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I. Introducción y objetivos 

I.1. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 
 

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad infecciosa 

causada por Mycobacterium avium subespecies paratuberculosis (Map), que afecta a 

numerosas especies de rumiantes tanto domésticos como silvestres, así como a 

diferentes especies de monogástricos. Los animales que la padecen presentan una 

enteritis y linfadenitis granulomatosa de curso crónico que provoca, como signos 

clínicos más frecuentes, adelgazamiento progresivo, diarrea, y finalmente la muerte de 

los individuos afectados (Chiodini et al., 1984a; Clarke, 1997).  

 

La vía de contagio principal de esta infección es la digestiva, mediante la 

transmisión fecal-oral, al ingerir los animales bacilos eliminados por individuos que 

excretan micobacterias en heces (Sweeney, 1996), las cuales pueden contaminar el 

agua, leche, calostro o cualquier otro alimento (Chiodini et al., 1984a; Juste y Aduriz, 

1990a; Clarke, 1997). Aunque se ha señalado que los animales adultos pueden 

infectarse tras la exposición a grandes dosis de la bacteria (Rankin, 1962; Delgado et 

al., 2013), la infección sucede principalmente cuando los animales son jóvenes si bien 

los signos clínicos no se manifiestan hasta la edad adulta (Julian, 1975; Chiodini et al., 

1984a; Juste y Aduriz, 1990b; García Marín et al., 2000; Brown et al., 2007). 

 

La paratuberculosis se encuentra distribuida ampliamente por todo el mundo 

(Kátic, 1977; Chiodini et al., 1984a; Brown et al., 2007) y ocasiona cuantiosas pérdidas 

económicas en los rebaños infectados. En España fue confirmada por primera vez en 

1973 en la especie ovina (Aller et al., 1973) y desde entonces ha sido diagnosticada en 

multitud de ocasiones en pequeños rumiantes. En la especie bovina, a pesar de que se 

sospechaba su existencia desde principios del siglo XX (Roca, 1935), no es hasta 1981 

cuando se confirma la presencia de paratuberculosis en esta especie en nuestro país 

(Juste et al., 1983), y desde entonces se ha diagnosticado, cada vez con más frecuencia, 

en diferentes regiones.  

 

Los estudios de prevalencia de la enfermedad en la especie bovina, tanto en 

España como en el resto del mundo, han revelado diferentes resultados en función de la 

técnica empleada, el número de animales estudiados, su edad o aptitud y la región 
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examinada. En rebaños del País Vasco se ha estimado una prevalencia de entre el 30,4% 

y el 31,3% en ganado bovino de aptitud lechera al emplear técnicas diagnósticas 

histopatológicas, bacteriológicas y serológicas (Juste et al., 2000b; Garrido, 2001). Los 

valores descienden, también en la misma zona geográfica, cuando se utiliza una única 

técnica, al 20% al emplear PCR a tiempo real, 18,7% mediante cultivo de tejidos, 13,6% 

utilizando técnicas histopatológicas y 8,3% mediante ELISA en muestras sanguíneas 

(Vázquez et al., 2009) o incluso al 0,5% al emplear cultivo de heces (Garrido, 2001). En 

Asturias las prevalencias estimadas en esta especie han sido del 10% con el empleo de 

técnicas serológicas y del 44,39% al emplear técnicas histopatológicas (Balseiro, 2004). 

En Galicia, mediante ELISA en muestras sanguíneas, se observó una prevalencia en 

granjas entre el 2,78% y el 27,77, en función de la aptitud del rebaño (Diéguez et al., 

2007). En el conjunto de comunidades autónomas, al emplear PCR en muestras de leche 

de tanque, se encontró una prevalencia del 10%, pudiendo estar subestimada por la baja 

sensibilidad de la muestra y el pequeño tamaño muestral (Sevilla et al., 2003). 

 

La importancia económica de la paratuberculosis radica en las grandes pérdidas 

económicas que ocasiona en los rebaños afectados, tanto por la eliminación o muerte de 

animales (Jhonson-Ifearulundu et al., 1999; Ott et al., 1999; Lombard et al., 2005) 

como por el descenso en la producción (Merkal et al., 1975a; Buergelt y Duncan, 1978; 

Chiodini et al., 1984a; Chiodini y Van Kruiningen, 1986; Benedictus et al., 1987; Juste 

y Adúriz, 1990a, Spangler et al., 1992; Wilson et al., 1993; Aduriz et al., 1994; Van 

Schaick et al., 1996; Juste, 1997; Stabel, 1998; Ott et al., 1999; Aduriz et al., 2000; 

Kennedy y Benedictus, 2001; Bush et al., 2006; McKenna et al., 2006; Tiwari et al., 

2008; Kudahl y Nielsen, 2009; Aly et al., 2010). Además, la paratuberculosis es motivo 

de creciente preocupación por su posible implicación en la salud pública, al sospecharse 

que Map pudiera estar involucrado en la etiología de la enfermedad de Crohn de la 

especie humana, ya que esta patología presenta similitudes clínicas e histopatológicas 

con la partuberculosis y Map ha sido aislado de sangre, leche y tejidos de pacientes con 

enfermedad de Crohn (Naser et al., 2000b; Schwartz et al. 2000, Bull et al., 2003; Naser 

et al., 2004; Sechi et al., 2005; Juste et al., 2009b). Por todas estas razones, se llevan 

realizando cuantiosos esfuerzos a nivel mundial para el control de la paratuberculosis. 

El tratamiento farmacológico solo se recomienda en individuos de alto valor genético 

(St Jean y Jernigan, 1991) ya que no existe un quimioterápico antimicrobiano 
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totalmente eficaz para tratar esta enfermedad (Juste y Sáez de Ocáriz, 1990; St-Jean y 

Jeringan, 1991; Aduriz et al., 2000), además de ser un procedimiento inviable 

económicamente y no conseguir la curación completa (Stabel, 1998). 

 

Las medidas más utilizadas en el control de la paratuberculosis han sido el 

diagnóstico y eliminación de los animales infectados, medidas higiénico-sanitarias y la 

vacunación (Nisbet et al., 1962; Juste y Casal, 1993; Pérez et al., 1995; Bakker et al., 

2000; Kennedy y Benedictus, 2001; Kalis et al., 2001; Dorshorst et al., 2006; Lu et al., 

2008). Desde los años 30 del siglo pasado se conoce la eficacia de la vacunación en el 

control de esta enfermedad (Vallée et al, 1934). A partir de entonces, han sido varios los 

productos vacunales, tanto inactivados (Sigurdsson y Ttyggvadóttir, 1949 y 1950; 

Sidgurdsson, 1960; Huitema, 1968; Larsen et al., 1978; Chiodini et al., 1984; 

Benedictus et al., 1988; Leslie et al., 1988; Wentink et al., 1992; Kalis et al., 1992; 

Aduriz, 1993; Kömerdy, 1994; García-Pariente et al., 2002; Reddacliff et al., 2006; 

Reyes, 2007; Sweeney et al., 2009; Eppleston et al., 2011; Alonso-Hearn et al., 2012; 

Hüttner et al, 2012; Dhand et al., 2013; Knust et al., 2013; Hines II et al., 2014; Tewari 

et al., 2014; Windsor et al., 2014) como atenuados (Larsen et al., 1964; Crowther et al 

1976; Saxegaard y Fodstad, 1985; Aduriz, 1993; Gwozdz et al., 2000a; Begg y Griffin, 

2005), que se han ido desarrollando. En España, la única vacuna que está 

comercializada (Gudair®, Farco) está compuesta por la cepa 316F de Map empleando 

aceites minerales como adyuvante. Esta vacuna, de eficacia comprobada en varios 

estudios en pequeños rumiantes (Tellechea et al., 1993; García Marín et al., 1995b; 

1997;1999b; Corpa et al., 2000c; Kennedy y Allworth, 2001; García-Pariente et al., 

2002, Thompson et al., 2002; Windsor et al., 2003; Eppleston et al., 2004, 2005, 2011; 

Reddacliff, 2006; Reyes, 2007; Toribio et al., 2007; Singh et al., 2007; Griffin et al., 

2009; Hüttner et al., 2012; Dhand et al., 2013; Windsor et al., 2014), tiene como uno de 

sus inconvenientes la formación de nódulos subcutáneos que pueden alcanzar un 

tamaño considerable e incluso ulcerarse (García Marín et al., 1999b; Reddacliff et al., 

2006; Windsor y Eppleston, 2006; Eppleston y Windsor, 2007; Reyes, 2007) 

Recientemente se ha diseñado un nuevo producto vacunal frente a paratuberculosis 

(Silurum®) que emplea como adyuvante el producto Montanide ISA® (Seppic, Francia) 

que contiene diferentes aceites junto con oleato de manitol. Aunque actualmente en 

España solo se permite la vacunación en pequeños rumiantes debido a las interferencias 
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que su administración podría provocar en las pruebas de diagnóstico de la tuberculosis 

bovina, en otros países como Australia o algunos estados europeos, si se contempla este 

procedimiento de control, habiéndose autorizado el producto ya mencionado para su uso 

en ganado bovino (Silirum®, Zoetis).  

Así pues, bajo la hipótesis de que la administración de este nuevo producto 

vacunal tendría efectos en el control de la infección por Map, así como en las distintas 

respuestas que dicha infección provoca en el hospedador, el objetivo general de esta 

Tesis Doctoral sería analizar dichos efectos en un modelo experimental. Por lo tanto, el 

primer objetivo es valorar la eficacia de una nueva vacuna frente a 

paratuberculosis en el control de la infección por Map en terneros infectados 

experimentalmente.  

 

La patogenia es un aspecto de la paratuberculosis del cual se desconocen todavía 

muchos detalles debido, entre otras causas, a los inconvenientes que plantea el 

aislamiento laboratorial de Map, al amplio periodo de incubación de la propia 

enfermedad o a la dificultad para reproducir experimentalmente sus características 

típicas (Coussens, 2004; Stevenson, 2005). Gran parte de los conocimientos que se 

tienen se han adquirido tras la realización de infecciones experimentales en ovino y 

caprino, especies más asequibles que el bovino para este tipo de trabajos (Begg et al., 

2005; Hines II et al., 2007b; Begg y Whittington, 2008). En la especie bovina, los 

trabajos más detallados se llevaron a cabo en los años 60 y 70 del siglo pasado (Payne y 

Rankin; 1961a; 1961b; Gilmour et al., 1965a; Larsen et al., 1975a), centrándose sobre 

todo en la distribución del agente o la aparición de lesiones en los distintos órganos, 

pero sin caracterizar éstas específicamente. En los últimos años  nuestro grupo de 

investigación ha propuesto un modelo de desarrollo lesional basado en la valoración 

detallada de la aparición de lesiones granulomatosas en el tejido linfoide intestinal y su 

progresión hacia distintas zonas del intestino y nódulos linfáticos regionales tanto en 

estudios experimentales (Delgado et al., 2013; Fernández et al., 2014) como en casos 

naturales (Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; González et al., 2005). Un segundo 

objetivo de este estudio es contribuir al conocimiento de la patogenia de la 

paratuberculosis bovina en un modelo experimental, basado en el desafío por vía 

oral en terneros de dos meses de edad, aplicando los criterios anteriormente 

empleados en pequeños rumiantes.  
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En estudios experimentales previos llevados a cabo en pequeños rumiantes 

(Nisbet et al., 1962; Juste et al., 1994; García Marín et al., 1995c; 1997) se ha podido 

determinar que la vacunación provoca una modificación de la patogenia de la infección 

por Map, causando una disminución en el número de lesiones, su mayor restricción en 

cuanto a localización al tejido linfoide y modificaciones en la morfología de los 

granulomas. Sin embargo, no se han llevado a cabo evaluaciones específicas de estos 

aspectos en la especie bovina. Por ello, un tercer objetivo de esta Tesis Doctoral es 

estudiar la influencia de la vacunación en la patogenia de la paratuberculosis 

bovina en el modelo experimental anteriormente mencionado. 

 

Debido a la gran variabilidad lesional que se puede encontrar en los animales 

infectados por Map, se han realizado varias clasificaciones de las lesiones asociadas a la 

paratuberculosis en las diferentes especies de rumiantes (Stamp y Watt, 1954; Rajya y 

Singh, 1961; Buergelt et al., 1978; Paliwal y Rajya, 1982; Reddy et al., 1984; Carrigan 

y Seaman, 1990; García Marín et al., 1992b; 1992c; 1999a; Menchén, 1995; Pérez et 

al., 1996; Clarke y Litle, 1996; Corpa et al., 2000a; Tafti y Rashidi, 2000; Kurade et al., 

2004; González et al., 2005; Kheirandish et al., 2008; Balseiro et al., 2008;Clark et al., 

2010), lo que ha permitido conocer su asociación con las diferentes fases de la infección 

o con la respuesta de los animales infectados a diferentes pruebas de diagnóstico (Pérez 

et al., 1996; 1997; González, 2003; Vázquez et al., 2013). En la especie bovina, los 

estudios histopatológicos llevados a cabo para clasificar las lesiones han sido bastante 

más escasos que en los pequeños rumiantes domésticos. La primera clasificación la 

realizan Buergelt et al. (1978), reconociendo tres formas según la extensión y gravedad 

de la lesión granulomatosa. Más recientemente, nuestro grupo de investigación ha 

publicado una clasificación (González et al., 2005) llevada a cabo en casos naturales de 

infección por Map, en la que se reconocen las denominadas formas focales y 

multifocales, encontradas en animales subclínicos y que se sugiere que pudieran estar 

asociadas a las fases iniciales o latentes de la infección, y las lesiones difusas, con varias 

categorías dentro de ellas, relacionadas con la fase clínica. Esta hipótesis planteada en 

cuanto a la relación de las lesiones con los diferentes estadios de la infección no ha sido 

comprobada en estudios experimentales. Así, el cuarto objetivo concreto de este 

estudio es el de validar, en un modelo experimental, la clasificación de lesiones de la 

paratuberculosis bovina propuesta en un estudio realizado en casos naturales. 
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Una vez que se produce la entrada de Map en el organismo, principalmente a 

través de las células M (Momotami et al., 1988; García Marín et al., 1992a; 

Sigurdardóttir et al., 2001) que revisten a las placas de Peyer, se produce el contacto 

entre la bacteria y el sistema inmunitario del hospedador, que es uno de los principales 

factores que va a determinar la evolución que siga la infección (Sigurdardóttir et al., 

2004). La primera línea de defensa con la que se encuentra Map es la respuesta 

inmunitaria innata, la cual es primordial para la puesta en marcha de la respuesta 

inmunitaria adaptativa, así como para la orientación de la misma (Fearon y Locksley, 

1996; Medzhitov y Janeway, Jr., 1997; Vasselon y Detmers, 2002). Consiste en el 

reconocimiento, sin necesidad de una exposición previa, de moléculas esenciales de los 

patógenos, de tal forma que las mutaciones que se produzcan en estos organismos no 

impidan que sean detectados por el hospedador (Fearon y Locksley, 1996; Medzhitov y 

Janeway, Jr., 1997; Medzhitov y Janeway, Jr., 2000; Vasselom y Detmers; 2002). 

Recientemente se ha sugerido que un importante mecanismo que participa en la 

respuesta inmunitaria innata y que podría jugar un papel importante en la patogenia de 

la paratuberculosis, es la producción basal, no específica, de interferón-gamma (IFN-γ), 

probablemente por parte de células NK (Olsen et al., 2005; Geijo, 2007). 

Tras el establecimiento de la infección en los macrófagos se activa un respuesta 

inmunitaria de tipo adaptativo mediada por linfocitos T que provoca la secreción de una 

cascada de citoquinas, de forma que se ha señalado que en las fases iniciales dicha 

respuesta sería de tipo celular o Th1, que es la que tendría carácter protector y limitante 

de la multiplicación bacteriana, siendo el IFN-γ la principal citoquina implicada. En la 

mayor parte de los casos, cuando la infección por Map evoluciona hacia formas clínicas 

con abundante excreción de bacilos hay una transición desde la respuesta Th1 hacia 

formas Th2, donde predomina la respuesta humoral y son la IL-10 o IL-4 las principales 

citoquinas involucradas (Stabel, 2000a, 2006; Coussens, 2001; Kidd, 2003). Sin 

embargo, existen evidencias recientes de que esta secuencia de evolución de la 

respuesta inmunitaria no tendría por qué producirse siempre en este sentido (Begg et al., 

2011; Vázquez et al., 2013). El quinto objetivo de este trabajo es analizar distintos 

componentes de la respuesta inmunitaria -tanto celular como humoral y a nivel 

periférico y local- que se desarrolla como consecuencia de la infección 

experimental por Map en terneros.  
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La administración de la vacuna frente a paratuberculosis induce en el 

hospedador una intensa respuesta inmunitaria que es la causa de resultados positivos en 

las pruebas diagnósticas de valoración de la inmunidad celular y humoral, tanto para 

paratuberculosis como para tuberculosis (Vallé y Rinjard, 1926; Stuart, 1962; Gilmour y 

Brotherson, 1966; Larsen et al., 1978; Chiodini et al., 1984a; Merkal, 1984; Wentink et 

al., 1988; Spangler et al., 1991; Aduriz, 1993; Corpa, 1999; Köhler et al., 2001; 

Muskens et al., 2002). Además, la potencia inmunizante y protectora de una vacuna se 

ha asociado precisamente a su capacidad de inducir una respuesta de tipo celular, en la 

que intervienen fenómenos de hipersensibilidad de tipo retardado, la cual se puede 

medir poco tiempo después de la vacunación (Gilmour, 1976; Chiodini et al., 1984a). El 

sexto objetivo de esta Tesis Doctoral es la evaluación de las modificaciones 

inducidas por la vacunación frente a paratuberculosis en la respuesta inmunitaria 

periférica y local, en terneros vacunados e infectados de forma experimental. Un 

objetivo adicional en relación con los dos últimos, es la valoración del papel que juega 

la producción no específica de IFN-γ en la infección por Map y el efecto que sobre 

la misma pudiera ejercer la vacunación.  

 

Uno de los efectos indeseables de la vacunación, que ha motivado la prohibición 

de su uso en varios países como España, es la aparición de interferencias con las 

pruebas de diagnóstico inmunológico de la tuberculosis bovina empleada en las 

campañas de erradicación de esta enfermedad (Stuart, 1962; Khöler et al., 2001; 

Klawoon et al., 2002; Bastida y Juste, 2011). Dicha interferencia se debería a la 

existencia de antígenos comunes en los agentes etiológicos de la tuberculosis y 

paratuberculosis de forma que, con las pruebas empleadas habitualmente, ocurren 

reacciones positivas. Como séptimo objetivo de este trabajo se encuentra el analizar 

las interferencias que induce la vacunación en las pruebas de diagnóstico 

inmunológico de tuberculosis, tanto en las basadas en la respuesta inmune celular 

como humoral. 

 

Además de interferencias en el diagnóstico, se ha señalado que la vacunación 

provoca otros efectos adversos como la auto-inyección de la persona que realiza la 

inoculación (Jorgensen, 1983b; Sherman, 1985; Patterson et al., 1988; Juste y Sáez de 
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Ocáriz, 1990), o la producción en el punto de inyección, de un nódulo fibroso con 

cavidades que contienen material necrótico, que en ocasiones puede salir al exterior por 

medio de una fístula y que puede alcanzar tamaños importantes en los animales (Stuart, 

1962; Benedictus et al., 1988) lo que podría dificultar su movilidad así como provocar 

devaluación en las canales (Eppleston y Windsor, 2007). El octavo objetivo concreto 

de este estudio ha sido valorar las posibles reacciones adversas en el animal, a nivel 

local y sistémico, provocadas por la inmunización de terneros con la vacuna 

Silirum®. 

 

En la mayoría de estudios en los que se ha valorado  la eficacia de la vacunación, 

ésta se ha determinado mediante el estudio de parámetros productivos, analizando la 

reducción de los signos clínicos y de la tasa de mortalidad; parámetros epidemiológicos, 

evaluando las tasas de infección y también valorando la frecuencia de aparición y 

gravedad de las lesiones. Este último aspecto ha sido empleado en diferentes trabajos de 

campo en la especie bovina (Kalis et al., 1992; Wentink et al., 1994; van Schaik et al., 

1996; García-Pariente et al., 2005; Alonso-Hearn et al., 2012), aunque en escasos y 

muy antiguos estudios experimentales (Hagan, 1935; Larsen et al., 1974). Nuestro 

grupo de trabajo ha desarrollado un modelo histopatológico para evaluar el resultado de 

infecciones experimentales con Map en la especie ovina (Delgado et al., 2013, 

Fernández et al., 2014) basado en la valoración de la intensidad de las lesiones, tanto 

mediante el recuento de granulomas en el intestino y nódulos linfáticos, como 

analizando la distribución de las lesiones en las diferentes zonas de la mucosa intestinal, 

de acuerdo con la patogenia de esta infección. El noveno objetivo del presente trabajo 

es la evaluación de la utilidad del método histopatológico desarrollado en la especie 

ovina en la valoración de la eficacia vacunal en ganado bovino en un estudio 

experimental. 

 

Numerosos estudios, tanto experimentales y especialmente algunos realizados en 

campo, han puesto de manifiesto que, aunque la vacunación no previene la infección 

por Map, sí que provoca una reducción en su excreción fecal (Larsen et al., 1974; 

Hurley y Ewing, 1983; Jorgensen et al., 1983b; Marly et al., 1988; Leslie et al., 1988; 

Argenté et al., 1992; Kormendy et al., 1994; Dimarelli-Malli et al., 1997; Mohr, 2000; 

Kalis et al., 2001; Klawonn et al., 2002; Eppleston et al.,2005; Koets et al., 2006; 

10 

 



I. Introducción y objetivos 

Patton et al., 2006; Reddacliff et al., 2006; Singh et al., 2007; Toribio et al., 2007; 

Griffin et al., 2009; Juste et al., 2009a; Alonso-Hearn et al., 2012; Knust et al., 2013; 

Tewari et al., 2014). En este trabajo, el décimo objetivo sería valorar el efecto de la 

vacunación sobre la excreción fecal y la colonización de tejidos por Map, en 

terneros vacunados e infectados experimentalmente. 

 

Como ya se ha señalado, los animales infectados por Map muestran una 

variabilidad de lesiones que se pueden asociar con diferentes respuestas a técnicas de 

diagnóstico inmunológico (Pérez et al., 1996; 1997; González, 2003; Vázquez et al., 

2013). Además, dichas lesiones muestran también una gran variabilidad en cuanto a la 

presencia de Map en ellas (García Marín et al., 1992b; 1992c; Pérez et al., 1996; Corpa 

et al., 2000a; González et al., 2005; Verna et al., 2007; Geijo, 2007; Delgado et al., 

2013; Fernández et al., 2014), siendo conveniente en muchos casos, realizar un 

diagnóstico etiológico en el propio tejido lesionado. Así, el undécimo objetivo de esta 

Tesis Doctoral es la evaluación y comparación de diferentes técnicas de diagnóstico, 

tanto inmunológico como etiológico, en animales que presentan diferentes tipos 

lesionales.  

 

Como objetivo final, pero no menos importante, nos planteamos al comenzar 

esta Tesis Doctoral, fomentar la formación de la estudiante de doctorado en el campo de 

la Sanidad Animal, y en particular en el ámbito de la investigación científica de la 

Anatomía Patológica Veterinaria, mediante la estancia en este departamento así como 

en otros centros de investigación y la asistencia y participación en cursos y congresos de 

Anatomía Patológica Veterinaria, en general, y de paratuberculosis, en particular. 
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II. Revisión bibliográfica 
 

II.1. ETIOLOGÍA 
 
 

II.1.1. Historia, características generales y clasificación 
taxonómica de Mycobacterium avium subespecies 
paratuberculosis (Map) 

 
 

La paratuberculosis está causada por Mycobacterium avium subespecies 

paratuberculosis, un bacilo del género Mycobacterium (Lehman y Neuman, 1986) . Se 

trata del único género de la familia Mycobacteriaceae (Wayne y Kubica, 1986; Shinnick 

y Good, 1994) que, a su vez, pertenece al suborden Corynebacterinae, orden 

Actinomycetales, subclase Actinobacteridae, clase Actinobacteria, división Firmacutes 

y superreino Bacteria (Stackebrandt et al., 1997). 

 

Las características mínimas que deben poseer las diferentes especies para ser 

incluidas dentro del género Myocbacterium son (Levy-Febrault y Portaels, 1992; 

Shinnick y Good, 1994): 

- Resistencia a la decoloración con alcohol ácido o ácido-alcohol resistencia. 

- Presencia de ácidos micólicos de 60-90 carbonos que por pirolisis se 

degradan a metil-ésteres de ácidos grasos de 22 a 26 carbonos. 

- Contenido de G+C del ADN cromosomal de entre un 61% y un 71%. 

 

Más recientemente se han establecido otras recomendaciones para la descripción 

de nuevas especies que incluyen como instrumentos más comunes pruebas de cultivo, 

bioquímicas y genéticas (Tortoli, 2003). Las pruebas de cultivo incluyen temperatura y 

velocidad de crecimiento así como morfología y pigmentación de las colonias y, para 

los organismos de crecimiento rápido, tolerancia a NaCl y crecimiento en el medio de 

MacConkey. Entre las pruebas bioquímicas más utilizadas, destacan la de arilsulfatasa 

de 3 días, reducción de nitrato, hidrólisis de Tween 80 y urea, catalasa a 68ºC y 

semicuantitativa. Finalmente como prueba genética, la secuenciación del gen 16 rRNA 

completo, o de al menos las primeras 500 pbb. 

 

En cuanto a la velocidad de crecimiento, las micobacterias se dividen en dos 

grupos: las de crecimiento rápido y las de crecimiento lento. Las primeras son aquellas 
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que forman colonias visibles en menos de siete días, mientras que si este tiempo es 

superior, debido a su bajo ritmo metabólico que hace que el periodo de generación sea 

mucho mayor al de la mayoría de bacterias, son clasificadas como micobacterias de 

crecimiento lento (Shinnick y Good, 1994). Dentro de estas últimas se encuentran las 

principales especies capaces de producir lesiones, aunque algunas de crecimiento rápido 

también pueden ser patógenas (Stahl y Urbance, 1990; Shinnick y Good, 1994).  

 

Mycobacterium avium subespecies paratuberculosis posee la mayoría de 

características biológicas del género Mycobacterium, aunque presenta peculiaridades 

que le hacen singular, incluso dentro de su propia especie (Juste et al., 2000a). 

 

La paratuberculosis fue diagnosticada por primera vez por Johne y Frotingham 

en 1895 en una vaca, en lo que en principio estimaron como una forma inusual de 

tuberculosis intestinal, e identificando una micobacteria que consideraron de tipo aviar 

(Johne y Frotingham, 1895). Debido a sus diferentes características, más tarde, se 

propuso como una especie diferente. A lo largo del tiempo ha recibido muchos 

nombres: inicialmente Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosae bovis 

(Twort e Ingram, 1911a; 1911b), aunque por su complejidad y porque se observó que 

afectaba a más especies, además de a la bovina, se le dieron otros nombres más 

sencillos como Mycobacterium paratuberculosis (Bergey et al., 1923) o Mycobacterium 

johnei (Francis, 1943). El nombre actual de Mycobacterium avium subespecies 

paratuberculosis, o de forma abreviada Map (Juste, 1997) se debe a una revisión del 

complejo Mycobacterium avium-paratuberculosis realizada por Thorel et al. (Thorel et 

al., 1990), en la que se afianzó Map como subespecie, aunque no exento de polémica, 

ya que se llegó a plantear un debate sobre esta terminología, y hay quienes preferían 

denominarlo Mycobacterium paratuberculosis (Hines, 1997; Juste, 1997; Stevenson y 

Sharp, 1997), entre otras razones porque en la clasificación de Thorel et al. (1990) sólo 

se considera a Map de origen bovino cuyo crecimiento es estimulado por el piruvato en 

medios clásicos de yema de huevo. 

