 2000; Rindi y Garzelli, 2014). 

 

1.1. Características generales 

Map es una bacteria intracelular de pequeño tamaño (0,5-1,5 µm), Gram 

positiva y ácido-alcohol resistente. Presenta un metabolismo aerobio 

facultativo y un crecimiento in vitro lento que varía entre las 3 y las 14 

semanas, para lo que es necesaria la suplementación del medio de cultivo con 

micobactina J (MJ), un sideróforo presente en el interior de las bacterias que 

tiene como función el secuestro de hierro, necesario para su crecimiento, y 

que permite su diferenciación de otras micobacterias como Maa (Francis et 
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al., 1953; Merkal y Curran, 1974; Barclay y Ratledge, 1983). 

Morfológicamente, las unidades formadoras de colonias (UFCs) son pequeñas 

(0,5 mm), lisas y translúcidas (Merkal y Curran, 1974; Whittington et al., 

2011). 

 

1.2. Cepas de Map 

El reconocimiento de las diversas cepas de Map se estableció inicialmente 

con base a las diferencias fenotípicas asociadas a (i) la velocidad de 

crecimiento en el cultivo, (ii) características morfológicas de las UFCs 

(pigmentadas o no) y (iii) la dependencia de la micobactina (Chiodini et al., 

1984). Posteriormente, se emplearon estudios genéticos (Collins et al., 1990; 

Pavlik et al., 1999; Whittington et al., 2000b; Stevenson et al., 2002) basados 

en el análisis de la secuencia de inserción IS900, de 1451 pares de bases, 

específica de Map (Green et al., 1989), lo que permitió diferenciar dos grupos 

principales de cepas que estaban estrechamente relacionadas con la especie 

animal infectada, conocidas como tipo S “Sheep” o I (ovino) y tipo C “Cattle” 

o II (bovino) (Collins et al., 1990). Las cepas tipo C abarcan un mayor rango 

de hospedadores, incluyendo, además del ganado bovino, el caprino y los 

rumiantes silvestres (Whittington et al., 2000b; Motiwala et al., 2004). En 

cambio, las cepas tipo S afectan principalmente a las ovejas, aunque en ambos 

casos es posible la transmisión cruzada (Whittington et al., 2001; Verna et al., 

2007). Sin embargo, se ha comprobado que, además de existir diferencias de 

virulencia entre cepas, la patogenia de la infección varía en función de la 

especie animal que se infecta (Verna et al., 2007; Fernández et al., 2014; 

Stevenson, 2015), de forma que corderos infectados con cepas de tipo S 

mostraron lesiones granulomatosas en el tejido linfoide, sin diferencias en la 

gravedad a lo largo del tiempo, mientras que los infectados con cepas de tipo 

C desarrollaron lesiones más graves, pero de carácter regresivo, con fibrosis, 
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cuya intensidad disminuía a medida que avanzaba la infección (Fernández et 

al., 2014). 

Más tarde, se describió una cepa intermedia o tipo III con características 

tanto del tipo C como del tipo S (de Juan et al., 2005, 2006a). Esta cepa tiene 

una velocidad crecimiento y características similares a las de las cepas tipo S, 

pero presenta un rango más amplio de hospedadores (de Juan et al., 2006a, 

2006b; Biet et al., 2012). 

 

1.3. Persistencia en el medio 

Una de las principales características de Map es su elevada resistencia en 

el medio, lo cual dificulta los programas de control y erradicación 

(Whittington et al., 2004; Eppleston et al., 2014). Se ha estimado que es capaz 

de sobrevivir hasta 246 días en las heces (Lovell et al., 1944), de 2-55 semanas 

en el suelo (Whittington et al., 2004; Eppleston et al., 2014) y de 1 a 9 meses 

en el agua (Lovell et al., 1944; Whittington et al., 2005). Además, esta 

micobacteria es muy resistente a condiciones climáticas adversas (p.ej. lluvia, 

desecación y congelación), a la radiación ultravioleta y al cloro (Whan et al., 

2001; Whittington et al., 2004; Shin et al., 2008; Donaghy et al., 2009). 

Asímismo, su capacidad para formar biofilms en superficies húmedas también 

parece favorecer su supervivencia en el medio (Bolster et al., 2009; Beumer et 

al., 2010; Cook et al., 2010).  

 

2. Epidemiología 

La paratuberculosis en rumiantes domésticos es una enfermedad 

cosmopolita que puede llegar a alcanzar prevalencias en rebaños de entre el 30 

% y el 50 % (Reviriego et al., 2000; Diéguez et al., 2007; Velasova et al., 

2017) y que se asocia a importantes pérdidas económicas debidas 
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principalmente al sacrificio prematuro de los animales y el descenso en su 

productividad (Rasmussen et al., 2021). No obstante, la prevalencia varía 

enormemente en función del país, la especie animal, la aptitud del rebaño, la 

edad de los animales, las medidas de manejo y los métodos de diagnóstico 

empleados (Nielsen y Toft, 2009; Bauman et al., 2016; Camanes et al., 2018; 

Rasmussen et al., 2021). 

Los estudios sobre esta enfermedad se han centrado principalmente en el 

ganado bovino, ovino y caprino (Windsor, 2015; Fecteau, 2018). Sin 

embargo, numerosas especies de rumiantes silvestres (Tabla 1) y de animales 

monogástricos (domésticos y silvestres) (Tabla 2) también son susceptibles a 

la infección y pueden actuar como reservorios, favoreciendo su diseminación 

y transmisión a los rumiantes domésticos (Pavlik et al., 2000; Machackova et 

al., 2004; Robino et al., 2008). En este sentido, el conejo se ha sugerido que 

podría jugar un papel relevante en la epidemiología de la paratuberculosis 

dado el elevado número de animales infectados que se han encontrado en 

algunos lugares como Escocia (67 %) (Greig et al., 1997; Shaughnessy et al., 

2013). De hecho, se ha observado una estrecha relación entre la presencia de 

Map en rebaños de ganadería extensiva y la aparición de conejos que 

cohabitaban en los mismos pastos, infectados por esta micobacteria y con 

lesiones intestinales graves (Greig et al., 1997, 1999; Beard et al., 2001b), 

llegándose incluso a demostrar la transmisión e infección entre conejos y 

ganado bovino (Beard et al., 2001c; Daniels et al., 2001; Judge et al., 2005).  

Dado que la principal vía de eliminación de Map son las heces, la vía de 

transmisión más relevante es la fecal-oral que se produce a través de la 

ingestión de alimentos o agua contaminados (Figura 1) (Clarke, 1997; Fecteau 

et al., 2013; Corbett et al., 2017). Además, los animales jóvenes (< 6 meses de 

edad) son los más susceptibles, pudiendo infectarse durante el 

amamantamiento por contacto directo con las ubres u otros materiales 

manchados con heces (Payne y Rankin, 1961; Larsen et al., 1975; Windsor y 
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Whittington, 2010). Otras vías de transmisión, como la intrauterina o la 

venérea, han sido poco estudiadas y se les concede poca relevancia (Ayele et 

al., 2004; Lambeth et al., 2004). 

Debido al curso lento de la enfermedad y a que muchos animales 

desarrollan formas de latencia, en un rebaño donde la infección esté presente, 

el número de individuos en fase subclínica suele ser muy elevado en 

comparación con el número de animales con infección clínica, lo que se ha 

denominado presentación en “iceberg”. Este efecto se manifiesta en que un 

número reducido de animales de la granja presentan signos clínicos, mientras 

que el resto de animales infectados permanecen casi indetectables, si bien 

pueden ser excretores de Map. De hecho, se ha estimado que por cada animal 

con enfermedad clínica existen 25 animales infectados sin signos clínicos 

(Whitlock y Buergelt, 1996; Pérez et al., 2000). 

 

 

 

Animal Referencia

Serología Cultivo PCR Histología

Ciervos (Cervus elaphus ) Si (30,16 %)* No No No Reyes-García et al., 2008

Corzos (Capreolus capreolus ) No Si (11,59 %)* Si (28,98 %)* Si (37,68 %)* Robino et al., 2008

Gamos (Dama dama ) Si (0 %)* Si (25 %)* Si (25 %)* Si (62 %)* Marco et al., 2002

Bisontes (Bison bison ) No No Si No Sibley et al., 2007

Búfalos (Bubalus bubalis ) No Si (4,3 %)* Si (13 %)* Si (27- 30 %)* de Moraes Pereira et al., 2020

Muflones (Ovis musimon ) Si (1 %)* No No No López-Olvera et al., 2009

Íbices (Capra ibex ) No No Si Si Ferroglio et al., 2000

Camellos (Camelus bactrianus ) Si No No No Kramsky et al., 2000

Llamas (Lama lama ) Si Si No No Miller et al., 2000

Alpacas (Lama pacos ) Si Si Si Si Ridge et al., 1995

Tabla 1. Detección de Map en rumiantes silvestres.

Diagnóstico

* Porcentaje de animales positivos respecto al total de animales analizados.
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3. Patogenia  

A pesar de que el estudio de la patogenia de la paratuberculosis comenzó 

en el siglo XIX, todavía existen numerosas incógnitas relacionadas con la 

interacción patógeno-hospedador (Koets et al., 2015; Balseiro et al., 2019; 

Mallikarjunappa et al., 2021). Se incluyen los mecanismos empleados por 

Map para infectar y sobrevivir en el hospedador y la respuesta de este último 

para logar su eliminación, así como la influencia del medio ambiente en 

ambos. Sin embargo, a la hora de estudiar la interacción entre el hospedador y 

el patógeno, cobran especial relevancia aquellos factores dependientes del 

individuo (p.ej. factores genéticos) o de la micobacteria (p.ej. mecanismos 

empleados por Map para evadir la respuesta inmunitaria), lo que aumenta la 

complejidad de esta interacción (Reddacliff et al., 2005; Arsenault et al., 

2014). 

 

Animal Referencia

Serología Cultivo PCR Histología

Cerdos (Sus domesticus ) No No Si Si Miranda et al., 2011

Jabalíes (Sus scrofa ) No Si No No Notario et al., 2010

Gatos salvajes (Felis catus ) No Si Si No Palmer et al., 2005

Perros (Canis familiaris ) No No Si (18 %)* No Glanemann et al., 2008

Zorros (Vulpes vulpes ) No Si No Si Beard et al., 1999

Osos pardos (Ursus arctus ) No Si Si Si Kopecna et al., 2006

Asnos (Equus asinus ) No Si No Si Dierckins et al., 1990

Conejos (Oryctolagus cuniculus ) No Si (24,28 %)* Si (24,28 %)* Si (30 %) Shaughnessy et al., 2013

Liebres (Lepus europeus ) No Si No No Salgado et al., 2014

Armiños (Mustela erminea ) No Si No Si Beard et al., 1999

Cuervos (Corvus corone ) No Si No Si Beard et al., 2001a

Grajos (Corvus frugilegus ) No Si No No Beard et al., 2001a

Gorriones (Passer domesticus ) No Si No No Corn et al ., 2005

* Porcentaje de animales positivos respecto al total de animales analizados.

Tabla 2. Detección de Map en especies monogástricas.

Diagnóstico



Capítulo II: Introducción 

21 
 

3.1. Entrada de Map en el hospedador 

Dado que la principal vía de entrada de Map es la oral, este 

microorganismo viaja por el tracto gastrointestinal hasta el íleon y el yeyuno 

donde aparecen las primeras lesiones. En estas zonas, Map es captado 

mediante endocitosis por las células M que revisten el tejido linfoide intestinal 

(placas de Peyer) y están especializadas en la captación de antígenos y en su 

transporte hacia las células presentadoras de antígeno (CPAs) subepiteliales 

presentes en el tejido linfoide subyacente (Figura 1) (Momotani et al., 1988; 

Plattner et al., 2011). Sin embargo, las células M no son su única vía de 

entrada, ya que en ratones y rumiantes se ha demostrado la capacidad de Map 

de invadir la mucosa a través de los enterocitos, aunque en menor medida que 

a través de las células M (Sangari et al., 2001; Pott et al., 2009; Ponnusamy et 

al., 2013).  

Por otro lado, aunque no se conocen con exactitud los mecanismos 

implicados en la adhesión de Map al epitelio intestinal, se ha comprobado que 

está mediada por la unión entre la glicoproteína fibronectina (FN) y las 

proteínas de acoplamiento a la fibronectina (FAP) presentes en Map dando 

lugar al complejo FN/FAP (Valentin-Weigand y Moriarty, 1992; Secott et al., 

2001, 2002, 2004). Además, las células M del hospedador, a diferencia del 

resto de enterocitos, presentan una gran densidad de receptores 

transmembrana denominados β1 integrinas (Figura 1) que actúan como 

receptores de la fibronectina (Secott et al., 2004).  

La mayor susceptibilidad a la infección observada en animales jóvenes se 

ha relacionado con la presencia en estos de una mayor superficie de placas de 

Peyer (células M) o “vías de entrada”, cuyo número tiende a reducirse con la 

edad, sobre todo en el tramo ileal (Payne y Rankin, 1961; Reynolds y Morris, 

1983; McGregor et al., 2012). Además, la mayor permeabilidad del intestino 

en las primeras etapas de vida podría facilitar el paso de Map durante la 
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ingestión del calostro (Momotani et al., 1988; Patel et al., 2006). Sin embargo, 

se ha demostrado que los animales adultos también se pueden infectar 

(Delgado et al., 2013), aunque en ellos la infección tiende a ser limitada, por 

lo que es posible que otras circunstancias aún sin determinar, como factores 

genéticos o ambientales, puedan provocar una mayor susceptibilidad de los 

individuos jóvenes (Reddacliff et al., 2005; Delgado et al., 2013). 

 

3.2. Entrada de Map en los macrófagos 

Tras atravesar la barrera intestinal, Map es transportado transcelularmente 

hacia los macrófagos subepiteliales (Figura 1), células que se han señalado 

como principales responsables de su eliminación, tras su captación por 

fagocitosis y la posterior producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) 

y del nitrógeno (RNI) (Momotani et al., 1988; Valentin-Weigand y Goethe, 

1999; Arsenault et al., 2014). En este sentido, existen diversos receptores 

involucrados en la fagocitosis de Map, siendo quizás los más importantes los 

del complemento (CR) CR1, CR3 y CR4, receptores de inmunoglobulinas Fc, 

el receptor de la manosa (Man) y los receptores de cluster de diferenciación 

(CD) CD14 de lipopolisacárido (LPS) entre otros (Figura 2) (Sigurardóttir et 

al., 2004). La eliminación o supervivencia de Map dependerá, además de otros 

factores, de cuáles de estos receptores interaccionan con la micobacteria, ya 

que esto determinará las vías moleculares que se desencadenen en el 

macrófago. Por ejemplo, la opsonización de micobacterias por el 

complemento y su posterior unión a los receptores CR1, CR3 y CR4 es uno de 

los más importantes ya que, a diferencia del acoplamiento a los receptores 

FcR, la vía del complemento no desencadena la activación del “estallido 

respiratorio” en el macrófago y, por tanto, la interacción con estos receptores 

evitaría la degradación de la micobacteria (Sangari et al., 1999; El-Etr y 

Cirillo, 2001). De la misma manera, la fagocitosis a través de receptores Man 
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mediante la unión con el glucolípido lipoarabinomanan (LAM) impide la 

generación de radicales libres y la fusión y maduración de los fagosomas por 

lo que también constituye una ventaja para la supervivencia de la micobacteria 

(Astarie-Dequeker et al., 1999; Souza et al., 2013). Además, la unión Man-

LAM da lugar a la activación de la proteína kinasa activada por mitógeno p38 

(MAPK-p38) que favorece la expresión de citoquinas antiinflamatorias, la 

inhibición de la respuesta proinflamatoria y la eliminación de Map (Fratti et 

al., 2003; Souza et al., 2013). 

 

3.3. Establecimiento de la infección y progresión lesional 

Tras la entrada y procesamiento de Map en los macrófagos, estos actúan 

como CPAs exhibiendo en su superficie los antígenos de la bacteria 

fagocitada a los linfocitos T por medio del complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo 2 (CMH-II) (Figura 2) (Wu et al., 2007; Rossjohn et 

al., 2015).  

La activación de los linfocitos T y la liberación de citoquinas y 

quimiocinas por los macrófagos provoca la activación de otros macrófagos y 

el reclutamiento de células inflamatorias, principalmente mononucleares, que 

se acumulan alrededor de los macrófagos infectados formando un granuloma, 

de forma que se consigue limitar, tanto el daño causado por la inflamación y 

la actividad microbicida de las células, como la diseminación de la bacteria 

(Clarke, 1997; Saunders y Cooper, 2000; Wangoo et al., 2005; Koets et al., 

2015; Krüger et al., 2015a). Posteriormente, si las micobacterias no son 

eliminadas del granuloma, su presencia provoca la continua estimulación de 

las células inflamatorias presentes en el mismo y la liberación de citoquinas 

que favorecen el reclutamiento de más leucocitos y el crecimiento o la 

formación de nuevos granulomas (Kaneko et al., 1999; Saunders y Cooper, 

2000; Krüger et al., 2015b).  
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Tomando como modelo lo que sucede en la lepra humana, se han 

diferenciado dos tipos de formas lesionales en la paratuberculosis, 

relacionadas con la respuesta inmunitaria del animal: el extremo tuberculoide 

o el lepromatoso (Figura 1) (Begara-Mcgorum et al., 1998; Rossi et al., 2009; 

Krüger et al., 2015a). El tuberculoide se caracteriza por la presencia de 

granulomas bien definidos, con un reducido número de células epitelioides, 

rodeados por linfocitos y con escasa o nula presencia de BAAR. Dentro de 

este tipo se encuentran las lesiones consideradas como “latentes”, de tipo focal 

(granulomas en el área interfolicular de las placas de Peyer) o multifocal 

(granulomas en el área interfolicular de las placas de Peyer y en la lámina 

propia asociada) y aparecen generalmente durante las etapas iniciales de la 

infección, o en animales que muestran formas de latencia o resistencia, 

situaciones en las que los signos clínicos son inexistentes o muy inespecíficos 

(infección silente o subclínica). Estas lesiones están asociadas a una respuesta 

inmunitaria potente de tipo celular mediada por la activación de linfocitos T 

colaboradores CD4+ (Th) con actividad proinflamatoria (Th1) (Figura 1) 

(Burrells et al., 1999; Pérez et al., 1999; Valheim et al., 2004; Rossi et al., 

2009; Balseiro et al., 2019).  

Por otro lado, el extremo lepromatoso se caracteriza por la presencia de un 

gran número de células epitelioides y una mayor cantidad de BAAR (Burrells 

et al., 1998). Entre ambos extremos, se localizan las lesiones denominadas de 

tipo difuso, con presencia de intensos infiltrados granulomatosos y signos 

clínicos en los animales, generalmente asociadas a un debilitamiento de la 

respuesta inmunitaria Th1 y una mayor proliferación de linfocitos CD4+ de 

tipo antiinflamatorio (Th2) favoreciendo el inicio de una respuesta inmunitaria 

humoral (Figura 1) (Burrells et al., 1998; Pérez et al., 1997, 1999; Manning y 

Collins, 2001). Dentro de este grupo y en función de la respuesta inmunitaria 

y la presencia de Map se distinguen lesiones difusas multibacilares (elevada 

respuesta humoral y carga bacteriana) y lesiones difusas paucibacilares 
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(elevada respuesta celular y escasa carga bacteriana) (Pérez et al., 1996; Corpa 

et al., 2000b; González et al., 2005; Fernández et al., 2017b).  

La inestabilidad en el balance Th1/Th2 de la respuesta inmunitaria 

favorecería la multiplicación de Map, o bien la infiltración descontrolada de 

células inflamatorias, y el avance de las lesiones hacia zonas más amplias, 

provocando cambios macroscópicos en el intestino y la aparición de signos 

clínicos (Hines et al., 1987; Clarke y Little, 1996; Pérez et al., 1997; Corpa et 

al., 2000b; Bower et al., 2011). 
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4. Respuesta inmunitaria 

Clásicamente, se ha considerado que la defensa del hospedador frente a los 

patógenos esta mediada por la estrecha coordinación entre las respuestas 

inmunitarias innata y adaptativa (Figura 2) (Kennedy, 2010). La respuesta 

inmunitaria innata actúa de manera rápida e inespecífica, mientras que la 

respuesta adaptativa es más lenta, pero desarrolla memoria inmunológica, 

reconociendo al agente tras la reinfección (Kennedy, 2010). Sin embargo, con 

el fin de abarcar los complejos mecanismos que participan durante la 

respuesta inmunitaria, esta teoría dicotómica ha sido matizada con la 

introducción del término “inmunidad entrenada”, una respuesta mediada por 

las células de la respuesta inmunitaria innata, pero con la capacidad de exhibir 

memoria inmunológica (Netea et al., 2011).  
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4.1. Células de la respuesta inmunitaria: interacción Map-hospedador 

El componente celular de las respuestas inmunitarias innata (macrófagos y 

neutrófilos) y adaptativa (linfocitos) interviene en el reconocimiento y la 

eliminación de la infección por Map. Aunque los macrófagos son las células 

diana que intervienen en la patogenia de esta enfermedad, otras células, como 

los neutrófilos y los linfocitos γδ, también jugan un papel importante 

actuando, al igual que los macrófagos, como nexo de unión entre la respuesta 

inmunitaria innata y adaptativa. Por ello, en este apartado se repasarán los 

aspectos más relevantes de estas células, mientras que el apartado 4.3. se 

centrará la respuesta inmunitaria generada tras la activación de los linfocitos T 

y B. 

 

4.1.1. Macrófagos 

Los macrófagos, que actúan como CPAs, son células derivadas de los 

monocitos que, tras su salida del torrente sanguíneo, maduran en los tejidos. 

Su principal función es la destrucción de los patógenos mediante diferentes 

mecanismos como la fagocitosis y la producción de ROS y RNI (Aderem y 

Underhill, 1999; Ginhoux y Jung, 2014).  

Tras la interacción de los patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs) presentes en Map con los receptores de reconocimiento de patrones 

(PRRs) del macrófago, la bacteria es internalizada en los fagosomas que 

maduran tras la unión con los lisosomas (fagolisosoma) favoreciendo su 

eliminación (Kumar et al., 2011). Posteriormente, los macrófagos presentan 

los antígenos a los linfocitos T mediante el CMH-II, dando lugar a la 

liberación de citoquinas y quimiocinas que provocan la activación de la 

respuesta inmunitaria adquirida (Figura 2) (Kumar et al., 2011; Wynn et al., 

2013). Sin embargo, la heterogeneidad en el fenotipo de los macrófagos puede 
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verse influenciada durante la infección micobacteriana determinando el tipo 

de respuesta inmunitaria desarrollada por los linfocitos (Mills et al., 2000; 

Thirunavukkarasu et al., 2015; McClean y Tobin, 2016). 

 

Polarización de los macrófagos 

Fenotípicamente, se han distinguido dos subpoblaciones de macrófagos 

según la vía de activación: los macrófagos clásicamente activados o M1 y los 

macrófagos alternativamente activados o M2 (Figura 3) (Barros et al., 2013; 

Crespo et al., 2013; Kapellos et al., 2016). La polarización hacia el fenotipo de 

tipo M1 está mediada por la presencia de moléculas relacionadas con el 

microorganismo, como el LPS, y citoquinas proinflamatorias, como el 

interferón-gamma (IFN-γ) o el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). Por 

otro lado, la polarización hacia un fenotipo de tipo M2 esta mediada por 

citoquinas antiinflamatorias como la interleuquina (IL) IL-10, IL-4 o el factor 

de crecimiento transformante beta (TGF-β) (Barros et al., 2013; Italiani y 

Boraschi, 2014; Thirunavukkarasu et al., 2015) (Figura 3).  

En la etapa subclínica de la paratuberculosis, se ha demostrado la 

presencia de ambos subtipos de macrófagos (M1 y M2), diferenciados a partir 

de monocitos de sangre periférica, mediante el marcaje especifico de los 

receptores de membrana CD80 y CD86, indicadores de un fenotipo M1, y el 

receptor CD163, indicador de un fenotipo M2 (Thirunavukkarasu et al., 2015). 

El predominio de uno de los dos subtipos, estrechamente relacionado con el 

ambiente de citoquinas previamente descrito, parece guardar relación con el 

tipo y la gravedad de las lesiones en el intestino. De esta manera, se ha 

demostrado que en vacas infectadas con Map, los macrófagos presentes en los 

granulomas de tipo tuberculoide son mayoritariamente M1, mientras que, en 

las lesiones más graves de tipo lepromatoso, son mayoritariamente M2 

(Fernández et al., 2017a; Jenvey et al., 2019). La diferente función de cada 
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subpoblación se relaciona con un tipo u otro de lesión, ya que los macrófagos 

M1 se caracterizan por una elevada producción de citoquinas proinflamatorias 

(p. ej. IL-1, TNF-α, etc) y de ROS/RNI, favoreciendo un tipo de respuesta 

Th1 y el aumento de la actividad antimicrobiana (Figura 3) (Mantovani et al., 

2004; Italiani y Boraschi, 2014; Rice et al., 2019), mientras que los 

macrófagos M2 ejercen un efecto inhibitorio sobre la inflamación, liberando 

citoquinas antiinflamatorias (p. ej. IL-4, IL-10, etc) que promueven un tipo de 

respuesta Th2, la inhibición de las citoquinas proinflamatorias y la reparación 

tisular (Figura 3) (Mantovani et al., 2004; Rice et al., 2019). 

 

 

Figura 3. Representación de la heterogeneidad fenotípica y funcional de los 

macrófagos. Polarización hacia un perfil M1 (clásicamente activado) o M2 

(alternativamente activado). 
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Mecanismos de evasión de Map de la acción de los macrófagos 

 Inhibición de la maduración del fagosoma y la fusión del 

fagosoma-lisosoma. 

El bloqueo de la formación del fagolisosoma, y su maduración, es crucial 

para la supervivencia de Map. Este mecanismo de acción se ha estudiado en la 

línea celular J774 de ratón (macrófagos derivados de un sarcoma de células 

reticulares), donde bacterias viables de Map son capaces de persistir en el 

interior de los fagosomas hasta 15 días, reduciendo la captación de la proteína 

de membrana asociada a lisosomas 2 (Lamp-2) (Kuehnel et al., 2001). Se ha 

detectado, además, una mayor cantidad de receptores de la transferrina, un 

marcador típico de los fagosomas tempranos, y una menor cantidad del 

marcador de maduración Lamp-1 tras la infección con Map de esta misma 

línea celular (Hostetter et al., 2003).  

Por otro lado, la formación de los fagolisosomas tras la infección de 

micobacterias también es dependiente de las RabGTPasas (p. ej. Rab5, Rab7, 

etc), pequeñas proteínas de unión implicadas en la fusión de membranas y el 

transporte vesicular (Feng et al., 1995; Jahraus et al., 1998; Simonsen et al., 

1998; Brumell y Scidmore, 2007). De hecho, se ha demostrado que las 

alteraciones en los puntos de anclaje de estas proteínas tras la infección con 

Mycobacterium bovis (Mbv) inhibe la maduración de los fagosomas (Via et 

al., 1997; Fratti et al., 2001). Del mismo modo, ciertos componentes lipídicos 

de la pared microbiana, como los sulfolípidos, son capaces de alterar la fusión 

de los fagosomas mediante alteraciones en su membrana (Sut et al., 1990; 

Karakousis et al., 2004).  
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 La disminución de la acidificación del fagosoma y de la 

producción de especies reactivas. 

Las enzimas hidrolíticas presentes en el interior de los fagosomas 

requieren un pH ácido para su funcionamiento, alcanzado mediante la acción 

de la H+ATPasa, principal proteína transportadora de la bomba de protones. 

Sin embargo, Map es capaz de inhibir la acidificación del fagosoma por medio 

de la secreción de una tirosina fosfatasa que se une a la H+ATPasa 

suprimiendo su acción (Wong et al., 2011; Gurung et al., 2014). De hecho, se 

ha comprobado que en macrófagos bovinos derivados de la maduración de 

monocitos sanguíneos (MDMs), la inhibición in vitro de IL-10, citoquina que 

en exceso favorece la multiplicación de Map, está asociada a una mayor 

expresión de H+ATPasa, dando lugar a una mayor destrucción de la 

micobacteria (Weiss et al., 2005). La actividad antimicrobiana de los 

macrófagos también depende de la producción de ROS y RNI durante el estrés 

oxidativo, moléculas que, además de ser tóxicas para el patógeno, actúan 

como vías de señalización de la respuesta inflamatoria (Chan et al., 1992; 

West et al., 2011; Gibson et al., 2016). A pesar de ello, se ha determinado que 

la producción de ROS es insuficiente para eliminar completamente Map 

(Zurbrick et al., 1988), dado que esta secreta superóxido dismutasa (SOD), 

una enzima antioxidante que impide la formación de radicales libres (Liu et 

al., 2001). Asímismo, se ha observado que las células mononucleares 

extraídas a partir de sangre periférica (PBMCs) procedentes de animales con 

enfermedad subclínica presentan una mayor producción de óxido nítrico 

(NO), la cual se reduce en los PBMCs de animales con enfermedad clínica 

(Khalifeh et al., 2009), seguramente debido al efecto inhibitorio de la 

respuesta antiinflamatoria sobre la producción de esta molécula. Sin embargo, 

la producción de NO, por sí sola, también es insuficiente para eliminar a Map, 

tal y como se ha comprobado en monocitos bovinos infectados in vitro (Zhao 

et al., 1997). Esto podría estar relacionado con la capacidad de Map para 
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inhibir la liberación de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), 

responsable de la formación de NO, por medio de la activación de la vía de 

señalización MAPK-p38, aunque se desconoce el mecanismo responsable de 

este efecto (Sommer et al., 2009; Souza, 2015). 

 Alteración de la apoptosis  

La apoptosis de los macrófagos infectados por patógenos es un mecanismo 

empleado por el hospedador para facilitar su eliminación y la fagocitosis por 

otros macrófagos. Sin embargo, Map podría aprovecharse de este mecanismo, 

tanto mediante su inhibición, permitiendo seguir multiplicándose en su 

interior, como con su estimulación, favoreciendo su diseminación y 

replicación en otros macrófagos (Allen et al., 2001; Kabara y Coussens, 2012; 

Wang et al., 2019). En este sentido, durante la infección in vitro de MDMs 

bovinos con una dosis de Map de 1 macrófago por cada 10 bacterias (MOI= 

1:10) se detectó un porcentaje bajo de apoptosis (Weiss et al., 2004). Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos por Kabara y Coussens, (2012) 

donde se observó una reducción de la sensibilidad de los macrófagos 

infectados con Map (MOI= 1:20) al agente pro-apoptótico peróxido de 

hidrógeno (H2O2), posiblemente asociado a una disminución de la actividad 

de las caspasas 3, 7 y 8 (enzimas mediadoras de la apoptosis). Sin embargo, 

no está claro que este sea el único modo que tiene Map para interaccionar con 

la apoptosis celular, ya que en otro estudio realizado con MDMs bovinos se 

observó el efecto contrario. La infección in vitro con Map provocó daños en 

las mitocondrias de estas células induciendo la apoptosis de una manera 

dependiente de las caspasas, cuando las dosis de infección eran bajas (MOI= 

1:10), o independiente de las caspasas con dosis elevadas (MOI= 1:50) 

(Periasamy et al., 2013). 
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 La modulación de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa.  

Además de todo lo expuesto anteriormente, Map también es capaz de 

interferir en la presentación de antígenos a los linfocitos T por medio de la 

disminución de la expresión de las moléculas CMH-I y CMH-II en la 

superficie de los macrófagos (Weiss et al., 2001), retrasando o atenuando la 

respuesta inmunitaria, aunque no se conocen los mecanismos responsables de 

esta supresión. 

 

4.1.2. Neutrófilos 

Los neutrófilos participan en la respuesta inmunitaria innata como primera 

línea de defensa. Dado su corto tiempo de vida (desde 5 horas hasta 5 días), se 

liberan continuamente desde la médula ósea y se dirigen específicamente 

hacia localizaciones que emitan señales de daño tisular (Segal, 2005; 

Borregaard, 2010; Tak et al., 2013). Estas células son capaces de fagocitar de 

manera eficiente e inespecífica a los patógenos, permitiendo su eliminación, 

gracias a su elevada capacidad microbicida mediada por el contenido de los 

gránulos presentes en su interior (Lehrer y Ganz, 1999; Borregaard et al., 

2007; Borregaard, 2010) y la liberación ROS y RNI (Elsbach y Weiss, 1985; 

Segal, 2005). Además, los neutrófilos también son capaces de liberar un 

amplio espectro de citoquinas (p. ej. IL-1α, IL-1β, etc) y quimiocinas (p.ej. 

CXCL1, 2, 3, etc) (Figura 2) (Mantovani et al., 2011; Jaillon et al., 2013).  

El papel que juegan los neutrófilos durante las infecciones 

micobacterianas se ha puesto en entredicho por su corto tiempo de vida y la 

localización de la micobacteria en el interior de los macrófagos, lo que 

impediría la acción de los neutrófilos sobre la misma (Edwards y Kikpatrick, 

1986; Pedrosa et al., 2000). No obstante, diversos estudios han resaltado la 

importancia de estas células durante la infección por patógenos intracelulares, 
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participando activamente en el reclutamiento de linfocitos T, la aparición de 

granulomas, la formación de trampas extracelulares o su fagocitosis por los 

macrófagos tras sufrir apoptosis (eferocitosis) (Tan et al., 2006; Appelberg, 

2007; von Köckritz-Blickwede y Nizet, 2009).  

En este sentido, aunque existen muy pocos estudios sobre el papel de los 

neutrófilos en la patogenia de la paratuberculosis, se ha señalado que podrían 

jugar algún papel en las fases iniciales de la infección, ya que se ha observado 

la presencia de neutrófilos en el intestino, en los puntos de entrada de Map, si 

bien posteriormente desaparecerían siendo reemplazados por macrófagos 

(Khare et al., 2009). Por otro lado, algunos estudios han señalado una 

reducción significativa de la respuesta migratoria in vitro de los neutrófilos 

sanguíneos obtenidos de vacas con paratuberculosis subclínica (Dotta et al., 

1999), que podría ser responsable de la escasez de estas células observada en 

el íleon de vacas con paratuberculosis clínica (Lee et al., 2001). De hecho, 

mediante estudios transcriptómicos de sangre periférica y tejidos de animales 

infectados, se ha demostrado que la infección por Map provoca alteraciones 

en el reclutamiento de los neutrófilos (Park et al., 2018; Alonso-Hearn et al., 

2019). Tanto es así que Park et al. (2018) observaron una menor expresión de 

IL-17 en sangre periférica de animales con paratuberculosis subclínica a 

medida que la enfermedad avanza, citoquina relacionada con el reclutamiento 

de los neutrófilos y la formación de los granulomas (Cruz et al., 2006; 

Dudemaine et al., 2014; DeKuiper y Coussens, 2019). También se ha 

detectado una reducción de la expresión de la quimiocina CXCL8/IL8, 

implicada en el reclutamiento de neutrófilos, en sangre periférica y en la 

válvula ileocecal de animales infectados con paratuberculosis, 

independientemente del tipo de lesión (Alonso-Hearn et al., 2019). 

Además de la fagocitosis y la liberación de sustancias antimicrobianas al 

medio extracelular, se ha descrito otro mecanismo antimicrobiano 

especializado en la captura, inmovilización y destrucción de agentes 
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patógenos tanto Gram positivos (p. ej. Staphylococcus aureus) como 

negativos (p. ej. Salmonella typhimurium) por medio de la liberación al medio 

externo de fibras de cromatina y sustancias antimicrobianas (Brinkmann et al., 

2004). Estas redes se denominan trampas extracelulares de neutrófilos (NETs) 

y están compuestas de ácido desoxiribonucleico (ADN), histonas, distintos 

péptidos antimicrobianos y enzimas como elastasa, catepsina G o 

mieloperoxidasa (Yousefi et al., 2009; Metzler et al., 2011; Yang et al., 2016). 

Aunque se trata de un mecanismo puramente extracelular, se ha observado 

que la estimulación in vitro de neutrófilos humanos con patógenos 

intracelulares como Candida albicans (Urban et al., 2006), así como 

neutrófilos ovinos y bovinos con Toxoplasma gondii (Yildiz et al., 2017) da 

lugar a la formación de NETs y la eliminación de estos patógenos. En el caso 

de las micobacterias, se ha evidenciado la formación de NETs tras la infección 

de neutrófilos humanos cultivados in vitro con Mycobacterium tuberculosis 

(Ramos-kichik et al., 2009; Braian et al., 2013), si bien este mecanismo no fue 

capaz de eliminar por completo a la bacteria, sugiriendo que el papel de las 

NETs estaría ligado a la retención de la micobacteria, lo que que evitaría su 

diseminación (Ramos-Kichik et al., 2009). En relación con la 

paratuberculosis, un estudio reciente no solo demostró la capacidad de 

neutrófilos bovinos de generar NETs en respuesta a la infección in vitro con 

Map, sino que también observó una relación positiva entre este mecanismo y 

la eliminación de esta bacteria (Ladero-Auñon et al., 2021a). Además, este 

mismo estudio reveló que el cultivo conjunto de macrófagos y neutrófilos 

bovinos provoca una reducción de la producción de NETs, posiblemente 

debido a la captación de las moléculas que las componen por los macrófagos o 

a la amortiguación de la respuesta de los neutrófilos (Ladero-Auñon et al., 

2021a) en la que podrían intervenir alguno de los mecanismos señalados 

anteriormente. La cooperación entre los neutrófilos y los macrófagos durante 

las infecciones micobacterianas (p. ej. M. tuberculosis, Mbv, etc) por medio de 
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la fagocitosis de neutrófilos apoptóticos, lo que podría ser una fuente de 

moléculas antimicrobianas aprovechadas por los macrófagos que los 

fagocitan, ya se ha descrito con anterioridad, por lo no se puede descartar que 

este mecanismo interviniera también en la patogenia de la paratuberculosis 

(Silva et al., 1989; Tan et al., 2006). 

 

4.1.3. Linfocitos T γδ 

Los linfocitos T γδ constituyen una de las subpoblaciones linfocitarias más 

abundantes en rumiantes, particularmente en animales jóvenes, estando 

presentes tanto en sangre periférica como en tejidos (Hein y Mackay, 1991; 

Guerra-Maupome et al., 2019b). Dentro de esta subpoblación y según la 

expresión de la molécula “workshop cluster 1” (WC1), una glicoproteína 

transmembrana perteneciente a la familia de receptores “scavenger” y 

expresada únicamente en estas células, se han encontrado dos subtipos 

principales clasificados como WC1+ y WC1- (Machugh et al., 1997; 

Blumerman et al., 2006). A pesar de ser una población conocida desde hace 

tiempo, aún se desconoce gran parte de su función, aunque se ha comprobado 

que podrían ser responsables de la producción de algunas citoquinas 

proinflamatorias como IFN-γ o IL-17 durante la infección por Map o Mbv 

(Figura 2) (Baquero y Plattner, 2016; Steinbach et al., 2016). Además, se ha 

podido comprobar que la subpoblación WC1+, presente principalmente en la 

lámina propia del intestino, juega un papel fundamental en la respuesta del 

hospedador frente a Map, ya que son los linfocitos γδ WC1+ los primeros en 

acudir al lugar de infección, mientras que los WC- tardarían más en llegar y lo 

harían menor número, lo que sugiere que estos linfocitos podrían desempeñar 

un papel importante en la respuesta inmunitaria innata durante la infección 

con Map (Hedges et al., 2005; Lubick y Jutila, 2006). 
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Asímismo, los linfocitos T γδ podrían favorecer la formación de 

granulomas en el intestino, siendo reclutados desde la sangre en respuesta a la 

infección por Map (Tanaka et al., 2000; Ludwig et al., 2019). De hecho, 

mediante técnicas inmunohistoquímicas, se ha encontrado un incremento del 

número de estas células en la lámina propia y en la periferia de los granulomas 

de vacas con lesiones focales, a diferencia de aquellas con lesiones difusas. 

Por ello, se ha propuesto que este tipo de linfocitos podría desempeñar una 

función de contención de la infección durante la fase subclínica de la 

paratuberculosis (Criado et al., 2020). 

Por el contrario, estas células también han demostrado poder ejercer un 

efecto inmunorregulador y citotóxico sobre la población de linfocitos T CD4+, 

posiblemente afectando de modo selectivo a los CD4+ Th1, en la lámina 

propia ileal de animales con sintomatología clínica, provocando de este modo 

la caída de la respuesta inmunitaria celular adaptativa proinflamatoria, 

favoreciendo la progresión de la enfermedad (Chiodini y Davis, 1992; Koets 

et al., 2002). 

 

4.2. Respuesta inmunitaria innata 

La respuesta inmunitaria innata es la primera línea de defensa contra 

cualquier patógeno. Comienza con el reconocimiento de los PAMPs por los 

PRRs presentes en las principales células efectoras de esta respuesta, como los 

neutrófilos o los macrófagos. Este reconocimiento de antígenos ajenos 

desencadena el inicio de la respuesta inflamatoria y la liberación de diferentes 

citoquinas y quimiocinas, como el IFN-γ o la proteína inflamatoria de 

macrófagos (MIP), que actúan como mediadores de la inflamación 

favoreciendo el reclutamiento de más células inflamatorias (p. ej. linfocitos, 

neutrófilos, macrófagos, etc.) o la fagocitosis y la liberación de sustancias 

tóxicas para la micobacteria (Medzhitov y Janeway, 1997; Dalpke y Heeg, 
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2002; Kennedy, 2010). Las CPAs, como los macrófagos o las células 

dendríticas, expresan una gran variedad de PRRs, tales como los receptores 

Toll-Like (TLRs) o los del dominio de oligomerización de nucleótidos o 

NOD-like (NLRs) (Kawai y Akira, 2005; Akira et al., 2006; Kumar et al., 

2011).  

Los TLRs participan en la respuesta inflamatoria frente a micobacterias 

como Map (Ryffel et al., 2005; Chang et al., 2006; Jo et al., 2007; Mucha et 

al., 2009), de forma que se han detectado determinados patrones de expresión 

de estos PRRs según las diferentes formas patológicas halladas en ganado 

vacuno y ovino (Bhide et al., 2009; Mucha et al., 2009). En este sentido, se 

han relacionado niveles elevados en la expresión de TLR2 con el desarrollo de 

lesiones de tipo multibacilar en ovejas con formas clínicas de paratuberculosis 

(Nalubamba et al., 2008; Smeed et al., 2010). Además, se ha determinado que 

el bloqueo de este receptor con anticuerpos anti-TLR2 en monocitos bovinos 

favorece la acidificación y maduración de los fagolisosomas y la eliminación 

de Map (Souza et al., 2008; Weiss et al., 2008). De manera similar, se ha 

hallado una mayor expresión de otros TLRs, como TLR4 y 8, en el yeyuno, 

íleon y nódulos linfáticos de ovejas con lesiones multibacilares en 

comparación con los animales con lesiones paucibacilares o sin infectar 

(Taylor et al., 2008), lo que sugiere que jugarían un papel favoreciendo la 

multiplicación de Map. Por el contrario, el TLR9 se ha vinculado con un 

efecto protector al encontrarse sobreexpresado en ovejas sin lesiones en 

comparación con ovejas con lesiones multi y paucibacilares (Nalubamba et 

al., 2008).  