 

En cuanto a sus propiedades, Map es un microorganismo de forma cocobacilar 

de 1-2 x 0,5 micras de tamaño, que se tiñe débilmente con la tinción de Gram, 

considerándose como Gram-positivo (Smith, 1969). Tanto esta última característica, 

como su ácido alcohol-resistencia se deben a la elevada proporción de ácidos micólicos 
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de la pared, que conceden a ésta un carácter ceroso que dificulta la penetración de 

colorantes al igual que su eliminación (Wayne y Kubica, 1986; Shimmick y Good, 

1994). Esta pared, junto a una capsula más externa y una membrana citoplasmática, más 

interna, forman la envoltura de Map (Rastogi et al., 2001). Así mismo, la propiedad de 

ácido alcohol-resistencia hace que tintorialmente el método de Zielh-Neelsen sea el más 

adecuado para este microorganismo. No obstante, se han descrito formas que no son 

resitentes a la decoloración con un alcohol ácido o que lo son parcialmente (Stavitsky y 

Beck, 1945). En cuanto a sus necesidades de oxígeno, se trata de un agente aerobio o 

microaerobio (Chiodini et al., 1984a) cuya temperatura óptima de crecimiento oscila 

entre 30 y 45ºC (Wayne y Kubica, 1986; Levy-Febrault y Portaels, 1992). Además, se 

sabe que se trata de un microorganismo que presenta tendencia a formar grumos, 

supuestamente debido a la disposición que adoptan al replicarse dentro de los 

macrófagos que infectan, y que crece sin formar cordones (Thorel et al., 1990). 

 

Respecto a su velocidad de crecimiento, Map está clasificada dentro del grupo 

de micobacterias de crecimiento lento (Grange, 1990; Grange et al., 1990). Esta lenta 

velocidad de crecimiento, unida a la necesidad de micobactina son características muy 

útiles para su identificación (Chiodini et al., 1984a; Thorel et al., 1990). 

 

Del mismo modo que otros géneros y otras especies de micobacterias, Map 

puede sufrir cambios morfológicos y fisiológicos al verse su pared alterada, de modo 

que esta se pierda total o parcialmente. Así podemos encontrar 4 fases de transición 

además de la forma habitual del bacilo (McGee et al., 1971): 

- Fase de protoplasto: En la que la superficie externa se encuentra libre de 

todos los constituyentes de pared, de morfología esférica, Gram-negativa, 

osmóticamente frágil y con resistencia a la penicilina (McQuillen et al., 

1960). 

- Fase de esferoplasto: Se diferencia de la fase anterior, por conservar algo de 

material de la pared celular. Se trata de una fase observada además en 

pacientes con la enfermedad e Crohn en 1986, por Chiodini et al. (Chiodini 

et al., 1986; Wall et al., 1993). 

Ambas fases pueden revertir a la bacteria original o pasar a fase L, pero no se 

pueden reproducir como protoplastos o esferoplastos, respectivamente 

(McQuillen et al., 1960). 
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- Fase transicional: La mayoría de aislados de variantes con pared defectiva se 

encuentran, probablemente, en esta fase, caracteriza por presentar 

inestabilidad morfológica, con tendencia a revertir a una fase bacteriana 

vegetativa (Wittler et al., 1960). Al igual que las dos fases anteriores puede 

convertirse en Fase-L, pero no puede multiplicarse de forma seriada. 

- Fase-L: Se trata de variantes de tamaño, forma y cantidad de pared variable y 

que se pueden replicar seriadamente en medios sólidos produciendo colonias 

distinguibles con aspecto de “huevo frito” (Klieneberger-Nobel, 1961). Estas 

formas mantienen su especificidad, ocasionando una respuesta serológica por 

parte del hospedador (Kovalenko y Dorozhkova, 1986). 

El-Zaatari et al (2003) han encontrado, mediante hibridación in situ, formas 

defectivas de pared en muestras de intestino, nódulos linfáticos e hígado al estudiar 

vacas y una oveja con paratuberculosis clínica, como se había hecho anteriormente en 

casos de enfermedad de Crohn con esta misma técnica (Hulten et al., 2000b, 2001; 

Sechi et al., 2001) señalando la importancia de estas formas de pared defectiva en la 

patogenia de la infección por Map, ya que serían capaces de evadir la respuesta del 

hospedador e instalarse en él sin poder ser detectadas con la tinción de Zielh Neelsen ni 

mediante cultivo. 

 

 

II.1.2. Cepas de Map y relación con otras micobacterias 
 

Algunas de las bacterias delgénero Mycobacterium se han agrupado 

taxonómicamente en varios complejos entre los que cabe destacar el complejo 

Mycobacterium tuberculosis y el complejo Mycobacterium avium, en el que se 

encuentra Map. 

 

El complejo Mycobacterium avium incluye especies muy cercanas 

genéticamente como son M.avium, M. intracelulare y M. paratuberculosis (Collins et 

al., 1997). Todas ellas presentan en su genoma un grupo de genes llamados ESAT-6, 

que no han sido mantenidos en otros géneros y que codifican, entre otras, proteínas 

relacionadas con la inducción de respuesta inmunitaria (Gey Van Pittius et al, 2001). 
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En 1990, Thorel et al., 1990 propusieron un cambio de nomenclatura para 

clasificar a las diferentes especies del complejo Mycobacterium avium, basándose en 

criterios microbiológicos y genéticos y dividiendo al complejo en cuatro grupos: 

- Grupo 1, en el que se encuentran las cepas de Mycobacterium paratuberculosis 

y cepas obtenidas de pacientes con enfermedad de Crohn, que pasan a denominarse 

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis. La cepa tipo es la ATCC 19698 o 

CIP 103963. El distintivo más práctico de Map es su dependencia de micobactina para 

crecer in vitro en medios con yema de huevo y su extremadamente baja velocidad de 

crecimiento. Así mismo, es patógena obligada, afecta principalmente a rumiantes 

provocando una enteritis crónica (paratuberculosis) y pudiera estar implicada en la 

enfermedad de Crohn. 

- Grupo 2, en el que se encuentran cepas de Mycobacterium intracellulare y 

Mycobacterium avium que pasan a denominarse Mycobacterium avium subspecies 

avium (Maa). La cepa tipo es la ATCC 25291 ó CIP 104244. Maa se aísla de muestras 

ambientales y crece sin necesidad de micobactina. Es el agente de tuberculosis en las 

aves y provoca infecciones en un amplio rango de animales e incluso en el hombre. 

- Grupo 3, en el que se encuentran cepas de micobacterias aisladas de palomas 

torcaces que pasan a denominarse Mycobacterium avium subspecies silvaticum, la cual 

se caracteriza por ser incapaz de crecer en medios con base de huevo y por estar 

estimulado su crecimiento en medios con pH 5,5. 

- Grupo 4, en el que se encuentra la cepa denominada Mycobacterium 

paratuberculosis 316F, aislada en Weybridge en 1940. Se trata de una cepa utilizada 

para la producción de antígenos y vacunas y que no es dependiente de micobactina en 

medios a base de huevo como el Herrold. 

 

Las técnicas más ampliamente utilizadas para la diferenciación de las tres 

principales subespecies del complejo Mycobacterium avium son las técnicas de 

identificación genética como la PCR (Bull et al., 2000; Ellingson et al., 2000; Juste et 

al., 2000a; Englund, 2003). En el caso de Map, see basan en la detección de secuencias 

de inserción como la IS900, específica esta micobacteria (Green et al., 1989), aunque en 

ocasiones, puede dar lugar a falsos positivos (Cousins et al., 1999b; Englund et al., 

2002). Otras secuencias de inserción de Map son la IS Mav2 (Strommenger et al., 2001) 

y la IS1311 (Whittington et al., 2001b), aunque esta última puede aparecer en el 

genoma de Maa (Collins et al., 1997) y se considera una secuencia altamente 
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polimórfica, ya que pueden aparecer nuevos genotipos IS1311, como ocurre en bisontes 

con paratuberculosis (Whittington et al., 2001b), clasificadas como cepas tipo B 

(“Bison type” B). 

 

A nivel genético, se han encontrado 5 genes que dan lugar a productos con 

carácter antigénico presentes en Map y no en otras especies de micobacterias 

(Bannantine et al., 2004). Además, Map presenta unidades de repetición entremezcladas 

(MIRU) que no aparecen en otras subespecies del complejo Mycobacterium avium (Bull 

et al., 2003). 

 

La complejidad de Map es tal que ya en 1951 Taylor (Taylor, 1951a), al 

observar diferencias en los requerimientos y características de cultivo, identificó 3 cepas 

diferentes: una de ellas bovina y las otras dos ovinas. De las ovinas una era pigmentada 

y más virulenta (Stamp y Watt, 1954) y la otra no pigmentada y aislada de ovejas 

islandesas, resultando ambas más difíciles de cultivar que la cepa bovina. Esta mayor 

dificultad de crecimiento, unido a los diferentes requerimientos para el cultivo fueron 

igualmente observados posteriormente por otros investigadores (Juste et al., 1991b; 

Muskens et al., 2000; Whittington et al., 2001b) además de la inhibición de crecimiento 

de las cepas ovinas en medios con piruvato (Juste et al., 1991b). 

 

Más recientemente, la tipificación de cepas se ha realizado en base a pruebas 

genéticas como el análisis RFLP (polimorfismos de la longitud de fragmentos de 

restricción) por medio de sondas específicas frente IS900, tras la digestión del ADN 

cromosómico con diferentes enzimas (IS900-RFLP). Se ha demostrado que esta técnica 

es capaz de diferenciar aislados de Map que por otras técnicas parecen ser homogéneos 

(Whipple et al., 1990). En un estudio se analizaron mediante esta técnica 46 

aislamientos de vacas, ovejas y cabras de Nueva Zelanda, Australia, Canadá, Islas Feroe 

y Noruega (Collins et al., 1990a). Se obtuvieron 10 patrones de hibridación diferentes 

clasificados en dos grandes grupos, a uno ello se le denomino S (“Sheep type”) ya que 

englobaba cepas aislasdas de ovejas, y al otro grupo C (“Cattle type”) ya que incluía 

todas las cepas encontradas en bovino. Sin embargo, no eran estrictamente específicas 

ya que al grupo C se le asignaron varias cepas aisladas en ovejas y cabras y al grupo S 

un aislado de una cabra de Nueva Zelanda. 
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En este sentido, se ha comprobado que algunas cepas de origen caprino tienen 

poca patogenicidad para el ganado bovino (Saxegaard, 1990), hay cepas ovinas que 

infectan al ganado bovino (Whittington et al., 2001b) y cepas bovinas que pueden 

infectar al ganado ovino (Muskens et al., 2000; Muskens et al., 2001; Verna et al., 

2007), si bien con evoluciones lesionales y respuestas inmunitarias diferentes 

(Fernández et al., 2014a), y al ganado caprino (Whittington et al., 2000b). Estos 

estudios han sido realizados tanto en condiciones naturales (Muskens et al., 2000, 2001; 

Whittington et al., 2000b, 2001b) como a través de infecciones experimentales 

(Saxegaard, 1990; Verna et al., 2007; Fernández et al., 2014a). 

Se han encontrado similitudes genéticas entre las cepas bovinas, caprinas y 

humanas aunque no con las ovinas (Pillai et al., 2001). No obstante, sí se ha observado 

una relación genética entre las cepas ovinas y bovinas aisladas de la misma zona 

geográfica, sugiriendo que estas cepas son compartidas entre las dos especies 

(Whittington et al., 2000b; Motiwala et al., 2003). En el estudio de Collins et al. 

(1990a) se comprobó que una oveja procedente de Canadá estaba infectada por un tipo 

de cepa que pertenecía a un patrón diferente a C y al S, que designaron de tipo 

intermedio (I), al igual que cinco aislamientos realizados en ovejas sudafricanas (de 

Lisle et al., 1992). Mediante la técnica de RFLP se comprobó que 16 aislamientos de 

cabras noruegas, 5 de vacas y 2 de ciervos daneses y una oveja griega eran similares 

entre sí y se diferenciaban de un aislamiento de una oveja de las Islas Feroe (Thoresen y 

Olsaker, 1994). Con este mismo análisis se tipificaron aislados procedentes de ovejas, 

cabras y vacas de granjas con paratuberculosis de Marruecos, Sudáfrica, Estados Unidos 

y Alemania y se clasificaron además según su crecimiento (Bauerfeind et al., 1996). Se 

identificaron cinco patrones que fueron clasificados en dos grupos, esta vez reiterando 

la estrecha relación de los mismos con las especies a las que se asocian; los de grupo I 

(de crecimiento extremadamente lento) en la que estaban clasificados todos los 

aislamientos ovinos, y los del grupo II (de crecimiento moderadamente lento) que 

englobaba a todos los aislamientos bovinos y caprinos. Pavlik et al. (1995) detectaron 3 

grupos de patrones PstIIS900-RFLP a los que denominaron A, B y C, analizando 

aislados de vacas, ovejas y una cabra principalmente de Eslovaquia y República Checa 

sin asociar ninguno de los patrones a ninguna especie. Además, años más tarde, este 

mismo grupo (Pavlik et al., 1999a) mediante el método PstI-BstEII-IS900-RFLP 

analizaron 1008 aislados estableciendo en esta ocasión 28 patrones RFLP que se 

distribuyeron en los dos grupos principales ya establecidos por Collins et al. (1990), 
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esto es bovino o C y ovino o S, al que pertenecían 1002 y 4 cepas respectivamente, así 

como el en intermedio o I al que atribuyeron 2 cepas. No obstante Pavlik et al. (1999a) 

señalaron que no existía relación de especificidad o correlación entre cepas, velocidad 

de crecimiento y hospedadores. 

Posteriormente se han clasificado los aislamientos de Map de forma diferente. 

Así, Stevenson et al (2002), empleando la técnica de electroforesis en gel de campo 

pulsado (PFGE) con los enzimas SnaBI Y SpeI, los han clasificado en aislamientos de 

tipo I, en el que engloban a los pigmentados, de crecimiento más lento, todas cepas 

ovinas y alguna cepa caprina de Noruega y aislamientos de tipo II, que incluyen los no 

pigmentados, de crecimiento más rápido, pertenecientes a vacas y un amplio rango de 

hospedadores incluyendo humanos y animales salvajes. Ambos tipos pueden ser 

diferenciados por endonucleasas de restricción para la IS1311 (IS1311 PCR-REA) 

(Marsh et al., 1999) así como por una PCR específica (Collins et al., 2002). Así mismo, 

posteriormente se comprobó que cuatro aislados de tipo I diferían de nueve aislados de 

tipo II por la presencia de una inserción de 11 pares de bases en una región del ADN 

genómico de Map y que los aislamientos de tipo I contenían tres loci específicos 

carentes en los de tipo II (Dohmann et al., 2003). La idea de clasificarlos por Stevenson 

et al. (2002) en tipo I y tipo II en vez de con el nombre de una especie, era para aclarar 

el que no existe una correlación entre el nombre del grupo y la especie hospedadora en 

que se hallaron. A esta clasificación, se le añade un tercer tipo, el tipo III, obtenido al 

estudiar aislamientos de cabras mediante la misma técnica (PFGE) (de Juan et al., 

2005). Este tipo III, parece ser intemedio entre el tipo I y el tipo II, con un muevo perfil 

(16-11), aunque fenotípicamente de crecimiento lento como los de tipo I, y siendo 

catalogado con la técnica de RFLP como el intemedio (I) de la clasificación de Collins 

et al. (1990a) y calificado mediante IS1311-REA como de tipo ovino.  

En un estudio realizado por Sevilla et al. (2007) se caracterizaron 520 

aislamientos de varias regiones de España de diferentes hospedadores (vaca, oveja, 

cabra, bisonte, ciervo y jabalí) tipados mediante el análisis por endonucleasas de 

restricción para la IS1311.Con esta técnica (REA-IS1131) se comprobó que todos los 

aislamientos de vaca eran de tipo bovino, al igual que el 4% y 26% de los de oveja y 

cabra respectivamente, así como los de ciervo y jabalí. El 96% y 74% de los aislados de 

ovejas y cabras pertenecían al tipo ovino. Además, en el mismo trabajo sus autores 

(Sevilla et al., 2007) caracterizaron 269 aislados mediante PFGE utilizando las 

endonucleasas SnaBI y SpeI, con lo que se obtuvieron 37 perfiles diferentes. Los 
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perfiles 2-1 y 1-1 aparecieron en el 85% de los aislados de vaca, el 43% de cabras 

estaban infectadas con cepas del perfil 16-11, mientras que en oveja se obtuvieron 10 

perfiles diferentes, ninguno con una incidencia mayor del 25%. Por tanto en España se 

señala la homogeneidad genética de los aislados de vaca y la heterogeneidad de los 

aislados de oveja y cabra. 

 

 

II.1.3. Estructura de Map 
 

Las principales propiedades estructurales y antigénicas de Map se las confiere su 

pared celular (Merkal et al., 1965; Stanford, 1983; Grange et al, 1990), al igual que 

ocurre con el resto de micobacterias. La pared micobacteriana está formada 

internamente por una capa llamada mureina, compuesta por peptidoglicanos, que es la 

que le concede rigidez y forma, además del poder adyuvante de la micobacteria. Más 

externamente se sitúa la capa de arabinogalactano, a la que se unen los ácidos micólicos 

hacia el exterior, principales responsables de la ácido alcohol resistencia y entre los que 

existen sulfolípidos y dimicolatos de trealosa (“Cord factors”), no obstante, no se ha 

demostrado especificidad de especie para el hospedador con respecto a estos ácidos 

(Chiodini y Van Kruinigen, 1985). Por último, la capa más externa está formada por un 

complejo grupo de glucolípidos de superficie llamados micósidos, característicos de 

cada especie, y que confieren a las micobacterias la capacidad de resistir a la acción de 

las enzimas lisosómicas (Grange, 1990). Hay una molécula de 32-42 Kilodalton (KD) 

(Reichel et al., 1999), llamada lipoarabinomanano (LAM) que aparece anclada en la 

membrana celular y que llega hasta el exterior de la bacteria. Se trata de un 

lipopolisacárido que puede excretarse en la fase de replicación y que parece tener 

bastante importancia en la patogenicidad de las micobacterias (Koets et al., 2001). 

Debido a que la estructura de LAM es diferente para las cepas ovinas y bovinas 

(Grange, 1990), se viene utilizando en diferentes test diagnósticos (Sugden et al., 1997; 

Reichel et al., 1999; Valentin-Weigand y Goethe, 1999), aunque no parece haber 

relación entre la presencia de LAM y el aumento de anticuerpos en la fase clínica de la 

enfermedad (Koets et al., 2001). 
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Es importante conocer la estructura y composición de Map para así poder 

obtener las sustancias con mayor poder antigénico y utilizarlas para el desarrollo de 

pruebas diagnósticas o incluso para la elaboración de vacunas frente a este agente. La 

mayor parte de las proteínas que han sido identificadas de Map, están presentes en otras 

especies del complejo M. avium y M. bovis (Gilot y Cocito, 1993); así, Map presenta 

una homología mayor del 98% con Mycobacterium avium subsp. avium (Maa) en 

algunas regiones de su secuencia genética (Bannatine et al., 2002). 

 

Algunos de los muchos antígenos que han sido identificados en Map son: 

- Johnina (Jhonson y Pratt, 1944). Se trata de un extracto proteico purificado, 

semejante al obtenido para el diagnóstico de tuberculosis. Ha sido utilizado 

en pruebas de inmunidad celular (Baisden et al, 1950). 

- El antígeno protoplasmático crudo (PPA-3). Es un antígeno ampliamente 

utilizado en técnicas serológicas desde hace años (Merkal et al., 1975; 

Yokomizo et al., 1983, 1991 Bech-Nielsen et al., 1985; Molina et al., 1991; 

Aduriz, 1993; García-Marín et al., 1994; Pérez et al., 1997). 

- “Heat shock proteins” (hsp) o proteínas de choque térmico. Son proteínas 

obtenidas tras someter a la micobacteria a un estrés térmico (Young et al., 

1990). Estas proteínas se dividen en tres grupos: las Dnak, las GroES y las 

GroEL (Harboe et al., 1998). Map y Maa presentan las mismas GroES 

(Cobb y Frothingham, 1999), es por ello que pueden ser utilizadas para la 

elaboración de vacunas, pero no para el diagnóstico diferencial de la 

enfermedad. La hsp-65 KD es una proteína de tipo GroEL, que actúa como 

base de la autoinmunización en enfermedades crónicas inflamatorias (El-

Zaatari et al., 1995). Esta proteína, al igual que la hsp-70KD, inducen una 

respuesta celular de más intensidad en animales asintomáticos (Koets et al., 

1999), la cual es mayor en el caso de la hsp-70 KD. 

- Las Alquil hidroperóxido reductasas C y D, específicas de Map. Se trata de 

proteínas que la micobaceria expresa en gran cantidad sin necesidad de 

someterla a un estrés oxidativo. Inducen la producción de Interferon-γ (IFN-

γ), y por tanto, resultan muy útiles para la obtención de vacunas y test 

diagnósticos (Olsen et al., 2000), sin que se produzcan reacciones cruzadas 

con otras especies de micobacterias (Harris y Barletta, 2001). 
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- Proteínas del complejo 85 (A, B y C). Este complejo presenta un 99% de 

homología con el de Maa (Dheenadhayalan et al., 2002). Al igual que 

algunas de las anteriores proteínas, la 85B podría ser útil para la realización 

de futuras vacunas celulares (Mullerad et al., 2002a; Kathaperumal et al., 

2008, 2009) debido a que induce respuesta inmune tanto celular como 

humoral ya que da lugar a la liberación de IFN-γ, Interleuquina-6 (IL-6), IL-

10 y óxido nítrico. 

- Proteína de 35 KD, la cual presenta una similitud del 95,67% con la de Maa 

(Banasure et al., 2001) y juega un papel muy importante en la invasión de las 

células epiteliales (Bannantine et al., 2003). 

- Proteína de 34 KD. Se trata de una proteína con importancia en la respuesta 

humoral frente a Map, debido a que presenta 2 epítopos específicos para 

células B (De Kesel et al., 1993; Gilot et al., 1993; Silbaq et al., 1998; 

Ostrowski et al., 2003). 

- Superóxidodismutasa (Sod). Enzima dependiente de manganeso de 23 KD, 

estudiada por Liu et al. (2001) sugiriendo su importancia en la respuesta 

inmunitaria celular del hospedador frente a Map. 

- Diversos antígenos útiles para la elaboración de vacunas o test diagnósticos 

como la proteína de 44,3 KD (Mutharia et al., 1997), la de 42 KD (White et 

al., 1994), la de 40KD (Stevenson et al., 1992), la de 36 KD (El-Zaatari et 

al., 1999), la de 34,5KD (Mutharia et al., 1997), la de 32 KD (El-Zaatari et 

al., 1994), la de 16,7 KD (Mullerad et al., 2003) y la proteína de secreción de 

14KD producida por las micobacterias de complejo avium (Olsen et al., 

2001b). 

- Grupo de hasta 20 proteínas serológicamente reactivas, obtenidas tras la 

rotura del microorganismo por sonicación (Bech-Nielsen et al., 1985). 

- Proteínas Pks7 y Csp1 estudiadas por Bannantine y Stabel (2001), que 

reaccionan con suero de conejos infectados con cepas de Map vivas pero no 

así cuando están inactivadas. Se trata de proteínas similares a otras presentes 

en el género Corynebacterium o en otras especies de micobacterias. 
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II.1.4. Medios de cultivo 
 

Map fue estudiada desde el punto de vista bacteriológico por primera vez en 

1895 por Johne y Frotingham (Johne y Frothingham, 1895), aunque su crecimiento en 

medio de cultivo no se consiguió hasta 1910 (Twort et al., 1910). 

 

En general las micobacterias no necesitan ningún factor de crecimiento y se 

comportan como muchas otras bacterias respecto a sus requerimientos en los medios de 

cultivo. No obstante, existen variedades de algunas especies que muestran exigencia 

absoluta o relativa de determinados compuestos para su crecimiento en medios 

artificiales. Es el caso de Map que requiere micobactina debido a su incapacidad para 

sintetizarla (Chiodini et al., 1984a; Thorel, 1984; Wayne y Kubica, 1986). La 

micobactina es un elemento quelante del hierro característico de las micobacterias y 

descubierto por primera vez en relación con el cultivo de Map (Francis et al., 1953). No 

obstante, no es la única micobacteria que no es capaz de sintetizar esa sustancia (Hall y 

Ratledge, 1984), aunque si la única que es patógena. Sin embargo, se ha comprobado 

experimentalmente (Morrison, 1965; Merkal y Curran, 1974; Juste et al., 1993) que la 

presencia de micobactina no es imprescindible para el crecimiento de Map. Incluso, 

Aduriz et al. (1995) y Motiwala et al. (2004) aislaron con mayor eficiencia cepas de 

campo en cultivo primario sin micobactina pero con otros nutrientes. Por tanto, la falta 

de micobactina en el medio no parece ser el factor más importante, sino más bien, 

parece ser un problema de cantidad de hierro en el medio y de presencia de otras 

sustancias que actúen como quelantes de este oligoelemento (Merkal y Curran, 1974; 

Juste et al., 1993). Por ello, a los medios de cultivo a los que se les añade huevo, que es 

quelante del hierro e impide la absorción de este por aquellas bacterias que no 

dispongan de un sistema de captación del hierro más eficiente, se les debe añadir alguna 

sustancia que facilite su incoporación. Así, se ha comprobado que la adicción al medio 

de citrato férrico amónico al 1% hace que Map crezca sin la necesidad de micobactina, 

si bien lo hace de manera más lenta (Merkal y Curran, 1974). 

 

El aislamiento de Map es complicado, debido a la larga duración y elevada 

posibilidad de contaminación de los cultivos así como al requerimiento de muchos 

nutrientes (Merkal y Larsen, 1962). Aunque Map es capaz de crecer en la mayoría de 
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los medios utilizados para el aislamiento de micobacterias, se deben evitar las 

contaminaciones y aportar a Map los nutrientes necesarios durante su largo periodo de 

incubación. Por tanto, la descontaminación de los tejidos o heces previo al aislamiento 

es un problema que interfiere con el cultivo de la bacteria (Stabel, 1997). Hay varios 

métodos que se han utilizado para reducir la contaminación bacteriana y fúngica como 

son los tratamientos con ácido oxálico, NaOH, hipoclorito sódico, fenol, cloruro de 

benzalconio y cloruro hexadecil piridinio (HPC), siendo los más utilizados los dos 

últimos métodos (Merkal et al., 1982; Turcotte et al., 1986). Más tarde, se ha 

comprobado que la adición de antibióticos y antifúngicos a la muestra tras la fase de 

descontaminación y concentración parece disminuir significativamente este problema 

(Stabel, 1997), así como la utilización de tubos de vidrio herméticos. Igualmente, se ha 

observado que el tratamiento con enzimas líticas estimula el crecimiento de Map 

(Thornton et al., 2002). Sin embargo, Redacliff et al. (2003b) apuntan que los 

protocolos rutinarios de descontaminación pueden disminuir el número de 

microorganismos aislados a partir de heces y tejido. Además, los medios de cultivo 

deben contener fuentes de carbono y nitrógeno, macroelementos como el calcio, 

oligoelementos como el fósforo, azufre y hierro, vitaminas, agentes solidificantes y 

colorantes (Marco y Aduriz, 1990). Igualmente, la adición de piruvato estimula el 

crecimiento de las colonias, haciendo que estas aparezcan más rápidamente (Merkal y 

Curran, 1974); no obstante, parece que este efecto se invierte cuando se trata de cepas 

ovinas (Juste et al., 1991b). 

 

En este sentido, se han encontrado diferencias en las características de cultivo de 

las cepas causantes de la infección en la especie bovina y ovina (Taylor, 1951a). En el 

primer caso se aíslan con cierta facilidad, incluso cuando la carga bacteriana no es muy 

elevada, sin embargo las cepas ovina son difíciles de aislar (Stamp y Watt, 1954). 