 

4.3. Respuesta inmunitaria adaptativa 

Tras el reconocimiento inmunológico se produce una respuesta 

inmunitaria adaptativa mediada por los linfocitos T y B, capaz de reconocer 
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específicamente al agente patógeno y de generar una memoria inmunológica. 

Dentro de los linfocitos T pueden diferenciarse los linfocitos T citotóxicos 

(Tc), caracterizados por el reconocimiento del CMH de tipo I y la expresión 

de CD8 en su superficie, y los linfocitos Th que reconocen al CMH de tipo II 

y expresan en su superficie el marcador CD4 (Kennedy, 2010). Estos últimos, 

a su vez, pueden distinguirse en diferentes subpoblaciones en función del 

patrón de secreción de citoquinas, de las que las tres más importantes son: los 

subtipos Th1 y Th17, responsables de la respuesta proinflamatoria, y el 

subtipo Th2, inductor de una respuesta antiinflamatoria (Figura 2) (Kaiko et 

al., 2008). 

Por otro lado, los linfocitos B se transforman en células plasmáticas, 

responsables de la producción de anticuerpos tras el reconocimiento de 

antígenos por los receptores de los linfocitos B (BCR) (Figura 2). Estos 

linfocitos pueden diferenciarse hacia células B de memoria, que producen 

anticuerpos de alta afinidad capaces de reconocer rápidamente a los antígenos 

que provocaron el estímulo inicial (Figura 2) (LeBien y Tedder, 2008). No 

obstante, los linfocitos B pueden desempeñar otras funciones, como la 

presentación del antígeno a linfocitos T o actuar como células 

inmunorreguladoras (células B reguladoras) (Figura 2) mediante la secreción 

de citoquinas que influyen en la diferenciación de los linfocitos T y limitan la 

respuesta inflamatoria manteniendo la homeostasis (Eibel et al., 2014). 

En la paratuberculosis, la presentación de los antígenos de Map por las 

CPAs provoca la activación de los linfocitos T y su diferenciación a CD4+ 

(Figura 2) (Stabel, 2000b; Coussens, 2001; Serbina et al., 2001). Durante las 

etapas iniciales de la enfermedad, los linfocitos T proliferan y se polarizan 

hacia un perfil Th1, de manera que durante la infección subclínica existe un 

predominio de la respuesta mediada por células (Bendixen, 1978; Burrells et 

al., 1998; Stabel, 2000b). Sin embargo, la progresión de la paratuberculosis se 

asocia con la polarización hacia un tipo de respuesta Th2 que estimula el 
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inicio de la respuesta inmune humoral (Stabel, 2000b; Koets et al., 2002; 

Sweeney, 2011) y que ejerce un efecto inhibitorio sobre la respuesta Th1 

(Figura 2), favoreciendo la replicación de Map y la progresión hacia las 

formas clínicas (Stabel, 1995; Stabel, 2000b).  

No obstante, varios estudios han señalado que ambos tipos de respuesta 

están presentes durante las etapas iniciales de la paratuberculosis, 

observándose que hay producción de anticuerpos a la vez que de citoquinas 

proinflamatorias en animales asintomáticos (Waters et al., 2003; Begg et al., 

2011; Fernández et al., 2014). Debido a esto, se ha sugerido que la progresión 

hacia formas más graves de esta enfermedad podría ser debida a la 

interferencia de Map en la acción coordinada de ambas respuestas, mediante 

la alteración inicial y el declive de la respuesta Th1 (Coussens et al., 2004). 

 

4.3.1. Respuesta inmunitaria celular 

Los linfocitos T Th CD4+ se diferencian en subpoblaciones diferentes en 

función de las citoquinas excretadas. La diferenciación hacia un perfil Th1 

promueve la liberación de citoquinas proinflamatorias como IFN-γ, IL-12, IL-

1α, IL-1β, IL-6 o TNF-α (Figura 2). En cambio, su polarización hacia un 

perfil Th2 promueve la liberación de citoquinas antiinflamatorias como IL-4, 

IL-10 y TGF-β, que favorecen el inicio de la respuesta humoral y ejercen un 

efecto inhibitorio sobre la respuesta proinflamatoria (Figura 2) (Mosmann y 

Coffman, 1989; O’Garra y Murphy, 1994; Aho et al., 2003). Aunque las 

citoquinas proinflamatorias limitan el crecimiento micobacteriano, su 

liberación sostenida junto con las sustancias bactericidas inducidas por ellas, 

tiene un efecto negativo sobre los tejidos a nivel local, provocando daño 

tisular y alterando la funcionalidad de la barrera mucosa del intestino (Rossi et 

al., 2009; Guirado et al., 2013). En respuesta a este daño tisular, los linfocitos 

CD4+ se diferencian hacia un subtipo Th2 cuya función es inhibir la acción de 
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la respuesta Th1 y favorecer la reparación del tejido, estableciéndose de este 

modo un equilibrio entre ambos tipos de respuesta (Kaiko et al., 2008; Begg et 

al., 2011). 

 

Citoquinas de la respuesta inmunitaria Th1 

La citoquina IFN-γ, producida principalmente por los linfocitos CD4+ y en 

menor medida por los linfocitos CD8+ y δγ (Figura 2), es la principal 

citoquina efectora de la respuesta Th1 y es fundamental en la defensa 

antimicrobiana (Bassey y Collins, 1997; Hughes et al., 2017). De hecho, 

durante las primeras fases de la infección, la producción de IFN-γ aumenta 

considerablemente en sangre periférica, pero desciende a medida que la 

enfermedad progresa, tal y como se ha observado en ganado ovino, caprino y 

bovino, en casos naturales y experimentales (Stabel, 2000a; Storset et al., 

2001; Delgado et al., 2012; Koets et al., 2015). Esta liberación también 

depende de la edad y de la dosis infectiva, de forma que hay una mayor 

secreción de esta citoquina en animales adultos (1 año de edad) infectados con 

dosis elevadas de Map (5 x 109 UFCs) en comparación con animales 

infectados con menor dosis (5 x 107 UFCs) o más jóvenes (2 semanas) 

(Mortier et al., 2014b). Esta diferencia entre individuos jóvenes y adultos 

podría estar relacionada con la exposición previa de los animales de más edad 

a micobacterias ambientales, o al mayor grado de madurez de su sistema 

inmunitario (Sweeney, 1996; Corpa et al., 2000c; Delgado et al., 2012). Sin 

embargo, en un estudio llevado a cabo en cabritos previamente sensibilizados 

con Mah y Corynebacterium pseudotuberculosis, ambos poseedores de 

antígenos comunes con Map, e infectados oralmente con esta micobacteria, no 

se observó una mayor producción de IFN-γ respecto a los no sensibilizados 

(Royo et al., 2018). Además, el IFN-γ interviene en la señalización y 

activación de los monocitos y los macrófagos y, por lo tanto, en la 
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supervivencia intracelular de Map (Italiani y Boraschi, 2014; Refai et al., 

2018). De esta manera, se ha comprobado en estudios in vitro que la 

suplementación con IFN-γ favorece la fagocitosis y disminuye el crecimiento 

de Map en monocitos bovinos (Zurbrick et al., 1988; Zhao et al., 1997). Sin 

embargo, estos resultados no se confirmaron al emplear MDMs (Weiss et al., 

2002; Khalifeh y Stabel, 2004a). Estas discrepancias pueden deberse a las 

diferencias en la actividad antimicrobiana entre monocitos y macrófagos 

(Woo et al., 2006). 

Así mismo, la citoquina IL-12, producida por monocitos, macrófagos y 

linfocitos T, también estimula la respuesta Th1 (Coccia et al., 1999; Xing et 

al., 2000; Trinchieri, 2003), detectándose un incremento de su expresión en 

MDMs bovinos durante las primeras 24 horas desde la infección con Map 

(Weiss et al., 2002). Sin embargo, sus niveles de expresión comienzan a 

descender a las 72 horas, por lo que Map parece ejercer un efecto supresor 

sobre su producción, que podría estar ligado a la capacidad de Map de 

interferir en la unión de CD40 de las CPAs con el ligando CD40L de los 

linfocitos T, cuya interacción es necesaria para la producción de IL-12. Esto 

tendría como resultado una mayor supervivencia de Map gracias al descenso 

de la liberación de citoquinas proinflamatorias (Xing et al., 2000; Sommer et 

al., 2009; Machugh et al., 2012). 

Así mismo, otras citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1α, IL-1β e 

IL-6 también participan en la respuesta inmunitaria del hospedador durante la 

infección por Map (Adams y Czuprynski, 1994; Alzuherri et al., 1996; Aho et 

al., 2003). De hecho, se ha comprobado que los componentes de la pared 

celular de Map (lipoarabinomanano y el muramil dipéptido) inducen la 

liberación de estas citoquinas en MDMs bovinos infectados in vitro (Adams y 

Czuprynski, 1994). También, se ha encontrado un aumento de la expresión de 

IL-1α e IL-6 en PBMCs de vacas con paratuberculosis subclínica y clínica 

(Coussens et al., 2004) y una mayor expresión de TNF-α en los macrófagos 
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presentes en lesiones de tipo focal y multifocal en terneros en comparación 

con las formas difusas (Fernández et al., 2017a). Las citoquinas IL-1α, IL-1β 

y TNF-α tienen un efecto sinérgico sobre la respuesta inflamatoria, 

estimulando la expansión clonal de linfocitos T y participando en la formación 

de granulomas (Flynn et al., 1995; Stabel, 1995; Roach et al., 2002; Aho et al., 

2003), mientras que la expresión de IL-6 se ha asociado a la producción de 

proteínas de fase aguda (p.ej. haptoglobina (Hp) y el amiloide sérico A 

(ASA)) (Alzuherri et al., 1996), así como con la estimulación de la producción 

de anticuerpos por los linfocitos B (Tanaka et al., 2014). Las proteínas de fase 

aguda son proteínas plasmáticas producidas por los hepatocitos durante los 

procesos inflamatorios y cuyos niveles sanguíneos se ha observado que 

aumentan, en el caso de la paratuberculosis, en animales con lesiones de tipo 

focal, multifocal y difuso paucibacilar más asociadas a una respuesta 

inmunitaria celular y menor carga bacteriana (Espinosa et al., 2020). También 

pueden encontrarse niveles elevados de expresión de IL-1, IL-6 e TNF-α en 

tejidos procedentes de ovejas infectadas con lesiones de tipo difuso 

multibacilar y paucibacilar, ligados a una elevada respuesta humoral, 

posiblemente debido a la presencia de una inflamación persistente, que 

conduce a una exacerbación de la respuesta proinflamatoria (Alzuherri et al., 

1996; Smeed et al., 2007).  

 

Citoquinas de la respuesta inmunitaria Th2 

La polarización hacia un perfil Th2, con la liberación de citoquinas 

antiinflamatorias como IL-10, IL-4 y TGF-β, previene el establecimiento de 

una respuesta inmunitaria proinflamatoria exacerbada, controlando los niveles 

de producción de las citoquinas proinflamatorias de los linfocitos Th1 (Figura 

2). De hecho, se ha sugerido que la mayor expresión de IL-10 en los nódulos 

linfáticos mesentéricos de vacas con paratuberculosis, independientemente del 
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estado de infección, es un medio para controlar la respuesta inflamatoria local 

(Coussens et al., 2004). Sin embargo, el predominio de este tipo de citoquinas 

resulta perjudicial para el hospedador, ya que la inhibición de la actividad 

antimicrobiana permite la multiplicación intracelular de Map (Mosmann y 

Coffman, 1989; Weiss et al., 2005). Como prueba de ello, se ha detectado un 

aumento significativo de la expresión de IL-10 e IL4 en el íleon y nódulos 

linfáticos regionales de ovejas con lesiones de tipo lepromatoso, lo que podría 

relacionarse con el avance de la infección (Tanaka et al., 2005; Smeed et al., 

2007). Además, se han encontrado también niveles elevados de expresión de 

TGF-β en el intestino de animales con enfermedad clínica (Khalifeh y Stabel, 

2004b; Albarrak et al., 2018) y asociados con un mayor número de 

macrófagos, células gigantes y BAAR en lesiones de tipo difuso multibacilar 

(Muñoz et al., 2009; Fernández et al., 2017a). 

Por el contrario, en estudios in vitro realizados con PBMCs no se han 

encontrado diferencias en los niveles de expresión de IL-10 y TGF-β, entre 

vacas con paratuberculosis (independientemente del estado clínico) y sanas 

(Coussens et al., 2004; Khalifeh y Stabel, 2004a). Sin embargo, se ha 

comprobado que la estimulación in vitro de estas células con Map favorece la 

transcripción de estas citoquinas (Coussens et al., 2004; Khalifeh y Stabel, 

2004a). Además, la aportación exógena de IL-10 y TGF-β en cultivos de 

PBMCs favorece la supervivencia de Map, detectandose un mayor número de 

bacterias viables en comparación con PBMCs sin suplementar (Khalifeh y 

Stabel, 2004a). Este efecto es una prueba de la actividad inmunosupresora de 

estas citoquinas sobre la respuesta proinflamatoria y la actividad 

antimicrobiana (Buza et al., 2004; Khalifeh et al., 2009; Lybeck et al., 2009), 

que se ha observado también en MDMs bovinos, donde la neutralización de 

IL-10 favorece el incremento de las citoquinas proinflamatorias TNF-α, IL-12 

y la eliminación de Map por medio de la acidificación de los fagosomas y la 

producción de NO (Weiss et al., 2005). 
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No obstante, los linfocitos T CD4+ Th2 no son los únicos capaces de 

producir IL-10 y TGF-β, ya que los linfocitos T reguladores (T-regs), 

caracterizados por la expresión en su superficie de CD4+, CD25+ y forkhead 

box P3+ (FoxP3+), también ejercen un efecto inmunomodulatorio sobre la 

producción de IL-10 y TGF-β (Figura 2) (Chen et al., 2003; Chang, 2008). En 

este sentido, se han encontrado niveles elevados de FoxP3+ en el íleon de 

vacas con paratuberculosis subclínica (de Almeida et al., 2008; Coussens et 

al., 2012). No obstante, se desconoce si el papel que juegan en la patogenia de 

la enfermedad está relacionado con la tolerancia y supervivencia de Map o 

con la pérdida de la homeostasis, ya que se ha comprobado que los linfocitos 

T-regs disminuyen en aquellas lesiones de mayor gravedad (Roussey et al., 

2014, 2016). 

 

Citoquinas de la respuesta inmunitaria Th17 

La respuesta Th17 está producida principalmente por un subtipo de 

linfocitos T CD4+ que participa en la defensa frente a infecciones por 

patógenos extracelulares (Ye et al., 2001), dando lugar a una intensa 

inflamación local por el reclutamiento, la activación de neutrófilos y la 

liberación de las citoquinas IL-17, IL-21 e IL-22 (Figura 2) (Kaiko et al., 

2008; Wattegedera et al., 2017). Sin embargo, numerosos estudios han 

sugerido que las células Th17 podrían desempeñar un papel importante en la 

protección frente a patógenos intracelulares como Salmonella enterica, M. 

tuberculosis o Mbv (Schulz et al., 2008; Blanco et al., 2011; Shen y Chen, 

2018), y más recientemente en la protección frente a Map (Roussey et al., 

2014, 2016; Dekuiper y Coussens, 2019). 

Esta respuesta requiere de la acción de IL-1β, IL-6 e TGF-β para su 

activación, y de la citoquina IL-23 para la diferenciación de los linfocitos y su 

expansión clonal (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006), mientras que la 
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liberación de IFN-γ ejerce un efecto inhibitorio sobre esta subpoblación de 

linfocitos (Figura 2) (Cruz et al., 2006). La IL-23 es una citoquina 

proinflamatoria perteneciente a la familia de la IL-12 y producida por 

macrófagos activados, cuya secreción parece ser necesaria para la contención 

a largo plazo de la multiplicación de M. tuberculosis (Khader et al., 2011). En 

animales con paratuberculosis subclínica se han encontrado niveles elevados 

de IL-23 e IL-17 en plasma (Dudemaine et al., 2014; DeKuiper et al., 2020), 

de forma similar al aumento de la expresión de IL-17 e IL-22 observado en 

teneros infectados con Mbv (Blanco et al., 2011; Steinbach et al., 2016). 

Debido a esto, se ha señalado que el papel de estas citoquinas está relacionado 

con el control de las infecciones micobacterianas, de forma que su respuesta 

disminuye en vacas en las cuales la infección progresa hacia formas clínicas, 

que serían incapaces de mantener la expresión de IL-17, provocando la 

pérdida de la integridad de los granulomas y la excreción de Map en las heces 

(Park et al., 2018). Por ello, se ha sugerido que su presencia estaría restringida 

a las etapas iniciales de la infección, disminuyendo a medida que esta avanza 

(Roussey et al., 2016; Park et al., 2018). 

 

4.3.2. Respuesta inmunitaria humoral 

Esta respuesta se inicia gracias a la liberación de citoquinas Th2 que 

estimulan la proliferación y expansión clonal de los linfocitos B, encargados 

de la producción de inmunoglobulinas IgG e IgM específicas frente a Map 

(Figura 2) (Stabel, 2000b). Sin embargo, el papel que juega este tipo de 

respuesta en la patogenia de la paratuberculosis es controvertido, puesto que, 

tradicionalmente, se ha considerado como inefectiva en la protección frente a 

las formas graves de la paratuberculosis (Stabel, 2000b), de forma que 

numerosos estudios han relacionado la presencia de linfocitos B y la 

producción de anticuerpos con la manifestación clínica de la enfermedad 
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(Pérez et al., 1997; Burrells et al., 1998; Waters et al., 1999; Stabel y 

Khalifeh, 2008; Lybeck et al., 2011; Frie et al., 2017). Sin embargo, también 

existen evidencias sobre su papel en el control de la infección por Map, 

observándose una elevada producción de anticuerpos durante la etapa 

subclínica de la infección en ausencia de manifestaciones clínicas (Coussens 

et al., 2002; Waters et al., 2003).  

 

4.4. Respuesta inmunitaria entrenada 

Recientemente, numerosos estudios han evidenciado la existencia de un 

nuevo tipo de respuesta inmunitaria, eficaz no solo frente a los patógenos que 

provocan la infección inicial, sino también frente a agentes no relacionados. 

Esta respuesta se ha denominado “inmunidad entrenada” y se ha definido 

como un aumento inespecífico de la respuesta mediada por células de la 

respuesta inmunitaria innata (p. ej. monocitos/macrófagos, neutrófilos, etc), 

consecuencia de una sensibilización previa frente a un antígeno determinado y 

que se desencadenaría en respuesta a un agente infeccioso no relacionado 

necesariamente con dicho antígeno. Dicha respuesta sería independiente de las 

células de la respuesta inmunitaria adaptativa (linfocitos T y B) (Netea et al., 

2011; Netea, 2013) y fue sugerida en mamíferos en relación con la vacunación 

frente a Mbv en humanos, tras observarse que niños vacunados con el bacilo 

Calmette et Guérin (BCG) mostraban una disminución de la morbilidad frente 

a enfermedades no relacionadas con la tuberculosis (Garly et al., 2003).  

La inmunidad entrenada se aleja del concepto de preparación o “priming” 

de las células de la respuesta inmunitaria innata, en las que, tras el estímulo 

con un patógeno, se produce un aumento inespecífico de la respuesta frente a 

estimulaciones secundarias que se mantiene durante poco tiempo (Netea, 

2013; Rusek et al., 2018). En cambio, en la respuesta inmunitaria entrenada, 

tras la resolución de la infección o sensibilización inicial, las células de la 
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respuesta innata no vuelven al nivel de actividad basal, sino que permanecen 

en un estado de mayor actividad, “entrenadas”, durante más tiempo debido a 

los cambios epigenéticos producidos sobre ellas (Netea, 2013; Rusek et al., 

2018). Algunos estudios han señalado que la inmunidad entrenada se 

mantiene durante los primeros 3 meses tras la vacunación; sin embargo, otros 

han sugerido que esta inmunidad puede persistir durante 12 meses o incluso 2 

años, por lo que todavía no se conoce con exactitud el periodo en el que esta 

inmunidad está presente (Kleinnijenhuis et al., 2012, 2014; Joosten et al., 

2018). 

Se ha sugerido también que las células con un mayor tiempo de vida, 

como los monocitos/macrófagos o las células “natural killer” (NK), son las 

principales responsables de la inmunidad entrenada (Netea, 2013). En este 

sentido, se ha establecido la hipótesis de que, tras la infección con un 

patógeno o la vacunación, la reprogramación epigenética de estas células 

puede tener lugar a nivel de la médula ósea, en los tejidos y en sangre 

periférica (Netea, 2013; Quintin et al., 2014; Adams et al., 2020). Esta 

reprogramación se ha asociado a factores como la modificación de los 

patrones de metilación de histonas, la modulación de PRRs, cambios en el 

número de subpoblaciones celulares o la modificación del metabolismo 

celular (Rusek et al., 2018; Covián et al., 2019; Adams et al., 2020). 