Aunque en medios líquidos el crecimiento puede ser visible en un par de semanas 

(Collins et al., 1990), en medios sólidos se necesitan más de seis semanas hasta 

observar las primeras colonias (Chiodini et al., 1984a), y en el caso de las cepas 

procedentes de ganado ovino, el tiempo necesario hasta la aparición de las colonias 

puede llegar a ser mayor de un año (Dunkin et al, 1935; Taylor, 1951a; Juste et al., 

1991b; Whittington et al., 2001a). Asimismo, el creciemiento es más lento cuando se 

realiza el aislamiento a partir de heces que cuando se hace a partir de tejidos u otro 

cultivo (Reddacliff et al., 2003a). Las colonias son predominantemente pequeñas, 
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húmedas y convexas, pero pueden aparecer con morfologías diferentes al ser cultivadas 

en el mismo medio y al compararlas con las de medios distintos (Merkal y Curran, 

1974). 

 

Los medios que se utilizan, generalmente, son medios a base de huevo, como el 

Herrold (Merkal et al., 1964; Chiodini y van Kruiningen, 1986; Kim et al., 1989) o el 

Löwestein-Jensen (Jorgensen, 1982; Whiple y Merkal, 1985; Merkal et al, 1987; Koh et 

al., 1988; Juste et al., 1991b), aunque existe gran variedad como aquellos elaborados a 

base de suero como el Dubos (Gunnarson y Fodstad, 1979; Saxegaard, 1985) o incluso 

medios sintéticos como el de Middlebrook y sus variantes (Merkal y Curran, 1974; 

Damato y Collins, 1990) o el de Watson-Reid (Morrison, 1965). Los medios sintéticos 

dan lugar a un crecimiento más rápido del microorganismo respecto al Herrold (Damato 

y Collins, 1990). 

 

Como una variante del cultivo, se han usado los sistemas de cultivo líquido. Se 

trata de sistemas con un elevado grado de automatización basados en la cuantificación 

de 14CO2 que se libera al metabolizar el 14C de los nutrientes del medio y así detectar el 

crecimiento bacteriano (Garrido et al., 2000b), basados en el medio líquido 

Middlebrook 7H9, normalmente suplementado con micobactina y enriquecido con 

albúmina sérica bovina, ácido oleico, dextrosa, catalasa, yema de huevo y antibióticos. 

Entre ellos se encuentran los radiométricos BACTEC (Damato y Collins, 1990; Collins 

et al., 1990b) y los no radiométricos MGIT (fluorométrico) (Shwartz et al., 2000; Bull 

et al., 2003), TREK ESP (barométrico) (Kim et al., 1988; Ellingson et al., 2004), y 

MB/BacT (colorimétrico) (Stich et al., 2004). La obtención de los resultados con estos 

métodos es más rápida y sensible y se logra de manera automatizada (Collins et al., 

1988; Damato y Collins, 1990; Collins et al., 1990b; Cousins et al., 1995; Whittington 

et al., 1999a; Eamens et al., 2001; Grant et al., 2003; Gumber y Whittington, 2006). No 

obstante, presentan inconvenientes como el de contaminaciones más frecuentes (Collins 

et al., 1988; Collins et al., 1990b; Whittington et al., 1999a; Eamens et al., 2000), y por 

tanto la necesidad de añadir antibióticos que pueden retrasar el crecimiento de las 

micobacterias (Gumber y Whittington, 2006). El coste es más elevado además de 

requerir un mayor equipamiento (Whitlock, 1998) así como dificultad de trabajar con 

material radiactivo en el caso de los cultivos radiométricos (Garrido et al., 2000b). 
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II.1.5. Persistencia en el medio 
 

Las características ya citadas de la baja actividad metabólica unida a la 

resistencia que le atribuye su compleja pared celular (Minnikin et al., 1982) hacen que 

Map sea capaz de vivir fuera del hospedador durante largos periodos de tiempo en 

condiciones adversas (Ratledge et al., 1982). Se ha comprobado que puede permanecer 

viable durante 163 días en agua de río, 270 días en agua de estanque y 11 meses en 

heces de vaca y en el suelo (Lovell et al., 1944; Larsen et al., 1956; Hole, 1958; 

Jorgensen, 1977), principalmente en suelos neutros y ácidos (Kopecky, 1977), aunque 

en orina tan sólo 7 días. Las heces tienen un efecto bacteriostático y la orina bactericida 

(Larsen et al., 1956), lo que sugiere que la mezcla de ambas se transforme en un 

ambiente más hostil que si se encontrara tan sólo en heces, y hace menos probable que 

contenga la micobacteria durante largos periodos (Chiodini et al., 1984a). Se ha descrito 

que Map puede mantenerse a -14ºC durante al menos un año (Hole, 1958; Richards y 

Thoen, 1977) e incluso este mismo periodo de tiempo a -20ºC, sin que se detecten 

problemas posteriormente en su cultivo (Juste et al., 2000a). 

 

Map es muy sensible a la luz solar (Merkal y Whipple, 1982), pero puede 

permanecer al menos 55 semanas en ambientes secos y sombríos, y 48 semanas en agua 

de presa no expuesta a la luz solar (Whittington et al., 2004, 2005). Además, se trata de 

un microorganismo sensible a las altas temperaturas, la desecación, el hervido, y la 

elevada concentración de calcio (Whittington et al., 2004, 2005). 

 

De igual forma, entre un 3% y 5% de las micobacterias podrían sobrevivir a la 

pasteurización (Chiodini y Hermon-Taylor, 1993; Rowan et al., 2001; Grant et al., 

2002) y a los tratamientos de esterilización aplicados al agua para consumo humano 

(Whan et al., 2001). Sin embargo, la combinación de temperatura y aplicación de 

campos eléctricos pulsátiles es capaz de acabar con la micobacteria (Rowan et al., 

2001).  

 

Map es resistente a muchos desinfectantes; sin embargo, hay otros que son 

efectivos en acabar con el microorganismo en 10 minutos tras la exposición: formalina 

al 5%, cresoles y fenoles a una dilución 1:32 y 1:40, bicloruro de mercurio a una 
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dilución 1:1000 e hipoclorito cálcico a una dilución 1:50 (Vardaman, 1954; Hole, 

1958), así como el amonio al 3% (Katayama et al, 2002). No obstante, la presencia de 

material fecal disminuye notablemente la eficacia de muchos desinfectantes (Chiodini et 

al., 1984a) e incluso algunos son incapaces de actuar sobre heces secas (Merkal y 

Whipple., 1982). En sentido contrario, la actividad de los desinfectantes puede 

incrementarse sI se combinan con detergentes (Merkal y Whipple., 1982). 
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II.2. EPIDEMIOLOGÍA 
 
 

II.2.1. Hospedadores susceptibles 
 

La paratuberculosis ha sido descrita principalmente en rumiantes domésticos, 

pero también en silvestres como el ciervo (Temple et al., 1979; Chiodini y Van 

Kruiningen, 1983; Pavlik et al., 2000; Mackintosh et al., 2002), gamo (Temple et al., 

1979; Pavlik et al., 2000: Balseiro et al., 2008), corzo (Pavlik et al., 2000), antílope 

(Dukes et al., 1992), muflón (Weber et al., 1992; Pavlik et al., 2000), llama (Blood y 

Radostits, 1989; Miller et al., 2000), alpaca (Hope et al., 1995; Miller et al., 2000), 

bisonte (Buergelt et al., 2000), búfalo (Sivakumar et al., 2005) o camello (Paling et al., 

1988; Kramasky et al., 2000). Además, se ha identificado la enfermedad y Map en 

casos naturales, en animales monogástricos como el cerdo (Thoen et al., 1975), jabalí 

(Machackova et al., 2003; Álvarez et al., 2005), caballo (Larsen et al., 1972), conejo 

(Fuentes y Cebrian, 1988; Fernández de Luco et al., 1995; Pérez et al., 1995; Greig et 

al., 1997; Beard et al., 2001b; Judge et al., 2006), liebre (Beard et al., 2001a), gato 

(Palmer et al., 2005), lobo y zorro (Beard et al., 2001a), comadreja (Beard et al., 

2001b), tejón (Beard et al., 2001a), macaco (McClure et al., 1987), mandril (Zwick et 

al., 2002), oso pardo (Kopecna et al., 2006) e incluso aves (Beard et al., 2001a) o 

animales de laboratorio (Hamilton et al., 1991). De estas especies, el conejo parece 

alcanzar una mayor importancia epidemiológica ya que se ha descrito que la 

micobacteria aislada en los conejos es capaz de reproducir experimentalmente la 

enfermedad en bovinos (Beard et al., 2001c). Por tanto, la prevalencia de la 

paratuberculosis aumentaría en las regiones en las que existiera contacto entre las heces 

de estos conejos y bovinos en el pasto (Daniels et al., 2001). Sin embargo, en el caso de 

rumiantes salvajes como los bisontes aún no se ha comprobado si la infección entre 

ambas especies es posible, lo que si se conoce es que las cepas de Map que infectan a 

una y otra especie son diferentes (Whittington et al., 2001b). En ciervos, sin embargo, 

mediante estudios experimentales, se ha observado una elevada susceptibilidad de estos 

a la infección por la cepa bovina de Map (O’Brien et al., 2006). Así mismo, se ha 

descrito el riesgo de transmisión que existe entre las especies ovina y bovina, que sufren 

esta enfermedad con más frecuencia. En este sentido, en un estudio realizado por 
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Moloney y Whittington (2008), se observó que la paratuberculosis ovina se transmite de 

forma esporádica a los bovinos. 

 

 

II.2.2. Distribución y prevalencia de la paratuberculosis 
 

La paratuberculosis es una enfermedad que se encuentra distribuida ampliamente 

por todo el mundo (Kátic, 1977; Chiodini et al., 1984a; Blood et al., 1989). La 

prevalencia depende de varios factores como la edad, el tamaño y la aptitud del rebaño 

así como el tipo de suelo, el manejo y profilaxis frente a esta enfermedad.  

Para estimar la prevalencia de la paratuberculosis se han llevado a cabo distintos 

tipos de estudios, con lo cual la comparación entre unas regiones y otras es difícil y 

debería tomarse con cautela debido a la diferente sensibilidad de las técnicas 

diagnósticas (Bakker et al., 2000). 

 

 

II.2.2.1. Distribución y prevalencia de la paratuberculosis en ganado 
bovino 
 

En España, la posible presencia de paratuberculosis bovina se sospechó por 

primera vez en 1915 por Farreras (Farreras, 1915) y posteriormente, en 1935 por Roca 

(Roca, 1935), pero no es hasta 1983 cuando esta enfermedad es completamente 

documentada en esta especie, en un rebaño de raza Charolais en el País Vasco (Juste et 

al., 1983). Posteriormente se han publicado datos de prevalencia en diferentes 

Comunidades Autónomas y provincias españolas. Así, en un estudio llevado a cabo en 

mataderos del País Vasco, con muestras de 201 animales, sobre las que se empleó el uso 

combinado de las técnicas diagnósticas histopatológicas, bacteriológicas y serológicas, 

reveló una prevalencia del 30,4% en esta Comunidad Autónoma (Juste et al., 2000b). 

En esta misma Comunidad, se observó una prevalencia del 0,5% mediante cultivo de 

muestras de matadero, mientras que al combinar técnicas serológicas, bacteriológicas e 

histopatología la prevalencia ascendía al 31,3% (Garrido, 2001). Años más tarde, este 

mismo grupo de investigación, y tras año y medio de recogida de muestras en matadero, 

estudiaron la prevalencia de la paratuberculosis en vacas del País Vasco mediante la 

combinación de ELISA, cultivo, PCR a tiempo real e histopatología (Vázquez et al., 

2009). La positividad al test ELISA fue del 8,3%, la de la histopatología del 13,6%, 
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mientras que la prevalencia encontrada con cultivo y PCR se cifró, respectivamente, en 

el 18,7 y el 20%, encontrando además el pico de edad para el diagnóstico de la 

enfermedad entre los 3 y los 5 años (Vázquez et al., 2009). En el Principado de Asturias 

(Balseiro et al., 2003), en un estudio realizado con muestras tomadas en matadero de 

134 animales sobre las que se aplicaban estudios histopatológicos, se estimó una 

prevalencia del 28,35%. Sin embargo, estos mismos autores encontraron en Asturias 

una prevalencia media del 1,23% mediante estudios serológicos llevados a cabo entre 

los años 1995 y 2001 en 16 rebaños de producción lechera, muy inferior a la calculada 

por histopatología (44,39%) (Balseiro, 2004), indicando que estas diferencias pudieran 

deberse a que la mayoría de animales presentaban lesiones de tipo focal, las cuales no 

son detectadas por la técnica serológica empleada (ELISA). En Galicia, mediante el 

empleo de ELISA en muestras sanguíneas, se observó una prevalencia individual de 

4,03%, 2,07% y 3,84% en granjas de producción lechera, cárnica y mixta, 

respectivamente, así como una prevalencia de granjas de 27,77/18,79%, 2,78/2,40% y 

5,70/12,24% según se tomara al menos uno o dos animales positivos para granjas de 

aptitud láctea, cárnica o mixta, respectivamente (Diéguez et al., 2007). En muestras de 

leche de diferentes Comunidades Autónomas, se detecto la presencia de ADN de Map 

mediante PCR en un 18% del colectivo de animales estudiados (Sevilla et al., 2003). 

 

En estudios intrarebaño, la prevalencia en explotaciones de Castilla y León, 

varía entre un 12% y un 27%, al utilizar el test serológico ELISA y PPA-3 como 

antígeno (González, 2003), sin embargo esta prevalencia en animales desechados, 

valorada mediante estudios histopatológicos, fue del 67,7% (González., 2003). En 

Asturias, la seroprevalencia intrarebaño varía entre el 0 y el 22% al medirla mediante 

test ELISA-PPA-3, mientas que con el test Pourquier, la positividad intrarebaño en 

suero, oscila entre un 0% y un 18,18% (Balseiro, 2004). 

 

En cuanto a lo que sucede en otros países, los métodos más empleados para 

medir la prevalencia han sido bacteriológicos y serológicos. Así, en Dinamarca, 

aplicando la técnica del cultivo sobre nódulos linfáticos mesentéricos en bovino, se 

obtuvo una prevalencia del 9,8% (Jorgensen, 1972), mientras que con el empleo de la 

técnica ELISA en muestras de tanque de leche en este país, esta ascenció al 47% 

(Nielsen et al., 2000bcorrigendun). La prevalencia en Gran Bretaña, valorada mediante 

el cultivo de nódulos linfáticos mesentéricos obtenidos en matadero fue del 2,6% 
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(Cetinkaya et al., 1996) y al emplear la técnica de PCR, en el mismo estudio, se observó 

un aumento en la tasa de infección de hasta el 3,5% (Cetinkaya et al., 1996). Con la 

utilización del cultivo fecal, en Suiza, se obtuvo una prevalencia del 7,7% en vacuno 

lechero (Glanemann et al., 2002). La técnica de la PCR se ha utilizado para medir la 

tasa de infección de leche en tanque, en este país, con una prevalecia media de 19,7% 

pero que varía entre el 1,7% y el 49,2%, (Corti y Stephan, 2002), y entre el 7,5% y 

36,7% (Stephan et al., 2002) en función del estudio y la región muestreada. En cuanto a 

la seroprevalencia, en Francia se ha estimado en un 5,99% (Meylan et al., 1995), en 

Bélgica en 1,16% en rebaños de leche, 0,86% en rebaños mixtos y 0,52% en rebaños de 

carne (Boelaert et al., 2000), en Italia (Lillini et al., 2005) en un 2%, en Holanda entre 

el 2,7 y el 6,9% (Muskens et al., 2000), en Austria oscilando entre el 3,3% y el 7,1% en 

el 2000 (Gasteiner et al., 2000) y aumentando hasta el 19% en el 2006 (Dreier et al., 

2006) y finalmente, en Eslovenia en un 11,59% (Ocepek et al., 2002).  

En EE.UU., el cultivo de nódulos linfáticos ileocecales de bovinos sacrificados 

en matadero arrojó una tasa de infección del 1,6% (Merkal et al., 1987). En Nueva 

Inglaterra, esta tasa fue analizada un año antes mediante el cultivo de estos mismos 

nódulos linfáticos y de válvula ileocecal, obteniendo un 18% de animales positivos 

(Chiodini y Van Kruiningen, 1986). En el Estado de Maine y la zona oriental del país, al 

valorar mediante esta técnica muestras de íleon y nódulos linfáticos mesentéricos, se 

obtuvo una prevalencia del 16,1% (McKenna et al., 2004). En el Estado de Nueva York, 

mediante el empleo de cultivo de muestras de heces, fue de un 5,2% (Obasanjo et al., 

1997). Además, en este país se han llevado a cabo diferentes estudios de 

seroprevalencia tanto conjuntos en diferentes estados, arrojando valores del 0,4% 

(Dargatz et al., 2001b) como individualmente por estados, con una seroprevalencia en 

Florida que oscilaba entre el 8,6% y el 17,1% (Braun et al., 1990), en Lousiana del 

4,4% (Turnquist et al., 1991), en Wisconsin del 4,79% (Collins et al., 1994), en 

Missouri entre el 5% y el 8% (Thorne y Hardin, 1997), en Michigan de 6,9% (Jhonson-

Ifearulundu y Kaneene, 1999), en Georgia oscilaba entre 3,95% y 9,58% (Pence et al., 

2003), en Alabama de aproximadamente el 8% (Hill et al., 2003) y en California con un 

9,4% (Adaska y Anderson, 2003). En Canadá, la tasa de infección fue valorada 

mediante el cultivo de muestras de íleon distal y nódulo linfático ileocecal obteniendo 

un 5,5% (McNab et al., 1988) de prevalencia en la zona de Ontario, mientras que la 

seroprevalencia individual en esta región ascendía al 6,1% (McNab et al., 1988) y hasta 

un 2,5% en Saskatchewan (Waldner et al., 2002). En la región de Alberta, la 
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prevalencia fue medida mediante el cultivo de heces, obteniéndose una positividad 

individual del 3,4% y mediante ELISA en suerouna seroprevalencia del 7%, de las 

muestras analizadas (Sorensen et al., 2003). Otros estudios de seroprevalencia en este 

país han revelado seropositividades del 2,7% (VanLeeuwen et al., 2005) sin distinción 

entre aptitudes así como del 4,5% en el caso de animales de producción lechera y del 

1,7% en producción cárnica (VanLeeuen et al., 2006). En Asia, en un estudio realizado 

en Corea, la seroprevalencia individual se cifró entre el 6,7 y 7,1% de los animales 

examinados (Pak et al., 2003). Prevalencias más bajas, del 0,43%, se obtuvieron en 

Australia empleando el cultivo de tejidos (Vandergraff et al., 1995) y seroprevalencias 

del 1,6% (Jubb y Galvin, 2000) en algunas áreas del país, mientras que el oeste parece 

estar libre de enfermedad (Ellis et al., 1998). 

 

También hay estudios de prevalencia a nivel de rebaño, llevados a cabo por 

diferentes métodos y que, al comparar unos rebaños con otros, señalan una mayor 

prevalencia en vacuno de leche que en vacuno de carne (Merkal et al., 1987; Braun et 

al., 1990; Gasteneir et al., 1999), atribuyéndolo a problemas de manejo y confinamiento 

de animales, mas que a predisposición de razas (Merkal et al., 1987; Scoot-Orr et al., 

1988; Braun et al., 1990). Aunque este hecho no ocurre siempre, ya que algunos autores 

han comprobado la existencia de una mayor prevalencia en rebaños mixtos o de carne 

que en rebaños de producción lechera (Boelaert et al., 2000). En este sentido, en un 

estudio reciente realizado en la vacas de raza Frisona en Estados Unidos (US Holstein), 

se ha comprobado la existencia de regiones cromosómicas que determinan la presencia 

de Map en tejidos y heces en esta raza al comparar animales infectados y animales 

control (Settles et al., 2009). Además se ha comprobado que la prevalencia de Map en 

el rebaño es mayor cuanto mayor sea este (Braun et al., 1990). 

 

En cuanto a las prevalencias obtenidas intrarebaño, en Europa y concretamente 

en Dinamarca, mediante el test ELISA en muestras de tanque de leche, se han 

encontrado prevalencias entre el 3 y el 60% según la región danesa examinada (Nielsen 

et al., 2000b). Con este mismo test, pero aplicado a muestras de suero se han obtenido 

resultados de seroprevalencia de entre el 6,6% y el 8,7% en rebaños de leche y entre el 

8,7% y el 9,9% en rebaños de carne (VanLeeuwen et al., 2006). En Bélgica, la 

seroprevalencia en rebaños de leche se cifra en un 3,3%, un 2,9% en rebaños mixtos y 

en los de carne un 4,2% (Boelaert et al., 2000). En Estados Unidos, el estudio de 
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prevalencias intrarebaño se ha llevado a cabo principalmente mediante tests ELISA. En 

Missouri, en un estudio sobre vacas de 45 rebaños de aptitud lechera se obtuvieron 

porcentajes del 1,7% al 42,1%, sobre muestras de suero, y del 4,9% al 62,8%, sobre 

muestras de leche (Hardin y Thorne, 1996)-En Wisconsin, de 54 granjas que resultaron 

positivas al test ELISA, el 20,3% de los animales fueron diagnosticados como positivos 

mediante esta técnica (Collins et al., 1994). En Alabama, con el estudio de 79 rebaños 

de carne se encontró una seroprevalencia dentro de los positivos del 3,3% (Hill et al., 

2003). En Canadá, en New Brunswick, Nova Scotia y Prince Edwards Island, se ha 

hallado un 8,5% de seropositivad intrarebaño mediante el test ELISA (Vanleeuwen et 

al., 2001) y en Asia, entre el 8,6 y 23% de muestras de leche positivas, como 

prevalencia intrarebaño en Irán (Haghkhah et al., 2008). En Nueva Zelanda, en un 

estudio publicado el 1989, entre un 2% y un 16% de los animales de los rebaños 

afectados se consideraban excretores, mediante cultivo de heces (De Lisle y Milestone, 

1989), mientras que 10 años después, y mediante la misma técnica diagnóstica esta cifra 

aumentó hasta el 20,6-26,3% de animales que excretaban micobacterias (Reichel et al., 

1999). 

 

 

II.2.2.2. Distribución y prevalencia de la paratuberculosis en ganado 
ovino y caprino 
 

En España, la primera descripción de paratuberculosis ovina se produjo en León, 

en 1973 (Aller et al., 1973). Tras este hallazgo, se ha descrito y estudiado la prevalencia 

de esta enfermedad en diferentes regiones españolas. En Aragón, donde la enfermedad 

fue descrita por primera vez por Badiola et al., (1979), se ha estimado una prevalencia 

del 46,7% de los rebaños estudiados utilizando métodos anatomopatológicos, cultivo de 

tejidos y de heces e IDGA (Juste et al., 1991a). Otro estudio realizado en Zaragoza, esta 

vez en ovinos y caprinos remitidos al Servicio de Diagnóstico Anatomopatológico de la 

Universidad de Zaragoza en el periodo 1981-1993, mediante estudios 

anatomopatológicos, de IDGA y cultivo, reveló una tasa de infección individual del 

10,8% en ovino, y 22,5% en caprino así como una prevalencia intrarebaño de entre 4 y 

6% en ovino y del 10% en caprino (García Marín et al., 1994). Respecto a la 

prevalencia intrarrebaño, García Marín et al., (1992c) estudiaron dos granjas ovinas con 

paratuberculosis, obteniendo una seroprevalencia del 3% medida mediante el test 
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IDGA. Igualmente, estos autores valoraron este dato en animales desechados, 

ascendiendo al 18%, mientras que cuando se utilizaron métodos histopatológicos, se 

logró un 59% de prevalencia (García Marín et al., 1992c). Resultados similares se 

obtuvieron (49,4%) tras realizar estudios histopatológicos en cuatro rebaños de esta 

región (Pérez et al., 1996). En caprino, también en Aragón, en un total de 42 animales 

de dos granjas, se han calculado prevalencias de 69% mediante histología, 42,85% 

positivas al test IDGA, 50% al ELISA y este mismo porcentaje al cultivo de tejidos 

(García Marín et al., 1992b). En el País Vasco, en ganado ovino, se llevaron a cabo 

estudios serológicos mediante ELISA e IDGA obteniéndose una seroprevalencia 

individual entre el 2 y el 5,8%, una prevalencia en rebaños entre el 23,5 y el 31,4% y 

tras el estudio de 6 rebaños, una prevalencia intrarebaño entre el 0 y el 4,8% (Juste et 

al., 1992a; Aduriz et al., 1994). En Madrid, mediante IDGA, se obtuvo una 

seroprevalencia individual en caprino del 44% (Mainar-Jaime y Vázquez-Boland, 

1998). En la Comunidad Autónoma de Castilla y León, tanto en Ávila como en 

Salamanca, se realizaron estudios serológicos para comprobar el número de rebaños 

seroprevalentes: en Ávila, mediante IDGA, se estimó que el 29% de rebaños ovinos, y 

el 52% de caprinos, eran positivos (Reviriego et al., 2000) y en Salamanca, mediante 

ELISA, se alcanzó una prevalencia individual del 44,12% y del 86,6% de los rebaños 

(Fernández Benito et al., 2001). En León se han realizado estudios histopatológicos para 

estimar la prevalencia, tanto en ganado ovino, que se cifró entre un 35% y un 71%, 

según se tomaran las muestras de un matadero u otro en los que se llevó a cabo el 

estudio (González, 1998) y en caprino dónde el estudio de dos rebaños reveló una 

prevalencia intrarebaño del 35% (Corpa, 1999). En el sur de España y en las islas 

Canarias estos estudios han sido llevados a cabo en cabras mediante el test serológico 

ELISA, de forma que en las Islas Canarias la seroprevalencia se valora en un 0,5%, en 

Huelva en 6 rebaños es del 41%, en Córdoba del 13% (Molina et al., 1991). En esta 

última provincia años más tarde se hicieron estudios de ELISA indirecto obteniéndose 

una prevalencia mayor, en rebaños del 97% e individual del 49,7% (Rodríguez, 2000), 

señalándose que este incremento podría deberse a la existencia de animales vacunados 

frente a paratuberculosis en los rebaños.  

 

En cuanto a lo que ocurre en otros países, en Europa y más concretamente en el 

Reino Unido, en un estudio a partir de extensiones de mucosa intestinal de 240 ovinos, 

se observaron bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR) en el 21% de ellos (Heath, 
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1955). En los años 70, en Alemania, se estimó que la prevalencia en rebaños era de un 

10%, con un 10% de animales afectados en cada explotación (Behrens, 1979). En 

Islandia, desde la importación de ovejas procedentes de Alemania en 1933, se produce 

una extensión de la enfermedad (Sidgurdson y Gunnarsson, 1983; Fridriksdottir et al., 

2000) con una mortalidad anual del 8-9%, que causó la baja de 100.000 animales 

(Palsson, 1962). En Suiza, en un estudio realizado en la especie caprina en 1995 se 

apuntó que este país se encontraba libre de infección (Giacometti et al., 1995); sin 

embargo años más tarde la prevalencia, tanto en la especie ovina como en la caprina, 

fue determinada mediante la técnica de la PCR en leche de tanque, en un 23,8% y 23 % 

respectivamente (Muehlherr et al., 2003). En Grecia, mediante PCR en sangre se 

obtuvieron unas prevalencias del 5,15% en ovino y del 6,8% en caprino, así como del 

5,5% y 10,2% respectivamente, utilizando la técnica de fijación del complemento 

(Ikonomopoulus et al., 2007). En Portugal, mediante ELISA en sangre, se obtuvieron 

unos porcentajes de animales infectados del 3,7% en los animales y del 46,7% en 

rebaños, y considerando la especificidad y sensibilidad de la técnica, los porcentajes 

reales de infección podrían ascender al 6,4 y 93%, respectivamente (Coelho et al., 

2007). En ganado caprino, en Noruega se estimó una prevalencia del 9% de los 

animales, realizándose el diagnóstico mediante cultivo fecal, frotis o histopatología 

durante cinco años (Gunnarson, 1979). En Australia, en un estudio realizado en ovinos 

sacrificados en matadero, se obtuvo una prevalencia de la enfermedad entre el 2,4 y 

4,4% (Sergeant y Baldock, 2002); sin embargo en ganado caprino se ha señalado que 

este país se encuentra libre de la infección (Ellis et al., 1998). En Canadá, 

concretamente en un estudio realizado en Québec en la especie ovina mediante 

histopatología, se obtuvo una prevalencia indvidual del 3%, estableciéndose que ésta era 

directamente proporcional a la edad de los animales (Arsenault et al., 2003). En 

Sudáfrica, en el estudio de un rebaño de una estación agrícola experimental, mediante 

histopatología se obtuvo una prevalencia del 41,5% (Huchezmeyer y Bastianello, 1992) 

mientras que con el empleo de la técnica serológica de la IDGA, se obtuvo una 

prevalencia individual del 1,38% y en rebaños del 0,74% (Michel y Bastianello, 2000). 