En medicina humana, se han desarrollado numerosos modelos para el 

estudio de esta inmunidad, basados en la estimulación de monocitos 

procedentes de personas vacunadas con BCG (Bekkering et al., 2016; Joosten 

et al., 2018), donde se ha observado un incremento de la producción de 

algunas citoquinas (IFN-γ, TNF-α e IL-1β) y de la actividad antimicrobiana 

frente a patógenos relacionados o no con micobacterias (S. aureus y C. 

albicans) tras los primeros meses post-vacunación (Joosten et al., 2018).  
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De la misma manera, en medicina veterinaria se ha comenzado a asociar 

los efectos no específicos de la vacunación frente a micobacterias con el papel 

de la inmunidad entrenada (Guerra-Maupome et al., 2019a; Juste et al., 2021). 

De hecho, la vacunación frente a paratuberculosis ha dado lugar a una 

reducción del número de animales sacrificados por infecciones digestivas o 

respiratorias tanto en el ganado bovino como caprino (Royo et al., 2016; Juste 

et al., 2021). Estos resultados han sido corroborados recientemente durante el 

seguimiento de 30 granjas de vacuno durante 3 años, al observarse una 

reducción de al menos el 33,9 % de la mortalidad en terneros vacunados frente 

a paratuberculosis. El 24,5 % de las muertes en terneros no vacunados se 

debió a causas no relacionadas con la paratuberculosis, algo que no se observó 

entre los animales vacunados, indicando un efecto protector de carácter 

inespecífico (Juste et al., 2021). Este efecto también se ha visto en modelos in 

vitro de neutrófilos de conejos vacunados frente a paratuberculosis, donde se 

apreció una elevada actividad antimicrobiana frente a patógenos no 

relacionados con micobacterias (p. ej. S. aureus, Escherichia coli, etc) 

(Ladero-Auñon et al., 2021b).  

Por otro lado, la vacunación con Silirum® frente a la paratuberculosis se 

ha asociado con una reducción de las lesiones tuberculosas en cabras 

infectadas experimentalmente con M. caprae, quedando estas limitadas al sitio 

de infección (pulmones y nódulos linfáticos asociados), a diferencia de los 

animales no vacunados pero infectados, en los que se observó una mayor 

diseminación de las lesiones (Pérez de Val et al., 2012b). Este efecto fue 

similar en terneros vacunados con Silirum® e infectados con Mbv, en los que 

también se produjo una reducción de la intensidad de las lesiones y la carga 

bacteriana con respecto a los no vacunados (Serrano et al., 2017b). Sin 

embargo, se desconoce si este efecto en concreto, observado en animales 

vacunados frente a paratuberculosis, pero infectados con bacilos del complejo 

M. tuberculosis, ha sido debido al establecimiento de una protección cruzada, 
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por la similitud entre las micobacterias, o a la respuesta mejorada resultado 

del desarrollo de la respuesta inmunitaria entrenada. 

 

5. Cuadro clínico y lesional 

5.1. Signos clínicos 

La paratuberculosis se engloba dentro del grupo de las denominadas como 

“enfermedades lentas” debido a su largo periodo de incubación, lo que 

provoca un retraso notable entre el momento de la infección y la aparición de 

los signos clínicos, coincidiendo generalmente con los partos, el inicio de la 

lactación u otras situaciónes estresantes (p. ej. procesos parasitarios o 

deficiencias nutricionales) (Chiodini et al., 1984; Valentin-Weigand y Goethe, 

1999). No obstante, es posible que algunos animales permanezcan 

subclínicamente infectados durante toda su vida sin manifestar signos 

evidentes (Pérez et al., 2000). Por ello, en función de la presencia o no de 

síntomas, se diferencian tres tipos de infección: 

Infección silente. Ausencia de signos clínicos observada en animales 

jóvenes infectados recientemente o en situaciones de latencia (Whitlock y 

Buergelt, 1996; Balseiro et al., 2019). 

Infección subclínica. Los animales presentan signos clínicos inespecíficos 

como disminución de la producción láctea, infertilidad o mamitis (Merkal et 

al., 1975; Stabel, 1998).  

Infección clínica. Se caracteriza por la pérdida aparente de peso y la 

aparición intermitente de diarrea no sanguinolenta ni mucosa, con heces de 

menor consistencia, sobre todo en el ganado bovino (Chiodini et al., 1984; 

Pérez et al., 2000). Curiosamente, aunque es frecuente el adelgazamiento en el 

ganado ovino y caprino, la presencia de diarreas no es tan constante, si bien si 

que pueden observarse heces reblandecidas cuando la lesión del intestino es 
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más grave (Clarke y Little, 1996). En fases más avanzadas se puede observar 

una diarrea profusa con emaciación, debilidad y letargo. Finalmente, los 

animales pueden llegar a morir a causa de la deshidratación y la caquexia 

(Pérez et al., 2000). 

 

5.2. Lesiones  

Las lesiones varían dependiendo de su gravedad, el tipo celular que 

predomina, la extensión y la especie animal. Por ello, se han propuesto 

numerosas clasificaciones para las distintas especies animales siendo la más 

detallada y empleada la que inicialmente se describió, con criterios 

histológicos, en la especie ovina (Tabla 3) (Pérez et al., 1996; Delgado et al., 

2013) y posteriormente en ganado caprino caprino (Tabla 4) (Paliwal et al., 

1986; Corpa et al., 2000b), y bovino (Tabla 5) (Buergelt et al., 1978; González 

et al., 2005). 

 

5.2.1. Lesiones macroscópicas 

Las lesiones características de la paratuberculosis están asociadas al 

intestino y más específicamente a los tramos distales del intestino delgado, la 

válvula ileocecal y a los nódulos linfáticos mesentéricos, pudiendo extenderse 

al yeyuno, el ciego y el colon (Buergelt et al., 1978; Clarke, 1997). La 

progresión de la infección conduce al engrosamiento y tumefacción de la 

mucosa intestinal dando lugar a la formación de pliegues, si bien esta lesión es 

menos evidente en pequeños rumiantes (Stamp y Watt, 1954; Pérez et al., 

2000). En algunos casos, puede ir acompañada de la dilatación e inflamación 

de los vasos linfáticos, que se observan como cordones blanquecinos en la 

serosa intestinal, mucho más marcados en pequeños rumiantes (Pérez et al., 

1996; Corpa et al., 2000b; Kurade et al., 2004). Los nódulos linfáticos 
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asociados también pueden verse afectados, presentando principalmente 

tumefacción, aumento de tamaño e incluso focos de necrosis y calcificación 

en el ganado caprino (Corpa et al., 2000b; Tafti y Rashidi, 2000).  

 

5.2.2. Lesiones microscópicas 

La paratuberculosis se caracteriza por la aparición de una enteritis y 

linfadenitis granulomatosas, en las que se observa un infiltrado inflamatorio 

formado principalmente por células epitelioides, junto con linfocitos, células 

plasmáticas y células gigantes multinucleadas de Langhans que conforman los 

granulomas (Chiodini et al., 1984; Clarke y Little, 1996). En animales con 

infección leve estos granulomas se encuentran principalmente en la zona 

interfolicular de las placas de Peyer del intestino y en las zonas cortical y 

paracortical de los nódulos linfáticos (Clarke y Little, 1996; Sigurdardóttir et 

al., 1999; González et al., 2005). En animales en los que la infección progresa, 

la inflamación se extiende hacia la lámina propia y otras áreas del intestino, 

donde puede afectar, en los casos graves, a la submucosa o la capa muscular, 

de manera que la infiltración difusa de células inflamatorias provoca el 

engrosamiento, fusión y la atrofia de las vellosidades intestinales, llegando 

incluso a causar la oclusión de las criptas o, cuando afecta a los nódulos 

linfáticos, la pérdida de su estructura (Hines et al., 1987; Clarke, 1997; Pérez 

et al., 2000).  
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6. Diagnóstico 

El diagnóstico de la paratuberculosis se basa en dos pilares fundamentales: 

detectar la presencia del agente etiológico y de la respuesta inducida por él en 

el hospedador, principalmente la inmunitaria específica (Gilardoni et al., 

2012; Whittington et al., 2017). De esta manera, los principales métodos 

diagnósticos ante mortem consisten en (i) la valoración de los signos clínicos, 

(ii) la detección de Map en heces mediante la tinción de Ziehl-Neelsen, la 

inmunohistoquímica, el cultivo bacteriológico y la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), (iii) la detección de anticuerpos específicos mediante 

pruebas serológicas, especialmente el ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas (ELISA) y (iv) la valoración de la respuesta inmunitaria de tipo 

celular mediante la prueba de la liberación de IFN-γ (IGRA). Por otro lado, el 

diagnóstico post mortem se basa en (i) el análisis microscópico de las lesiones 

y (ii) la detección de Map en tejidos mediante los mismos métodos 

mencionados. Sin embargo, para llegar a un diagnóstico certero, es 

imprescindible la combinación de diferentes métodos para poder aumentar su 

especificidad y sensibilidad (Nielsen y Toft, 2008; Maroudam et al., 2015; 

Chaubey et al., 2016). 

Dentro de las pruebas diagnósticas utilizadas de forma convencional, la 

detección directa de Map en heces o tejidos mediante cultivo bacteriológico es 

considerada como la técnica definitiva (“gold standard”) debido a su alta 

especificidad para el diagnóstico de la paratuberculosis (Whittington et al., 

1999, 2000a). Sin embargo, las principales desventajas de esta prueba son su 

elevado coste y el lento crecimiento de Map en medios de cultivo (hasta 16 

semanas en algunos casos), lo cual supone una demora en la detección y 

eliminación de animales que continúan excretando la bacteria en el ambiente 

(Fang et al., 2002; Olsen et al., 2002). Por el contrario, el análisis de la 

secuencia de inserción IS900 mediante PCR presenta una mayor rapidez en 
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comparación con el cultivo (Garrido et al., 2000; Tripathi et al., 2006; Eamens 

et al., 2007), aunque la presencia de inhibidores de la polimerasa en las heces 

o la existencia de micobacterias con secuencias de inserción similares puede 

disminuir su sensibilidad y especificidad, respectivamente (Englund et al., 

2002; Butot et al., 2019). 

En cuanto a la detección indirecta de la infección con Map, los test más 

empleados para la evaluación de la respuesta inmunitaria celular y humoral 

son la prueba IGRA y el ELISA indirecto, respectivamente. Estas pruebas se 

utilizan principalmente en el diagnóstico de animales durante la etapa 

subclínica (IGRA) y clínica de la enfermedad (ELISA). La sensibilidad 

diagnóstica del ELISA aumenta en individuos con lesiones más graves o que 

excretan grandes cantidades de Map en heces, lo que suele estar asociado a un 

aumento de los anticuerpos séricos (Garrido et al., 2000; Stabel, 2000b; Eda et 

al., 2006; Nielsen y Toft, 2008; Vazquez et al., 2013). 

 

7. Importancia económica y salud pública 

La paratuberculosis está asociada a importantes pérdidas económicas en 

explotaciones de ganado bovino, ovino y caprino de todo el mundo (Garcia y 

Shalloo, 2015; Garvey, 2020; Patterson et al., 2020; Rasmussen et al., 2021). 

De hecho, se ha estimado que cada caso nuevo de paratuberculosis supone un 

coste de unos 1500 euros (Dufour et al., 2014). Estas pérdidas están ligadas 

principalmente a un menor índice de conversión del alimento, a una menor 

producción láctea, al sacrificio temprano de los animales infectados, al 

aumento de la infertilidad, a una mayor susceptibilidad a otras enfermedades y 

a los costes derivados del control (p. ej. establecimiento de medidas higiénico-

sanitarias y/o vacunación) (Hendrick et al., 2005; Diéguez et al., 2008; Rossi 

et al., 2017).  
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Por otro lado, también se ha sugerido que la paratuberculosis podría ser 

una zoonosis, ya que el tipo de lesiones y el cuadro clínico presentan 

similitudes con la “enfermedad de Crohn” en humanos (Grant, 2005; Feller et 

al., 2007). Esta posibilidad ha cobrado fuerza al llegarse a aislar Map viables 

en sangre y muestras de tejidos de pacientes enfermos (Sanderson et al., 1992; 

Naser et al., 2004). No obstante, existen resultados contradictorios que ponen 

en duda esta asociación (Parrish et al., 2009). En cuanto a la vía de 

transmisión en el contagio a humanos, la principal sería la ingestión de Map, 

presente en leche, carne o agua destinadas al consumo humano (Meadus et al., 

2008; Eltholth et al., 2009; Gill et al., 2011). 

 

8. Tratamiento y medidas de control 

Actualmente no existe un tratamiento eficaz para la cura de la 

paratuberculosis, por lo que el tratamiento farmacológico es sintomático y 

consiste principalmente en la administración de antibióticos (p. ej. 

gentamicina, capreomicina, isocianida, rifampicina). Sin embargo, su elevado 

coste económico y duración, así como los tiempos de retirada asociados y el 

riesgo de crear nuevas resistencias microbianas hacen sea raramente 

empleado, con la excepción de animales con un alto valor genético (St-Jean, 

1996; Fecteau y Whitlock, 2011). 

En la actualidad, el control de la paratuberculosis se basa en la aplicación 

de medidas higiénico-sanitarias, la eliminación de animales infectados y la 

vacunación. La aplicación de los dos primeros procedimientos como únicos 

métodos de control se ha demostrado insuficiente para reducir exitosamente la 

prevalencia de paratuberculosis en los rebaños (Jubb y Galvin, 2000; 

Dorshorst et al., 2006; Bastida y Juste, 2011; Windsor, 2015). Además, su 

aplicación en granjas con un número reducido de animales puede resultar 

costoso y difícil de implementar (Rossiter y Burhans, 1996; Muskens et al., 
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2003; Ritter et al., 2016). Sin embargo, el uso de la vacunación junto con las 

medidas anteriores, no solo reduce el impacto económico provocado por esta 

enfermedad, sino que también consigue disminuir la prevalencia de la 

infección en aquellos rebaños donde la enfermedad es endémica, si bien no la 

termina de eliminar completamente incluso tras años de vacunación (Bastida y 

Juste, 2011). 

Las medidas higiénico-sanitarias dan lugar a la reducción de la carga 

micobacteriana en la explotación. Entre ellas, las principales serían: (i) la 

separación de los animales sospechosos de los animales sanos, (ii) la 

separación de los animales recién nacidos de las madres, (iii) evitar la 

contaminación de los alimentos, agua y pastos con las heces de animales 

infectados y (iv) la desinfección frecuente de las instalaciones y de los 

utensilios (Goodger et al., 1996; Rossiter y Burhans, 1996; Bastida y Juste, 

2011). De la misma manera, la cuarentena y la introducción de animales 

nuevos procedentes de rebaños libres de paratuberculosis o con resultados 

negativos en las pruebas diagnósticas (IGRA, ELISA y cultivo bacteriológico) 

también es de gran importancia. Las medidas de saneamiento se basan en la 

detección y eliminación de animales infectados, con o sin signos clínicos (Lu 

et al., 2008) mediante técnicas ELISA, IGRA, cultivo bacteriológico o PCR 

(Garrido et al., 2000; Kennedy y Benedictus, 2001; Windsor y Whittington, 

2010). 

 

9. Vacunación  

La vacunación como medida de control frente a la paratuberculosis se ha 

considerado como el método económicamente más rentable (van Schaik et al., 

1996; Rosseels y Huygen, 2008; Bastida y Juste, 2011; Groenendaal et al., 

2015), aunque puede causar interferencias en el diagnóstico tanto de la 

paratuberculosis como de la tuberculosis (Serrano et al., 2017a; Roy et al., 
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2018a; Espinosa et al., 2021). Por ello, y debido a la vigencia del plan de 

erradicación de la tuberculosis, que emplea métodos de diagnóstico 

inmunológicos, la Unión Europea prohíbe expresamente la vacunación frente 

a paratuberculosis en bovinos (Directiva 78/52/EC), salvo su empleo en 

investigación bajo condiciones experimentales y controladas (Garrido et al., 

2012, 2013). Sin embargo, su uso sí está permitido en pequeños rumiantes. 

El alto grado de interferencia en el diagnóstico inmunológico de la 

paratuberculosis y la tuberculosis se debe a la elevada similitud antigénica 

entre los agentes etiológicos de ambas enfermedades (Rogall et al., 1990; 

Serrano et al., 2017a). La tuberculosis, al igual que la paratuberculosis, es una 

enfermedad infecciosa de curso crónico, provocada por micobacterias del 

complejo M. tuberculosis como Mbv o M. caprae, que afecta tanto a 

rumiantes como a animales monogástricos (p.ej. cerdos, jabalíes, etc) 

(Pesciaroli et al., 2014) y que da lugar a lesiones granulomatosas, 

principalmente en tráquea, pulmones y nódulos linfáticos respiratorios (LoBue 

et al., 2010; Domingo et al., 2014). 

 

9.1. Tipos de vacunas frente a micobacterias 

La vacuna ideal frente a la paratuberculosis y la tuberculosis sería aquella 

que (i) evite la infección de los animales vacunados (inmunidad esterilizante), 

(ii) sea segura y estable en el ambiente, minimizando las lesiones en el punto 

de inyección y facilitando su conservación, (iii) permita distinguir entre 

animales vacunados de infectados y (iv) que no interfiera en el diagnóstico de 

otras micobacteriosis (Rosseels y Huygen, 2008; Griffin et al., 2009; Gupta et 

al., 2019; Balseiro et al., 2020b). Además, al igual que en la paratuberculosis, 

la vacunación frente a tuberculosis está enfocada en la generación de una 

respuesta inmunitaria celular potente que limite la progresión de la infección 

(Rosseels y Huygen, 2008; Windsor et al., 2014; Parlane y Buddle, 2015; 
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Balseiro et al., 2020b). Sin embargo, aunque actualmente existen varios tipos 

de vacunas (vivas atenuadas, inactivadas, de subunidades y de ADN) capaces 

de generar una respuesta inmunitaria celular y humoral potentes, ninguna de 

ellas ha sido capaz de prevenir completamente la infección por Map o Mbv 

(Sweeney et al., 2009; Mercier et al., 2014; Arrieta-Villegas et al., 2018; Roy 

et al., 2018b). 

 

9.1.1. Vacunas vivas atenuadas 

Durante los años 80 y 90 del siglo pasado se elaboró un gran número de 

vacunas vivas atenuadas frente a paratuberculosis, como la denominada 

Weybridge (Reino Unido y Australia), Lio-Johne (España), Paratuberkulose 

vaksine (Noruega) y Neoparasec™ (Nueva Zelanda, Alemania, Francia y 

España) (Cranwell, 1993; Juste et al., 1994; Gwozdz et al., 2000; Hasvold et 

al., 2002; Bastida y Juste 2011). De entre todas ellas, la de uso más extendido 

fue la vacuna Neoparasec™ (Rhone-Merieux, Lyon, Francia) basada en la cepa 

vacunal atenuada 316F de Map (Tipo C) y un adyuvante oleoso cuya eficacia 

fue demostrada en bovino, ovino y caprino (Molina et al., 1996; Gwozdz et 

al., 2000; Köhler et al., 2001). Sin embargo, ninguna de estas vacunas está 

comercialmente disponible en la actualidad. 

Tradicionalmente, las vacunas vivas atenuadas se han obtenido mediante 

pases sucesivos del microorganismo en medios de cultivo para reducir su 

virulencia, pero no su inmunogenicidad (Griffin et al., 2009; Minor, 2015). 

Posteriormente, la secuenciación completa del genoma de la cepa tipo C K10 

de Map y las técnicas de mutagénesis han permitido el diseño de nuevas 

vacunas atenuadas mediante la inclusión de alteraciones en los genes de 

virulencia ΔsigL, ΔsigH, ΔleuD o mutaciones en transposones, cuya 

efectividad ha sido probada en ratones y cabras, con resultados variables 
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(Chen et al., 2012; Faisal et al., 2013; Bannantine et al., 2014a; Shippy et al., 

2017). 

Por otra parte, la vacuna viva atenuada BCG frente a la tuberculosis, 

basada en la atenuación de una cepa de Mbv en pases sucesivos en medio de 

cultivo, hoy en día incluye diferentes subcepas (p. ej. BCG Pasteur 1173P2, 

BCG Danish 1331). Esta vacuna ha sido ampliamente administrada en 

humanos desde 1974 y actualmente está incluida en el programa de 

inmunización de la Organización Mundial de la Salud (OMS), sobre todo en 

aquellas zonas con una elevada incidencia clínica de tuberculosis (Sudáfrica, 

Indosenia, China, etc) (Calmette et al., 1928; Luca y Mihaescu, 2013; Martin 

et al., 2018). En medicina veterinaria, la vacuna BCG ha sido evaluada en 

numerosos estudios experimentales y de campo realizados en ganado vacuno 

(Buddle et al., 2003a; Wedlock et al., 2007; Hope et al., 2011), ovino 

(Balseiro et al., 2017), caprino (Pérez de Val et al., 2012a, 2013, 2016; Vidal 

et al., 2017) y animales silvestres (Ballesteros et al., 2009; Chambers et al., 

2014), donde ha demostrado ser capaz de reducir la gravedad de las lesiones 

tuberculosas y la transmisión de la infección. 

En la actualidad, no existe ninguna vacuna atenuada frente a 

paratuberculosis y tuberculosis disponible comercialmente en animales, dada 

la fase experimental en la que se encuentran (Rosseels y Huygen, 2008; 

Balseiro et al., 2020b). Además, estas vacunas son difíciles de conservar y 

suponen ciertos riesgos medioambientales asociados a la excreción de bacilos 

atenuados por heces u otras vías, que podría suponer un foco de 

contaminación para otros animales, y a la reactivación de la virulencia de la 

cepa vacunal por la posible inestabilidad de las mutaciones (Detmer y 

Glenting, 2006; Frey, 2007).  
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9.1.2. Vacunas inactivadas 

Coetáneamente a las vacunas atenuadas, surgieron numerosas vacunas 

inactivadas frente a la paratuberculosis como las denominadas Lelystad en 

Países Bajos o Fromm en Estados Unidos (Hurley y Ewing, 1983; Wentink et 

al., 1994; van Schaik et al., 1996; Kalis et al., 2001). No obstante, estas 

vacunas fueron retiradas debido a la elevada interferencia diagnóstica con la 

tuberculosis durante largos periodos de tiempo tras la vacunación, y por la 

variabilidad en su eficacia (Hurley y Ewing, 1983; Chiodini et al., 1984; 

Muskens et al., 2002). La vacuna Mycopar® (Boehringer Ingelheim 

Vetmedica), desarrollada a partir de Maa, era la única vacuna autorizada para 

su uso en el ganado vacuno en Estados Unidos (Patton, 2011) y su efecto 

también había sido estudiado en ovejas y cabras (Nedrow et al., 2007; Faisal 

et al., 2013). Hoy en día existen solo unas pocas vacunas inactivadas 

disponibles en el mercado frente a la infección con Map: Paratuberculosis 

Autovaxine® (Vetal, Adiyaman, Turquía), Gudair® (CZ Veterinaria, Porriño, 

España) y Silirum® (CZ Veterinaria, Porriño, España). 

Gudair® es una vacuna elaborada con la cepa vacunal 316F de Map (Tipo 

C), inactivada mediante calor y suplementada con un adyuvante de aceite 

mineral, indicada para pequeños rumiantes (Eppleston et al., 2005; Reddacliff 

et al., 2006; Mercier et al., 2014; Dhand et al., 2016). Por otro lado, la vacuna 

Silirum® está compuesta por la misma cepa que Gudair® pero formulada con 

un aceite mineral altamente refinado como adyuvante, que reduce 

significativamente la lesión provocada en el punto de inoculación (Hines et 

al., 2014; Begg et al., 2019). Su empleo está indicado para el ganado bovino, 

ya que, a pesar de la prohibición de su uso en esta especie, esta vacuna se ha 

aplicado tanto en ensayos clínicos bajo condiciones controladas de campo 

(Juste et al., 2009; Alonso-Hearn et al., 2012; Garrido et al., 2012, 2013), 

como en ensayos experimentales (Muñoz et al., 2005; Sweeney et al., 2009; 

Facciuolo et al., 2020).  
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De igual forma, se ha desarrollado una vacuna inactivada (HIMB por sus 

siglas en inglés, heat-inactivated Mbv vaccine) frente a la tuberculosis 

elaborada con una cepa de Mbv obtenida a partir de un jabalí infectado de 

forma natural, inactivada por calor (Garrido et al., 2011) y cuyos efectos han 

sido estudiados en cabras (Arrieta-Villegas et al., 2018; Roy et al., 2018b), 

ovejas (Balseiro et al., 2017), vacas (van der Heijden et al., 2017), cerdos 

(Beltrań-Beck et al., 2014), jabalíes (Garrido et al., 2011; Beltrán-Beck et al., 

2014; Díez-Delgado et al., 2017), tejones (Balseiro et al., 2020a) y ciervos 

(López et al., 2016; Thomas et al., 2017), con resultados satisfactorios, aunque 

todavía se está investigando tanto la dosis como la vía de administración más 

adecuadas (Jones et al., 2016; Arrieta-Villegas et al., 2018; Balseiro et al., 

2020b).  

 

9.1.3. Vacunas de subunidades 

Las vacunas de subunidades, creadas a partir de componentes proteicos 

purificados de Map o Mbv, tendrían la ventaja de emplear antígenos altamente 

específicos, capaces de generar una elevada respuesta Th1, reduciendo las 

interferencias diagnósticas y la formación de granulomas en el lugar de 

inoculación (Koets et al., 2006; Thakur et al., 2013; Chaubey et al., 2016). 

Algunas están basadas en proteínas del complejo antígeno 85 (Ag85A, B y C) 

(Shin et al., 2005), en la enzima SOD (Shin et al., 2005), en las proteínas de 

choque térmico (Hsp) 65 y 70 (Koets et al., 1999, 2006) y proteínas de la 

familia prolina-prolina-glutamato (PPE) (MAP1518 y 3184) (Nagata et al., 

2005). Concretamente, la vacuna basada en la proteína Hsp70 o la vacuna de 

multicomponentes (85A, 85B, SOD y Map74F) han demostrado un efecto 

protector sobre la infección por Map en modelos experimentales caprinos y 

bovinos (Koets et al., 2006; Kathaperumal et al., 2008, 2009), pero que no han 

sido empleadas, hasta el momento, a gran escala. 
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En cuanto a las vacunas de subunidades frente a la tuberculosis, se han 

estudiado numerosos conjuntos de proteínas de forma individual o combinada 

con BCG en ratones (p. ej. Ag85B-ESAT-6, H6 o Rv3109c) (Hogarth et al., 

2005; Badell et al., 2009; Blanco et al., 2021). Incluso, se han empleado 

vacunas vectorizadas con el adenovirus humano tipo 5 (Ad-Ag85A) en 

modelos bovinos y caprinos combinados con la vacunación con BCG 

(Vordermeier et al., 2009a; Pérez de Val et al., 2012a), mostrando una 

reducción significativa de las lesiones tuberculosas y de la carga 

micobacteriana en pulmones y nódulos linfáticos. 

 

9.1.4. Vacunas de ADN 

Las vacunas de ADN (plásmidos) consisten en la administración de genes 

que codifican proteínas inmunizantes, estimulando su expresión y síntesis. 

Estas vacunas han demostrado resultados prometedores en el control de 

patógenos intracelulares, al inducir una respuesta inmunitaria celular elevada 

sin necesidad de adyuvantes (Orme et al., 2001; Rosseels y Huygen, 2008). 

Sin embargo, los estudios enfocados en la valoración de la eficacia de este 

tipo de vacunas frente a Map o M. tuberculosis se han llevado a cabo 

principalmente en roedores (Derrick et al., 2004; Skeiky et al., 2005; Park et 

al., 2008; Roupie et al., 2008), siendo muy limitados en rumiantes (Sechi et 

al., 2006). 

 

9.2. Adyuvantes 

Los adyuvantes son sustancias de diversa naturaleza (p. ej. sales 

minerales, componentes bacterianos, partículas lipídicas, etc) que son 

añadidas a la vacuna con el fin de reforzar y potenciar la respuesta inmunitaria 
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frente al antígeno, al que complementan, y que han sido utilizados tanto en 

medicina humana como en veterinaria (Aucouturier et al., 2001). 

Aunque no se conoce con detalle el mecanismo de acción de los 

adyuvantes sobre la respuesta inmunitaria, dado que estos se suelen 

administrar en compañía de antígenos, si se sabe que ejercen efectos tanto 

sobre el hospedador como sobre los antígenos mediante el reclutamiento de 

CPAs o el efecto de depósito (Singh y O’Hagan, 2003; Coffman et al., 2010; 

Awate et al., 2013). Entre los distintos tipos de adyuvantes, las emulsiones 

oleosas, compuestas por una fase acuosa (medio en el que se encuentra el 

antígeno), una fase de aceite y un surfactante (compuesto tensoactivo 

estabilizador), ejercen principalmente un efecto de depósito al permitir una 

liberación sostenida del antígeno durante un tiempo prolongado, lo que se 

asocia a una mayor inmunogenicidad (Coffman et al., 2010; Awate et al., 

2013; Klimka et al., 2015). Este tipo de adyuvantes es el más empleado en 

veterinaria y su acción es la presentación del antígeno en gotas de pequeño 

tamaño atrapadas en una fase continua de aceite que se mantiene en el sitio de 

inyección, donde provoca la formación de granulomas (Aucouturier et al., 

2001). Sin embargo, según la composición o el tipo de ácidos grasos o del 

emulsionante, existe una gran variedad de emulsiones oleosas con diferentes 

propiedades inmunológicas (Vordermeier et al., 2009b; Fox et al., 2012; 

Klimka et al., 2015; Begg et al., 2019). 

El adyuvante de Freund, y más específicamente el adyuvante completo de 

Freund (ACF), es uno de los adyuvantes oleosos más conocidos, compuesto 

por aceite mineral, surfactante y micobacterias muertas (generalmente M. 

tuberculosis). Sin embargo, este adyuvante provoca graves lesiones locales 

como granulomas o abscesos en el sitio de inoculación debido a la 

incapacidad del individuo de degradar los aceites que lo componen (Singh y 

O’Hagan, 2003). Esto ha provocado que su uso no esté permitido para la 
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vacunación en humanos y animales, sustituyéndose muchos de sus 

componentes por aceites más biodegradables (Klimka et al., 2015).  

Actualmente, Montanide™ ISA (Seppic, France) es uno de los grupos de 

adyuvantes más empleados en veterinaria debido a sus mínimos efectos 

adversos (Singh y O’Hagan, 2003). De hecho, tanto Gudair® (Montanide™ 103 

y 80) como Silirum® (Montanide™ 266) están formuladas con este tipo de 

adyuvante. Sin embargo, el adyuvante de Gudair® genera una respuesta en el 

lugar de infección similar a los ACF, asociada a la aparición de lesiones 

granulomatosas y necrosis, tanto en animales como tras la inoculación 

accidental en humanos (Windsor et al., 2005; Windsor y Eppleston, 2006). El 

adyuvante de Silirum® se compone de un aceite mineral, un aceite 

metabolizable y un surfactante altamente refinado que produce una menor 

lesión local, si bien, por razones comerciales, se desconoce su composición 

exacta (Reyes, 2007). Todos estos adyuvantes, en combinación con la cepa 

vacunal 316F de Map, han demostrado ser capaces de inducir el 

establecimiento de una respuesta celular y humoral en ganado vacuno, ovino y 

en conejos (Sweeney et al., 2009; de Silva et al., 2015; Arrazuria et al., 2016). 

En ese sentido, en un trabajo realizado por Reyes (2007) se comparó el efecto 

de una formulación con Montanide™ ISA 266 (adyuvante de Silirum®) con la 

vacuna Gudair® en ovejas, observándose que Montanide™ ISA 266 provocaba 

una reacción local menor, con una mayor proporción de linfocitos, células 

gigantes y menor grado de necrosis en el punto de inoculación que la vacuna 

Gudair®. 

Además, también se han detectado variaciones en el perfil inmunológico 

originadas por la combinación con distintos tipos de adyuvante Montanide™ 

ISA (Fox et al., 2012; Klimka et al., 2015; Begg et al., 2019). En un estudio 

realizado por Begg et al. (2019) se llevó a cabo una caracterización de la 

respuesta inmunitaria (mediante la técnica IGRA y la detección de 

anticuerpos) generada por la inoculación de la cepa de Map 316F sola o 



Capítulo II: Introducción 

70 
 

combinada con varios tipos de adyuvantes Montanide™ ISA, comparándola 

con el efecto de Gudair®. No se observaron diferencias en la producción 

periférica de IFN-γ entre Gudair® y la suplementación con Montanide™ 50 V, 

50 V2 y 71 VG, aunque si se detectó una mayor producción de anticuerpos en 

los animales vacunados con la vacuna comercial que con el resto de 

formulaciones (Begg et al., 2019). Estudios similares se han realizado con una 

vacuna basada en la suplementación de un antígeno recombinante frente a 

tuberculosis (Rv3019c) con distintos adyuvantes (Montanide™ ISA 50, 70 y 

206) en terneros, donde el adyuvante ISA 70 generó una mayor respuesta 

celular y humoral que el resto (Vordermeier et al., 2019b). 

 

9.3. Eficacia y efectos de la vacunación 

La eficacia de una vacuna se basa en el establecimiento de una adecuada 

respuesta inmunitaria celular y humoral, la reducción de la presencia de 

micobacterias en los tejidos y heces, y la disminución de la gravedad de las 

lesiones (Rosseels y Huygen, 2008; Balseiro et al., 2020b).  

La vacunación frente a la paratuberculosis con vacunas inactivadas ha 

demostrado una elevada eficacia (> 90 %) en la disminución de los casos 

clínicos, la mortalidad y la frecuencia de eliminación de Map en las heces, 

llegando incluso a observarse una reducción de la excreción fecal del 47 % 

(Reddacliff et al., 2006; Alonso-Hearn et al., 2012; Mercier et al., 2014; 

Dhand et al., 2016). También se ha descrito una considerable disminución de 

la colonización de Map en el intestino (de 15 UFCs/g a 2 UFCs/g) limitando, 

además, el número y la gravedad de las lesiones (Sweeney et al., 2009; 

Arrazuria et al., 2016; Facciuolo et al., 2020). Incluso, la vacunación se ha 

asociado con un aumento de la producción láctea (4 %) y de la vida 

productiva (de 3,7 a 4,7 años de edad) (Alonso-Hearn et al., 2012). Estos 

efectos en la reducción de las lesiones y la presencia de Map en tejidos y 
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heces también se han observado con vacunas atenuadas o de subunidades 

(Koets et al., 2006; Faisal et al., 2013). 

En lo relativo a la vacunación frente a la tuberculosis, el empleo de la 

vacuna BCG ha demostrado una eficacia del 56-68 % en vacas y terneros, 

determinada en función del número de animales positivos en las pruebas 

diagnósticas, la presencia de lesiones y la detección de Mbv en los tejidos 

(Nugent et al., 2017; Ameni et al., 2018). En este sentido, la vacunación frente 

a tuberculosis, ya sea con la vacuna atenuada (BCG) o inactivada (HIMB), es 

capaz de generar una respuesta inmunitaria potente y prolongada en el tiempo 

(Wedlock et al., 2007; van der Heijden et al., 2017), así como una 

considerable reducción de la excreción nasal de Mbv (Lopez-Valencia et al., 

2010), de la carga micobacteriana en los pulmones y del número y la gravedad 

de las lesiones pulmonares (Buddle et al., 2013; Beltrán-Beck et al., 2014; 

Vidal et al., 2017; Ameni et al., 2018; Arrieta-Villegas et al., 2018). 

 

9.4. Respuesta inmunitaria asociada a la vacunación  

La vacunación tiene como objetivo la estimulación de una respuesta 

inmunitaria específica y de memoria tras el contacto con el antígeno vacunal. 

De esta manera, la reexposición al antígeno provocará una respuesta 

secundaria rápida, efectiva y de mayor duración gracias a la presencia de 

células del sistema inmunitario previamente sensibilizadas y con memoria 

inmunológica (Pulendran y Ahmed, 2011). Con el fin de valorar el efecto de 

la vacunación sobre la respuesta inmunitaria del hospedador se han llevado a 

cabo numerosos estudios in vivo e in vitro que, bajo condiciones 

experimentales, permiten controlar un amplio número de parámetros (edad, 

exposición previa, dosis de infección, etc). No obstante, la gran variedad de 

estos estudios en diferentes especies y en distintas condiciones dificulta la 

extrapolación y la interpretación de los resultados. 
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9.4.1. Estudios in vivo  

Los estudios in vivo se centran mayoritariamente en la valoración de la 

producción de IFN-γ y anticuerpos (Sweeney et al., 2009; de Silva et al., 

2015; Arrieta-Villegas et al., 2018). Debe tenerse en cuenta que existe una 

gran variedad de factores que influyen y pueden modificar la respuesta 

inmunitaria generada tras la vacunación (especie animal, tipo de vacuna, edad, 

exposición previa, vía de administración, etc) (Corpa et al., 2000c; Arrazuria 

et al., 2016; Shippy et al., 2017). 

En este sentido, el momento de inicio de una respuesta inmunitaria celular 

periférica detectable difiere entre el ganado vacuno (16 semanas post-

vacunación) y los pequeños rumiantes (2-4 semanas post-vacunación) (Corpa 

et al., 2000c; Köhler et al., 2001; Begg y Griffin, 2005) e incluso entre los 

animales pertenecientes al mismo rebaño, debido a la elevada variabilidad 

individual (Thomsen et al., 2012). Estas variaciones también se han observado 

en la respuesta humoral, ya que no todos los animales generan niveles de 

anticuerpos detectables tras la vacunación (Juste et al., 1994; Mercier et al., 

2014; Vidal et al., 2017; Arrieta-Villegas et al., 2018; Pooley et al., 2019). 

Tanto es así que un estudio estimó que del 88 % de las vacas que generaron 

una respuesta inmunitaria mediada por células, al menos el 67 % no 

produjeron posteriormente anticuerpos específicos frente a Map tras la 

administración de la vacuna (Thomsen et al., 2012).  

También existen diferencias en el establecimiento de la respuesta 

inmunitaria celular y humoral en función de la vacuna administrada. En un 

estudio llevado a cabo por Shippy et al. (2017) la vacunación de cabras con 

una vacuna viva atenuada (pgsN) dio lugar a una mayor liberación de IFN-γ 

en sangre, que se observó de forma más temprana que cuando se empleó la 

vacuna inactivada Mycopar®. Por el contrario, en varios estudios en los que se 

administraron vacunas atenuadas, no se detectaron anticuerpos específicos de 
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Map, mientras que estos sí estaban presentes en animales vacunados con 

vacunas inactivadas (Hines et al., 2014; Shippy et al., 2017). Estos hallazgos 

se repiten al estudiar vacunas frente a la tuberculosis, ya que se ha 

comprobado que la vacuna inactivada HIMB induce mayores niveles de IFN-γ 

en sangre que la vacuna atenuada BCG en terneros (van der Heijden et al., 

2017). Además, a diferencia de la BCG, la vacuna HIMB genera anticuerpos 

específicos frente a Mbv, tal y como se ha observado en cabras y en terneros 

(van der Heijden et al., 2017; Arrieta-Villegas et al., 2018). 

La edad también es un factor relevante en la respuesta inmunitaria 

asociada a la vacunación. De hecho, se ha observado que la producción 

periférica de IFN-γ disminuye más rápidamente en cabras y ovejas vacunadas 

a los 15 días de edad que a los 5 meses, posiblemente debido a la falta de 

madurez de su sistema inmunitario (Corpa et al., 2000c). Por otro lado, se ha 

comprobado que la respuesta inmunitaria, tanto celular como humoral, es 

mucho más intensa y duradera en cabras vacunadas a los 5 meses que en 

cabras mayores de 1 año (Royo, 2018), lo que sugiere que podría existir una 

ventana de tiempo en la que habría una mayor intensidad de la respuesta a la 

vacunación, aunque las variables que determinan este periodo sean aún 

desconocidas en su mayor parte. Además, los niveles de anticuerpos también 

disminuyen con la edad, por lo que el efecto de la vacunación sobre ellos 

desaparece con el tiempo (Muskens et al., 2002; Thomsen et al., 2012). Este 

efecto de la edad también se ha encontrado en la vacunación frente a la 

tuberculosis, donde en terneros infectados experimentalmente con Mbv la 

administración de BCG a las 8 horas tras el nacimiento presentó una eficacia 

del 100 % (ningún animal con lesiones tuberculosas), frente al 90 % en los 

vacunados a las 6 semanas (1 animal con lesiones tuberculosas) (Buddle et al., 

2003b). 

Por otro lado, la exposición previa con Map antes de la vacunación 

provoca una reducción de la intensidad y la duración de la respuesta 
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inmunitaria en cabras (Royo, 2018). Esto se ha confirmado en un estudio 

experimental llevado a cabo en conejos donde se observó que la infección 

previa con Map en conejos y su posterior vacunación da lugar a una menor 

producción periférica de IFN-γ en comparación con aquellos vacunados e 

infectados con posterioridad (Arrazuria et al., 2016). 

En cuanto a la vía de administración, existen pocos estudios que hayan 

evaluado otras vías además de la subcutánea. En un estudio realizado por 

Arrazuria et al. (2020) en conejos infectados oralmente con Map se comparó 

la administración de varias vacunas inactivadas empleando distintas vías: 

Silirum® por la vía subcutánea y una cepa de Map químicamente inactivada y 

sin adyuvantes administrada tanto por la vía oral como intradérmica. Se 

comprobó que la administración subcutánea de Silirum® daba lugar a 

interferencias con la prueba de intradermoreaccion frente a los antígenos aviar 

y bovino y a un aumento de anticuerpos específicos frente a Map, mientras 

que la vacuna experimental, basada en Map inactivada en ausencia de 

adyuvante y administrada oralmente, no produjo ninguna reacción. Por otro 

lado, esta misma vacuna experimental inoculada por la vía intradérmica 

también ocasionó interferencias, aunque estas fueron menores que las 

detectadas con Silirum® observándose, además, una menor proporción de 

animales en los que se identificó Map mediante PCR (Arrazuria et al., 2020). 

Por otra parte, la administración subcutánea de HIMB en cabras produce un 

incremento significativo de las respuestas celular y humoral (Arrieta-Villegas 

et al., 2018), mientras que los niveles de IFN-γ en corderos vacunados 

oralmente con esta misma vacuna no llegan a ser detectables (Balseiro et al., 

2017).  