En la India, también la técnica histopatológica, en musestras de tejido intestinal fue la 

empleada para obtener la prevalencia de un rebaño de ganado ovino, siendo esta del 

15% (Reddy et al., 1984). En Marruecos, la prevalencia intrarebaño se midió en 3 

rebaños, mediante cultivo fecal y fijación del complemento con valores del 29,8 y 

29,2%, respectivamente (Benazzi et al., 1996). 
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II.2.3. Importancia económica 
 

La importancia económica de la paratuberculosis radica en las grandes pérdidas 

económicas que ocasiona en los rebaños afectados, tanto por la eliminación o muerte de 

animales como por el descenso en la producción. Ha sido en la especie bovina donde 

estos aspectos han sido más ampliamente estudiados. Hay estudios en esta especie que 

reflejan que gran parte de las vacas son desechadas tras la primera o segunda gestación, 

antes de alcanzar su pico de producción láctea, y por tanto desciende la edad media de 

los rebaños y con ello su potencial productivo y genético (Buergelt y Duncan, 1978). 

Algunos autores han estimado pérdidas de entre 903 y 979 dólares por vaca afectada en 

lo que a pérdida de producción de leche se refiere (Chiodini y Van Kruiningen, 1986; 

Van Schaick et al., 1996), y otros citan cifras menores, de 100 dólares por vaca lechera 

y de 200 cuando en la explotación hay un 10% de animales con clínica (Ott et al., 

1999). En el total de la industria lechera bovina de EE.UU las pérdidas podrían ascender 

a 1,5 billones de dólares anuales (Stabel, 1998) o, en el caso de Nueva Inglaterra, a 15,4 

millones de dólares anuales (Chiodini y Van Kruiningen, 1986). En Canadá estas cifras 

llegan a ser de 2.992 dólares anualmente como media, y a 49 dólares por año (Tiwari et 

al., 2008). 

 

Las pérdidas, además del descenso en la producción, se deben también a otros 

factores como la eliminación prematura de animales, la pérdida de valor al sacrificio, 

sustitución de animales sacrificados y costes veterinarios (Merkal et al., 1975a; Buergelt 

y Duncan, 1978; Chiodini et al., 1984a; Benedictus et al., 1987; Wilson et al., 1993; 

Van Shaick et al., 1996; Juste, 1997; Stabel, 1998; Johnson-Ifearulundu et al., 1999; Ott 

et al., 1999; Aduriz et al., 2000; Kennedy y Benedictus, 2001; McKenna et al., 2006; 

Kudahl y Nielsen, 2009). Se ha estimado un aumento de la tasa de mortalidad en los 

rebaños infectados del 3% (Jonson-Ifearulundu et al., 1999; Ott et al., 1999). Respecto a 

las pérdidas indirectas, se produce un descenso en la producción de leche (Merkal et al., 

1975a; Buergelt y Duncan, 1978; Benedictus et al., 1987; körmendy et al., 1989; 

Collins y Nordlund, 1992; Spangler et al., 1992; Wilson et al., 1993; Aduriz et al., 

1994; Sweeney et al., 1994a; Hutchinson, 1996; Nordlund et al., 1996; Wilson et al., 

1997;Stabel, 1998; Ott et al., 1999; Aly et al., 2010) que ocurre tanto en animales con 

clínica como en aquellos infectados subclínicamente. Se estima, que en animales 
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positivos a cultivos fecales o al test ELISA, dicha disminución estaría entre el 4 y el 

16% (Benedictus et al., 1987; Wilson et al., 1993; Van Shaick et al., 1996; Collins y 

Nordlund, 1999). En otro estudio, para los bovinos infectados subclínicamente se ha 

citado una disminución en la producción del 4% (Goodger et al., 1996). El estudio de 

una explotación de 500 animales reveló unas pérdidas de 49, 474 y 1.030 litros por vaca 

y año en tres años consecutivos, respectivamente (Körmendy et al., 1989). Además se 

ha observado una disminución en la fertilidad (Merkal et al., 1975a; Buergelt y Duncan, 

1978; Stabel, 1998) así como un incremento en la susceptibilidad al padecimiento de 

mamitis asociado a la infección por Map, tanto en enfermos como en animales 

infectados pero sin clínica (Merkal et al., 1975a; Buergelt y Duncan, 1978; McKenna et 

al., 2006). Así, Johnson-Ifearundulu et al. (2000) establecieron la existencia de una 

correlación entre la positividad a la prueba de ELISA y un incremento de días abiertos 

en las vacas estudiadas, con diferencias de 28 días entre animales positivos y negativos. 

Además, se ha observado una disminución en los índices de crecimiento (Stabel, 1998; 

Kudahl y Nielsen, 2009) y de conversión del alimento (Kormendy et al., 1989; Stabel, 

1998; Johnson-Ifearulundu et al., 1999) habiédose cifrado esta última del 60% al 39% 

(Körmendy et al., 1989). Se considera que, de forma global, en una explotación, se 

podría atribuir un 75% de las pérdidas a los animales infectados de forma subclínica que 

a los que padecen la enfermedad, ya que los primeros son más frecuentes en los rebaños 

en los que está presenta la infección por Map (Merkal et al., 1975a; Gay y Sherman, 

1992; Johnson-Ifearundulu et al., 1999).  

 

En cuanto al ganado ovino, existen pocos trabajos que describan las pérdidas 

económicas debidas a paratuberculosis. En España, un trabajo de Aduriz et al. (1994), 

refleja la relación existente entre la infección en ganado ovino y la disminución en la 

producción de leche, que se calcula en un 10% aproximadamente en animales positivos 

a pruebas serológicas, cuya venta hubiera generado un beneficio de 25 millones de 

pesetas (Juste y Aduriz, 1990a). Asimismo, Juste y Aduriz (1990a) calcularon unas 

pérdidas anuales de 100.000 pesetas en rebaños de 300 animales de aptitud cárnica. 

También se ha estimado que los gastos ocasionados por casos clínicos de 

paratuberculosis en ovino de carne y de leche ascendían a 60 y 150 dólares por animal, 

respectivamente (Juste, 1997).Otro estudio basado en las pérdidas producidas por 

mortalidad debido a la paratuberculosis en tres años consecutivos, del 2002 al 2004, en 

Australia sugiere unas pérdidas anuales que ascienden a los 13.715 dólares por granja y 
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año, dos tercios de las pérdidas totales asociadas a bajas por cualquier enfermedad 

(Bush et al., 2006). 

 

Además de estás pérdidas que de por sí suponen un alto coste para el ganadero, 

hay que añadir los gastos derivados de la implantación de los programas de control de 

esta enfermedad, como pueden ser la contratación de servicios veterinarios, la 

realización de varias pruebas de diagnóstico, la adquisición de vacunas o las medidas 

higiénico-sanitarias tomadas para llevar a cabo el cambio de manejo. Por otro lado 

habría que añadir la pérdida de potencial genético en casos de sacrificios prematuros, 

con una disminución de la edad media de las explotaciones y la consecuente pérdida de 

los mejores años productivos. Igualmente, habría que añadir otras pérdidas económicas 

indirectas como son aquellas relacionadas con el comercio nacional e internacional en 

cuanto a movimiento de animales importados o exportados, restricciones de acceso al 

mercado, incluyendo los animales de alto valor genético, o los gastos que implican la 

realización de pruebas de diagnóstico en animales dedicados a la venta (Buergelt y 

Duncan, 1978; Aduriz et al., 2000; Kennedy y Benedictus, 2001; Olsen et al., 2002). 
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II.3. PATOGENIA 
 

Se trata de un aspecto de la enfermedad del cual se desconocen todavía muchos 

detalles debido a varios factores, como la dificultad para el aislamiento de Map, el 

amplio periodo de incubación de la propia enfermedad o la dificultad para reproducir 

experimentalmente sus características típicas (Coussens, 2004; Stevenson, 2005). Parte 

de los conocimientos sobre la patogenia de la paratuberculosis se han adquirido tras la 

realización de infecciones experimentales en ovino y caprino, especies más asequibles 

que el bovino para este tipo de trabajos, extrapolándose estos conocimientos a la especie 

bovina; en ocasiones, se ha trasladado lo que ocurre en otras micobacteriosis como la 

tuberculosis o la lepra (García Marín et al., 2000). 

 

 

II.3.1. Contagio 
 

Los animales con paratuberculosis clínica representan un alto riesgo en la 

explotación, debido a que pueden llegar a excretar más de 108 bacilos por gramo de 

heces (Chiodini et al., 1984a). La vía de contagio principal de la paratuberculosis es la 

digestiva, mediante la transmisión fecal-oral, al ingerir los animales material 

contaminado con restos fecales procedentes de estos individuos que excretan 

micobacterias en heces (Sweeney, 1996). Esto sucede principalmente cuando los 

animales jóvenes, que son los más susceptibles, maman de ubres manchadas (Julian, 

1975; Chiodini et al., 1984a; Blood et al., 1989; Juste y Aduriz, 1990b; García Marín et 

al., 2000). Aunque se ha señalado que  los animales adultos pueden infectarse tras la 

exposición a grandes dosis de la bacteria (Rankin, 1962), el riesgo de infección es 

mucho más bajo (McGregor et al., 2012) e incluso en ovinos expuestos a dosis elevadas 

y que se infectan, la infección no progresa hacia formas graves, como sucede en los 

corderos (Delgado et al., 2013).  

 

El riesgo a infectarse aumenta si son ambientes muy contaminados o hijos de 

madres infectadas (Windsor y Whittington, 2009), siendo la probabilidad de que una 

vaca sea seropositiva 6,6 veces mayor para hijas de vacas seropositivas que 

seronegativas, ya sea por transmisión congénita o por la leche en el posparto (Aly y 
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Thurmond., 2005). Sin embargo, se ha sugerido una mayor resistencia a la infección 

durante las primeras fases de vida de terneros nacidos de madres infectadas debido a los 

altos niveles de anticuerpos maternales (Goudswaard, 1972; Rice y Carriere, 1969; 

Yokomizo et al., 1970).  

 

Por otra parte, los animales también pueden infectarse a través del calostro y la 

leche (Riemann et al., 1983; Chiodinni et al., 1984a; Thoen y Baum, 1988; Sweeney, 

1996), ya que un animal con clínica puede excretar micobacterias por estas vías (Taylor 

et al., 1981; Giese y Ahrens, 2000). Incluso se ha descrito la presencia de micobacterias 

en leche de animales con paratuberculosis subclínica (Sweeney et al., 1992b; Streeter et 

al., 1995; Millar et al., 1996). 

 

Asimismo, se ha propuesto la transmisión intrauterina, considerándose de escasa 

importancia (Chiodini et al., 1984a; Reddy et al., 1984; Rebhum, 1995; Kruip et al., 

2003). La micobacteria se ha aislado tanto del útero (Pearson y McCelland, 1955; 

Lawrence, 1956; Kopecky et al., 1967; Goudswaard, 1970) como del feto (Pearson y 

McCelland, 1955; Lawrence, 1956; Doyle, 1958; Muhammed y Eliasson, 1979) lo que 

sucede sobre todo en el caso de madres con enfermedad clínica (Alexejeff-Goloff, 1929; 

Pearson et al., 1955; Lawrence, 1956; Doyle, 1958; Hole, 1958; Seitz et al., 1989; 

Rohde y Shulaw, 1990; Lambeth et al., 2004), aunque también ha sido constatado en 

madres afectadas subclínicamente (Lawrence, 1956; Kopecky et al., 1967; Sweeney et 

al, 1992b). Igualmente, la vía seminal parece poco importante a pesar de que se ha 

aislado Map de animales con la enfermedad, tanto del propio semen (Larsen y Kopecky, 

1970; Larsen et al., 1981; Eppleston y Whittinton, 2001; Glawisching et al., 2004) 

como del aparato genital (Larsen y Kopecky, 1970; Larsen et al., 1981). 

 

Otras posibles vías que han sido reflejadas en la bibliografía son la vía 

respiratoria (Corner et al., 2004), así como la depredación o ingestión de cadáveres 

contaminados en el caso del zorro o el jabalí (Beard et al., 2001a; Machackova et al., 

2004) e incluso transmisión mediante seres invertebrados, ya que Map ha sido aislada 

de nematodos (Whittington et al., 2001b), lombrices (Fischer et al., 2003a), insectos 

(Fischer et al., 2001; Fischer et al., 2003b, 2004) e incluso en amebas de vida libre 

(Mura et al., 2006). 
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II.3.2. Entrada de Map en el organismo y localización 
inicial 

 

Las micobacterias patógenas atraviesan las barreras presentes en las mucosas 

penetrando en las células de revestimiento por endocitosis (Lugton, 1999). En concreto, 

el punto de entrada de Map en el organismo parece ser el tejido linfoide intestinal o 

placas de Peyer (Momotani et al., 1988; Liebler et al., 1988a, 1988b), que alcanza su 

máxima extensión en los animales jóvenes, siendo ésta una de las razones que podrían 

explicar su mayor susceptibilidad a la infección que aquellos de más edad. Los primeros 

estudios experimentales en ganado bovino propusieron como asiento primario de Map 

en el organismo las tonsilas y nódulos linfáticos retrofaríngeos, desde donde la bacteria 

se diseminaría a intestino y nódulos linfáticos mesentéricos (Payne y Rankin, 1961a; 

Lugton, 1999), aunque parece ser que se tratarían de localizaciones transitorias en las 

que no se desarrollan lesiones (García-Marín et al., 2000), ya que en estudios 

experimentales realizados en ganado ovino y caprino se ha comprobado que, en los 

estadios iniciales, la mayoría de las lesiones se localizan en la placa de Peyer intestinal 

y nódulos linfáticos mesentéricos (Brotherston et al., 1961a; Nisbet et al., 1962; 

Chiodini et al., 1984a; Van Kruiningen et al., 1986; García Marín et al., 1992a; Juste et 

al., 1994; Pérez et al., 1994b; Lugton, 1999; Sigurdardottir et al., 1999; Valheim et al., 

2002b; Verna et al., 2007; Reyes, 2007; Delgado et al., 2013; Fernández et al., 2014a). 

 

La entrada de Map estaría mediada por las células M, epiteliales, que recubren 

las cúpulas de las placas de Peyer (Momotani et al., 1988; García Marín et al., 1992a; 

Sigurdardóttir et al., 2001). Estas células, al contrario de los enterocitos, carecen de 

microvellosidades, enzimas digestivas y moco en superficie con lo que son muy 

accesibles para la entrada de microorganismos (Fetherstone, 1997). Los resultados de 

diferentes grupos investigadores parecen indicar que la mayoría de bacterias estarían ya 

degradadas o lo harían una vez dentro de las células M, las cuales presentarían los 

antígenos a otras células del sistema inmune asociadas con los linfocitos T del área 

parafolicular (Momotani et al., 1988; García Marín et al., 1992a; Snider et al., 1992; 

Fujimura y Owen, 1996; Lugton, 1999; Sigurdardóttir et al., 2001). En este sentido, se 

ha sugerido la importancia de micobacterias degradadas y formas L durante las fases 

iniciales de la infección, las cuales se localizan principalmente en el citoplasma de estas 
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células, (García Marín et al., 1992a). Además de por las células M, se ha sugerido que 

la entrada de Map se podría producir por células epiteliales (enterocitos) de las 

vellosidades intestinales (García Marín et al., 1992a; Sigurdardóttir et al., 2001), 

aunque con menor importancia y sólo en aquellas que rodean las cúpulas con células M 

infectadas (García Marín et al., 1992a).  

 

En el inicio de la infección e invasión de las células epiteliales del intestino 

juega un papel muy importante la proteína de membrana de 35kDa de Map, actuando 

como factor de virulencia (Bannantine et al., 2003). Asimismo, Map presenta una 

proteína de unión llamada proteína de acoplamiento a la fibronectina (FAP), necesaria 

para la invasión, que le permite unirse a las integrinas de las células M a través de un 

puente de fibronectina, (Valentin-Weigand y Moriarty, 1992; Secott et al., 2001, 2002, 

2004.). No obstante, se ha descrito que la infección puede producirse por invasión 

directa de las microvellosidades intestinales o por vía hematógena (Merkal et al., 1968; 

Chiodini, 1996; Sigurdardottir et al., 1999, 2001) lo que podría explicar la presencia de 

lesiones en las vellosidades sin aparentes lesiones en la submucosa (Sigurdardottir et 

al., 2001). Además, Sigurdardottir et al. (2005) comprobaron mediante la técnica de 

“manga invertida” la entrada de Map en el instestino a través de los enterocitos, 

presentes en tramos del mismo sin placa de Peyer, además de a través de las ya 

mencionadas células M. 

 

Una vez dentro de las células M, tanto en su citoplasma como en el de linfocitos 

que se hallan en vacuolas de las mismas células M o libres en las propias vacuolas de 

las células M, las micobacterias son trasportadas transcelularmente (Sigurdardóttir et 

al., 2001) y captadas por los macrófagos subepiteliales e intraepiteliales adyacentes a la 

placa de Peyer, localizándose en fagosomas (Bendixen et al., 1981; Momotani et al., 

1988; Pérez, 1992; Peris, 1992; Kaufmann, 1995; Fujimura y Owen, 1996; Lugton, 

1999; Valentin-Weigand y Goethe, 1999; Corpa et al., 2000a; Sigurdardottir et al., 

2001; Tessema et al., 2001) donde Map puede sobrevivir hasta 15 días (Kuehnel et al., 

2001). En este sentido, la supervivencia de Map dentro de los macrófagos depende de 

muchos factores. Así, los macrófagos pueden controlar el crecimiento de las 

micobacterias, pero si éstas se encuentran en gran cantidad pueden resultar citotóxicas 

para los mismos o inducir su apoptosis (Bannantine y Stabel, 2002). Igualmente, estos 

microorganismos resisten a los mecanismos oxidativos, la producción de óxido nítrico, 
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así como a las enzimas lisosómicas y a la fusión fagosoma-lisosoma (Harris y Barleta, 

2001; Tessema et al., 2001). Esto último lo alcanzan gracias a que son capaces de 

inhibir la maduración de fagosomas a fagolisosomas funcionales por diferentes 

mecanismos (Cheville et al., 2001; Coussens et al., 2001; Kuehnel et al., 2001; Pieters, 

2001; Hostetter et al., 2002, 2003; Tooker et al., 2002; Weiss et al., 2004a; Kang et al., 

2005; Kusner, 2005; Vergne et al., 2005) o a permanecer en un compartimento del 

fagosoma que resiste la maduración a un fagolisosoma funcional (Hostetter et al., 

2003). Otro factor que ayuda a la resistencia de Map dentro de los macrófagos es que 

esta micobacteria cuenta con diferentes lípidos en su pared celular que reducen la 

función bactericida de los macrófagos (Zhao et al., 1997; Harris y Barletta, 2001; 

Tessema et al., 2001). Igualmente, se ha sugerido que los macrófagos con micobacterias 

patógenas no activan la ruta de la protein-kinasa mitógeno activada, la cual tiene un 

papel antimicrobiano muy importante así como en la producción de moléculas efectoras 

tras la infección micobacteriana (Schorey y Cooper, 2003). Además, se ha observado 

que Map es capaz de inhibir la presentación de antígenos a los linfocitos T (Weiss et al. 

2001) y que en ganado ovino con la enfermedad la expresión de antígenos del complejo 

mayor de histocompatibilidad de tipo II (MHC-II) y de integrinas tipo LFA-1 se ve 

reducida, lo cual pudiera estar relacionado con la supervivencia intracelular de la 

micobacteria y con la persistencia de la infección (Alzuherri et al., 1997). En este 

sentido, Coussens (2004) propone como especie modelo el ganado vacuno para estudiar 

la respuesta inmune frente a Map. Este autor revisa lo estudiado hasta el momento y 

concreta que, según va progresando la infección, los macrófagos situados en los sitios 

de infección liberan IL-1α y TRAF1 (factor 1 asociado a TNF), que inhibe la apoptosis 

de macrófagos, acumulándose en el lugar de infección y junto a su supervivencia hace 

que este número sea muy elevado. Cuando esto se combina con un fallo en la expresión 

de TNF-α no se forman granulomas y se produce una apariencia de lesión 

granulomatosa difusa en los sitios de infección (Coussens et al., 2004) de tal manera 

que con este modelo se sugiere la posibilidad de que al limitar la apoptosis de los 

macrófagos se asegure la supervivencia intracelular de Map. Los macrófagos o células 

dendríticas capaces de eliminar las micobacterias migrarían a los nódulos linfáticos 

regionales presentando antígenos y estimulando a los linfocitos T para la producción de 

IFN-γ y su proliferación vía IL-2/CD25 (Coussens et al., 2004). El IFN-γ se libera a 

sangre y en ocasiones va a los sitios de infección, probablemente atraido por los altos 

niveles de IL-8 porducidos por los macrófagos infectados (Coussens et al., 2004). 
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Por lo tanto, el que la micobacteria sea destruida, va a depender del grado de 

activación de los macrófagos (García Marín et al., 2000), de manera que si su 

destrucción se logra con éxito, el animal superará la infección pero, en caso contrario, 

podrán originarse, a su vez, dos situaciones: que se desarrolle la enfermedad o que no lo 

haga y entonces el animal quede como portador asintomático pero excretando 

micobacterias durante largos periodos de tiempo (Rankin, 1961a, 1961b; Gilmour et al., 

1978; Fodstad y Gunnarsson, 1979; Thomas, 1983; Chiodini et al., 1984a; Blood et al; 

1989; Snider et al., 1992; Thorel et al., 1992; Barrer, 1993; Clarke, 1997; Storset et al., 

2001). El que ocurra alguna de las situaciones anteriores va a depender a su vez de 

varios factores como el tiempo de exposición y dosis recibida (Clarke y Little, 1996; 

Sweeney, 1996; Whitlock y Buergelt, 1996; Bannantine y Stabel, 2002), la 

patogenicidad de la cepa (Stamp y Watt, 1954; Saxegaard, 1990) así como de la 

respuesta del hospedador (García Marín et al., 1994; Clarke, 1997) que a su vez está 

influida por aspectos como la especie (Stabel et al., 2003), la edad (Doyle y Spears, 

1951; Larsen et al., 1975a; Clarke, 1994; Cocito et al., 1994; Sweeney, 1996; Withlock 

y Buergelt, 1996), la nutrición y dieta (Doyle y Spears, 1951; Snider et al, 1992; Harris 

y Barletta, 2001; Stabel et al., 2003), el stress y la acción hormonal (Reddy et al., 1984; 

Kreeger, 1991; García Marín et al., 1994; Rebhum, 1995; Feota et al., 1999; Harris y 

Barletta, 2001) así como el estado inmunológico (Gilmour et al., 1978; Clarke et al., 

1996). 

 

En cuanto a la localización concreta dentro del intestino, en las etapas iniciales 

de la infección, se ha observado mayor positividad inmunohistoquímica frente a Map en 

las células M de la placa de Peyer ileal continua y en la yeyunal (García Marín et al., 

1992a) coincidiendo con la localización en la que se encuentran las lesiones iniciales en 

estudios experimentales (Nisbet et al., 1962; García-Marín et al., 1988; Verna et al., 

2007; Reyes, 2007; Delgado et al., 2013); Juste et al. (1994) describen el tejido linfoide 

de la válvula ileocecal como la localización donde se asientan las primeras lesiones las 

cuales progresarían cranealmente por la lámina propia adyacente, en relación con los 

espacios interfoliculares. Sin embargo, en un estudio realizado por Schleig et al. (2005) 

en el que desarrollaron un modelo in vitro en bovino comprobaron que no había 

diferencias en cuanto a la unión de Map a las células epiteliales de los distintos tramos 

del tracto intestinal, observando únicamente variaciones relacionadas con la cepa de 

Map utilizada. 
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II.3.3. Respuesta inmunitaria del hospedador 
 

Map es un patógeno intracelular que sería capaz de evadir a los mecanismos de 

la respuesta inmunitaria innata del hospedador, evitando los procesos que tienen lugar 

tras su fagocitosis por los macrófagos (Cheville et al., 2001; Kuehnel et al., 2001; 

Pieters, 2001; Hostetter et al., 2002, 2003; Tooker et al., 2002; Weiss et al., 2004a; 

Kang et al., 2005; Kusner, 2005; Vergne et al., 2005) induciendo una rápida expesión 

de IL-10 y minimizando la de TNF-α e IL-12 (Weiss y Souza, 2008). Además, Map es 

capaz de inducir una respuesta adquirida, que puede ser o no efectiva, en la que la 

activación de los macrófagos, tras su estímulo por diversos mediadores celulares 

producidos principalmente por linfocitos T es un hecho clave (Stabel, 2000). Esta 

estimulación inmunológica es inducida por los diferentes antígenos de Map, entre los 

que parecen destacar el lipoarabinomanano (LAM) y las proteínas de choque térmico, 

que son presentadas por el complejo mayor de histocompatibilidad tipo II (MHC-II) a 

los linfocitos T (Stabel, 2000). Se produce entonces una compleja interacción entre los 

diferentes procesos inmunológicos, en ocasiones contrapuestos, que va a tener como 

resultado que los macrófagos destruyan la micobacteria y por lo tanto el animal supere 

la infección, o que la micobacteria logre sobrevivir, lo que conducirá a que el animal 

desarrolle la enfermedad clínica o permanezca durante largos periodos de vida como 

portador asintomático de la infección excretando Map (Rankin, 1961; Gilmour et al., 

1978; Fodstad y Gunnarsson, 1979; Thomas, 1983; Chiodini et al., 1984a; Blood et al; 

1989; Snider et al., 1992; Thorel et al., 1992; Barrer et al., 1993; Clarke, 1997; Storset 

et al., 2001). 

 

 

II.3.3.1. Respuesta inmunitaria innata 

 

Se trata de la primera línea de defensa que presenta el animal frente a los 

patógenos y consiste en el reconocimiento, sin necesidad de una exposición previa, de 

moléculas esenciales de los mismos, de tal forma que las mutaciones que se produzcan 

en estos organismos no impidan que sean detectados por el hospedador. Así, un 

reducido número de receptores codificados genéticamente reconocen moléculas 

presentes en una gran variedad de patógenos (Fearon y Locksley, 1996; Medzhitov y 

48 
 



II. Revisión bibliográfica 
 

Janeway, Jr., 1997; Medzhitov y Janeway, Jr., 2000; Vasselom y Detmers; 2002). El 

objetivo de este tipo de respuesta no sólo es contener la infección hasta que la respuesta 

inmune adaptativa sea inducida sino que es esencial para que ésta se encamine hacia un 

tipo de respuesta concreta. Así, una vez que los receptores del hospedador reconocen a 

los patógenos se activan mecanismos efectores que destruyen en horas a la mayoría de 

los mismos y se activa y orienta una respuesta inmune adaptativa, que, a través de la 

expansión clonal de los linfocitos, se dirige específicamente a los organismos 

persistentes (Fearon y Locksley, 1996; Medzhitov y Janeway, Jr., 1997; Vasselon y 

Detmers, 2002). Se sabe que la rápida reacción inflamatoria que sigue a una infección 

es principalmente mediada por monocitos, neutrófilos y células endoteliales y puede ser 

reproducida in vitro en ausencia de respuesta inmune adaptativa (Vasselon y Detmers, 

2002). Los antígenos bacterianos estimulan la sobreexpresión de moléculas de adhesión 

en las células endoteliales, haciendo que los leucocitos se dirijan al foco de la infección; 

igualmente, son sobreexpresadas las integrinas β2 en los neutrófilos. Así mismo, la 

activación de leucocitos estimula la producción de reactivos intermediarios del oxígeno 

que contribuyen a la eliminación de las bacterias de los tejidos. Los antígenos 

bacterianos también inducen la síntesis y liberación de citoquinas proinflamatorias 

como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleuquina-1 (IL-1). Además, la 

inmunidad innata induce la secreción de citoquinas efectoras como la IL-12 que 

controla la diferenciación de las células T CD4 y la sobreexpresión de moléculas co-

estimuladoras en células presentadoras de antígenos necesarias para la proliferación de 

células B. De esta forma, la inmunidad innata, en respuesta a un patógeno, controla y 

dirige la respuesta inmune adaptativa (Vasselon y Detmers, 2002). 