La detección de niveles elevados de IFN-γ durante las pruebas IGRA en 

PBMCs o sangre estimuladas con antígenos de micobacterias no siempre se 

relaciona con un efecto protector de la vacuna, puesto que se han detectado 

lesiones intestinales graves con una elevada presencia de micobacterias en 
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animales vacunados frente a la paratuberculosis independientemente de los 

niveles de IFN-γ detectados tras la estimulación in vitro con antígenos de Map 

(Gwozdz et al., 2000; Muñoz, 2014; Arrazuria et al., 2016). Incluso, estudios 

sobre la vacunación frente a la tuberculosis han observado una elevada carga 

micobacteriana en los tejidos junto con niveles elevados de IFN-γ en la prueba 

de IGRA (Majlessi et al., 2006; Mittrücker et al., 2007; Lambert et al., 2009; 

Kagina et al., 2010). Por ello, se ha sugerido que existe una alta posibilidad de 

que la respuesta inmunitaria determinada por la producción de IFN-γ tras la 

estimulación con antígeno de micobacterias, esté mayormente relacionada con 

la presencia de bacterias en la sangre, más que con la protección (Thakur et 

al., 2012; Arrazuria et al., 2016). 

En cuanto a la respuesta humoral, catalogada como ineficaz, se ha 

sugerido que la vacuna ideal podría ser aquella capaz de estimular la respuesta 

inmunitaria celular en ausencia de anticuerpos (Griffin et al., 2009). Sin 

embargo, otros autores discrepan, ya que han observado una mayor 

proporción de linfocitos B en el intestino de aquellos animales vacunados que 

son capaces de controlar la infección por Map (Begg y Griffin, 2005). Incluso, 

varios trabajos afirman que la generación de una respuesta humoral robusta al 

inicio de la vacunación es crucial para evitar la progresión de la infección por 

Map (de Silva et al., 2015; Pooley et al., 2019). 

 

9.4.2. Estudios in vitro 

El largo periodo de incubación de la paratuberculosis y la tuberculosis y la 

lenta progresión de la infección provoca que los experimentos llevados a cabo 

in vivo requieran de largos periodos de tiempo (Corpa et al., 2000a; Mercier et 

al., 2014; Balseiro et al., 2017). Además, el empleo de un gran número de 

animales, su manejo y el elevado coste derivado de su mantenimiento 

aumentan la complejidad de este tipo de estudios. Es por ello que los ensayos 
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in vitro ofrecen una buena alternativa para evaluar la eficacia y la respuesta 

inmunitaria derivada de la vacunación, reduciendo no solo el tiempo necesario 

para la evaluación de la respuesta inmunitaria celular, sino también el número 

de animales empleados (Tanner et al., 2021). Sin embargo, aunque estos 

ensayos están altamente estandarizados en humanos y roedores, en medicina 

veterinaria no existe un consenso sobre los métodos más adecuados que 

aseguren su reproducibilidad, siendo necesario mejorar la optimización y 

caracterización de estos modelos en rumiantes. 

La estimulación in vitro de PMBCs con antígenos relacionados con 

micobacterias permite valorar los cambios en los niveles de expresión de 

diversos marcadores celulares (p. ej. CD4, CD8, etc) y citoquinas, ya sea 

mediante citometría de flujo o mediante PCR cuantitativa (qPCR) (Platt et al., 

2006; Faisal et al., 2013). De esta manera, se ha estimado que la vacunación 

frente a la paratuberculosis con vacunas inactivadas en el ganado bovino, y la 

posterior re-estimulacion in vitro de PBMCs, provoca un incremento de la 

expresión de CD25 y CD26, dos marcadores de activación de linfocitos T y B, 

y una mayor proliferación de linfocitos CD4+, CD8+ y γδ detectable hasta los 

12 meses post-vacunación (Platt et al., 2006; Stabel et al., 2011). 

En cabras, la administración de vacunas frente a la paratuberculosis 

también produce un aumento de la capacidad de proliferación de los linfocitos 

CD4+, CD8+ y γδ (Faisal et al., 2013; de Silva et al., 2015), además de un 

incremento en los niveles de expresión de citoquinas proinflamatorias (p. ej. 

IL-6 y IL-1β) y una menor expresión de citoquinas antiinflamatorias (IL-4, IL-

10 y TGF-β) (Faisal et al., 2013). Este efecto es mayor cuando se utiliza una 

vacuna atenuada que cuando se utiliza una inactivada (Faisal et al., 2013). 

Incluso, en un estudio realizado por Sechi et al. (2006) se detectaron mayores 

niveles de expresión de IFN-γ en PBMCs procedentes de corderos vacunados 

con vacunas de ADN (p-85A-BCG y p-Hsp65) que con vacunas inactivadas. 
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La vacunación frente a la tuberculosis en rumiantes ejerce un efecto 

similar. Se ha encontrado un aumento en el porcentaje de células 

CD25+/CD4+, CD25+/CD8+ y CD25+/WC1+ en PBMCs de terneros vacunados 

con BCG tras su estimulación antigénica (Buddle et al., 2003b). No obstante, 

estas alteraciones podrían ser dinámicas y estar asociadas al reconocimiento 

de los antígenos micobacterianos y la consiguiente expansión clonal de los 

linfocitos (Buza et al., 2009). Además, se ha observado un aumento de la 

expresión de IFN-γ, IL-6 e IL-1β, pero también de IL-4, lo que indicaría que 

la vacunación con BCG estimularía tanto la respuesta Th1 como Th2 (Buddle 

et al., 2003b; Guerra-Maupome et al., 2019a). 

Los ensayos de inhibición del crecimiento micobacteriano (MGIAs), que 

consisten en evaluar la capacidad de las células del hospedador de inhibir el 

crecimiento de las micobacterias tras la infección in vitro, también suponen 

una alternativa a los estudios in vivo (Bannantine et al., 2014a; Pooley et al., 

2018; Tanner et al., 2016, 2020, 2021). Se han desarrollado un gran número 

de MGIAs, sobre todo en humanos y ratones, basados en el uso de PBMCs, 

sangre completa, esplenocitos, macrófagos alveolares o macrófagos derivados 

de la médula ósea para la valoración de la eficacia de la vacunación con BCG, 

observándose un incremento de la capacidad de estas células, en animales 

vacunados, para inhibir el crecimiento de las micobacterias alterando, además, 

los patrones de expresión y secreción de citoquinas proinflamatorias e incluso 

relacionando esta mayor respuesta con el desarrollo de la inmunidad entrenada 

(Cowley y Elkins, 2003; Parra et al., 2009; Marsay et al., 2013; Joosten et al., 

2018; Radloff et al., 2018).  

Estos mismos ensayos realizados en rumiantes también han aportado 

resultados reveladores (Denis et al., 2004; Pepponi et al., 2017). Por ejemplo, 

la infección con Map de monocitos ovinos co-cultivados con linfocitos 

autólogos procedentes de ovejas vacunadas con Gudair® y no vacunadas, no 

mostró diferencias en cuanto a la capacidad de eliminación de Map entre 
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animales vacunados y no vacunados, posiblemente por el debilitamiento de la 

respuesta inmunitaria de memoria inducida por la vacunación, que se había 

realizado 13 meses antes (Pooley et al., 2018). Este resultado es similar al 

observado en un MGIA de PBMCs+MDMs bovinos en el cual no se 

observaron diferencias significativas en la inhibición del crecimiento 

intracelular de Mbv entre MDMs co-cultivados con PBMCs procedentes de 

animales vacunados y no vacunados a los 12 meses post-vacunación 

(Carpenter et al., 1997). En otro estudio, sin embargo, sí se detectó una mayor 

actividad antimicrobiana en MDMs bovinos, co-cultivados con linfocitos T 

CD4+ y procedentes de animales vacunados con BCG (Endsley et al., 2007). 

Estas diferencias podrían deberse a la caracterización previa y el empleo de 

una subpoblación específica de linfocitos en lugar de toda la fracción de 

PBMCs, lo que resalta la necesidad de realizar una valoración de las 

poblaciones celulares empleadas en este tipo de ensayos con el fin de 

identificar las características fenotípicas que podrían condicionar la naturaleza 

de la respuesta inmunitaria. Por otro lado, en un MGIA desarrollado 

únicamente con cultivos puros de MDMs se determinó una menor 

supervivencia de Mbv en los macrófagos procedentes de vacas vacunadas con 

HIMB, independientemente de la respuesta inmunitaria celular o humoral, de 

manera que este proceso podría estar mediado por mecanismos de la respuesta 

inmunitaria entrenada (Juste et al., 2016). 

Los cultivos de MDMs también han sido empleados durante el diseño de 

vacunas vivas atenuadas modificadas genéticamente frente a paratuberculosis 

debido a la necesidad de acelerar el proceso de evaluación de candidatos 

vacunales (Bannantine et al., 2014b). La selección de mutantes atenuados de 

Map comienza con la evaluación de la supervivencia de estos en MDMs 

bovinos, dado que son las células diana donde Map es capaz de multiplicarse, 

lo que permite determinar el grado de atenuación de los mutantes (Scandurra 

et al., 2010; Bannantine et al., 2014a). La realización de ensayos de invasión 
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con MDMs permitió evaluar el grado de supervivencia de distintos mutantes 

de Map por medio de la estimación del número de UFCs mediante PCR de la 

secuencia IS900 tomando como referencia la cepa Tipo C K10 de Map 

(Lamont et al., 2014). Aquellos mutantes cuyo número de UFCs disminuyó 

con el tiempo, fueron considerados candidatos para la siguiente fase en el 

diseño de estas vacunas (Lamont et al., 2014). 

Finalmente, a pesar del creciente protagonismo de los neutrófilos en la 

protección frente a la paratuberculosis y la tuberculosis (Abadie et al., 2005; 

Trentini et al., 2016; Bickett et al., 2020), existen muy pocos estudios que 

evalúen la respuesta de estas células in vitro en relación con la vacunación 

(Moorlag et al., 2020; Ladero-Auñon et al., 2021b). Sin embargo, 

recientemente se ha demostrado que los neutrófilos procedentes de conejos 

vacunados con vacunas inactivadas, ya sea por vía oral (con la cepa vacunal 

316F de Map, C. pseudotuberculosis o la cepa 1403 de Mbv) o subcutánea 

(Silirum®), son capaces de inducir una respuesta inmunitaria entrenada 

(Ladero-Auñon et al., 2021b). Esto se comprobó al detectar un incremento en 

la funcionalidad de los neutrófilos durante los 3 primeros meses tras la 

vacunación, traducido como una mayor capacidad fagocítica y de liberación 

de NETs, no solo frente a la infección in vitro con Map y Mbv, si no también 

frente a patógenos no relacionados (p. ej. S. aureus o E. coli). Este hecho 

estaría en consonancia con los resultados obtenidos por Moorlag et al. (2020) 

en neutrófilos procedentes de personas vacunadas con BCG en los cuales 

también se detectó un aumento de su acción microbicida frente a C. albicans, 

que podría estar asociado con diversos cambios epigenéticos (p. ej. metilación 

de histonas), el incremento de la expresión de numerosos marcadores de 

activación (CD11b y CD66b, responsables del reclutamiento de células 

inflamatorias y el “estallido respiratorio”), la disminución de marcadores 

inmunosupresores (PD-L1, responsable de la muerte celular) o el incremento 

de la actividad antimicrobiana. 
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Se ha demostrado que la vacunación frente a la paratuberculosis mejora 

notablemente la sanidad, la producción y el bienestar de los animales gracias 

al descenso de la morbilidad de la infección (Dhand et al., 2013, 2016), la 

gravedad de los signos clínicos y las lesiones (Begg y Griffin, 2005), y la 

excreción de Map en las heces (Mercier et al., 2014). Sin embargo, este 

procedimiento dista de ser perfecto. Se ha demostrado que (i) la inmunidad 

que produce no es esterilizante, ya que la vacunación no previene la infección 

(Reddacliff et al., 2006; Muñoz, 2014), (ii) que el grado de protección que 

induce no es similar en todos los animales, ya que se ha observado, en 

estudios naturales y experimentales, que, mientras hay animales vacunados 

que si desarrollan protección frente a la aparición de formas clínicas graves, 

hay otros donde la enfermedad progresa hasta mostrar signos clínicos 

evidentes y una abundante excreción fecal de Map (Eppleston et al., 2005; 

Reddacliff et al., 2006; Windsor, 2006; Hines et al., 2014; Mercier et al., 

2014; Muñoz, 2014; de Silva et al., 2015) y que, (iii) en muchas 

explotaciones, a pesar de llevar muchos años practicando la vacunación y 

disminuir los casos clínicos, no se ha conseguido una reducción marcada de la 

prevalencia de la infección (Kalis et al., 2001; Bastida y Juste, 2011; Juste y 

Perez, 2011).  

Hasta el momento, no se ha conseguido elaborar una explicación 

satisfactoria al porqué tienen lugar estas situaciones. Entre otros motivos, esto 

se debe a que todavía existen numerosas incógnitas sobre la compleja 

interacción entre Map y la respuesta del hospedador, relacionadas, por 

ejemplo, con los mecanismos de supervivencia de Map o la polarización de la 

respuesta inmunitaria (Hostetter et al., 2003; Gollnick et al., 2007; Begg et al., 

2011), que comprometen el conocimiento sobre los mecanismos de eficacia de 

la vacuna. Estas incógnitas necesitan esclarecerse para comprender mejor la 

forma de actuación y los efectos específicos de la vacunación sobre la 

respuesta inmunitaria del hospedador frente a la infección por Map para que 
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se desarrolle la protección. El estudio de cómo la vacuna influye en dicha 

respuesta inmunitaria ayudaría a entender también cómo la vacunación frente 

a la paratuberculosis es capaz de mostrar protección frente a la tuberculosis, al 

reducir la gravedad de las lesiones, o frente a otras enfermedades no 

relacionadas con micobacterias (p. ej. otras infecciones digestivas o 

respiratorias) y qué componentes de la vacuna podrían jugar un papel en estos 

efectos (Pérez de Val et al., 2012b; Royo et al., 2016; Serrano et al., 2017b; 

Juste et al., 2021). 

En términos generales, la eficacia y la seguridad de una vacuna frente a 

paratuberculosis se puede evaluar en modelos experimentales in vivo mediante 

el análisis de la respuesta inmunitaria periférica y local y la valoración del 

número y tipo de lesiones halladas tras el desafío de los animales vacunados 

(Rosseels y Huygen, 2008). Este tipo de estudios ha demostrado que la 

administración de vacunas inactivadas frente a la paratuberculosis genera un 

incremento rápido, intenso y duradero de la respuesta inmunitaria celular y 

humoral periféricas en cabras, ovejas y vacas (Corpa et al., 2000c; Reddacliff 

et al., 2006; Sweeney et al., 2009; Koets et al., 2019). No obstante, una 

respuesta inmunitaria intensa no siempre se corresponde con una reducción de 

las lesiones y, por lo tanto, no ha de correlacionarse directamente con una 

buena protección (Mercier et al., 2014; Muñoz, 2014; Fernández et al., 

2017b). La principal ventaja de los modelos experimentales in vivo es que 

sirven para estudiar la acción coordinada de los numerosos mecanismos que 

componen la respuesta inmunitaria del hospedador frente a la 

paratuberculosis. En este sentido, se han empleado roedores y lagomorfos 

como modelos experimentales, que son más manejables y baratos que los 

rumiantes. Sin embargo, en estas especies no se ha logrado reproducir con 

exactitud las características clínicas y lesionales de la paratuberculosis en 

rumiantes, siendo quizás los conejos los que más se aproximan al tipo de 

respuesta inmunitaria descrita en esta especie (Hines et al., 2007; Arrazuria et 
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al., 2016). Por ello, los modelos in vivo en rumiantes parecen necesarios por el 

momento. Entre ellos, el bovino ha sido el más empleado para el estudio de la 

patogenia y de la eficacia vacunal (Muñoz et al., 2005; Sweeney et al., 2009; 

Stabel et al., 2011), si bien los modelos in vivo caprinos se han convertido en 

una alternativa muy extendida, debido a que el manejo de los animales es 

mejor y el coste económico es más reducido, además de que el tipo de cepa de 

Map a emplear y la respuesta inmunitaria y lesional son muy similares a lo 

que sucede en la especie bovina (más que el modelo de conejo) (Corpa et al., 

2000c; Kathaperumal et al., 2009; Hines et al., 2014; Mercier et al., 2014). 

Aun así, los modelos in vivo en rumiantes presentan tres grandes 

inconvenientes: (i) el gran número de animales necesario para realizar los 

ensayos, (ii) los largos periodos de experimentación (de meses o incluso años) 

y (iii) la gran variabilidad individual al tratarse de especies ganaderas. 

De forma complementaria a los modelos in vivo, durante los últimos 20 

años, se han desarrollado modelos in vitro frente a la paratuberculosis 

utilizando el cultivo celular de MDMs o neutrófilos, que han demostrado tener 

gran utilidad al ser capaces de simular, hasta cierto punto, los efectos que la 

infección por Map provocaría directamente sobre las células del hospedador, 

consiguiendo de este modo reducir la duración y el coste de los estudios, así 

como evitar, en cierta medida, el sacrificio de animales (Mitchell et al., 2011; 

Pooley et al., 2018; Ladero-Auñon et al., 2021a). En medicina veterinaria, y 

concretamente en lo relativo a los rumiantes domésticos, existe una gran 

variedad de protocolos destinados a la obtención y purificación de células 

sanguíneas para el posterior desarrollo de ensayos in vitro, procedentes de la 

adaptación de técnicas empleadas en medicina humana (Berger y Griffin, 

2006; Siemsen et al., 2014). Dentro de los protocolos más empleados para la 

separación de PBMCs y neutrófilos de rumiantes, así como para la 

purificación de monocitos y obtención de MDMs, se han empleado distintas 

técnicas basadas en la separación por gradientes de diferente densidad, así 
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como métodos funcionales (adhesión) o inmunológicos (unión a receptores de 

superficie) (Budhia et al., 2006; Elmowalid, 2012; Hellenbrand et al., 2013; 

Siemsen et al., 2014). Esta elevada heterogeneidad metodológica hace 

necesario el establecimiento de un protocolo específico de aislamiento 

estandarizado, adecuado a los pequeños rumiantes, que incluya la 

caracterización fenotípica de las células, previa a la realización de los estudios 

funcionales, con el fin de favorecer la reproducibilidad y la comparación de 

los resultados con estudios similares. 

La mayor parte de estos estudios in vitro han estado enfocados en estudiar 

la interacción entre Map y las células del hospedador. Algunos han permitido 

esclarecer los mecanismos de evasión utilizados por Map para su 

supervivencia en el entorno adverso del interior de los macrófagos, como, por 

ejemplo, la inhibición de la maduración de los fagolisosomas y su 

acidificación, o la alteración del patrón de liberación de citoquinas hacia un 

perfil Th2 (Hostetter et al., 2003; Berger y Griffin, 2006; Kugadas et al., 

2016). También se ha demostrado que Map es capaz de influenciar otras 

células fagocíticas, como los neutrófilos, influyendo sobre su reclutamiento al 

lugar de infección (Dotta et al., 1999). Sin embargo, los estudios in vitro 

realizados hasta el momento para evaluar el efecto de la vacunación sobre las 

distintas poblaciones celulares que intervienen en la respuesta inmunitaria son 

escasos y la información obtenida, por lo tanto, aún es muy reducida y en 

ocasiones contradictoria. En este sentido, se ha demostrado que la vacunación 

de terneros con HIMB produce un incremento de la actividad antimicrobiana 

de MDMs frente a Mbv (Juste et al., 2016) o que la vacunación de conejos con 

vacunas inactivadas frente a la paratuberculosis desencadena también un 

incremento de la destrucción Map, Mbv o S. aureus en neutrófilos (Ladero-

Auñon et al., 2021b). Sin embargo, en MDMs ovinos la vacunación frente a la 

paratuberculosis no se ha relacionado con un aumento de la respuesta 

antimicrobiana frente a Map (Pooley et al., 2018). Estos resultados resaltan la 
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importancia de evaluar el efecto de la vacunación sobre la respuesta de los 

macrófagos y los neutrófilos a la infección por Map, que podría ser el 

responsable del efecto protector de la vacuna.  

El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral se enmarca dentro de la 

línea de investigación ya establecida en el grupo de investigación en “Sanidad 

y Patología de Rumiantes” de la Universidad de León, centrada en el estudio 

de la patogenia de la paratuberculosis, principalmente en las especies ovina y 

caprina, y cómo la vacunación influye sobre ella. Por lo tanto, esta Tesis 

Doctoral tiene como objetivo general estudiar la respuesta inmunitaria 

asociada a la vacunación frente a la paratuberculosis en pequeños rumiantes, 

en concreto para tratar de conocer los mecanismos que podrían estar 

relacionados con la protección, utilizando tanto modelos experimentales in 

vitro como in vivo. 

De forma más específica, se han planteado los siguientes cuatro objetivos 

concretos: 

Objetivo 1: Estandarización de un protocolo eficiente para el aislamiento 

conjunto de PBMCs y neutrófilos a partir de sangre periférica de ovejas y 

cabras, y la posterior purificación de monocitos y generación de MDMs. 

Para su cumplimiento, se ha desarrollado el primer estudio de esta Tesis 

Doctoral, titulado “Establecimiento de un protocolo optimizado para el 

aislamiento in vitro de distintas células inmunitarias a partir de sangre 

periférica y la evaluación comparativa de técnicas para la obtención de MDMs 

en pequeños rumiantes” y que ha dado lugar a la siguiente publicación 

científica: 

“Arteche-Villasol, N., Benavides, J., Vallejo, R., Royo, M., Ferreras, M.C., 

Pérez, V., Gutiérrez-Expósito, D. 2020. Optimized in vitro isolation of 

different subpopulation of immune cells from peripheral blood and 
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comparative techniques for generation of monocyte-derived macrophages in 

small ruminants. Vet. Immunol. Immunopathol. 230, 110131” 

Para ello, se extrajeron muestras de sangre periférica de ovejas y cabras a 

partir de las cuales se aislaron PBMCs y neutrófilos comparando distintas 

condiciones de centrifugación y gradientes de densidad. Además, una vez 

aislados los PBMCs, se emplearon dos técnicas de purificación de monocitos 

y diversas condiciones de cultivo celular para su maduración in vitro a 

macrófagos. Finalmente, se llevó a cabo una caracterización fenotípica de 

todas las fracciones celulares obtenidas mediante microscopía y citometría de 

flujo. 