 

En el caso de inmunidad innata frente a Map destacan, entre otros, todos los 

mecanismos de maduración del fagosoma que ya se han sido citados anteriormente y 

que Map sería capaz de inhibir (Stabel, 2006). Se ha señalado que la maduración del 

fagosoma está directamente relacionada con la activación de los macrofagos (Hostetter 

et al, 2002) y que en la inhibición de esta maduración juega un papel muy importante el 

antígeno de pared micobacteriana LAM (Kang et al., 2005). Además de los efectos 

sobre la maduración del fagosoma, se ha sugerido que el LAM es un potencial factor de 

virulencia; así, LAM purificado de M. bovis y M. tuberculosis inhibe la producción de 

IL-12 tras su incubación con células dendrícas derivadas de monocitos (Nigou et al., 

2001). Así mismo, podría potenciar la secrección de TGF-β por parte de los monocitos 
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(Dahl et al., 1996). En estudios más recientes se ha comprobado que tras el bloqueo de 

genes involucrados en la síntesis de la pared celular hay una reducción de la 

colonización de tejidos y desarrollo de lesiones, lo cual sugiere un papel de virulencia 

de estos genes, actuando como primera defensa de la bacteria frente a los macrófagos 

(Shin et al., 2006; Stabel, 2006). 

 

La familia de receptores Toll (TLRs) son un grupo de receptores conservados 

evolutivamente, desde las moscas hasta los humanos, que juegan un papel muy 

importante en la iniciación de la respuesta inmune celular innata. Se trata de proteínas 

que unen el compartimento extracelular con el intracelular, con un dominio externo rico 

en repeticiones de leucina y una o dos regiones ricas en cisteína (Vasselon y Detmers; 

2002). Hay autores que describen que la interacción de TLRs y las células dendríticas 

suele ser el primer paso en el inicio de la respuesta inmune adaptativa, seguido de su 

interacción con moléculas co-estimuladoras (CD28, CTLA-4, CD80, CD86) siendo 

finalmente las citoquinas las que envían las señales. Estos receptores ayudan a los 

macrófagos y a las células dendríticas a procesar la información sobre los patógenos 

encontrados y después proporcionan esta información a las células para que tenga lugar 

una apropiada respuesta inmune (Stabel, 2006). Los mecanismos de acción por los que 

los TLRs pueden modular la respuesta del hospedador son la regulación y la 

transcripción de la respuesta a varios genes tales como el que codifica para la IL-12, 

sintetasa inductible del óxido nítrico (iNOS), B7 y péptidos lisosomales (Sieling y 

Modlin, 2001). Hasta ahora, han sido identificados trece TLRs en vertebrados aunque, 

de ellos, en ovino y bovino estén presentes diez (Takeda et al., 2003, Stabel, 2006; 

Werling et al., 2006; Nalubamba et al., 2008; Ishii et al., 2008). En los primeros 

estudios, se conluyó que los receptores para M. avium eran receptores TLR2 (Lien et 

al., 1999; Means et al., 1999) y que tras la interacción de M. avium con estos receptores 

de los macrófagos se reducía la capacidad de éstos para responder al IFN-γ, debido a 

que se inhibían la expresión de genes inducidos por dicha citoquina(Alvarez et al., 

2003). En estudios más recientes se ha observado que además de TLR2 (en asociación 

heterodimérica con TLR1 y TLR6), TLR4 está directamente implicado en el 

reconocimiento concreto de Map (Ferwerda et al., 2007; Jo et al., 2008). De hecho, se 

ha comprobado que mutaciones en estos receptores provocan mayor susceptibilidad a la 

infección paratuberculosa, tanto en ovino (Bhide et al., 2009) como en la especie bovina 

(Mucha et al., 2009; Ruíz-Larrañaga et al., 2011). El TLR4 es activado por el 
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lipopolisacárido (LPS) (Vasselon y Detmers, 2002) pero la mayoría de antígenos son 

reconocidos por receptores TLR2 (Krutzik y Modlin, 2004; Quesniaux et al., 2004), ya 

que estos son activados por una gran variedad de productos de la pared de bacterias 

Gram-positivas (Vasselon y Detmers, 2002). Estudios pararelos han demostrado que 

además de estos dos receptores (TLR2 y TLR4) TLR8 también está implicado en la 

patogénesis de la paratuberculosis, ya que se han confirmado cambios en la expresión 

de los genes que codifican para estos tres receptores en tejidos de ovejas infectadas con 

Map (Nalubamba et al., 2008; Taylor et al., 2008). Igualmente, se ha sugerido una 

relación entre el patrón de expresión de los TLRs y el desarrollo de las distintas formas 

patológicas de la paratuberculosis. Así, se ha comprobado mediante la valoración de la 

expresión de genes de 10 TLRs diferentes, que ovinos infectados con Map expresan una 

mayor cantidad de los mismos en el íleon, yeyuno, y los nódulos linfáticos asociados al 

intestino en comparación con animales controles de rebaños no expuestos a la 

micobacteria (Taylor et al., 2008). Además, y mediante su valoración con PCR a tiempo 

real, se ha hallado un incremento más acusado en la cantidad de TLR2 en ovinos 

procedentes de rebaños con paratuberculosis con lesiones multibacilares frente a los que 

mostraban formas paucibacilares y a los controles procedentes de explotaciones libres 

de Map (Nalubamba et al., 2008; Taylor et al., 2008). De la misma manera, y con igual 

método de estudio, se ha identificado una expresión específica de TLR6 en intestino de 

ovejas con paratuberculosis, demostrando que esto ocurre particularmente en animales 

con lesión multibacilar (Plain et al., 2010). Los auores de este último trabajo sugieren 

un importante papel de los heterodímeros TLR6/TLR2 en la patogénesis de la 

paratuberculosis y apuntan a TLR6 como un marcadador de la exposición a Map y que 

podría ayudar al desarrollo de un patrón genético para ovejas resistentes a la infección 

por Map. Otro receptor de esta familia, TLR9, es activado por ADN bacteriano 

(Vasselon y Detmers, 2002). En este caso, se ha sugerido un papel protector de este 

receptor a la luz de los resultados de un estudio realizado por Nalubamba et al., (2008) 

en el que se ha detectado una mayor expresión del mismo en ovejas infectadas sin 

síntomas de paratuberculosis que en aquellas asintomáticas. Igualmente, y para la 

infección tuberculosa, se ha otorgado a TLR9 un importante papel en la transición de la 

respuesta innata y adaptativa, por su participación en la respuesta Th1 mediante el 

control de la secreción de IL-12 (Pompei et al., 2007). Se ha propuesto un papel 

diferente de los TLRs, en concreto del TLR2, en las infecciones micobacterias según se 

encuentren en los periodos iniciales de la misma o cuando la infección ya está 
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establecida. Así, Noss et al. (2001) mantienen que determinados PAMPs (“patrones 

moleculares asociados al patógeno”), como la lipoproteína de 19 kDa de M. 

tuberculosis, en los casos iniciales, impulsaría una respuesta inmune innata 

proinflamatoria mediante TLR2, con una modulación de la respuesta inmune específica, 

pero en casos avanzados, propiciaría una infección crónica al impedir el procesamiento 

de antígenos por el MHC II y la activación de las células CD4. 

 

Hay otras proteínas denominadas RP105, Nod1 y Nod2 que comparten 

estructura y funciones con miembros de la familia de receptores Toll. Se ha sugerido 

que estas proteínas juegan un papel muy importante en la respuesta frente al LPS 

(Vasselon y Detmers, 2002). RP105 es expresada principalmente por células B 

periféricas maduras (Miyake et al., 1995) y se sospecha que colabora con TLR4 para 

desarrollar una respuesta humoral frente al LPS (Ogata et al., 2000). Las proteínas 

Nod1 y Nod2 son proteínas citosólicas que pueden actuar como equivalentes 

funcionales intracelulares de los TLRs y, al igual que RP105, activan el factor nuclear 

κB en respuesta al LPS, crucial para la regulación de expresión de citoquinas (Vasselon 

y Detmers, 2002). La familia de proteínas Nod podrían funcionar como proteínas que 

activan la respuesta inmune para un amplio rango de patógenos (Vasselon y Detmers, 

2002). Así mismo, mutaciones en Nod2 humana se ha relacionado con la 

susceptibilidad a padecer la enfermedad de Crohn (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 

2001). 

 

Otra proteína descrita como importante en la respuesta inmune innata del 

hospedador es “la proteína macrofágica asociada a la resistencia natural 1” o NRAMP1 

(natural resistance-associated macrophage protein 1) (Skamene et al., 1998; Bellamy, 

1999). En los últimos años, el papel que juega esta proteína en las infecciones 

micobacterianas ha sido objeto de estudio (Skamene et al., 1998; Blackwell et al., 2001; 

Frehel et al., 2002; Blackwell et al., 2003; Pererira-Suárez et al., 2006), ya que se sabe 

que mutaciones producidas en los genes que la codifican podrían estar relacionados con 

una mayor susceptibilidad a padecer tanto paratuberculosis (Beard et al., 1999a; Koets 

et al., 2000; Reddacliff et al., 2005; Pinedo et al., 2009a; Ruíz-Larrañaga et al., 2010) 

como tuberculosis, hecho comprobado tanto en estudios en ratón (Vidal et al., 1995) 

como en humanos (Bellamy, 2000; Cervino et al., 2000). Se cree que esta proteína 

influye en la replicación intracelular de las micobacterias modificando el pH del 
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fagosoma (Hackam et al., 1998) e impidiendo su maduración (Frehel et al., 2002). 

Además NRAMP1 tiene la función de transportar Fe2+ a través de la membrana del 

fagosoma, lo cual podría privar a la micobacterias de este micronutriente esencial 

(Ziwilling et al., 1999; Blackwell et al., 2001; Blackwell et al., 2003). Esto podría ser 

debido a que este Fe2+ particíparía en la catabolización de H2O2 a radicales OH-, los 

cuales presentan una actividad bacteriostática y bactericida (Ziwilling et al., 1999; 

Blakwell et al., 2001). Además es posible que NRAMP1 aumente la capacidad de los 

macrófagos que forman los granulomas para acabar con la micobacteria (Govoni et al., 

1995; Vidal et al., 1995; Blackwell et al., 2001; Blackwell et al., 2003; Pereira-Suárez 

et al.; 2006). Entre otras funciones, esta proteína hace que aumente la producción de 

NO, que presenta actividad antimicrobiana, por parte de los macrófagos (Barrera et 

al.,1994; Formica et al., 1994; Arias et al., 1997; Fritsche et al., 2003) y por tanto 

colabora con la protección frente a patógenos intracelulares. La importancia de la 

generación de NO y su modulación por parte de NRAMP1 para la defensa del 

hospedador frente a patógenos intracelulares ha sido demostrada porque la inhibición 

del crecimiento de la micobacteria en células resistentes a NRAMP1 puede ser abolida 

por la adicción de inhibidores de iNOS (Arias et al., 1997) que, a su vez, regula la 

producción de NO. Igualmente, NRAMP1 estimula la expresión por parte de los 

macrófagos de ratón de MHCII, IL-1β, TNF-α (Blackwell et al., 2001) y TNF-α parece 

ser un importante coestímulo para la producción de NO (Ables et al., 2001). En la 

tuberculosis bovina, se ha observado la expresión “in situ” de NRAMP1, mediante 

métodos inmunohistoquímicos, especialmente visible en las lesiones granulomatosas. 

Con un patrón similar se observó en las mismas muestas la expresión de iNOS, con 

tinción inmunohistoquímica intensa en las areas necróticas de las lesiones tuberculosas 

y en células gigantes (Pereira-Suárez et al., 2006). No obstante, aunque todas las 

muestras del estudio son positivas al Zhiel-Nielseen, no se valora la cantidad de BAAR 

en las mismas y por tanto no hay una comparación de la intensidad de la inmunotinción 

con la mayor o menor presencia de bacilos tuberculosos. 

 

Las células T γδ también parecen contribuir en la respuesta inmune innata en 

infecciones por agentes que circulan por el intestino de rumiantes jóvenes, como es el 

caso de Map (Chávez, 1993; Pollock y Welsh, 2002; Sohal et al., 2008). Se ha 

comprobado que los corderos y terneros presentan un mayor porcentaje de estas células 

circulando en sangre que ovinos y bovinos adultos (Hein y Mackay, 1991; Wyatt et al., 
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1994). Al acumularse principalmente en los tejidos epiteliales, actuarían como primera 

línea de defensa frente a estos microorganismos (Hein y Mackay, 1991; Hayday, 2000; 

Corpa et al., 2001). Concretamente el subtipo γδ WC1+ es capaz de reconocer antígenos 

sin que estén unidos al MHC II y por tanto, de jugar un papel muy importante en las 

primeras fases de infección (Machugh et al., 1997; Hayday, 2000) cuando las células αβ 

aún no son capaces de desarrollar una respuesta específica a nivel de mucosa intestinal 

(Hein y Mackay, 1991; Hein et al., 1991). Además, se ha propuesto que la acumulación 

de este subtipo de células capacita a los terneros para la secreción de citoquinas de tipo 

Th1 como IL-12, TNF-α e IFN-γ, protectoras frente a patógenos entéricos, favoreciendo 

así la aparición de una respuesta inmune celular frente a Map en las fases iniciales de la 

infección (Brown et al., 1994; Baldwin et al., 2000). No obstante, hay autores que 

asocian el aumento del subtipo de células en cuestión con la pérdica de células T CD4+ 

en las fases finales de la infección paratuberculosa en bovinos y por tanto, relacionando 

a las células T γδ WC1+, con funciones inmunoreguladoras y citotóxicas frente a las 

células T CD4+ más que inmunoprotectoras en el estadío crónico de la enfermedad 

(Chiodini y Davis, 1992; Koets et al. 2002; Koets et al., 2006). En un estudio 

experimental con corderos en el que se infectaron animales con Map y de los cuales 

unos fueron inmunizados frente a esta micobacteria, se comprobó que el desafío con 

Map indujo un incremento en la proporción de linfocitos TCR-γδ en el nódulo linfático 

mesentérico yeyunal caudal, válvula ileocecal, placa de Peyer ileal y placa de Peyer 

yeyunal en los animales infectados no vacunados, mientras que en los corderos 

vacunados e infectados, con lesiones de carácter regresivo y escasas micobacterias en 

los tejidos, no se detectaron variaciones. Este hecho podría indicar un papel favorecedor 

de estas células en la progresión de la infección paratuberculosa (Reyes, 2007). 

 

 

 

II.3.3.2. Respuesta inmunitaria adaptativa 

 

La respuesta inmune adaptativa no participa de un modo independiente a la 

respuesta innata, descrita en el apartado anterior, sino que ambos tipos de respuesta 

actúan de forma conjunta en la lucha antimicrobiana, como en el caso de las 

micobacteriosis (Medzhitov y Janeway, 1997; Orme, 2004; Sohal et al., 2008). 
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La respuesta inmune adaptativa la presentan los animales vertebrados cuyos 

receptores se encuentran en dos tipos de linfocitos: los linfocitos T y los linfocitos B. 

No son receptores específicos, sino que van a reconocer a un gran número de antígenos 

(Medzhitov y Janeway, Jr., 1997; Fearon, 1999). No obstante, estos receptores poseen 

capacidad de “memoria” específica de patógeno, de larga duración (Medzhitov y 

Janeway, Jr., 1997; Stabel, 2006). Mientras los linfocitos B son los encargados de 

fabricar anticuerpos, los linfocitos T, a su vez, se clasifican en linfocitos T 

colaboradores o linfocitos T helper (Th) y citotóxicos (Tc). Los linfocitos Th tienen 

como función principal amplificar la repuesta inmune a través de la secreción de 

citoquinas. Estos linfocitos expresan el marcador CD4+ en su superficie y reconocen los 

antígenos que, una vez procesados, son presentados por las células presentadoras de 

antígenos (CPA) junto con moléculas MHC-II. Los linfocitos Tc, sin embargo, poseen 

el marcador CD8+ en su superficie y reconocen antígenos unidos a las moléculas del 

MHC de clase I (MHC I) (Kaufmann, 1991).  

 

Las primeras células en contacto con el antígeno expresado por los fagocitos son 

los linfocitos T. En el caso de paratuberculosis, la respuesta inmune no es inmediata y 

está mediada por los linfocitos intraepiteliales localizados entre y debajo de las células 

epiteliales de la mucosa intestinal (Chiodini, 1996). Para que se produzca este contacto, 

es necesario que se lleve a cabo la presentación de antígenos. En el caso de Map, las 

CPA son los macrófagos situados bajo las células M de las placas de Peyer, que 

mediante el MCH-II unido al antígeno son reconocidos por los linfocitos Th (Lugton, 

1999), produciéndose la activación de dichos macrófagos. Se trata del primer paso en la 

respuesta inmune adaptativa, lo que provoca la activación de las células Th CD4+ y la 

consecuente secreción de una cascada de citoquinas que a su vez hace que los 

macrófagos limiten el crecimiento micobacteriano o bien que proliferen más linfocitos 

T para detener la infección (Stabel, 2000a; Coussens, 2001, 2004). 

 

Los linfocitos Th CD4+ presentan dos perfiles distintos de producción de 

citoquinas: Th1 y Th2 (Stabel, 2006). La producción de citoquinas por parte de las 

células Th1 parece estar regulada por la IL-12. Estas citoquinas son principalmente 

TNF-α, IFN-γ e IL-2. Las células Th2 producen principalmente IL-4, IL-5, e IL-10 y 

estimulan la producción de anticuerpos en los linfocitos B (Stabel, 2000a, 20006; 

Coussens, 2001; Kidd, 2003).  
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Las citoquinas producidas por las células linfocitarias de perfil Th1 participan en 

la respuesta inmune celular frente a microorganismos intracelulares, que son 

respuestas inmunes inflamatorias y citotóxicas mediadas por células. La respuesta 

inmune humoral, esta mediada por anticuerpos e inducida por tanto por las citoquinas 

de perfil Th2 (Stabel, 2000a, 2006; Coussens, 2001; Kidd, 2003). En el caso de la 

paratuberculosis, y en casos naturales, se ha relacionado la respuesta inmune celular con 

las primeras fases de la infección y la respuesta inmune humoral con la etapa clínica de 

la paratuberculosis (Molina et al., 1996; Pérez et al., 1997; Begara-McGorum et al., 

1998; Burrels et al., 1998; Pérez et al., 1999; Stabel, 2000; Ostrowski et al., 2003). De 

igual manera ocurre en infecciones experimentales tanto en ovino (Juste et al., 1994; 

Gwozdz et al., 2000b; Stewart et al., 2004; Stewart et al., 2007; Verna et al., 2007; 

Begg et al., 2010; Delgado et al., 2012) como en bovino (Stewart et al., 2007). No 

obstante, en un estudio experimental realizado en la especie bovina, se ha observado 

que la respuesta inmune humoral, valorada a través de un test ELISA frente a 

anticuerpos de LAM, aparece poco después de la infección (134 días tras la infección) 

adelantándose a la respuesta celular (194 días tras la infección), obtenida al valorar la 

cantidad de INF-γ en sangre periférica (Waters et al., 2003). Recientemente, también 

hay varios estudios que señalan que el cambio entre respuesta Th1 y Th2 no sería tan 

marcado, coexistiendo ambas en largos periodos de tiempo, sin necesidad de asociarse a 

la fase clínica (Begg et al., 2011; Vázquez et al., 2013; Fernández et al., 2014a). 

 

II.3.3.2.1 Respuesta inmunitaria celular 

 

Como se ha señalado anteriormente, el aconteciento que desencadena la 

respuesta inmune adaptativa, y más concretamente la respuesta inmune celular, es la 

presentación de antígenos, procesados en las moléculas del MHCII de las CPAs, a los 

linfocitos T, provocando la activación de los macrófagos. Así, una vez que los 

macrófagos son activados se produce IL-1, que es un mensajero celular que activa las 

células T (Cohen, 1990). Posteriormente, los linfocitos activados liberan IL-2, la cual a 

su vez hace que se produzca la expansión de clones de linfocitos TCD4+ helper (Th), y 

los CD8+ citotóxicos (Tc) y la producción de citoquinas tales como IL-2, IFN-γy TNF-

α y el factor estimulador de colonias de granulocitos-macrófagos (granulocite-

macrophage colony stymulating factor, GM-CSF), inducido principalmente por los 
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linfocitos CD4+ Th1 (Kaufmann, 1995; Clarke, 1997; Begara-McGorum et al., 1998; 

Valentin Weigard y Goethe, 1999; Lee et al., 2001). Estas citoquinas activan a los 

macrófagos, haciendo que estos eliminen las micobacterias ingeridas provocando así la 

activación de otras células T con el fin de contener la infección (Flesch y Kaufmann, 

1990; Huygen et al., 1994; Stabel, 2000b).  

 

Según el modelo de respuesta inmune asociado tradicionalmente a 

paratuberculosis, en las primeras fases de la infección predomina la respuesta celular 

con escaso nivel de anticuerpos (Chiodini et al., 1984a), siendo las células T CD4+, 

CD8+ las primeras en ofrecer protección frente a patógenos intracelulares (Kaufmann, 

1991; Koo et al., 2004). Son estas células, junto a las γδ+ las que, según el estudio 

experimental en corderos realizado por Begara-McGorum et al (1998) se presentan en 

mayor proporción en intestino y nodúlos linfáticos asociados de animales en las fases 

iniciales de la paratuberculosis, unido a una menor presencia de linfocitos B en estas 

localizaciones. Coincidien estos resultados con los obtenidos en otro estudio llevado a 

cabo en la especie bovina (Weiss et al., 2006). No obstante, las relaciones encontradas 

de estas células (relación T/B) en tejidos no se corresponden con las que se muestran en 

sangre periférica, de ahí la importancia de las valoraciones in situ (Begara-McGorum et 

al., 1998). 

 

Además, se ha comprobado en otros estudios la menor expresión de moléculas 

MHCI y II en superficie de macrófagos y linfocitos de bovinos infectados con Map 

(Weiss et al., 2001, 2006) y de cabras con infección subclínica, en este caso mediante 

técnicas inmunohistoquímicas (Valheim et al., 2004). Parece ser que la infección de 

macrófagos por Map inhibe la expresión en su superficie de moléculas de ambos MHC 

y evita que la presencia de TNF- α en el lugar de la infección estimule la expresión de 

MHC. Esto provocaría la deficiencia en la presentación de antígenos y por tanto, una 

incorrecta activación de la respuesta inmune adaptativa específica. De hecho, la débil 

expresión de MHC también se ha relacionado con una tendencia a reducir la producción 

de IFN-γpor parte de los CD4+, lo cual va seguido de una inadecuada activación de 

macrófagos (Boehm et al., 1997), lo que provocaría la supervivencia y replicación de 

las micobacterias.  
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Varios grupos de investigación han señalado las diferencias de expresión de 

citoquinas proinflamatorias entre animales infectados y controles. Así, Lee et al., (2001) 

evindenciaron mediante hibridación in situ, mayor expresión de las citoquinas IFN-γ, 

IL-1α, IL-1β e IL-6 en secciones de íleon de vacas infectadas frente a animales sanos. 

Con la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real, Coussens et al., (2004) observaron 

este mismo patrón de expresión de estas citoquinas y de la IL-8 en la misma 

localización en vacas infectadas subclínica y clínicamente por Map frente a los animales 

controles no infectados.  

 

Indudablemente, el IFN-γ parece ser la citoquina más crítica en el control de las 

infecciones micobacterianas, según indican diferentes estudios en los que se observa 

mayor expresión de esta citoquina en animales con enfermedad subclínica que en 

aquellos con enfermedad clínica o no infectados (Sweeney et al., 1998; Stabel, 2000b; 

Storset et al., 2001; Vesosky et al., 2004; Stabel, 2006; Begg et al., 2009). De hecho, la 

valoración de su producción en sangre periférica en respuesta a antígenos de Map se ha 

convertido en un método de diagnóstico utilizado para detectar animales infectados 

subclínicamente (Stabel, 1996; Pérez et al., 1999; Gwozdz, 2000b). Además, esta 

citoquina Th1 es crucial para la diferenciación de las células que intervienen en este tipo 

de respuesta, así como en la inducción de la activación de los macrófagos (Stabel, 

2000a, 2006). Por lo tanto, la producción de citoquinas implicadas en su secreción tales 

como IL-12 también es de vital importancia para el control de infecciones 

micobacterianas. De hecho, en un estudio llevado a cabo en ratones con M. tuberculosis 

se comprobó tanto in vivo como in vitro que la administración exógena de IL-12 daba 

lugar a una mayor resistencia a la infección tuberculosa al estimular la secreción de 

IFN-γ por las células TCD4+. En cambio, el bloqueo mediante anticuerpos anti-IL-12 

dio origen a un mayor crecimiento micobacteriano debido a que la expresión de IFN-γ 

se vio reducida (Cooper et al., 1995, 1997). Además, recíprocamente, IFN-γ favorece 

inicialmente la secreción de IL-12 por parte de las CPA, ya que la secreción innata que 

se de IFN-γ que se produce cuando Map entra en el organismo hace que aumente la 

producción de IL-12 y esta, a su vez, favorece la diferenciación de linfocitos T CD4+ a 

células productoras de IFN-γespecíficas de antígeno (Cooper et al., 1997). Una vez que 

la enfermedad progresa y deja atrás la fase subclínica, los niveles de IFN-γdescenderían, 

tanto en sangre como en tejidos (Sweeney et al., 1998; Stabel, 1996, 2000b;). 
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Como se ha reseñado anteriormente, los antígenos micobacterianos inducen la 

síntesis y liberación de citoquinas proinflamatorias como TNF-α. Se ha comprobado 

que su producción estaría estimulada por la citoquina IL-18, como se ha demostrado en 

en macrófagos y células intestinales de ratones infectados con M. tuberculosis 

(Sugawara et al., 1999). La TNF-α formada por los linfocitos T y las CPA resulta 

indispensable en la fase subclínica ya que resulta esencial para la formación de 

granulomas (Munk y Emoto, 1995; Kaneko et al., 1999). Su función es la de secuestrar 

la infección conteniendo a la bacteria y evitar su diseminación a otras localizaciones 

(Saunders y Cooper, 2000). En la formación de granulomas colaboran la subpoblación 

de células T γδ (Tanaka et al., 2000; Wangoo et al., 2005; Palmer et al., 2007; Plattner 

et al., 2009). Además. TNF-α, junto a otras citoquinas como la IL-1β, IL-6 presenta 

propiedades proinflamatorias como la de estimular las células T (Alzuherri et al., 1996; 

Dinarello, 1996; Coussens, 2001). La citoquina IL-1 es esencial para la expansión 

clonal de las células T, mientras que la IL-6 está implicada en la producción de 

proteínas de fase aguda (Alzuherri et al., 1996; Dinarello, 1996). 

 

En ocasiones, la destrucción de las micobacterias no es posible y quedan latentes 

en el tejido linfoide asociado al intestino, escapando a los mecanismos de inmunidad 

citados (Begara-McGorum et al., 1998; Sigudardórttir et al., 1999). Igualmente, se ha 

comprobado que al exponer a células mononucleares de sangre periférica a la 

micobacteria, hay una supresión de la respuesta Th1 o proinflamatoria (Coussens et al., 

2004). Entonces pueden darse dos situaciones, o bien que se produzca una depresión de 

la respuesta inmune celular, o una respuesta exagerada. En animales sin respuesta 

inmune eficaz, la progresión de las lesiones paratuberculosas está relacionada con una 

reducción en el número de moléculas de MHC-II y del GM-CSF, lo que produciría una 

deficiente presentación de antígenos por parte de los macrófagos (Alzuherri et al., 1997; 

Navarro et al., 1998; Cheville et al., 2001) así como con una proliferación de la 

población de células γδ, que inhiben la actividad de los linfocitos CD4+Th1, 

disminuyendo la liberación de citoquinas que activan los macrófagos (Chiodini y Davis, 

1993). La respuesta exagerada, sin embargo estaría relacionada con un fenómeno de 

hipersensibilidad retardada tipo IV (Buergelt et al., 1978; Litlle et al., 1996; Clarke, 

1997; Stabel, 2000) originando la multiplicación de las bacterias, un cambio progresivo 

de respuesta Th1 a Th2 y por lo tanto el desarrollo de la enfermedad. 
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Si bien para controlar la infección paratuberculosa inicial es necesaria la 

producción de citoquinas proinflamatorias, su secrección excesiva o demasiado 

prolongada resultaría perjudicial a nivel local debido a la probabilidad de causar daño 

tisular (Clarke, 1997; Stabel, 2006). Es por ello que la inmunidad de tipo Th2 

desempeña un papel crucial al controlar las respuestas desmesuradas de tipo Th1, 

fundamentalmente mediante las citoquinas IL-4 e IL-10. Ambas citoquinas presentan un 

efecto inmunosupresor frente a IFN-γ. La IL-4 lo hace de forma directa (Peleman et al., 

1989) mientras que la IL-10 tiene función inmunosupresora sobre IFN-γde forma 

indirecta, por inhibir el gen IP-10, esencial para su secreción (Ito et al., 1999). De esta 

manera, al estar inhibido el IFN-γ por estas citoquinas Th2, los nuevos macrófagos en el 

lugar de la infección se vuelven incapaces de contener la invasión de los bacilos, por lo 

que sería la propia alteración de la respuesta inmune del hospedador la que sería 

perjudicial, permitiendo la propagación de las micobacterias en fases avanzadas. Esta 

inhibición de una inmunidad mediada por céluas Th1 y el cambio a una inmunidad 

mediada por células Th2 se relaciona con la etapa clínica de la paratuberculosis y con 

una diferenciación de los linfocitos B para producir anticuerpos, y por tanto, con una 

inmunidad de tipo humoral (Stabel 2000a, 2006) que se expone más adelante. 

 

Para reducir el daño tisular señalado anteriormente, causado por un exceso de 

citoquinas proinflamatorias a nivel local, el hospedador contaría además con una 

subpoblación de células T con funciones inmunosupresoras denominadas células T 

reguladoras (Treg). Estas células expresan los marcadores de superficie CD4+ y 

CD25+, además del factor de transcripción “forkead box P3” (FoxP3) (Hori et al., 

2003). Las células CD4+ que tras la exposición a antígenos se diferencian a Treg 

pueden secretar IL-10 y llamarse por ello células Tr1, o secretarTGF-β y pasar a 

denominarse células Th3. (Beissert et al., 2006). Diferentes estudios basados en estas 

células sugieren que, en fases subclínicas de la infección, la población de Treg 

aumentaría en respuesta a Map, de tal forma que inhibirían la respuesta inmune de la 

mucosa, lo que llevaría a un estado de latencia, o bien a la progresión de la enfermedad 

(Stabel, 2006; Weiss et al., 2006; Sohal et al., 2008). Así, Weiss et al., 2006 lograron 

aislar una mayor cantidad de células CD4+CD25+ (21%) de leucocitos mononucleares 

de la lámina propia del íleon de vacas infectadas subclínicamente que de animales 

utilizados como control no infectado (6%). Además, los linfocitos del íleon de las vacas 

infectadas no proliferaron en respuesta a productos obtenidos por el sonicado de Map, o 
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lo hicieron muy levemente, en respuesta a mitógenos de células T y B (Weiss et al., 

2006). De la misma manera, en esta ocasión utilizando la tinción inmunohistoquímica y 

la técnica de PCR a tiempo real, De Almeida et al., (2008) observaron la presencia de 

una mayor población de linfocitos expresando FoxP3, y una mayor expresión del gen 

FoxP3, respectivamente, en íleon de vacas con infección subclínica en comparación con 

vacas sanas o con paratuberculosis clínica Sin embargo, no está claro el mecanismo 

acción de las Treg en la patogenia de la paratuberculosis (De Almeida et al., 2008).  

 

Un tercer tipo de células T CD4+, relacionadas con la infección paratuberculosa 

pero independiente de la Th1 y Th2, son las denominadas células Th17. Se trata de un 

tipo de linfocitos que participan en la inmunidad protectora del hospedador frente a 

patógenos intracelulares, aunque con menor eficacia que las Th1 (Curtis y Way, 2009). 

En infecciones de micobacterias es la IL-23 la citoquina que controla tanto la respuesta 

de las células Th17 como la producción de la citoquina proinflamatoria IL-17. Tanto la 

IL-23 como la IL-17, en colaboración con IFN-γ, TNF-α y la IL-12, presentan un 

importante papel en la patogenia de la tuberculosis gracias a que inducen y mantienen 

una respuesta protectora (Khader y Cooper, 2008). En otro estudio realizado por Babu 

et al., (2010) sobre esta enfermedad micobacteriana, se valoró la función de diferentes 

poblaciones de células T en pacientes con tuberculosis latente (positivos a la prueba 

intradérmica de la tuberculina), encontrando una menor expresión de IL-17 e IL-23 en 

comparación con individuos negativos a dicha prueba. No obstante, esta menor 

expresión se relacionó con la mayor expresión del gen FoxP3, asociado a un aumento de 

células Treg. Igualmente, cuando se producía una depleción de estas células 

CD4+CD25+, se revertía la inhibición de células Th17 en estos pacientes con 

tuberculosis latente. A la luz de estos hallazgos, se puso de manifiesto, por un lado el 

papel inmunosupresor de las Treg sobre las respuestas Th17, y por otro lado que la 

latencia en la tuberculosis se relacionaría con una menor expresión de citoquinas 

mediadas por las células Th17. Esta población celular también ha sido implicada en la 

enfermedad de Crohn, tras haberse aislado células T reactivas a Map y secretoras de IL-

17 e IFN-γ en pacientes con la inflamación intestinal característica de esta enfermedad 

(Olsen et al., 2009). No obstante, el papel de estas citoquinas en las diferentes formas 

inmunopatológicas de la paratuberculosis no ha sido establecido aún. 
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II.3.3.2.2 Respuesta inmunitaria humoral 

 

Al igual que lo descrito en tuberculosis (Welsh et al., 2005), salvo excepciones, 

la progresión hacia formas graves de la paratuberculosis se relaciona con un predominio 

de reacciones inmunes humorales, en animales con lesiones difusas de tipo multibacilar 

que presentan signos clínicos y excretan bacilos en las heces (Clarke, 1997; Pérez et al., 

1997; Corpa, 1999; García-Marín et al., 2000; Storset et al., 2001; González, 2003). Es 

en esta fase clínica de la enfermedad cuando se produciría el cambio de respuesta 

inmune Th1 a Th2 señalado anteriormente, con la correspondiente inhibición de la 

secreción de citoquinas de tipo 1 y la consecuente respuesta de tipo 2 (Stabel., 2000a y 

2006). 

 

Los linfocitos CD4+ Th2 producen, entre otras, las citoquinas IL-4 e IL-10, las 

cuales suprimen la respuesta Th1 promoviendo la proliferación de linfocitos B y la 

producción de anticuerpos. Este tipo de inmunidad, al contrario que la celular, es muy 

limitada en la eliminación de Map, que en estas condiciones se multiplica sin gran 

dificultad (Boros, 1992; Alzuherri et al., 1997; Begara-McGorum et al, 1998). Por ello, 

la presencia de anticuerpos frente a Map no parece resultar en la protección de los 

animales infectados (Stabel, 2000a; Sohal et al., 2008). Una vez activadas, las células 

Th2 estimulan la diferenciación de los linfocitos B para que produzcan anticuerpos IgM 

y fundamentalmente IgG1, específicos frente a los antígenos de Map (Sohal et al., 

2008). A su vez, las células B estarían implicadas en la activación de las células CD4+ 

(Stabel y Khalifeh, 2008). Sin embargo, este subtipo celular ha sido poco estudiado en 

comparación con las células T. 

 

Khalifeh y Stabel (2004a) demostraron que la expresión de IL-10 y de 

“transforming growth factor beta” (TGF-β) era mayor en íleon y nódulos linfáticos 

asociados de vacas que manifestaban un estado más avanzado de la enfermedad, con 

lesiones multifocales y elevado número de micobacterias, comparado con vacas sanas o 

en fase iniciales de la enfermedad. De la misma forma, Tanaka et al., 2005, constataron 

una mayor expresión de IL-4, IL-10 e IL-2 en lesiones multibacilares frente a las 

paucibacilares en nódulos linfáticos ileales de vacas infectadas por Map. Igualmente, 

Rook, 2007 evidención que la IL-13 (citoquina de tipo Th2), junto con la IL-4, son 

capaces de inhibir las respuestas de tipo Th1 al inducir una inadecuada vía alternativa 
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de activación de los macrófagos. El TGF-β, citoquina con efectos inmunomoduladores 

en la paratuberculosis, presenta la capacidad de inhibir los receptores del IFN-γy MHC-

II, de bloquear la activación macrofágica, además de favorecer la secreción de IL-10 y 

de suprimir la secreción de IL-2 (Maeda et al., 1995; Letterio y Roberts, 1998). 

Khalifeh y Stabel (2004b) observaron que al añadir esta citoquina a cultivos de PBMC 

de vacas con infección por Map se producía una reducción significativa en la secreción 

de IFN-γ. Consecuentes con estos resultados, fueron los hallados por Muñoz et al., 

(2009a) al comprobar in situ, en íleon, placas de peyer yeyunales y nódulos linfáticos 

asociados de bovinos y ovinos infectados natural y experimentalmente, una intensa 

inmunotinción frente a TGF-β en los macrófagos y células gigantes repletos de Map en 

los animales con lesiones difusas multibacilares y negativos al test del IFN-γ, mientras 

que la tinción inmunohistoquímica era escasa o nula en aquellas lesiones focales, 

multifocales o difusas paucibacilares, con escasos bacilos pertenecientes a animales 

positivos a dicho test. Estos resultados indican que la secreción de esta citoquina se 

asociaría con la incapacidad de los macrófagos de contener la diseminación de Map, 

probablemente como consecuencia de la inhibición de IFN-γ (Muñoz et al., 2009a).  

 
El momento en el que se inicia la producción de anticuerpos tras la exposición a 

Map parece depender de la vía y la dosis de infección, produciéndose de forma más 

temprana si la dosis empleada es elevada (Waters et al., 2003). Así, puede que la 

respuesta humoral se ha adelante incluso a la celular, como se ha descrito anteriormente. 

La administración de dosis elevadas de bacilos por vía intratonsilar en terneros indujo 

anticuerpos a los 134 días post infección (dpi), 60 días antes de encontrarse repuesta 

celular en estos animales (Waters et al., 2003). En estudios experimentales con 

corderos, se observa que los títulos de anticuerpos comienzan a elevarse a los 80 (Juste 

et al., 1994) o 110 dpi (Delgado et al., 2012, 2013) mientras que en otros estudios los 

picos de producción de anticuerpos son detectados a los 9 meses post-infección previo a 

la observación de signos clínicos (Begg et al., 2005). En la especie caprina, hay estudios 

que han cifrado esta respuesta a los 180 dpi (Munjal et al, 2005). No obstante, estos 

resultados dependen del antígeno de Map utilizado para detectar los anticuerpos así 

como del isotipo del anticuerpo empleado (Koets et al., 2001; Bannantine et al., 2008).  

 

En cualquier caso, la respuesta inmune humoral parece ser el tipo de respuesta 

predominante al producirse la depleción de las células proinflamatorias, clasificándose 
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en este momento la enfermedad como clínica y terminal (Coussens, 2004). Así se han 

detectado mayor cantidad de células B en las PBMC de vacas con infección natural de 

paratuberculosis que presentaban signos clínicos frente a aquellas sanas o subclínicas 

(Waters et al., 1999; Stabel y Khalifeh, 2008). Este predominio de la respuesta humoral 

se repite en multitud de ensayos llevados a cabo en las diferentes especies, y cuando la 

infección se ha producido tanto de forma natural como de modo experimental. (Pérez et 

al., 1997; Burrells et al., 1998; Storset et al., 2001; Begg et al., 2009). Sin embargo 

Waters et al., (1999) pudieron comprobar que los linfocitos B aislados de vacas con 

signos clínicos proliferaban en respuesta a concanavalina A (ConA, que induce división 

celular en los linfocitos T), mientras que no lo hacían al ser estimulados con varios 

antígenos de Map. Por el contrario, la respuesta proliferativa de las células B fue más 

elevada en aquellas vacas con infección subclínica. Por ello, una de las hipótesis 

propuestas para explicar la progresión de la infección hacia lesiones crónicas junto con 

la pérdida de capacidad para controlar la multiplicación de los bacilos, implicarían por 

un lado la alteración del fenotipo de los linfocitos B, y por otro la inhibición de su 

capacidad proliferativa en respuesta a los antígenos de Map en las fases avanzadas de la 

paratuberculosis (Waters et al., 1999; Stabel y Khalifeh, 2008).  
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II.4. CUADRO CLÍNICO Y LESIONAL 
 
 

II.4.1. Cuadro clínico 
 

La aparición de signos clínicos de la enfermedad en animales jóvenes es rara; 

cuando esto ocurre suele tratarse de rebaños con alta tasa de infección y malas prácticas 

de manejo (Chiodini et al., 1984a). Lo más habitual es que la aparición de evidencias 

clínicas se produzca entre los 2 y los 5 años de edad, durante la primera o segunda 

lactación en ganado bovino (Chiodini et al., 1984a; Stabel, 1998; Pérez et al., 2000; 

Brown et al., 2007; Radostits et al., 2007), aunque los animales pueden excretar 

micobacterias a partir de los 11 meses de edad (Kalis et al., 1999b). 

 

La paratuberculosis subclínica, aunque no en todos los casos, es seguida de la 

paratuberculosis clínica (Sherman, 1985; Rebhun, 1995; Pérez et al., 2000), 

generalmente desencadenada tras un episodio de estrés, que puede ser provocado por 

nutrición deficiente, lactación, parasitosis, alimentación en pastos secos y deficientes en 

minerales, o tras el parto (Allen et al., 1968; Chiodini et al., 1984a; Pérez et al., 2000; 

Brown et al., 2007; Radostits et al., 2007). Se ha descrito que por cada vaca con 

síntomas clínicos de paratuberculosis, existen entre 10 y 25 infectadas que no muestran 

síntomas (Whitlock y Buergelt, 1996). Se calcula que la manifestación clínica de la 

enfermedad representa tan solo un porcentaje que oscila entre el 5 y el 10% y que puede 

llegar a ser del 50% del total de animales infectados (Sherman, 1985; Van Kruiningen, 

1995; Whitlock, 1999). 

 

El signo más característico de esta enfermedad es la pérdida crónica de peso 

(McEwen, 1939; Taylor, 1945; Stamp y Watt, 1954, Jakob y Schieger, 1969; Aller et al., 

1973; Newsholme y Pletcher, 1981; Seaman y Thomson, 1984; Chiodini et al., 1984a; 

Gilmour y Angus, 1991; García Marín et al., 1994; Pavlik et al., 2000). En este sentido y 

en un estudio reciente llevado a cabo en 2 mataderos del País Vasco se ha comprobado 

que la pérdidas de peso en las canales de vacas frisonas variaban entre un 3,7%, en 

aquellas identificadas por lesiones microscópicas hasta un 12,4% en las que fueron 

positivas al test ELISA, detectándose, a su vez, las mayores pérdidas en los animales con 

elevadas cargas micobacterianas en tejidos (22,2%) y que presentaban lesiones difusas 
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en el estudio histológico (26%) (Vázquez et al., 2012). En los casos avanzados y 

asociados a la caquexia suele aparecer edema submandibular, que incluso lo hace de 

forma intermitente meses antes de la aparición de cualquier otro signo clínico (Dunkin, 

1934; Smyth y Christie, 1950), al igual que una atrofia de las masas musculares glúteas 

y femorales (Dunkin, 1934). Igualmente, estos signos pueden acompañarse de una 

bajada en la producción láctea (Goodger et al., 1996; Stabel, 1998; Losinger, 2005) la 

cual se cifra entre el 4 y el 14%, según la fase de lactación en la que se encuentre el 

animal (Benedictus et al., 1985; Nordlund et al., 1996; Wilson et al., 1997), y en 4 litros 

de leche diarios al comparar con vacas no infectadas (Smith et al., 2009) e incluso con 

infertilidad y mayor predisposición a mamitis (Merkal et al., 1975a; Wilson et al., 1997; 

Corpa et al., 1998; Valentin-Weigand y Goethe, 1999) Otros signos de esta enfermedad 

son el mal estado del pelo o la lana y el empalidecimiento de mucosas (Beherns, 1955; 

Badiola et al., 1979). Los bovinos con paratuberculosis clínica muestran diarrea crónica 

o intermitente, la cual puede desaparecer, generalmente durante la gestación y volver a 

aparecer tras esta, coincidiendo con las demandas productivas después del parto (Blood 

et al., 1989). En estos casos se trata de heces diarreicas homogéneas, no hemorrágicas y 

no mucosas (Merkal et al., 1970; Buergelt et al., 1978b). La duración de la fase clínica 

de la enfermedad puede ser de semanas o meses, y en su fase final los animales pierden 

el apetito, la diarrea puede ser sanguinolenta, y el adelgazamiento extremo con atrofia 

muscular, edema ventral, deshidratación, debilidad y muerte (Juste et al., 1983; Chiodini 

et al., 1984a; Sherman, 1985; Corpa et al., 1998; Pérez et al., 2000). Algunos animales 

pueden recuperarse o, al menos, mejorar transitoriamente, pero el cuadro clínico retorna, 

por lo general, en la siguiente lactación (Pérez et al., 2000). Así la mortalidad anual de 

un rebaño oscilaría entre el 3 y el 10% de los animales adultos (Chiodini et al., 1984a; 

Sherman, 1985). Se ha señalado que la muerte de los bovinos seropositivos y con 

lesiones difusas se adelanta cerca de un año, en comparación con los animales no 

infectados (Vázquez et al., 2002). 

 

En el caso del ganado ovino y caprino, el curso de la enfermedad clínica es más 

rápido que en el ganado bovino (Chiodini et al., 1984a). Es característico el 

adelgazamiento crónico, y al igual que en el bovino, los signos clínicos suelen aparecer 

tras episodios de estrés como es el parto (Chiodini et al., 1984a; García Marín et al., 

1994; Radostits et al., 2007). Sin embargo, la diarrea en estas especies no es constante; 

se ha apuntado que aparece tan sólo en el 18% de los animales (Kumar, 1984). En 
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ocasiones, únicamente se observa un ligero reblandecimiento de las heces (Stamp y 

Watt, 1954; Carrigan y Seaman, 1990; García Marín et al., 1994; Clarke y Little, 1996; 

Brown et al., 2007; Radostits et al., 2007). Además los animales pueden presentar 

depresión, disnea, mal estado y pérdida de lana (Radostits et al., 2007). 

 

 

II.4.2. Cuadro lesional 
 

 

II.4.2.1. Lesiones macroscópicas 

 

Además de las alteraciones visibles externamente, y ya reseñadas en el apartado 

de signos clínicos (caquexia, edemas subcutáneo en zonas declives, y ascitis), las 

alteraciones macroscópicas más evidentes en la necropsia de un animal con esta 

enfermedad se localizan en el intestino delgado y nódulos linfáticos asociados al mismo 

(Chiodini et al., 1984a; Pérez et al., 2000; Brown et al., 2007). Con frecuencia se 

encuentra también atrofia muscular, edemas en los tejidos subcutáneos de las zonas más 

declives, destacando el edema submandibular. También es habitual observar la efusión 

de líquidos serosos en diferentes cavidades corporales en forma de ascitis o 

hidropericardias. En los casos más avanzados se ha descrito la atrofia serosa de los 

depósitos grasos, fundamentalmente la atrofia de la grasa de los surcos coronarios y 

pelvis renal, sustituyéndose ésta por depósitos de tejido de aspecto gelatinoso (Rajya y 

Singh, 1961; Pérez et al., 2000).  

 

En cuanto a las lesiones intestinales, que pueden ser difusas o afectar a tramos 

concretos de intestino (Chiodini et al., 1984a; Carrigan y Seaman, 1990), lo más 

destacable es el engrosamiento y aspecto edematoso de la pared del intestino delgado, 

principalmente en tramos de íleon, valvula ileocecal y yeyuno distal (González et al., 

2005), dando al intestino la apariencia de “tubo de goma” (Pérez et al., 2000). El 

intestino grueso, en concreto el ciego y primeros tramos de colon, también puede verse 

afectado macroscópicamente de forma similar. No obstante, en casos avanzados, las 

lesiones pueden extenderse de forma difusa desde el duodeno hasta el recto (Chiodini et 

al., 1984a; Radostits et al., 2007). 

67 
 



II. Revisión bibliográfica 
 

 

En los casos avanzados de la enfermedad, a la apertura del intestino por su unión 

al mesenterio, la mucosa presenta un aspecto tumefacto y edematoso, con gruesos 

pliegues que recuerdan a las circunvoluciones cerebrales, que no desaparecen a la 

tracción. El ápice de estos pliegues, en ocasiones, aparece congestivo, e incluso con 

pequeñas úlceras, y el resto de la pared intestinal de aspecto blanquecino (Hutyra y 

Marek, 1930; Buergelt et al., 1978; Badiola et al., 1979; Juste et al., 1983; Chiodini et 

al., 1984a; Carrigan y Seaman, 1990; Corpa et al., 1998; Pérez et al., 2000; Brown et 

al., 2007). Este engrosamiento no suele ser tan evidente en el caso de los pequeños 

rumiantes, en los que no siempre aparace (García Marín et al., 1994; Corpa, 1995; 

Brown et al., 2007) por lo que resulta muy fácil pasarlo por alto en la necropsia si el 

examen no es cuidadoso (Stamp y Watt, 1954; García-Marín et al., 1994; Brown et al., 

2007). En la especie caprina se ha señalado que es frecuente observar un engrosamiento 

del yeyuno más prominente que del íleon, incluso en animales con signos clínicos 

evidentes de la enfermedad (Corpa et al. 2000a). Además, en el ganado ovino puede 

aparecer un color amarillento en la mucosa, lo que sería debido a la infección por cepas 

pigmentadas de Map (Taylor, 1945, 1951a, 1953b; Stamp y Watt, 1954; Benazzi et al., 

1996; Clarke y Little., 1996a; Stevenson et al., 2002; Brown et al., 2007).  

Otra de las lesiones características, especialmente frecuente en pequeños 

rumiantes, es la linfangiectasia. En ocasiones, incluso es el único cambio macroscópico 

apreciable que sirve para el diagnóstico presuntivo de paratuberculosis (Brown et al., 

2007). Los vasos linfáticos de la pared intestinal presentan un recorrido tortuoso y se 

observan como un cordón blanquecino incluso semitransparente, discurriendo por la 

serosa intestinal o incluso por el mesenterio en los casos de caquexia extrema (Buergelt 

et al., 1978; Badiola et al., 1979; García-Marín et al., 1994; Pérez et al., 2000; Kurade 

et al., 2004; Brown et al., 2007). En ganado caprino, concretamente, pueden aparecer 

calcificados (Badiola et al., 1979; Corpa et al., 2000a). En esta especie, en ocasiones, no 

hay evidencias de lesiones en la necropsia y sin embargo, se observan graves lesiones 

histológicas ( Fodstad y Gunnarson, 1979; Corpa et al., 2000a). En ganado bovino no es 

tan frecuente observar linfangiectasia ysuele presentarse de forma más focal y menos 

aparente (Buergelt et al., 1978; Juste et al., 1983; Pérez et al., 2000; González et al., 

2005; Brown et al., 2007). 

En cuanto a los nódulos linfáticos mesnetéricos, lo que más llama la atención es 

su tumefacción y aspecto edematoso. A la sección, no se diferencia claramente la zona 

68 
 



II. Revisión bibliográfica 
 

cortical de la medular, y habitualmente esta última zona aparece aumentada de tamaño y 

de color marrón-verdoso (Paliwal y Rajya, 1982; Buergelt et al., 1978; Chiodini et al., 

1984a; Carrigan y Seaman, 1990; Corpa et al., 1998; Brown et al., 2007). En ganado 

caprino es frecuente encontrar fenómenos de necrosis por caseificación y calcificación 

(Clarke, 1997; Corpa et al., 2000a), menos frecuente en ovino (Pérez et al., 2000) e 

inexistentes en ganado bovino (Buergelt et al., 1978; Chiodini et al., 1984a). También, 

aunque menos frecuentemente, esta alteración se obseva en la mucosa, submucosa, 

serosa o vasos linfáticos de cabras afectadas (Rajya y Singh, 1961; García-Marín et al., 

1994; Clarke, 1997; Tafti y Rashidi, 2000; Valheim et al., 2002b). 

 

En bovino, y en los casos más graves, se han encontrado fibrosis y 

calcificaciones distróficas en las paredes de las arterias aorta y mesentérica, así como en 

endocardio (Buergelt et al., 1978; Chiodini et al., 1984a; Corpa et al., 1998; González 

et al., 2005). 

 

Cabe señalar que en ocaciones la magnitud de los signos clínicos no se 

corresponde con las lesiones encontradas al hacer la necropsia, sobre todo cuando se 

trata de pequeños rumiantes. Así, se pueden encontrar lesiones macroscópicas mínimas 

en animales que sin embargo presentaban signos clínicos graves o viceversa (Clarke y 

Little, 1996; Clarke, 1997; Brady et al., 2008; Radostits et al., 2007). Por otro lado, en 

animales que se encuentran en la fase subclínica de la infección, no se suelen apreciar 

cambios evidentes en el intestino o nódulos linfáticos asociados; sin embargo, algunos 

individuos pueden mostrar un leve engrosamiento de la pared intestinal o tumefacción 

de los nódulos linfáticos mesentéricos, muy difícil de detectar en la necropsia si se 

carece de experiencia previa (Pérez et al., 2000). 