 

Objetivo 2: Evaluar el efecto de la vacunación frente a la paratuberculosis 

sobre la respuesta inmunitaria y capacidad fagocítica de macrófagos caprinos 

infectados in vitro con Map. 

Este objetivo se ha desarrollado mediante el segundo estudio de esta tesis, 

que lleva por título “Valoración de la respuesta temprana frente a la infección 

in vitro de MDMs con Map de cabras vacunadas y no vacunadas frente a 

paratuberculosis”, del que se ha elaborado la publicación científica que se 

menciona a continuación: 

“Arteche-Villasol, N., Gutiérrez-Expósito, D., Vallejo, R., Espinosa, J., 

Elguezabal, N., Ladero-Auñon, I., Royo, M., Ferreras, M.C., Benavides, J., 

Pérez, V. 2021. Early response of monocyte-derived macrophages from 

vaccinated and non-vaccinated goats against in vitro infection with 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Vet. Res. 52, 69” 

Pasados treinta días desde la administración de la vacuna Silirum®, se 

obtuvieron MDMs caprinos (CaMØs) procedentes de cabritos vacunados y sin 

vacunar, que se infectaron in vitro con Map. Tras 24 horas de incubación, se 
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llevó a cabo una estimación de la fagocitosis (imunofluorescencia y qPCR) y 

la viabilidad de Map (cultivo bacteriológico), así como de los niveles de 

expresión de citoquinas y de la enzima iNOS (RT-qPCR) en los CaMØs.  

 

Objetivo 3: Investigar el efecto de la vacunación frente a la 

paratuberculosis sobre la respuesta de los neutrófilos obtenidos de sangre 

periférica frente a la infección in vitro con diferentes bacterias, incluida Map.  

Para su consecución, se ha elaborado el tercer estudio de esta tesis, que 

lleva por título “Valoración de la formación de trampas extracelulares 

generadas por neutrófilos (NETs) procedentes de ovejas vacunadas frente a la 

paratuberculosis, tras su incubación in vitro con diferentes bacterias”. Aunque 

el resto de estudios de la Tesis se han desarrollado en modelos caprinos, este 

se ha realizado en la especie ovina, debido a una mejor accesibilidad a estos 

animales en el momento de su realización. Los resultados se han recogido en 

la publicación titulada: 

“In vitro effect of paratuberculosis vaccination on the release of 

neutrophil extracellular traps in a sheep model” que se encuentra actualmente 

bajo revisión para su publicación. 

En este estudio, se aislaron neutrófilos de ovejas vacunadas con Silirum® y 

sin vacunar, antes y después de la vacunación. Pasados 15 y 30 días post-

vacunación se analizó la liberación de NETs tras la infección in vitro de 

neutrófilos con Map, Staphylococcus aureus y Escherichia coli mediante la 

visualización de sus componentes y la cuantificación del ADN extracelular 

por inmunofluorescencia y fluorimetría, respectivamente.  

 

Objetivo 4: Analizar el efecto que tiene la vacunación homóloga y 

heteróloga, así como cada uno de sus componentes vacunales (cepas y 
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adyuvantes) sobre la respuesta inmunitaria y la protección frente a la infección 

por Map. 

Para el cumplimiento de este objetivo se ha desarrollado el cuarto estudio 

de esta tesis, que lleva por título “Valoración del efecto de la vacunación 

homóloga y heteróloga, así como de cada uno de sus componentes (cepas y 

adyuvantes) sobre la respuesta inmunitaria y la protección conferida tras una 

infección experimental con Map en un modelo caprino”, que se ha recogido 

en la siguiente publicación: 

“Arteche Villasol, N., Gutiérrez Expósito, D., Elguezabal, N., Sevilla, I.A., 

Vallejo, R., Espinosa Cerrato, J., Ferreras Estrada, M.C., Benavides, J., 

Pérez Pérez, V. 2020. Influence of heterologous and homologous vaccines, 

and their components, on the host immune response and protection against 

experimental caprine paratuberculosis. Front. Vet. Sci. 8, 744568. 

Se emplearon 10 grupos de cabritos divididos según el tipo de vacuna 

administrada (Silirum® o HIMB) o su inmunización con otros componentes 

(bacterias inactivadas o adyuvantes) y la infección con Map. A los 45 días 

post-vacunación o post-inmunización los animales fueron infectados 

oralmente con Map y eutanasiados 190 días después. Durante todo el 

experimento, se realizaron análisis mensuales de la respuesta inmunitaria 

periférica (IGRA y ELISA) y de las subpoblaciones linfocitarias presentes en 

sangre (citometría de flujo). Finalmente, tras el sacrificio, se valoró la 

respuesta inmunitaria local (IGRA), las subpoblaciones linfocitarias en tejidos 

(citometría de flujo), la presencia de Map en tejidos y heces (qPCR y cultivo 

bacteriológico) y se realizó el estudio anatomopatológico del intestino 

(incluyendo el tejido linfoide) y nódulos linfáticos asociados. 
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Teniendo en cuenta la falta de conocimientos que existe sobre los 

mecanismos que operan en la vacunación frente a paratuberculosis, el objetivo 

general de esta Tesis Doctoral fue estudiar la respuesta inmunitaria generada 

tras la vacunación frente a paratuberculosis utilizando tanto modelos 

experimentales in vitro como in vivo. En un primer momento, y ante la 

diversidad de protocolos laboratoriales para la purificación de leucocitos, se 

desarrolló un estudio con el objetivo de establecer un protocolo estandarizado 

y eficiente para la obtención de macrófagos y neutrófilos ovinos y caprinos, 

que fueron usados con éxito en los posteriores estudios funcionales, basados 

en el empleo de modelos de infección in vitro. En ellos, se emplearon estos 

modelos para estudiar cómo la vacunación puede influir sobre la respuesta de 

estas células. De esta forma, el segundo estudio se centró en analizar el efecto 

de la vacunación con Silirum® sobre la respuesta inmunitaria de MDMs 

caprinos frente a la infección por Map, mientras que el tercer estudio valoró el 

efecto de esa misma vacuna sobre la respuesta inmunitaria de neutrófilos 

ovinos también frente a la infección por Map, y frente a otras bacterias no 

relacionadas. Posteriormente, en el cuarto y último estudio de esta Tesis 

Doctoral tuvo como objetivo conocer el efecto sobre la respuesta inmunitaria 

local y periférica, y la protección, mediante la valoración del desarrollo de 

lesiones y estudios microbiológicos en un modelo experimental caprino de 

paratuberculosis tras la inoculación de las vacunas completas Silirum® y 

HIMB, así como cada uno de sus componentes (cepas vacunales y 

adyuvantes). 

Existe una amplia variedad de trabajos en la bibliografía científica donde 

se llevan a cabo ensayos in vitro para el estudio de la respuesta inmunitaria de 

los rumiantes (mayoritariamente en la especie bovina) frente a diversos 

patógenos, entre ellos Map, utilizando monocitos, neutrófilos y macrófagos 

(Janagama et al., 2006; Woo et al., 2006; Chiang et al., 2007; Aulik et al., 

2010; Taka et al., 2013; Silva et al., 2014; Pooley et al., 2018). Estas 
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poblaciones celulares, caracterizadas por su actividad microbicida, 

representan la primera línea de defensa leucocitaria, como parte de la 

respuesta inmunitaria innata del hospedador, y, al mismo tiempo, procesan al 

patógeno para dar comienzo a la respuesta inmunitaria adquirida (Kobayashi 

et al., 2005; Auffray et al., 2009). Por ello, su correcto aislamiento, 

caracterización y manipulación es esencial para el estudio de la interacción 

patógeno-hospedador que tiene lugar en estos tipos celulares. Sin embargo, no 

hay un consenso en cuanto a su aislamiento o cultivo in vitro en pequeños 

rumiantes, ya que las técnicas varían enormemente entre los diferentes 

estudios. 

En primer lugar, el aislamiento de PBMCs a partir de muestras de sangre y 

su posterior cultivo en el laboratorio se emplea frecuentemente para la 

valoración de la respuesta inmunitaria periférica tras su estimulación in vitro 

con diversos antígenos (Budhia et al., 2006; Frie et al., 2017). Además, la 

separación óptima de esta fracción celular es indispensable para la posterior 

purificación de monocitos. En el primer estudio, se demostró que la dilución 

de la sangre con PBS, previamente a su centrifugación, mejora notablemente 

el aislamiento de PBMCs, al permitir obtener un gran número de células 

mononucleares con una elevada pureza. No obstante, la población de 

monocitos en sangre periférica es baja, ya que representan aproximadamente 

el 17 % del total de PBMCs en pequeños rumiantes (Peterson et al., 2006). 

Para aislarlos, existen principalmente dos métodos ampliamente utilizados en 

humanos (Braian et al., 2013; Huang et al., 2015), pero que también han sido 

empleados en rumiantes (Olivier et al., 2001; Machugh et al., 2012). Por un 

lado, el método de adherencia, basado en la capacidad adherente de los 

monocitos que no poseen los linfocitos (Elmowalid, 2012; Crespo et al., 

2013), y por otro, el aislamiento basado en la selección positiva 

inmunomagnética empleando anticuerpos frente a receptores superficiales 

presentes en los monocitos, como el receptor CD14 (Pomeroy et al., 2016). 
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Los resultados demostraron que la purificación de monocitos mediante 

adherencia tiene un rendimiento relativamente bajo (4 % del total de células 

sembradas inicialmente), teniendo en cuenta el elevado número de PBMCs de 

partida. Esto podría deberse a la eliminación de monocitos que no fueron 

capaces de adherirse a la placa después de las tres horas incubación. En 

cambio, la selección inmunomagnética permitió la obtención de una muestra 

inicial de monocitos con un elevado rendimiento (18 %) tras una reducción 

significativa de la contaminación con linfocitos, similar a los resultados 

obtenidos con esta misma técnica en muestras de sangre humana (Nielsen et 

al., 2020), y a pesar de que el anticuerpo empleado no era específico de 

pequeños rumiantes. No obstante, al igual que el método anterior, esta técnica 

presenta algunas limitaciones, ya que el receptor CD14 no está presente en 

algunas subpoblaciones de monocitos (Corripio-Miyar et al., 2015; Elnaggar 

et al., 2016), lo que supondría la pérdida de esa subpoblación en las células 

aisladas. Incluso, la menor especificidad del anticuerpo CD14 de humanos 

frente a monocitos de pequeños rumiantes también podría afectar al 

rendimiento de este método.  

Sin embargo, independientemente del rendimiento inicial de monocitos, el 

número de MDMs obtenidos a partir de los monocitos purificados por 

columnas inmunomagnéticas fue significativamente menor en comparación 

con el método de adherencia. Esto se debe a una cuestión metodológica, de 

forma que, para la valoración del rendimiento de monocitos, los PBMCs 

sembrados en las placas fueron sometidos a un raspado obteniendo un número 

inferior de células que con las columnas inmunomagnéticas. En cambio, para 

la estimación del número final de MDMs, los monocitos no fueron sometidos 

a ningún proceso mecánico. Por ello, ya que el número de células sembrado 

en las placas fue inferior por columnas, tras la purificación, qué por 

adherencia, el número final de MDMs fue mayor en este último. Por esta 

razón, para el desarrollo del segundo estudio de esta Tesis Doctoral, se eligió 



Capítulo V: Discusión general 

114 
 

la purificación de monocitos mediante adherencia para generar posteriormente 

MDMs. 

Las técnicas de obtención de macrófagos son laboriosas e incluso, en 

ocasiones, requieren la eutanasia de los animales, ya que el número de estas 

células en algunos órganos es reducido (Lyons et al., 2002). Por ello, para 

poder realizar estudios que impliquen conocer su funcionalidad, se han 

desarrollado protocolos que permiten la maduración in vitro de los monocitos 

aislados a partir de sangre periférica hacia MDMs, mediante la ausencia de 

suplementación o mediante la suplementación con suero autólogo, citoquinas 

(IL-3) o factores de crecimiento (p.ej. GM-CSF o M-CSF). Sin embargo, son 

pocos los estudios que indican los datos de rendimiento o las características 

fenotípicas de los MDMs tras la maduración (Olivier et al., 2001; Keane et al., 

2002; Crespo et al., 2013; Wynn et al., 2013). Los resultados de este trabajo 

evidenciaron que la suplementación de los cultivos de monocitos ovinos y 

caprinos con GM-CSF favoreció su diferenciación hacia MDMs, al igual que 

en otros estudios llevados a cabo con monocitos ovinos y bovinos (Budhia et 

al., 2006; Souza, 2015), observándose un incremento del número de MDMs 

en función del incremento de la concentración de GM-CSF. Sin embargo, la 

suplementación con suero autólogo fue mucho menos eficaz, al visualizarse 

numerosas células redondeadas y de pequeño tamaño posiblemente 

correspondientes a monocitos que no llegaron a madurar. No obstante, debe 

tenerse en consideración que la suplementación de GM-CSF se ha señalado 

que ejerce una influencia sobre la polarización y la funcionalidad de los 

MDMs (Fejer et al., 2013; Draijer et al., 2019), por lo que hay autores que 

prefieren el uso de suero fetal bovino o suero autólogo para su obtención 

(Berger y Griffin, 2006: Elmowalid, 2012), ya que, en contra de los resultados 

obtenidos en este estudio, se ha descrito que favorece la maduración de 

monocitos bovinos (Czuprynski y Hamilton, 1985), aunque en monocitos 

humanos su empleo en concentraciones elevadas supone un efecto inhibitorio 



Capítulo V: Discusión general 

115 
 

sobre la misma (Maoz et al., 1986). En el segundo estudio de esta Tesis, los 

MDMs con los que se ha trabajado se obtuvieron mediante el procedimiento 

de adherencia y la posterior suplementación con GM-CSF y, si bien no se 

valoró si habían sufrido algún tipo de polarización, todos fueron tratados igual 

teniendo en cuenta que el objetivo era estudiar los cambios diferenciales 

asociados a la vacunación. 

En cualquier caso, y teniendo en cuenta que los monocitos y los 

macrófagos son poblaciones celulares muy heterogéneas, con diversas 

características fenotípicas, es conveniente llevar a cabo una caracterización 

previa a su utilización en estudios funcionales (Gordon y Taylor, 2005). Al 

analizar el fenotipo de los monocitos aislados mediante las técnicas de 

purificación comparadas en este trabajo, el análisis por citometría de flujo, 

mostró que las poblaciones de monocitos obtenidas mediante columnas 

inmunomagnéticas eran morfológicamente (SSC:FSC) más homogéneas que 

aquellas purificadas por adherencia, posiblemente debido a la mayor presencia 

de linfocitos en estas últimas o a la alteración de la morfología de los 

monocitos por la separación mecánica de estas células del fondo de las placas. 

Sin embargo, cabe destacar que estas diferencias desaparecían una vez 

diferenciados a MDMs, debido a la eliminación de los linfocitos 

contaminantes tras los sucesivos lavados en ambas técnicas, apreciándose, 

además, un aumento significativo del tamaño y de la granularidad celular en 

ambos métodos. Por otro lado, el análisis de marcadores de superficie 

expresados en estos tipos celulares (p.ej. CD14, CD163, CMH-II, CD11b) 

también se ha empleado para la caracterización fenotípica de monocitos y 

MDMs aislados en rumiantes (Elmowalid, 2012; Corripio-Miyar et al., 2015). 

Al analizar estos marcadores por citometría de flujo, se observaron diferencias 

en cuanto al porcentaje de monocitos que ellos expresaban, en función del 

método de purificación empleado, ya que las células aisladas por columnas 

inmunomagnéticas presentaban un mayor porcentaje de células positivas a 
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CD14, CMH-II y CD11b que aquellas aisladas por adherencia. Esto, al igual 

que las variaciones de estas poblaciones en cuanto a su morfología 

(SSC:FSC), puede ser debido a la presencia de linfocitos contaminantes en 

estos últimos (Nielsen et al., 2020), como ya se ha sugerido previamente. No 

obstante, al emplear estos mismos marcadores celulares para estudiar la 

pureza en monocitos de las células aisladas por adherencia en ovejas, se han 

encontrado porcentajes muy elevados de positividad, incluso superiores al 90 

% (Elmowalid, 2012), si bien la cuantificación de las células inmunomarcadas 

se realizó por recuento en extensiones citológicas, en vez de mediante 

citometría de flujo. Estos mismos marcadores se emplearon también para 

caracterizar fenotípicamente a MDMs, observándose que la maduración de los 

monocitos se asocia a un incremento de la intensidad de fluorescencia de 

CD14, CMH-II y CD11b, similar a lo descrito en otros estudios realizados en 

pequeños rumiantes (Olivier et al., 2001; Elmowalid, 2012), e 

independientemente del método inicial de purificación. Este incremento 

estaría directamente relacionado con el aumento del número de receptores de 

superficie en estas células, asociado a un mayor grado de diferenciación de los 

MDMs, lo que indica que la valoración mediante inmunofluorescencia de 

estos marcadores podría emplearse como indicador de la maduración de 

monocitos in vitro hacia MDMs. 

En cuanto al aislamiento de los neutrófilos, la separación en ausencia de 

gradientes de densidad o mediante el empleo de Percoll® no fue efectiva, ya 

que no se logró diferenciar los PBMCs ni los eritrocitos de la fracción de 

neutrófilos purificada. Sin embargo, hay estudios que describen haber 

obtenido una elevada pureza de neutrófilos (60-70 %) utilizando estos 

métodos (Paltrinieri et al., 2000; Woldehiwet et al., 2003). Por el contrario, en 

nuestro caso, los mejores datos de pureza de neutrófilos se consiguieron al 

emplear la centrifugación en gradiente de densidad, concretamente 

Lymphoprep™, con el cual se consiguió una pureza del 90 %, con una baja 



Capítulo V: Discusión general 

117 
 

contaminación de linfocitos. Cabe destacar, que este método también permitió 

el aislamiento simultáneo de PBMCs y neutrófilos a partir de la misma 

muestra de sangre en cabras y ovejas. 

La optimización metodológica llevada a cabo en este estudio, permitió el 

posterior abordaje del segundo y tercer estudio. De esta manera, en el segundo 

estudio se utilizaron MDMs aislados a partir de cabras vacunadas y sin 

vacunar con Silirum® los cuales fueron infectados in vitro con Map. Los 

resultados de dicho estudio demostraron un incremento de la capacidad 

fagocítica y antimicrobiana frente a Map en los MDMs caprinos (CaMØs) 

procedentes de cabras vacunadas con Silirum® a los 30 días post-vacunación. 

De hecho, el porcentaje de CaMØs procedentes de cabras vacunadas que 

internalizaron Map fue más elevado (48 %) que en cabras no vacunadas (20 

%), junto con una viabilidad de Map diez veces menor en los CaMØs de las 

cabras vacunadas, lo que sugiere que serían más eficientes en la 

internalización y destrucción de Map. La demostración de este hecho cobra 

una mayor importancia en el estudio de la patogenia durante la etapa inicial de 

la paratuberculosis, al poderse hipotetizar que los macrófagos localizados en 

las placas de Peyer, punto de entrada de Map, en animales vacunados, 

tendrían también una mayor capacidad bactericida, lo que podría asociarse al 

menor número de animales infectados y, en caso de haberlas, con lesiones de 

escasa entidad, encontrados en el cuarto estudio de este trabajo. En cualquier 

caso, apenas hay estudios que hayan desarrollado modelos experimentales in 

vitro para investigar el efecto de la vacunación en las fases iniciales de la 

infección (Pooley et al., 2018). Estos resultados contrastan con los de un 

estudio llevado a cabo con MDMs bovinos, en el que no se detectaron 

diferencias en la actividad antimicrobiana entre vacas sensibilizadas por la 

exposición ambiental con Map y vacas sin sensibilizar (Gollnick et al., 2007), 

si bien es cierto que el efecto de la sensibilización ambiental no sería 

comparable con la vacunación, dado que esta ejerce una respuesta inmunitaria 
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mucho más potente y prolongada (Coffman et al., 2010; Pooley et al., 2019). 

Sin embargo, en otro estudio llevado a cabo con monocitos ovinos infectados 

in vitro con Map tampoco se observaron diferencias en la viabilidad de la 

micobacteria al comparar monocitos procedentes de animales vacunados y sin 

vacunar con Gudair® (Pooley et al., 2018). No obstante, existen numerosas 

diferencias en el diseño experimental de este estudio y el que ha sido llevado a 

cabo en esta Tesis Doctoral que podrían explicar estas discrepancias como (i) 

diferencias entre las características funcionales de los monocitos y los 

macrófagos, (ii) la presencia de PBMCs co-cultivados con los monocitos 

ovinos que podrían alterar su funcionalidad, (iii) los distintos momentos post-

vacunación evaluados (30 días vs 1 año), (iv) diferencias en la formulación 

(adyuvante) entre ambas vacunas (Gudair® vs Silirum®) y (v) entre especies 

(cabras vs ovejas).  