 

 

II.4.2.2. Lesiones microscópicas 

 

Desde el punto de vista microscópico, la infección por Map se caracteriza por 

provocar una enteritis granulomatosa en la que se observa un engrosamiento de la 

mucosa intestinal, debido al desarrollo de un infiltrado inflamatorio formado por 

macrófagos y células epitelioides, junto con células gigantes y linfocitos, en la lámina 

propia (Pérez et al., 2000; Brown et al., 2007). 
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Tal y como se señala posteriormente, en los animales infectados por Map se ha 

encontrado una amplia variabilidad lesional, con diferencias en cuanto a gravedad y 

características lesionales, asociadas en ocasiones al estado clínico del animal. En los 

animales infectados subclínicamente las lesiones son de tipo focal, formadas por 

pequeños granulomas bien delimitados en el espacio interfolicular del tejido linfoide de 

las placas de Peyer o en la lámina propia, sin alterar gravemente su morfología (Payne y 

Rankin, 1961a y b; Nisbet et al., 1962; Gilmour et al., 1965a; Kluge et al., 1968; Larsen 

et al., 1975a; Reddy et al., 1984, Van Kruiningen et al., 1986; Cardigan y Seaman, 

1990; Juste et al., 1994 Pérez et al., 1996; Sigurdardóttir et al, 1999; García Marín et 

al., 2000; Valheim et al., 2002b; Kurade et al., 2004; Verna et al., 2007; Reyes 2007; 

Delgado et al., 2013; Fernández et al., 2014a) pero a medida que progresa la infección, 

el infiltrado inflamatorio se va haciendo más extenso y progresa hacia amplias áreas de 

la mucosa (Stamp y Watt, 1954; Buergelt et al., 1978; Pérez et al., 1996; García-Marín 

et al., 2000; Valheim et al., 2002b), de forma en los casos avanzados de la enfermedad 

se observa un engrosamiento marcado de la mucosa intestinal, debido a la existencia de 

un infiltrado de células epitelioides, caracterizadas por poseer un amplio citoplasma y 

núcleo esférico y claro, que se extiende por toda la lámina propia y provoca el 

acortamiento y unión de las vellosidades así como la dilatación y oclusión de criptas de 

la mucosa intestinal con presencia de abundante material necrótico y células 

inflamatorias en su interior (Stamp y Watt, 1954; Rayja y Singh, 1961; Buergelt et al., 

1978; Badiola et al., 1979; Reddy et al., 1984; Huchzermeyer y Bastianello, 1992; 

Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a). Entre estas células pueden aparecer linfocitos, 

en número variable, según el tipo lesional (Pérez et al., 1996; González et al., 2005), 

células gigantes tipo Langhans, células plasmáticas y eosinófilos (Buergelt et al., 1978; 

Badiola et al., 1979; Juste et al., 1983; Chiodini et al., 1984; Pérez et al., 2000; 

González et al., 2005; Brown et al., 2007). En algunos casos, los infiltrados se 

encontrarían también en submucosa, túnicas musculares y serosa (Corpa et al., 1998; 

Pérez et al., 2000; Brown et al., 2007). En ovinos, además, los nervios ileales de la 

submucosa se pueden encontrar rodeados de agregados inflamatorios mononucleares 

(Gwozdz et al., 2001). La presencia de células gigantes es un hallazgo frecuente en la 

especie bovina. Se trata de células de tipo Langhans con un número variable de núcleos, 

en las que pueden aparecer BAAR en cantidad variable (Buergelt et al., 1978; Chiodini 

et al., 1984; Pérez et al., 2000; González et al., 2005; Brown et al., 2007). En el caso de 
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los ovinos esta alteración no es tan frecuente y se asocia sobre todo a lesiones de tipo 

paucibacilar (Clark y Little, 1996; Pérez et al., 1996). Los bacilos son fácilmente 

detectables en lesiones multibacilares, en el citoplasma de macrófagos y células 

gigantes mediante la tinción de Ziehl-Neelsen (ZN) o bien, más específicamente, 

mediante técnicas inmunohistoquímicas (Clarke, 1997; Pérez et al., 2000; González et 

al., 2005; Brown et al., 2007; Kheirandish et al., 2008). No obstante, en algunos 

animales que presentan clínica y lesiones macroscópicas, las alteraciones observadas al 

microscopio son diferentes a las descritas recientemente y se caracterizan por una 

enteritis difusa con escasas células epitelioides o gigantes y con la lámina propia 

infiltrada predominantemente por linfocitos, junto con células plasmáticas. Además, en 

estos casos, la presencia de BAAR en el citoplasma de células epitelioides y gigantes es 

poco frecuente, lo que dificulta el diagnóstico de esta enfermedad (Chiodini et al., 

1984a; Carrigan y Seaman, 1990; Pérez et al., 1996; Brown et al., 2007). 

 

En cualquier caso, estas alteraciones aparecen en intestino delgado, 

especialmente en la unión de este con el ciego, en el íleon y en el yeyuno (Buergelt et 

al., 1978; Carrigan y Seaman, 1990; Corpa et al., 1998; Pérez et al., 2000; Brady et al., 

2008) pudiendo extenderse en ocasiones a diferentes tramos de intestino grueso, sobre 

todo ciego y colon, siendo menos frecuente la afectación histológica de duodeno y recto 

(Buergelt et al., 1978; Carrigan y Seaman, 1990; García Marín et al., 1994). 

 

La linfangiectasia observada macroscópicamente, en el estudio histológico se 

acompaña de una linfangitis. El infiltrado que rodea los vasos linfáticos está formado 

por linfocitos, células plasmáticas y, en menor medida por células epitelioides (Pérez et 

al., 1996; Corpa et al., 2000a; Brown et al., 2007). En casos avanzados, este infiltrado 

puede hacer prominencia sobre la pared del vaso pudiendo llegar a romperla (Badiola et 

al., 1979; Cuervo y González, 1987) y se pueden formar granulomas en la pared, que 

penetran hacia la luz y acaban ocluyéndola, desarrollándose entonces endolinfangitis 

trombóticas, donde se pueden detectar algunos BAAR (Seaman et al., 1981; Carrigan y 

Seaman, 1990; García-Marín et al., 1994; González,1998; Pérez et al., 2000; Brown et 

al., 2007). 

En pequeños rumiantes sobre todo en las cabras, no es raro encontrar necrosis 

caseosa y calcificación en la mucosa, submucosa y serosa del intestino, así como en 

vasos y nódulos linfáticos (Levi, 1948; Stamp y Watt, 1954; Nakamatsu et al., 1968; 
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Tontis y Köning, 1978; Fodstad y Gunnarson, 1979; Corpa et al. 2000). En estudios 

experimentales en la especie ovina, utilizando diferentes cepas de Map, se ha sugerido 

que el tipo de cepa influiría en la aparición de zonas de necrosis caseosa; en concreto 

esta lesión se observaría en corderos infectados con cepas de origen bovino (Verna et 

al., 2007; Fernández et al., 2014a). La presencia de esta alteración en el ganado bovino 

es muy infrecuente (Buergelt et al., 1978; Chiodini et al., 1984a; Clarke, 1997; Corpa et 

al., 2000a; Valheim et al., 2002b; Brown et al., 2007). En especies silvestres como 

ciervos, también en no pocas ocaciones se encuentran focos de mineralización y 

necrosis en los granulomas de los nódulos linfáticos mesentéricos (Clarke, 1997; Clark 

et al., 2010). En algunos casos, su detección puede ocasionar cierta confusión al tratarse 

de una alteración similar a una lesión tuberculosa o a la causada por otras subespecies 

de M. avium (Brown et al., 2007). 

 

Los nódulos linfáticos mesentéricos presentan una linfadenitis granulomatosa 

caracterizada por la presencia de agrupaciones de macrófagos e incluso células gigantes, 

tanto en la cortical, en senos subcapsulares y peritrabeculares, como en la medular 

(Stamp y Watt, 1954; Buergelt et al., 1978; Badiola et al., 1979; Chiodini et al., 1984; 

Cuervo y González, 1987; Pérez et al., 1996). En infecciones avanzadas, estas células 

macrofágicas se van acumulando y forman agregados extendiéndose de forma difusa 

por toda la cortical e infiltrando la medular de tal manera que se altera la estructura 

normal del nódulo (Rajya y Singh, 1961; Buergelt et al., 1978; Chiodini et al., 1984a; 

VanKruiningen et al., 1986; González et al., 2005; Brown et al., 2007). 

 

 

II.4.2.3. Lesiones extraintestinales 

 

Además de la degeneración, fibrosis y calcificación de la capa íntima y media de 

las arterias aorta torácica y mesentérica y endocardio descritas en bovino (Simpson, 

1966; Majeed y Goudswaard, 1971; Buergelt et al., 1978; Paliwal y Rajya, 1982; 

Chiodini et al., 1984a; Van Kruiningen, 1995; Chiodini et al., 1984a; Blood et al., 1989; 

Corpa et al., 1998; González et al., 2005; Brown et al., 2007), en todas las especies de 

rumiantes se ha descrito la presencia de de granulomas distribuidos de forma multifocal 

en hígado, sólo visibles microscópicamente, en el caso de animales con graves lesiones 

intestinales (Mathews, 1930; Nakamatsu et al., 1968; Buergelt et al., 1978; Tontis y 
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Köning, 1978; Chiodini et al., 1984a; Carrigan y Seaman, 1990; Pérez et al., 1996; 

Coetsier et al., 1998; Corpa et al., 1998; Brumbaugh et al., 2000; González et al., 2005 

Brown et al., 2007). Dichos granulomas se localizan en el intersticio hepático y en 

ocasiones pueden detectarse BAAR en ellos (Harding, 1957; Buergelt et al., 1978; 

Cardigan y Seaman, 1990). Igualmente, se han descrito granulomas focales en riñones, 

pulmones y nódulos linfáticos regionales, siempre en casos clínicos avanzados de la 

enfermedad (Harding, 1957; Hines et al., 1987; Clarke y Little, 1996), en los que 

también se ha encontrado, de forma ocasional, edema y fibrosis de los glomérulos 

renales y engrosamiento de la cápsula glomerular así como el depósito de sustancia 

amiloide en esta localización principalmente, pero también en capilares de glándula 

mamaria, nódulos linfáticos y glándulas adrenales. (Nakamatsu et al., 1968; Paliwal y 

Rajya, 1982) De forma menos frecuente, se han descrito lesiones granulomatosas en 

bazo, timo y nódulos linfáticos hepáticos (Nakamatsu et al., 1968).  

 

 

II.4.2.4. Clasificaciones lesionales 

 

La gran variabilidad lesional observada en los animales infectados por Map  ha 

motivado la realización de varias clasificaciones atendiendo a diversos criterios, en las 

diferentes especies de rumiantes. Además, se han relacionado los diferentes tipos 

lesionales descritos con las fases de la enfermedad, la patogenia de la infección o la 

respuesta inmune del animal, y se ha estudiado su relación con diferentes pruebas de 

dignóstico (Bendixen, 1978; Buergelt et al., 1978; Chiodini et al., 1984a; Young et al., 

1990; Chiodini, 1996; Pérez et al., 1996, 1997, 1999; Stabel, 1996; Bassey y Collins, 

1997; Clarke, 1997; Burrells et al., 1998; Coetsier et al., 1998; Corpa, 1999; 

Brumbaugh et al., 2000 García-Marín et al., 2000; Stabel, 2000a; Coussens, 2001; 

Storset et al., 2001; Koets et al., 2002; González, 2003, Kurade et al., 2004; González et 

al., 2005; Kurade y Tripathi, 2008; Begg et al., 2009). 

 

Muchas de las clasificaciones realizadas han relacionado las lesiones asociadas a 

la paratuberculosis con el denominado “espectro inmunopatológico de las 

micobacteriosis”, propuesto para la lepra humana (Ridley y Jopling, 1962, 1966; Ridley, 

1983) y posteriormente extendido a otras micobacteriosis (Chiodini et al., 1984a; 

Paliwal et al., 1985; Young et al., 1990) y descrito en el correspondiente apartado. Este 
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espectro, relaciona las lesiones microscópicas y la clínica observadas en la lepra con la 

respuesta inmune del hospedador, de forma que se definen cinco grupos según estos 

criterios: tuberculoide, borderline-tuberculoide, borderline, borderline-lepromatoso y 

lepromatoso. Las formas tuberculoides estarían asociadas a una elevada respuesta 

inmune celular, con lesiones caracterizadas por la presencia de pequeños granulomas 

formados por células epiteliodes rodeados de linfocitos y con escasa o nula presencia de 

micobacterias; las formas lepromatosas estarían asociadas a una elevada respuesta 

inmune humoral con lesiones caracterizadas por la presencia de gran cantidad de 

macrófagos ocupados por gran cantidad de micobacterias. Entre estos dos tipo se 

encontrarían los tipos borderline o formas intermedias que se suelen relacionar con 

cuadros clínicos graves. 

 

 

II.4.2.4.1. Clasificación lesional en la especie bovina 
 

Existen, en la especie bovina, ciertos aspectos particulares en las características 

histopatológicas de esta infección. Así, por ejemplo, y relacionado con la clínica de 

diarrea persistente en esta especie, se ha observado la presencia de leucocitos globulares 

rodeando los plexos nerviosos mesentéricos en el caso de bovinos con lesiones graves. 

En estos estadios avanzados de la enfermedad el íleon ha sido señalado como el tramo 

de intestino más gravemente afectado (Buergelt et al., 1978; Clarke, 1997; González et 

al., 2005). Sin embargo, a diferencia de los pequeños rumiantes, tal y como se describe 

más adelante, las lesiones focales se suelen encontrar más frecuentemente en los 

nódulos linfáticos mesentéricos (Payne y Rankin, 1961b; Larsen et al., 1975a; González 

et al., 2005). En concreto González et al. (2005) encontraron que en los aquellos 

animales que se encontraban en los periodos iniciales de la enfermedad las lesiones eran 

más frecuentemente halladas en los nódulos linfáticos ileales (aunque en los casos 

graves todos los nódulos mesentéricos estarían seriamente alterados). 

 

Los estudios histopatológicos llevados a cabo para clasificar las lesiones en esta 

especie son más escasos que en los pequeños rumiantes domésticos. No obstante ya en 

1978, Buergelt et al publicaron la primera clasificación relevante de paratuberculosis 

bovina. En ella, tras el estudio del intestino y nódulos linfáticos mesentéricos, 
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clasificaron en tres grupos las lesiones que observaron en 51 animales de desecho de 

dos rebaños con paratuberculosis.  

Clase 1 o lesiones leves, cuando estas aparecían en forma de células gigantes 

aisladas, o escasas células epitelioides, en la lámina propia intestinal o en la zona 

paracortical de los nódulos linfáticos mesentéricos, con escasos BAAR.  

Clase 2 o lesiones moderadas, que son descritas como pequeños grupos de 

macrófagos y/o células gigantes, en la lámina propia y submucosa intestinales así como 

en senos subcorticales y paracorticales de los nódulos linfáticos mesentéricos donde, 

cuando predominaban los macrófagos en la lesión, se observaban desde ninguno hasta 

un número moderado de BAAR. 

Finalmente, las lesiones de clase 3 o lesiones avanzadas en las que se observa un 

infiltrado formado por numerosos macrófagos y células gigantes que infiltran desde la 

mucosa hasta la serosa del intestino delgado, afectando incluso a los plexos nerviosos 

mientéricos y provocando la pérdida de la estructura histológica normal del intestino ya 

que dicho infiltrado provoca un acortamiento y engrosamiento de las vellosidades, 

dilatación de criptas con presencia de material purulento en su interior, así como una 

dilatación y rotura de capilares linfáticos de las vellosidades. Lesiones de igual 

intensidad se observan en los nódulos linfáticos mesentéricos. En este caso, la presencia 

de BAAR resistentes es más notable. 

 

En 2005 se publica la última clasificación histopatológica realizada en esta 

especie, que se lleva a cabo valorando de forma exhaustiva de los diferentes tramos 

intestinales así como de los nódulos linfáticos asociados de 116 animales con infección 

natural de paratuberculosis, tanto clínica como subclínica (González et al., 2005). Para 

llevar a cabo esta clasificación se siguieron los criterios utilizados previamente por 

García Marín et al. (1992c) y por Pérez et al. (1996) para ganado ovino, como son, 

presencia de lesiones granulomatosas características de paratuberculosis; localización, 

intensidad y extensión de estas en las diferentes estructuras de la pared intestinal y 

nódulos linfáticos asociados; tipos celulares predominantes en el infiltrado inflamatorio 

así como la cantidad de BAAR. Así se establecen 3 tipos de lesiones: focales, 

multifocales y difusas y dentro de estas últimas, a su vez, los subtipos multibacilar, 

linfocítico e intermedio. 
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Lesiones focales: Se caracterizan por la presencia de granulomas pequeños y 

bien delimitados formados por 5-30 macrófagos con citoplasma abundante, pálido y 

espumoso y con núcleo de cromatina poco densa, así como con alguna célula gigante, 

tanto formando parte del granuloma como en localizaciones aisladas. Estas lesiones se 

ubican exclusivamente en el tejido linfoide, principalmente en nódulos linfáticos (ileal y 

yeyunal caudal). En algunos casos, se podía encontrar algún linfocito entre los 

macrófagos del granuloma. No se detectó necrosis. La presencia de BAAR era nula o 

escasa y se evidenciaba mejor por técnicas inmunohistoquímicas frente a la 

micobacteria que con la técnica de ZN.  

Lesiones multifocales: Además de las alteraciones observadas en tejido linfoide, 

semejantes a las descritas en el tipo anterior, en este tipo se observan pequeños 

granulomas en la lámina propia de la mucosa intestinal, formados por un pequeño 

número de macrófagos bien delimitados y rodeados por escasos linfocitos y células 

plasmáticas. En ocasiones, también se observan células gigantes tanto aisladas en la 

lámina propia como formando parte de los granulomas que cuando aparecen lo hacen en 

mayor número que en las lesiones focales. Estas alteraciones se observan en el ápice de 

la vellosidad y aunque provocan un cierto engrosamiento de la mucosa intestinal, no 

modifican significativamente su arquitectura. La imagen típica es encontrar una 

vellosidad normal adyacente a otras alteradas. La presencia de micobacterias es 

moderada. En los nódulos linfáticos los granulomas eran similares a los descritos para 

las lesiones focales, pero aparecían en mayor número. Las lesiones multifocales, al igual 

que las formas focales, se observan en animales con infección subclínica. 

 Lesiones difusas: Se caracterizan por una enteritis granulomatosa grave cuyo 

infiltrado inflamatorio se localizaba en las diferentes capas del intestino provocando un 

acentuado engrosamiento de la pared. 

Los animales con este tipo de lesión fueron divididos en tres subtipos diferentes 

en función del tipo celular predominante en el infiltrado inflamatorio y de la cantidad de 

BAAR que aparecían en las lesiones.  

- Difusa multibacilar: Las células predominantes son los macrófagos y células 

epitelioides, junto con escasos linfocitos y células gigantes, que infiltran la 

pared intestinal de forma difusa. En la lámina propia el infiltrado adopta el 

aspecto de un mosaico y causa un engrosamiento severo de la pared intestinal. 

Las vellosidades aparecen frecuentemente fusionadas debido al infiltrado, y en 

general la parte más basal de la lámina propia aparece menos afectada. Las 
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glándulas intestinales se encuentran dilatadas, con presencia de material 

necrótico en su interior. En el citoplasma de los macrófagos y células 

epiteliodes se observan numerosos BAAR, detectados tanto mediante la técnica 

de ZN como mediante la inmunotinción frente a Map. Es frecuente que los 

vasos quilíferos de las vellosidades estén dilatados y con presencia de 

macrófagos con BAAR en su interior. La submucosa también se encuentra 

gravemente afectada en la mayoría de los animales debido a la presencia de un 

infiltrado semejante al descrito, siendo frecuente también la existencia de 

edema en esta capa, y en ocasiones vasculitis granulomatosas, con formación 

de trombos. En este tipo de lesión, el tejido linfoide se encuentra afectado en 

todos los casos con granulomas en zonas interfoliculares o, más 

frecuentemente, con un intenso infiltrado que invade los folículos linfoides. En 

la capa muscular se observan infiltrados inflamatorios mononucleares, y en la 

serosa infiltrados multifocales granulomatosos, generalmente asociados a los 

vasos linfáticos dando lugar a linfangitis de diversa intensidad, con formación 

de trombos. Estas lesiones aparecen desde el yeyuno proximal hasta la válvula 

ileocecal, con ocasional afectación del ciego. No se observaba necrosis en 

ningún caso. En cuanto a los nódulos linfáticos, especialmente el yeyunal e 

ileal, presentan una linfadenitis granulomatosa difusa, con macrófagos y 

células gigantes, en número moderado o elevado, en las zonas cortical y 

paracortical, ocasionando una grave alteración de la arquitectura normal de este 

órgano y afectando también a los vasos linfáticos aferentes. En este tipo de 

lesión tanto los macrófagos como las células gigantes del intestino y nódulos 

linfáticos contenían un gran número de BAAR, siendo también siempre 

positivoss a la técnica inmunohistoquímica frente a Map pero con intensidad 

variable.  

- Difusa linfocítica: En este caso, la célula inflamatoria predominante es el 

linfocito que infiltra la lámina propia intestinal. Entre los linfocitos aparecen 

algunos macrófagos y células gigantes, inmunoteñidos intensamente frente a 

lisozima. En ocasiones, se pueden observar granulomas bien definidos. En 

todos los casos se altera la arquitectura normal de la mucosa intestinal, de 

forma que se observa el acortamiento y engrosamiento de las vellosidades 

intestinales, debido a que aparecen intensos infitrados inflamaotrios. La 

submucosa se encuentra menos alterada que en el caso del tipo difuso 
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multibacilar, presentando pequeños granulomas o células gigantes individuales, 

siempre rodeados por linfocitos. En el tejido linfoide, las lesiones 

granulomatosas se encuentran en las zonas interfoliculares de las placas de 

Peyer. La serosa presenta moderada infiltración granulomatosa. Al igual que 

ocurría en el caso del tipo difuso multibacilar, las alteraciones aparecen en 

intestino delgado sin afectar a duodeno, ciego, colon o recto. En los nódulos 

linfáticos aparece una linfadenitis granulomatosa difusa, principalmente en el 

ileal y yeyunal, con numerosas células gigantes, localizadas mayoritariamente 

en la zona cortical. Los BAAR aparecen en bajo número, observándose sólo en 

una minoría de los granulomas o células gigantes. 

- Difusa intermedia: El infiltrado inflamatorio, que ocasiona el engrosamiento de 

las vellosidades y la separación de las glándulas inestinales, está formado por 

linfocitos y macrófagos, junto con algunas células gigantes, sin que exista un 

predominio claro de uno u otro tipo celular. La célula predominante varía entre 

animales e incluso en diferentes tramos del mismo animal. La submucosa 

siempre presenta una severa afectación con edema e infiltrado monocuclear 

rodeando a los granulomas, y normalmente alrededor de los vasos que 

presentan trombos. En el caso de animales en los que predomina el infiltrado 

de linfocitos en lámina propia, es frecuente encontrar un infiltrado de células 

mononucleares rodeando a las células nerviosas ganglionares del plexo 

submucoso. El tejido linfoide también presenta granulomas. Las lesiones se 

observan principalmente en yeyuno e íleon, aunque en algún animal el ciego 

también se encontraba afectado. Las lesiones en nódulos linfáticos son 

similares a las descritas en los otros tipos difusos. En todos los casos fue 

detectada la presencia de micobacterias que siempre estaba relacionada con el 

número de macrófagos. 

 

González et al. (2005) relacionan las lesiones encontradas en la especie bovina 

con las previamente descritas en la ovina (Pérez et al., 1996), de manera que las 

lesiones focales se corresponderían con las denominadas como “tipo 1” en ovejas, las 

multifocales con las de “tipo 2 y 3a”, las difusas multibacilares y linfocíticas con las de 

“tipo 3b y 3c” respectivamente. Así mismo, las formas focales y multifocales se 

corresponderían con las que Buergelt et al., (1978) denominan “leves” y “moderadas”, 

también en la especie bovina, y las lesiones de “tipo difuso” con las lesiones 
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“avanzadas” descritas por estos últimos autores. Las lesiones difusas linfocíticas no 

habían sido descritas previamente en esta especie. 

 

En cuanto al espectro inmunopatológico de las micobacteriosis, González et al., 

(2005) señalan que las lesiones focales se situarían en extremo tuberculoide, las difusas 

multibacilares podrían representar las formas borderline lepromatosas y las difusas 

linfocíticas serían formas borderline tuberculoides; las difusas intermedias se 

encontrarían entre ambos tipos y las lesiones multifocales estaría relacionadas con 

formas iniciales de cualquier lesión difusa o de tipo borderline. 

 

 

II. 4.2.4.2. Clasificación lesional en la especie ovina 

 

La especie ovina es donde más clasificaciones de lesiones de paratuberculosis se 

han llevado a cabo; de hecho, la primera clasificación fue realizada en esta especie por 

Stamp y Watt (1954), basada en el estudio de 51 animales clínicamente afectados de 

paratuberculosis, en la que catalogan las lesiones en cuatro grupos: 

Lesiones del grupo 1: en el que observan un engrosamiento notable de la mucosa 

intestinal del íleon y yeyuno distal, producido por cepas pigmentadas que dan lugar a 

una coloración amarillenta del intestino, y cuyas lesiones histológicas se caracterizan 

por la presencia en la mucosa, e incluso submucosa, de gran cantidad de células 

epitelioides cargadas de BAAR. Igualmente, los nódulos linfáticos mesentéricos 

presentan los senos subcapsulares y medulares repletos de células epitelioides.  

Lesiones del grupo 2: el engrosamiento producido en la mucosa intestinal es 

menos pronunciado y sin pigmentación amarillenta. Histológicamente se observan 

infiltrados de células epitelioides que en algunos tramos son tan graves que provocan la 

atrofia de las criptas de Lieberkühn, llegando en otros tramos a presentar una imagen 

histológica normal. Las acumulaciones de células epitelioides están rodeadas de 

linfocitos. La serosa se encuentra infiltrada por células epitelioides, con necrosis, y 

fibrosis. Los vasos linfáticos presentan lesiones caracterizadas por el infiltrado de 

células epitelioides, con necrosis casesosa y fibrosis. En los nódulos linfáticos se 

observan células epitelioides y alguna célula gigante en los senos subcapsulares. La 

presencia de micobacterias era menor que en el grupo 1, no detectándose incluso en 

algunos focos de células epitelioides. 
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Lesiones del grupo 3: no presentan cambios macroscópicos en el intestino, 

aunque si se observa algún foco blanquecino en el parénquima de los nódulos linfáticos. 

Histológicamente, aparecen grupos de células epitelioides de tamaño variable y células 

gigantes, en la mucosa y submucosa intestinal, con pocos BAAR. El número de células 

gigantes es elevado. Tanto en la submucosa como en los nódulos linfáticos la lesión es 

de carácter similar, con presencia de focos de necrosis en ambas localizaciones. En este 

tipo de lesión el número de BAAR era nulo o muy bajo.  

Lesiones del grupo 4: macroscópicamente se apreciaban linfangiectasias en los 

vasos linfáticos intestinales y la mucosa intestinal aparece engrosada y con focos de 

necrosis que también se observan en los nódulos linfáticos mesentéricos. 

Histológicamente se trata de lesiones tuberculoides circunscritas, multifocales, 

formadas por células epitelioides y células gigantes con áreas centrales de necrosis y 

calcificación, tanto en la mucosa intestinal como en los vasos linfáticos de la serosa o en 

los nódulos linfáticos. No se observó la presencia de micobacterias en ningún animal 

con este tipo de lesión. 

 

Posteriormente, Rajya y Singh (1961), trabajando con 19 ovinos positivos a la 

tuberculina, clasificaron los animales en tres grupos basándose en los signos clínicos y 

la condición corporal: 

El grupo I, formado por animales extremadamente débiles y emaciados, 

presentaba, macroscópicamente, desde congestión de placas de Peyer hasta 

engrosamiento notable de la mucosa intestinal, con nódulos linfáticos aumentados de 

tamaño. Histológicamente se observaba una inflamación granulomatosa que afectaba a 

todas las capas intestinales, excepto a la muscular. El infiltrado inflamatorio estaba 

formado principalmente por macrófagos, células epitelioides y células gigantes con 

abundantes bacilos y variaba, desde agregados focales rodeados por linfocitos, hasta un 

infiltrado difuso. En los nódulos linfáticos se observaba una infiltración de los senos 

subcapsulares, corticales y medulares por macrófagos cargados de BAAR, células 

epitelioides y células gigantes. En algún caso aparecían focos de necrosis en los nódulos 

linfáticos.  

El grupo II, de animales débiles pero no emaciados, en la necropsia no 

presentaban un engrosamiento claro de la pared intestinal. Histológicamente mostraban 

un infiltrado inflamatorio localizado principalmente en la mucosa ileal y formado 

principalmente por células plasmáticas así como por macrófagos, linfocitos y 
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eosinófilos, con agregados focales de células epitelioides en las vellosidades y células 

gigantes en algunas secciones. El numero de BAAR, excepto en un animal del grupo, 

era escaso. Los nódulos linfáticos presentaban infiltrados de macrófagos y células 

plasmáticas en la cápsula y corteza, así como una acumulación moderada de macrófagos 

en los centros germinales.  

El grupo III estaba constituido por animales aparentemente sanos, sin 

alteraciones significativas asociadas a paratuberculosis en la necropsia. 

Histológicamente, presentaban un infiltrado en la mucosa ileal formado por linfocitos 

con alguna célula plasmática, eosinófilos y agregados focales de macrófagos, sin 

BAAR. En los nódulos linfáticos la lesión consistía en una infiltración de macrófagos 

en los centros germinales. 

 

Posteriormente se llevó a cabo otra clasificación lesional en esta especie por 

Reddy et al. (1984) en la que se clasifica a las lesiones en leves, moderadas o graves 

teniendo en cuenta su extensión. Las lesiones graves se caracterizaban por la presencia 

de un infiltrado difuso, formado por células epitelioides con algún linfocito y células 

plasmáticas. 