En relación a la expresión génica, se observó un incremento de los niveles 

de transcripción de la enzima iNOS y la citoquina IL-10 en los CaMØs 

procedentes de animales vacunados con Silirum® respecto a los CaMØs de 

animales no vacunados, independientemente de la infección in vitro con Map. 

El incremento de la expresión de iNOS se ha relacionado con una respuesta de 

tipo proinflamatorio, asociada a una mayor eliminación de las micobacterias 

en modelos de MDMs bovinos (Chakravortty y Hensel, 2003; Khalifeh et al., 

2009; Castillo-Velázquez et al., 2013; Souza, 2015). Por el contrario, la 

citoquina IL-10 se ha asociado con la supervivencia de Map, dado el efecto 

inhibitorio que provoca sobre la respuesta proinflamatoria (Hussain et al., 

2016). De hecho, la actividad de esta citoquina podría afectar a los niveles de 

NO, llegando a limitar su producción (Weiss et al., 2005; Souza, 2015). No 

obstante, la presencia de niveles elevados de expresión de iNOS e IL-10 en los 

CaMØs de las cabras vacunadas sugiere que, tanto la respuesta 

proinflamatoria, como la antiinflamatoria participan activamente en la 

respuesta inmunitaria protectora generada por la vacunación, posiblemente 
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evitando la exacerbación de la respuesta proinflamatoria, la multiplicación de 

Map y, de esta forma, limitando el daño tisular (Coussens et al., 2004; Saraiva 

y O’Garra, 2010).  

Este hecho pone en valor la complementariedad entre los estudios in vitro 

e in vivo y la necesidad de llevar a cabo estos últimos, ya que la falta de 

diferencias estadísticamente significativas entre los niveles de transcripción de 

las citoquinas TNF-α, IL-1β, IFN-γ o IL-17A no puede descartarse que no 

suceda en los animales vacunados, ya que podría explicarse por la ausencia de 

señales bioquímicas in vitro dirigidas por los linfocitos u otras células que sí 

tendrían lugar en respuesta inmunitaria desarrollada en los tejidos. De hecho, 

sí se han observado cambios en la expresión de estas citoquinas en función de 

la vacunación, o no, de cabras cuando se han estudiado cultivos celulares de 

PBMCs estimulados antigénicamente (Kathaperumal et al., 2009; Faisal et al., 

2013). Asimismo, la elevada variabilidad individual encontrada en sujetos 

experimentales que no pertenecen a especies de laboratorio, como los 

rumiantes, podría explicar esta falta de diferencias observada en la producción 

de citoquinas. Dichas variaciones han sido asociadas previamente con factores 

genéticos del hospedador, como mutaciones en el gen SCL11A1, un gen 

asociado a efectos pleiotrópicos antimicrobianos como la regulación positiva 

de iNOS (Arias et al., 1997), que hacen que determinados animales sean 

considerados resistentes o susceptibles a la infección micobacteriana 

(Reddacliff et al., 2005; Castillo-Velázquez et al., 2013; Abraham et al., 

2017). Por otro lado, esta variabilidad individual en la respuesta a la 

vacunación e infección también se ha evidenciado en otros estudios in vivo, 

donde se ha encontrado que la vacunación no desencadena el mismo grado de 

protección en todos los animales estudiados del mismo rebaño o estudio 

experimental (Reddacliff et al., 2006; Muñoz, 2014), y se ha confirmado en el 

cuarto estudio de esta Tesis, donde también se ha visto una gran variabilidad 

en cuando a la producción local de IFN- o al número de lesiones que 



Capítulo V: Discusión general 

120 
 

mostraban los animales, con muchas diferencias dentro del mismo grupo de 

tratamiento. 

Por otro lado, la respuesta obtenida en la infección in vitro de CaMØs 

procedentes de animales vacunados también podría guardar relación con la 

generación de una respuesta inmunitaria entrenada, tal y como afirmaron Juste 

et al. (2016) tras observar un incremento de la eliminación de Mbv en MDMs 

de bovinos vacunados con HIMB. Esta inmunidad se caracteriza por una 

mejora de la respuesta inmunitaria no específica mediada por células de la 

respuesta inmunitaria innata, sin participación de los linfocitos, que dura 

aproximadamente 3 meses tras la estimulación inicial y está producida por 

cambios epigenéticos en estas células (Kleinnijenhuis et al., 2012; Netea, 

2013). Es por eso que, dada la ausencia de linfocitos en el modelo 

experimental in vitro empleado en este estudio y el tiempo transcurrido desde 

la vacunación (30 días), es posible que los CaMØs hayan experimentado una 

“mejora” tras la vacunación a causa de la reprogramación epigenética de sus 

progenitores durante su etapa en la medula ósea o como monocitos en la 

sangre. 

En el tercer estudio de esta Tesis Doctoral, al estudiar la influencia que 

pueda tener la vacunación sobre los neutrófilos, otra población de células de la 

respuesta inmunitaria innata, se observó que, en los parámetros estudiados, la 

vacunación frente a paratuberculosis parece no influir sobre la generación de 

NETs en respuesta a la infección in vitro con Map, S. aureus y E. coli. Sin 

embargo, la vacunación oral y subcutánea de conejos sí que incrementó la 

producción de NETs frente a Map, Mbv, C. pseudotuberculosis, S. aureus y E. 

coli, lo que podría estar causado por el efecto de la respuesta inmunitaria 

entrenada (Ladero-Auñon et al., 2021b). Las discrepancias entre ambos 

estudios no solo podrían deberse a las diferencias en la respuesta inmunitaria 

entre conejos y pequeños rumiantes, sino también a diferencias en el diseño 

experimental de ambos estudios, como los diferentes momentos post-
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vacunación (3 meses y un mes post-vacunación, respectivamente). Además, el 

efecto observado en neutrófilos de conejos es similar al determinado en 

neutrófilos humanos, donde la vacunación con BCG se asoció con un 

incremento de la actividad antimicrobiana frente a C. albicans, relacionado 

con cambios epigenéticos en estas células, aunque dicha mejora no afectó a la 

producción de NETs (Moorlag et al., 2020). En este sentido, el papel que 

juegan los neutrófilos durante la infección de Map y otros agentes 

intracelulares, y más concretamente el papel de las NETs en la misma, ha sido 

poco estudiado (Ladero-Auñon et al., 2021a). Esto es debido al carácter 

intracelular de la infección y al corto periodo de vida de los neutrófilos (< 7 

horas a 5 días) (Dotta et al., 1999). 

Lo que si se ha encontrado en este estudio es que la infección de los 

neutrófilos con Map sí que induce la generación de NETs, si bien fue 

significativamente menor, en cantidad, a la observada frente a la infección con 

S. aureus o E. coli. La formación de NETs por los neutrófilos en respuesta a la 

infección por Map se ha descrito con anterioridad en bovinos (Ladero-Auñon 

et al., 2021a). No está claro el papel que jugaría la formación de NETs en la 

patogenia de las infecciones por micobacterias, ya que, por ejemplo, en 

neutrófilos humanos, la liberación de estas redes no fue suficiente para 

eliminar a M. tuberculosis, por lo que se ha sugerido que su papel estaría más 

relacionado con la retención de las micobacterias, favoreciendo su eliminación 

posterior mediante otros mecanismos antimicrobianos, como la fagocitosis por 

macrófagos (Ramos-Kichik et al., 2009). Por ello, con el fin de profundizar en 

los resultados preliminares obtenidos en este trabajo, sería conveniente 

realizar más estudios incrementando el tiempo transcurrido tras la vacunación 

o analizando otros mecanismos antimicrobianos, como la fagocitosis o la 

generación de sustancias antimicrobianas. 

Como ya se ha señalado, si bien los estudios in vitro aportan información 

relevante acerca de la interacción entre el agente patógeno y diferentes 
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poblaciones celulares implicadas en la respuesta inmunitaria, en condiciones 

controladas, estos modelos no reproducen de forma real el medio en el que 

tiene lugar dicha interacción, por lo que los modelos experimentales in vivo 

son necesarios. Por ello, y con el fin de comprobar la protección asociada a la 

vacunación, se desarrolló el cuarto estudio de esta Tesis Doctoral. Además, 

tuvo como objetivos adicionales conocer qué componentes de la vacuna 

estarían asociados a dicho efecto, así como conocer si la vacunación con una 

vacuna inactivada frente a la tuberculosis ejerce protección frente a la 

paratuberculosis, teniendo en cuenta evidencias previas que señalan que la 

vacunación con Silirum® es capaz de inducir una respuesta inmunitaria 

heteróloga frente a la infección por Mbv y M. caprae en terneros y cabras 

(Pérez de Val et al., 2012b; Serrano et al., 2017b).  

Tras la infección experimental llevada a cabo en este estudio, en todos los 

grupos infectados se identificaron lesiones granulomatosas asociadas a la 

infección por Map, que fueron más numerosas y extensas en el grupo de 

cabras sin vacunar o inmunizar. No obstante, al igual que en otros estudios 

previos llevados a cabo en pequeños rumiantes (Juste et al., 1994; Faisal et al., 

2013), la vacunación homóloga frente a la paratuberculosis fue capaz de 

controlar el desarrollo de las lesiones granulomatosas a los 150 días post-

infección, limitándolas a lesiones de carácter leve. Esta reducción podría estar 

relacionada con el incremento de la actividad antimicrobiana de los CaMØs 

observada en el segundo estudio, que fueron obtenidos a partir de los 

monocitos de las mismas cabras empleadas en este estudio, extraídos a los 30 

días post-vacunación. La protección conseguida mediante la vacunación frente 

a paratuberculosis y el posterior desafío con Map (protección homóloga), 

también se obtuvo en los animales vacunados con HIMB e infectados 

posteriormente con Map, ya que se detectó una reducción de las lesiones 

intestinales, demostrando así su capacidad de establecer una protección 

heteróloga frente a la infección. Esta respuesta heteróloga sería comparable a 
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la descrita en dos infecciones experimentales de cabras y terneros en los 

cuales la vacunación con Silirum® ocasionó una reducción de las lesiones 

pulmonares asociadas a la infección con micobacterias del complejo M. 

tuberculosis (Pérez de Val et al., 2012b; Serrano et al., 2017b). Sin embargo, 

al igual que ocurre con los resultados de nuestro estudio, se desconoce si esta 

protección se debe a la acción de la protección cruzada frente a la infección 

por bacterias estrechamente relacionadas (Map y complejo M. tuberculosis) o 

a la actividad de la respuesta inmunitaria entrenada.  

A pesar de todo, y confirmándose una vez más lo que se observa en 

condiciones de campo y experimentales (Reddacliff et al., 2006; Muñoz, 

2014), ninguna de las dos vacunas estableció una protección completa frente a 

la infección, dado que al menos una de las 5 cabras de cada grupo vacunado 

con Silirum® o con HIMB desarrollaron lesiones granulomatosas de carácter 

leve, identificándose, además, la presencia de Map en los nódulos linfáticos y 

las placas de Peyer de estos animales, respectivamente. Asimismo, las cabras 

vacunadas y con lesiones mostraron una respuesta inmunitaria periférica 

(celular y humoral) elevada, similar al resto de animales vacunados del mismo 

grupo, pero que no desarrollaron lesiones. El incremento de la respuesta 

inmunitaria celular y humoral tras la vacunación ya había sido documentado 

previamente en estudios experimentales en pequeños rumiantes en relación 

con vacunas inactivadas frente a Map (Corpa et al., 2000c; Koets et al., 2019; 

Pooley et al., 2019) o Mbv (Arrieta-Villegas et al., 2018; Roy et al., 2018b). 

De la misma manera, el aumento drástico de estas respuestas tras la infección 

oral con Map observado en los animales vacunados, coincide con una 

respuesta inmunológica de memoria frente a los antígenos de las 

micobacterias, siendo esta respuesta más rápida y robusta que aquella 

desarrollada por los animales no vacunados (Storset et al., 2005; Arrieta-

Villegas et al., 2018). Sin embargo, aunque la vacunación genera una 

respuesta inmunitaria rápida y sostenida en el tiempo, esta no previene la 
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infección y la aparición de lesiones tal y como reflejan los resultados de este 

trabajo, por lo que no debe considerarse como un indicador de protección 

(Muñoz, 2014). En esta misma línea, la detección fecal de Map tampoco 

aportó información sobre el efecto protector de la vacuna, ya que no se detectó 

en ninguna cabra infectada, desarrollase o no lesiones, posiblemente por el 

corto periodo de tiempo del estudio (Whittington et al., 2000a; Kurade et al., 

2004). Tampoco se observó una influencia clara de la vacunación sobre las 

subpoblaciones linfocitarias en sangre o en tejidos. El que no existieran 

diferencias claras en estos parámetros entre los grupos vacunados y no 

vacunados, podría ser debido a la elevada variabilidad individual detectada 

entre los animales pertenecientes al mismo grupo, similar a lo ya observado en 

los estudios in vitro al analizar la expresión de citoquinas en los CaMØs. Sin 

embargo, si se identificó un aumento de la producción local de IFN-γ en 

tejidos procedentes de cabras no vacunadas, sin que se observaran diferencias 

entre los otros grupos. Este incremento de la producción en los animales 

infectados y no vacunados, posiblemente esté ligado al mayor número de 

granulomas y gravedad de las lesiones (multifocal b) detectados en este grupo 

(Fernández et al., 2017b).  

En relación con el efecto de la inoculación de los diferentes componentes 

de las dos vacunas por separado (cepas vacunales y adyuvantes), la 

administración subcutánea de las cepas Map 316F o Mbv 1403 se asoció con 

un menor número de granulomas en las placas de Peyer en comparación con 

los animales no vacunados, si bien las diferencias no fueron estadísticamente 

significativas. Sin embargo, las lesiones encontradas en estos animales 

(inoculados con las cepas presentes en las vacunas) fueron más graves 

(multifocales b mayoritariamente) y con un mayor número de granulomas que 

lo observado en los animales que recibieron las vacunas completas, de manera 

que el efecto protector de las bacterias inactivadas en ausencia de adyuvante 

fue considerablemente inferior que el de la vacuna completa. Esta menor 
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eficacia estaría estrechamente relacionada con la ausencia de adyuvantes que 

potencien la inmunogenicidad de las bacterias inactivadas y que faciliten la 

liberación sostenida de las mismas, estimulando de manera continuada, y por 

un mayor periodo de tiempo, la respuesta inmunitaria del hospedador 

(Coffman et al., 2010). 

En cambio, los animales a los que solo se les administró el adyuvante de 

Silirum® o HIMB presentaron, sorprendentemente, un número inferior de 

granulomas que los grupos no vacunados o inmunizados con las cepas, pero, 

sobre todo, fueron de un carácter más leve, clasificadas mayoritariamente 

como lesiones focales y multifocales a, similares a las observadas en los 

animales que recibieron la vacuna completa que presentaron lesiones focales, 

de lo que se infiere que, en estos animales, se ha establecido una cierta 

protección frente a la infección. No se conoce con exactitud el efecto directo 

de los adyuvantes sobre la respuesta inmunitaria del hospedador, puesto que 

generalmente se estudia de manera conjunta con los antígenos. Sin embargo, 

el adyuvante parece jugar un papel importante en la respuesta inmunitaria, ya 

que se ha demostrado que la respuesta generada por la vacunación frente a 

infecciones como la leishmaniosis o la tuberculosis difiere en función del 

adyuvante empleado utilizando el mismo antígeno (Vordermeier et al., 2009b; 

Shokri et al., 2016). De manera similar, se ha determinado que la respuesta 

inmunitaria periférica generada por Gudair® es más potente que la provocada 

por la misma cepa combinada con otros adyuvantes como Montanide™ ISA 80 

o 103 (Begg et al., 2019). Además, la reducción de las lesiones descrita en 

esta Tesis Doctoral podría estar relacionada con una reducción de la 

colonización micobacteriana, ya que en un estudio llevado a cabo en 6 

terneros, inmunizados con el mismo adyuvante de HIMB utilizado en este 

trabajo, en ausencia del antígeno, e infectados a las 9 semanas con Mbv, solo 2 

de ellos resultaron ser positivos a Mbv por cultivo bacteriológico (van der 

Heijden et al., 2017). Por lo tanto, estos resultados sugieren que el adyuvante 
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podría limitar, en cierto grado, la diseminación de la infección por 

mecanismos de carácter inespecífico, de forma similar a nuestro estudio. De 

esta manera, y siguiendo la trayectoria de estos resultados, el adyuvante 

podría ejercer algún tipo de efecto sobre la respuesta inmunitaria del 

hospedador, probablemente de tipo entrenada, ya que no parece necesaria la 

participación de antígeno bacteriano. De todas formas, para comprobar esta 

hipótesis serían necesarios nuevos estudios in vitro basados en el uso de 

poblaciones concretas de leucocitos, como neutrófilos, MDMs o linfocitos 

provenientes de animales que hayan recibido el adyuvante en ausencia de 

antígeno, encaminados a analizar los cambios epigenéticos que se dan en estas 

poblaciones celulares tras la vacunación o la inmunización con diferentes 

productos vacunales. 
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CONCLUSIONES 

1. Se ha establecido un protocolo estandarizado para el aislamiento simultáneo 

de PBMCs y neutrófilos a partir de sangre de pequeños rumiantes con una 

elevada eficiencia y pureza. Posteriormente, este método ha permitido, 

además, la purificación de monocitos y su maduración a MDMs, siendo la 

técnica de adherencia la de elección al permitir obtener un mayor número de 

células.  

2. La vacunación frente a paratuberculosis con la vacuna inactivada Silirum® 

influye sobre la funcionalidad in vitro de los macrófagos, en los que provoca 

un incremento de su actividad antimicrobiana y cambios en la expresión de 

determinados componentes de la respuesta inmunitaria, con actividad tanto 

proinflamatoria como antiinflamatoria. Dichos efectos, evidentes durante el 

primer mes post-vacunación, son inespecíficos e independientes de la acción 

directa de los linfocitos, lo que sugiere que podrían intervenir mecanismos de 

la inmunidad entrenada. 

3. La vacunación frente a paratuberculosis con la vacuna inactivada Silirum® 

no modifica la actividad de los neutrófilos ovinos, en lo que se refiere a la 

liberación de NETs, en respuesta a la infección in vitro con Map u otras 

bacterias no relacionadas, al menos en el primer mes post-vacunación y con 

los métodos de evaluación empleados en este estudio. 

4. La caracterización y cuantificación de las lesiones granulomatosas 

inducidas por la infección por Map en el intestino, principalmente en las 

placas de Peyer y en los nódulos linfáticos mesentéricos, es el método más 

eficaz para valorar el efecto protector de la vacunación frente a 

paratuberculosis. Sin embargo, la producción periférica o local (en el intestino 

y nódulos linfáticos asociados) de IFN- o anticuerpos, o las proporciones de 

las distintas subpoblaciones linfocitarias, no guardan relación con el grado de 

protección vacunal.  
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5. La vacuna HIMB es capaz de inducir una protección parcial sobre la 

infección con Map, similar a la experimentada en los animales vacunados con 

la vacuna inactivada frente a paratuberculosis (Silirum®), de forma que reduce 

el número y la gravedad de las lesiones granulomatosas intestinales. 

6. La administración subcutánea de dos adyuvantes basados en aceites 

minerales altamente refinados genera una reducción de la gravedad y el 

número de las lesiones granulomatosas causadas por la infección por Map. 

Este efecto, en ausencia de la estimulación antigénica de las bacterias 

inactivadas, estaría mediado por un mecanismo de carácter inespecífico, en el 

que podría participar una respuesta inmunitaria de tipo entrenado. 
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CONCLUSIONS 

1. A standardized protocol for the simultaneous isolation of PBMCs and 

neutrophils from the blood of small ruminants with high efficiency and purity 

has been established. Subsequently, this method has also allowed the 

purification of monocytes and their maturation to MDMs, where the technique 

of adherence was the one chosen as it allows obtaining greater number of 

cells. 

2. Vaccination against paratuberculosis with the inactivated Silirum® vaccine 

exerts an influence on the in vitro functionality of macrophages, with an 

increase in their antimicrobial activity and changes in the expression of certain 

components of the immune response, with both pro-inflammatory and anti-

inflammatory activity. These effects, seen during the first month after 

vaccination, are non-specific and independent from the direct action of 

lymphocytes, suggesting that mechanisms of trained immunity could be 

involved 

3. Vaccination against paratuberculosis with the inactivated Silirum® vaccine 

does not modify the activity of ovine neutrophils, assessed by the release of 

NETs in response, to in vitro infection with Map or other non-related bacteria, 

at least during the first month post-vaccination and with the methods used in 

this study 

4. The characterization and quantification of granulomatous lesions induced 

by Map infection in the gut, mainly in Peyer’s patches and in the mesenteric 

lymph nodes, is the most effective method to assess the protective effect of 

paratuberculosis vaccination. However, the peripheral or local (in the gut and 

associated lymph nodes) production of IFN-γ or antibodies, or the proportion 

of the different lymphocyte subpopulations, are not related to the degree of 

vaccine protection. 
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5. The HIMB vaccine is able to exert a partial protection against Map 

infection, similar to that experienced in animals vaccinated with the 

inactivated vaccine against paratuberculosis (Silirum®), thereby reducing the 

number and severity of intestinal granulomatous lesions. 

6. Subcutaneous inoculation of two highly refined mineral-oil adjuvants 

results in a reduction of the severity and number of granulomatous lesions 

caused by Map infection. This effect, in the absence of antigenic stimulation 

by the inactivated bacteria, would be mediated by a nonspecific mechanism, 

in which a trained immune response could play a role. 
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