 

Carrigan y Seaman (1990), en un estudio llevado a cabo con 60 animales con 

clínica de paratuberculosis, distinguen las lesiones en dos tipos en base al grado de 

atrofia de las vellosidades, el tipo de infiltrado celular y la presencia de bacilos. Así uno 

de los tipos lo conformarían aquellas lesiones caracterizadas por un predominio de 

células epitelioides infiltrando la mucosa y submucosa, con abundantes BAAR en su 

citoplasma, y el otro, las alteraciones histopatológicas en las que se apreciaba un 

infiltrado de linfocitos, junto con la presencia de una cantidad moderada de células 

epitelioides y escasos BAAR. 

 

Posteriormente se llevó a cabo otra clasificación en las especie ovina y caprina 

por García Marín et al. (1992c) con la diferencia que en esta ocasión no se basaba en 

animales que presentaran signos clínicos o positivos a pruebas diagnósticas de 

paratuberculosis como en los trabajos citados anteriormente, sino que en este caso, 

estudiaron animales desechados por diversos motivos, de rebaños en los que existía la 

enfermedad. Las lesiones fueron divididas en tres tipos:  
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El tipo I correspondía a las lesiones focales, subclínicas, caracterizadas por la 

presencia de pequeños granulomas, formados por macrófagos y linfocitos, en el espacio 

interfolicular de la placa de Peyer ileocecal; sin la presencia de BAAR en el citoplasma 

de estas células. 

Lesiones de tipo II, constituídas por el mismo tipo de granulomas que además se 

extendían a la lámina propia de la mucosa adyacente a la placa de Peyer. 

Al tipo III pertenecían lesiones de carácter difuso y grave por toda la mucosa, 

con la presencia de abunatantes BAAR. 

 

Autores del mismo grupo (Pérez et al., 1996), completan la clasificación 

anterior, realizando un trabajo más exhaustivo en la especie ovina. Para ello estudiaron 

166 animales con o sin clínica asociada a paratuberculosis, procedentes de rebaños con 

esta enfermedad. Para llevar a cabo esta clasificación se tuvieron en cuenta los criterios 

ya señalados en la clasificación realizada por González et al. (2005) en la especie 

bovina. Las lesiones se catalogaron en tres tipos principales, y el tercero de ellos se 

dividió en tres subtipos. 

Lesiones de tipo 1: Se trata de lesiones que no se aprecian macroscópicamente y 

subclínicas. Histológicamente, se observan granulomas, positivos a la tinción 

inmunohistoquímica frente a lisozina, formados por macrófagos entre los que aparece 

algún linfocito. Se localizan exclusivamente en el tejido linfoide, en las placas de Peyer 

intestinales y ocasionalmente en los nódulos linfáticos regionales, más frecuentemente 

en el mesentérico caudal que en los ileocecales. En este tipo de lesión no se observan 

BAAR. 

Lesiones de tipo 2: Se trata de lesiones de mayor gravedad que las de tipo 1 en 

las placas de Peyer, pero que tampoco producen alteraciones macroscópicas. Los 

granulomas se disponen en hilera desde la parte más basal de la zona interfolicular hasta 

penetrar en la lámina propia adyacente. Son granulomas bien delimitados, de forma 

redondeada que nunca se encuentran en número suficiente para provocar una enteritis 

difusa. Se observan tanto en la zona basal de la lámina propia como en las vellosidades, 

pero siempre en zonas adyacentes al tejido linfoide, donde se encuentran también 

granulomas. En los nódulos linfáticos los granulomas eran similares a los descritos en 

las lesiones de tipo 1, pero aparecen de forma menos frecuente que en las placas de 

Peyer y siempre de menos tamaño que estos. No se observan BAAR en los nódulos 
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linfáticos, y sólo en escasas ocasiones en la mucosa. En algunos casos Map fueron 

detectadas mediante cultivo. 

Lesiones de tipo 3: Se dividen a su vez en tres subtipos lesionales que tienen 

como característica común la presentación de lesiones tanto en las placas de Peyer como 

en la mucosa, asociada o no a la placa de Peyer, así como el aislamiento de Map 

mediante cultivo en todos los casos. Estos tres subtipos son: 

- Tipo 3a: Algunos animales con este tipo de lesión presentan lesiones 

macroscópicas, consistentes en un leve engrosamiento de los vasos linfáticos 

de la serosa de algunos tramos de íleon. Histológicamente, se observan 

granulomas en la mucosa intestinal relacionada o no con la placa de Peyer del 

íleon y a veces de yeyuno. Se trata de granulomas bien delimitados, 

distribuidos de forma multifocal, en la lámina propia, tanto en la parte basal 

como en las vellosidades y entre las criptas de Liberkünhn, y aunque son de 

mayor tamaño y se presentan en mayor número de vellosidades que en el tipo 

2, no alteran excesivamente la estructura normal de las vellosidades. En la 

submucosa y serosa pueden aparecer infiltrados focales de linfocitos y 

macrófagos alrededor de los vasos linfáticos y sanguíneos. Igualmente, en el 

nódulo linfático yeyunal caudal, y con menor frecuencia en los ileocecales, 

aparecen lesiones granulomatosas similares a las descritas. En este tipo de 

lesión aparecen BAAR en las lesiones de la mucosa, y en menor número en las 

relacionadas con tejido linfoide. 

- Tipo 3b: Este tipo de lesión lo presentan animales emaciados que en algunos 

casos, muestran edema en la región intermandibular y en otros casos, diarrea. 

Se observa el engrosamiento de la pared intesinal, con presencia de pliegues en 

algunas áreas de íleon y de yeyuno, y linfangiectasias en la serosa. Los nódulos 

linfáticos mesentéricos e ileocecales aparecen aumentados de tamaño y con la 

superfice de corte edematosa. Microscópicamente se caracteriza por ser una 

enteritis granulomatosa difusa en yeyuno, íleon y válvula ileocecal, formada 

por grupos de células epitelioides que dan la apariencia de mosaico a la mucosa 

intestinal. En las placas de Peyer se encuentran lesiones granulomatosas tanto 

en las áreas interfoliculares como en los folículos y cúpulas, provocando un 

marcado cambio en su estructura normal. En la mucosa, tanto la relacionada 

como la que no lo está con las placas de Peyer, se observa un infiltrado difuso 

de macrófagos, entre los que se ven algunos linfocitos y células gigantes de 
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pequeño tamaño, que altera la morfología de las vellosidades, que se 

encuentran notablemente engrosadas. En la submucosa, son frecuentes los 

infiltrados de linfocitos y células plasmáticas que pueden llegar hasta la capa 

muscular. Los vasos linfáticos están dilatados y presentan una linfangitis 

granulomatosa trombótica, que también se observa en la serosa, junto con 

agregados de linfocitos y células plasmáticas alrededor de los vasos 

sanguíneos. En los nódulos linfáticos mesentéricos e ileocecales aparece una 

linfadenitis granulomatosa, de multifocal a difusa, con pérdida de su estructura 

normal. Aparecen abundantes BAAR, demostrados tanto por métodos 

inmunohistoquímicos como por ZN, en menor número en los granulomas del 

tejido linfoide que en la mucosa.  

- Tipo 3c: Los animales con este tipo de lesión presentan alteraciones 

macroscópicas similares a las de tipo 3b. Histológicamente, presentan una 

enteritis granulomatosa difusa, pero en este caso las células predominantes en 

la lesión de la mucosa intestinal son los linfocitos, entre los que se observan 

macrófagos formando pequeños granulomas bien delimitados siendo, en 

algunos animales, notable la presencia de células gigantes de Laghans con un 

gran número de núcleos. En las placas de Peyer se observaron lesiones 

similares a las descritas en el tipo 3b, pero con un mayor número de 

macrófagos picnóticos y con células gigantes en el interior del granuloma. La 

submucosa presenta edema frecuentemente, junto a un variable número de 

linfocitos y células plasmáticas dispuestas en grupos. En la serosa, la lesión es 

similar a la descrita en el tipo 3b. En los nódulos linfáticos se aprecian 

granulomas con distribución multifocal, principalmente en la región 

paracortical y en las áreas interfoliculares, con gran cantidad de células 

gigantes con un número elevado de núcleos. En los granulomas se obsevan 

pequeños focos necróticos con o sin calcificación. En la serosa de los nódulos 

linfáticos se apreciaban macrófagos picnóticos e infiltrados perivasculares. La 

cantidad de micobacterias era escasa o nula. 

 

En trabajos posteriores del mismo grupo, se denominaron a las lesiones de tipo 1 

como focales, a las de tipo 2 y 3a como multifocales, las 3b como difusas multibacilares 

y las 3c como difusas paubacilares (García Marín et al., 1999a) para hacer una 

comparación con la clasificación propuesta por Clarke y Little (1996), que diferenciaba 
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las lesiones de animales clínicamente enfermos en formas multibacilares o 

lepromatosas y formas paubacilares o tuberculoides, según la cantidad de BAAR 

presentes en las lesiones, no contemplando las formas subclínicas o 

focales/multifocales. 

 

Al igual que González et al. (2005) relacionó las lesiones en bovino con las de 

ovino y con el espectro inmunopatológico de las micobacteriosis, Pérez et al., (1996), 

hicieron lo mismo en su día. Las lesiones de tipo 1 y 2, asociadas al tejido linfoide, las 

englobaron en el extremo tuberculoide del espectro, las de tipo 3c en el intermedio-

tuberculoide, las de tipo 3b dentro del intermedio-lepromatoso, y finalmente las de tipo 

3a las consideraron como una forma inicial de las dos anteriores, no encontránsose 

formas lesionales que se puedan ubicar en el extremo lepromatoso puro de este 

espectro. 

 

Años más tarde, Kurade et al., (2004) establecieron otra clasificación en ovinos 

infectados experimentalmente con Map, semejantea la propuesta por Pérez et al., 

(1996). En esta ocasión las lesiones se englogaban en 4 grados, relacionando las 

lesiones de grado I con las de tipo 1, las de grado II con las de tipo 2, las de grado III 

con las de de tipo 3a, pero también con las paucibacilares de Clarke y Little (1996), 

sugiriendo que, este grupo de lesiones constituirían una transición entre aquellas de tipo 

tuberculoide y las lepromatosas. Finalmente, compararon las lesiones de grado IV con 

las formas multibacilares ya descritas por varios autores en infecciones naturales (Rajya 

y Singh, 1961; Carrigan y Seaman, 1990; Clarke y Little, 1996).  

 

Más recientemente, Kheirandish et al. (2008) hicieron un estudio histopatológico 

en 29 ovejas sospechosas de padecer paratuberculosis y clasificaron las lesiones de una 

forma muy similar a la propuesta por Pérez et al., (1996) y García-Marín et al., (1999a), 

añadiendo un nuevo grupo de lesiones difusas denominadas intermedias o mixtas, 

caracterizadas por la presencia en la mucosa de un infiltrado mixto compuesto tanto por 

linfocitos, células plasmáticas como macrófagos epitelioides, compartiendo aspectos de 

las formas multibacilares y paucibacilares. 
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II.4.2.4.3. Clasificación lesional en la especie caprina 
 

La primera clasificación de lesiones asociadas a paratuberculosis en cabras fue 

realizada por Paliwal y Rajya (1982) que en función de su gravedad, dividieron a los 

animales con lesiones paratuberculosas en cuatro grupos.  

El grupo 1, formado por animales que tan sólo presentan hiperplasia de folículos 

linfoides en los nódulos linfáticos mesentéricos y que asocian con una infección 

reciente.  

En el grupo 2, se incluyen los animales que presentan una proliferación de 

linfocitos, células plasmáticas y macrófagos con BAAR en los ápices de la lámina 

propia de las vellosidades, que asocian a estadios preclínicos. Los nódulos linfáticos 

muestran edema e infiltrados de macrófagos y células epitelioides en la región cortical y 

paracortical.  

El grupo 3, de animales con síntomas clínicos, presenta un infiltrado de 

macrófagos con numerosos BAAR que distienden las vellosidades; en la placa de Peyer 

aparecen gran cantidad de granulomas con células gigantes que también se ven 

alrededor de los vasos linfáticos de la submucosa y la serosa. En los nódulos linfáticos 

se observa un infiltrado granulomatoso en la zona cortical, paracortical e incluso en la 

medular, con folículos hiperplásicos.  

El grupo 4, de animales con enfermedad avanzada, presenta lesiones similares a 

las descritas pero de mayor gravedad y extensión. 

 

Años más tarde se realizó una nueva clasificación en la que se dividieron las 

lesiones en tres grupos atendiendo a su extensión, tipo de células en el exudado y 

número de bacilos (Menchén, 1995): 

El tipo I se caracteriza por la presencia de un ligero infiltrado constituido por 

linfocitos y macrófagos localizados en la placa de Peyer y algunas vellosidades del 

íleon, con escasos BAAR.  

El tipo II, se divide en IIA, en el que se presenta un infiltrado difuso de células 

epitelioides, plasmáticas y linfocitos localizados en el vértice de las vellosidades sin 

producir cambios en su morfología y en IIB, de lesión similar, pero en el que además se 

observan nódulos de necrosis y calcificación. Ambos casos con abundantes bacterias.  

El tipo IIIA presenta una enteritis granulomatosa difusa, con apariencia de 

mosaico formado por macrófagos y linfocitos en menor número, afectando a todas las 
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capas del intestino. Los nódulos linfáticos mostraban una lesión similar. En el tipo IIIB, 

la lesión era semejante, pero con la presencia de granulomas necróticos. El número de 

BAAR fue muy elevado en ambos tipos. 

 

Años más tarde, García-Marín et al., (1992b) llevaron a cabo un estudio que se 

basó en el análisis de la válvula ileocecal, íleon y yeyuno de 42 cabras procedentes de 2 

rebaños con paratuberculosis, proponiendo tres tipos de lesiones que coinciden con los 

tres sugeridos por los mismos autores en la especie ovina, descritos en el apartado 

anterior (García-Marín et al., 1992c). Las lesiones de tipo I y II fueron consideradas 

como formas latentes o subclínicas, mientras que las del tipo III se asociaron con formas 

clínicas de la enfermedad. 

 

Posteriormente, Corpa et al. (2000a) completan la clasificación propuesta por 

García Marín et al. (1992c) utilizando los mismos criterios que Pérez et al. (1996) en 

ovino y llevando a cabo el estudio en animales adultos de cuatro rebaños. Los cuatro 

grupos establecidos coinciden en su mayoría con los grupos establecidos por Pérez et al. 

(1996): 

El primero de ellos lo componen las lesiones focales y multifocales, 

caracterizadas por la presencia de granulomas localizados en la zona interfolicular del 

tejido linfoide ileocecal y esporádicamente en la lámina propia de la mucosa ileocecal 

adyacente a la placa de Peyer e ileal, así como en sus vellosidades. Estas alteraciones 

nunca eran lo suficientemente graves para modificar la arquitectura normal del 

intestino. Lesiones semejantes aparecen en las zonas cortical y paracortical de los 

nódulos linfáticos mesentéricos e ileocecales. En este tipo de lesión, los BAAR eran 

escasos, observándose en granulomas de la lámina propia.  

Las lesiones difusas multibacilares se caracterizan por una enteritis 

granulomatosa difusa, formada por macrófagos, que es la célula principal de este tipo de 

lesión, distribuidos de forma difusa por las mucosa ileal y yeyunal. En la placa de Peyer 

los macrófagos se encuentran tanto formando parte de un granuloma bien delimitado 

como infiltrando difusamente el tejido linfoide, especialmente en las áreas 

interfoliculares. Entre los macrófagos pueden verse linfocitos y células gigantes de 

forma esporádica. En la submucosa y la serosa, son frecuentes los infiltrados de 

macrófagos y linfocitos, y los focos de necrosis, frecuentemente relacionados con los 

vasos linfáticos. Los nódulos linfáticos muestran una linfadenitis granulomatosa difusa 
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o multifocal, con la frecuente aparición de focos de necrosis de tamaño variable con 

calcificación, de forma más evidente en los mesentéricos que en los ileocecales. Los 

BAAR se demostraron tanto en intestino como en los nódulos linfáticos.  

Las lesiones difusas linfocíticas se caracterizan por presentar una enteritis 

granulomatosa difusa en la que las células predominantes en el infiltrado inflamatorio 

son los linfocitos, que infiltran la lámina propia. Entre los linfocitos se observan 

macrófagos y algunas células gigantes. En otras capas del intestino, las lesiones eran 

similares a las descritas en el tipo anterior, con la frecuente aparición de focos de 

necrosis que podían verse tanto en la submucosa como en la serosa y nódulos linfáticos. 

Los BAAR están ausentes en la mayoría de las secciones y cuando aparecen, no lo 

hacen en un número elevado.  

Finalmente, el grupo de lesiones difusas mixtas, en las que los animales 

presentan una enteritis granulomatosa caracterizada por un infiltrado con elevado 

número tanto de macrófagos como de linfocitos. Las lesiones en otras áreas son 

similares a las ya descritas. Las micobacterias, aunque escasas, son constantemente 

detectadas. 

Las lesiones focales englobarían aquellas de tipo 1 y 2 de la clasificación ovina 

propuesta por Pérez et al., (1996). Las lesiones multibacilares, más frecuentemente 

encontradas, serían equivalentes a las 3b. Las linfocíticas se corresponderían a las 3c, y 

fueron más frecuentes que en el caso del estudio en ovinos. Finalmente, las formas 

mixtas serían similares a aquellas descritas en la clasificación de González et al., (2005) 

en paratuberculosis bovina.  

 

Por último, Tafti y Rashidi (2000) propusieron otra clasificación, diferenciando 

las lesiones en leves, moderadas y severas basándose en su gravedad. 

 

Además, clasificación de lesiones aparte, hay varios estudios que han valorado la 

diferente presencia de lesiones entre los diferentes tramos intestinales. Así, Valheim et 

al., (2002b), en una infección experimental de Map a cabras de 5 a 8 semanas de edad 

analizó la frecuencia de presentación de lesiones en la fase subclínica, encontrando que 

la mayoría de ellas se localizaban en relación al tejido linfoide de las placas de Peyer 

ileocecal (PPVIC) y yeyunal media (PPYm), atribuyendo la ausencia de lesiones en 

yeyuno distal e íleon proximal a la involución gradual que experimenta este tejido con 

la edad. La explicación la atribuyeron a la gran similitud morfológica que existiría entre 
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el tejido linfoide organizado de PPVIC y PPY en comparación con el del íleon, en 

cabras sanas de edad semejante (Valheim et al., 2002b). Otros estudios en esta especie 

también apuntaron que la presencia de lesiones focales se relacionaba con la válvula 

ileocecal, mientas que las lesiones mas graves se encontraban en tramos de yeyuno 

(Sigurdardóttir et al, 1999; Corpa et al., 2000a; Storset et al., 2001). No obtante, en 

otros estudios llevados a cabo tanto en caprino como en ovino, otros autores han 

encontrado las lesiones paratuberculosas de mayor gravedad en el íleon (Van 

Kruiningen et al., 1986; Carrigan y Seaman, 1990; García-Marín et al, 1992b; Clarke y 

Little, 1996; Clarke, 1997; Kurade et al., 2004).  

 

De esta forma, y en pequeños rumiantes, las lesiones propias de la infección 

paratuberculosa comenzarían a aparecer y permanecerían de forma latente en las PPVIC 

y PPY, en las que el tejido linfoide persiste en los animales adultos, mientras que en 

fases más avanzadas de la enfermedad, los granulomas también aparecerían en los 

tramos de intestino desprovistos de dicho tejido, fundamentalmente el íleon (Nisbet et 

al., 1962; Van Kruiningen et al., 1986; García-Marín et al, 1992b; Juste et al., 1994; 

Pérez et al., 1996; Begara-McGorum et al., 1998; González, 1998; Sigurdardóttir et al, 

1999; Valheim et al., 2002; Munjal et al., 2005). 

 

 

II.4.2.4.4. Clasificación lesional en animales silvestres 
 

Recientemente se ha realizado una clasificación de las lesiones asociadas a 

paratuberculosis en 95 gamos en Asturias (Balseiro et al., 2008), en la que se han 

establecido tres grupos de lesiones en función de su localización, tipo de células en el 

infiltrado inflamatorio, la intensidad del mismo así como cantidad de micobacterias 

presentes en las lesiones. 

Lesiones focales: Caracterizadas por la presencia de granulomas pequeños, bien 

delimitados formados por macrófagos, algún linfocito y células gigantes 

multinucleadas. Estas lesiones se localizaban de forma esporádica en las áreas 

interfoliculares del tejido linfoide intestinal y más frecuentemente en las regiones 

cortical y paracortical de los nódulos linfáticos mesentéricos e ileocecales. En ningún 

caso modificaban la estructura normal de los tejidos ni se observaban bacilos mediante 
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ZN, que sin embargo si se eran detectados mediante técnicas inmunohistoquímicas frete 

a Map. 

Lesiones multifocales: En este tipo de lesiones los granulomas, además de en el 

tejido linfoide, se hallaban en la lámina propia. En las vellosidades están localizados en 

el ápice, causando su dilatación de forma focal, pero sin llegar a modificar la 

arquitectura normal del intestino. En los nódulos linfáticos se observaron granulomas en 

las áreas interfoliculares. Las micobacterias cuando se presentaban lo hacían en pequeño 

número. 

Lesiones difusas: se trata de animales con una enteritis y linfadenitis 

granulomatosas graves. En este tipo de lesión se observaron alteraciones macroscópicas 

como son el engrosamiento de la pared intestinal y el aumento de tamaño de los nódulos 

linfáticos. Las lesiones difusas se dividieron en varios tipos, en función del tipo celular 

predominante y la cantidad de BAAR presentes en las lesiones: 

- Difusas multibacilares: Histológicamente se caracterizaban por presentar un 

infiltrado de células epitelioides, linfocitos, y numerosas células gigantes. En la 

lámina propia, las vellosidades se encontraban fusionadas con frecuencia 

debido al infiltrado descrito, y las glándulas se encontraban ocasionalmente 

dilatadass con la presencia de detritus celulares en su interior. La submucosa se 

mostraba infiltrada por macrófagos y células plasmáticas. Las placas de Peyer 

presentaban un infiltrado granulomatoso intenso en los folículos linfoides o en 

las áreas interfoliculares. En la serosa, que estaba menos afectada, se 

observaron infiltrados granulomatosos multifocales asociados a los vasos 

linfáticos con la presencia de trombos. Estas alteraciones fueron encontradas 

desde el yeyuno proximal a la válvula ileocecal. Los nódulos linfáticos 

mostraron una linfadenitis granulomatosa difusa, con abundantes células 

gigantes que causaba una alteración significativa de su arquitectura normal. El 

número de micobacterias evidenciadas en las secciones examinadas, tanto de 

intestino como de nódulos linfáticos, fue elevado. 

- Difusas intermedias (multibacilares-linfocíticas): En este caso, la enteritis 

granulomatosa que presentaban los animales estaba caracterizada por un 

infiltrado inflamatorio que provocaba la dilatación y acortamiento de las 

vellosidades de la lámina propia. El infiltrado estaba formado por un gran 

número tanto de macrófagos como de linfocitos, con la presencia de células 

gigantes aunque en menor número que en las difusas multibacilares. La 
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submucosa presentaba un infiltrado inflamatorio compuesto por células 

plasmáticas, macrófagos y linfocitos. En los nódulos linfáticos se observó una 

linfadenitis granulomatosa, sobre todo en los ileales y yeyunal proximal, con 

células gigantes predominantemente en la zona cortical. Los BAAR se 

observaron en menor número que en el caso de las lesiones difusas 

multibacilares. 

 

En cuanto a la predisposición de localización de lesiones, los mismos autores a 

los que pertenece la propuesta de clasificación de las lesiones (Balseiro et al., 2008) 

analizaron la distribución y naturaleza de las lesiones causadas por Map en cérvidos 

encontrando que la mayoría de las lesiones latentes subclínicas se localizan 

fundamentalmente en los nódulos linfáticos mesentéricos antes que en el intestino. De la 

misma manera ocurrió en un estudio llevado a cabo en cérvidos por Clark et al. (2010). 

Así, el inicio de lesiones asociadas a la infección por Map en los animales silverstres se 

asemeja más a la propuesta para el ganado bovino que para los pequeños rumiantes. 

 

 

II.4.3. Relación entre formas lesionales y respuesta 
inmunitaria  

 

En otras enfermedades provocadas por micobacterias como la tuberculosis y 

lepra ha sido descrita la estrecha relación existente entre la respuesta inmune y las 

lesiones presentadas por el hospedador (Ridley y Jopling, 1962, 1966; Ridley, 1983; 

Yamamura et al., 1991; Orme et al., 1993). Tomando estas descripciones como modelo, 

se ha establecido el espectro inmunopatológico para la paratuberculosis por diversos 

autores (Bendixen, 1978; Chiodini et al., 1984a; Chiodini, 1996; Clarke, 1997; García-

Marín et al., 2000). Así, las respuestas inmunes celular o de tipo Th1, con predominio 

de células CD4+ y secreción de IFN-γ, tienen lugar en las fases iniciales y subclínicas 

de la infección tras la exposición a Map y se asocian con lesiones focales y 

multifocales, denominadas formas tuberculoides. Cuando la infección progresa hacia 

fases clínicas algo más avanzadas, las lesiones que se observan avanzan 

simultaneamente dando lugar a las formas intermedias. En el caso de que la respuesta 

inmune no fuera capaz de detener la infección, las micobacterias pueden proliferar y la 

respuesta de tipo Th1 decaer, siendo sustituída por la respuesta humoral o de tipo Th2. 
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Esta respuesta se acompaña de una progresión lesional hacia formas difusas, llegando a 

provocar una enteritis crónica granulomatosa típica de las formas multibacilares, 

acompañadas de una elevada carga micobacteriana en el intestino. Corresponde en este 

caso a formas intermedias lepromatosas. Sin embargo, en el caso en que se mantenga 

una fuerte respuesta celular Th1 de manera prolongada e incontrolada, suficiente para 

contener la diseminación de Map pero demasiado excesiva, ésta resulta perjudicial para 

el hospedador y acaba causando las enteritis difusas linfocíticas o paucibacilares, con 

escasa presencia de bacilos, las dedominadas formas intermedias tuberculoides 

(Chiodini et al., 1984a; Clarke, 1997; García- Marín et al., 2000; Stabel, 2000a; 

Coussens, 2001).  

 

No pocos han sido los estudios que confirman la relación de lesiones 

multibacilares con la disminución de la respuesta inmune celular junto con la 

seroconversión de los animales frente a Map tanto en infecciones naturales como 

experimentales en bovino (Stabel, 1996; Burrells et al., 1998; Koets et al., 2002; 

González, 2003), ovino (Pérez et al., 1997, 1999; Kurade et al., 2004; Kurade y 

Tripathi, 2008; Begg et al., 2009; Delgado et al., 2012) o caprino (Corpa, 1999; Storset 

et al., 2001). De la misma forma se ha comprobado que dentro de los animales 

afectados de paratuberculosis clínica aquellos con lesiones linfocíticas paucibacilares, 

las catalogadas como de tipo intermedio tuberculoide, presentaban una fuerte respuesta 

celular. Se trata de un tipo de respuesta celular desproporcionada, mediada por 

linfocitos CD4+ Th1, lo que algunos autores estiman como un fenómeno de 

hipersensibilidad retardada de tipo IV (Buergelt et al., 1978; Little et al., 1996; Clarke, 

1997). Aunque la presencia de linfocitos en estas lesiones es muy elevada, la expresión 

de CD8+ en estos casos es débil (Little et al., 1996). Se observa un aumento de células 

CD4+ y γδ (Little et al., 1996) y de TNF-α (Alzuherri et al., 1996). La respuesta inmune 

humoral sería escasa, al igual que la presencia de micobacterias, mientras que se 

observarían niveles elevados de citoquinas proinflamatorias tales como IFN-γ (Clarke, 

1997; Pérez et al., 1999), producida principalmente por linfocitosCD4+ (Bassey y 

Collins, 1997). Aquellos animales con lesiones multibacilares, las catalogadas como de 

tipo intermedio lepromatoso, manifestarían una respuesta inmune humoral marcada 

(Burrells et al., 1998). En este tipo de lesiones se observa una disminución de células 

CD4+ y CD8+ y un aumento de las γδ. Respecto al otro lado del espectro, hay estudios 

que evidencian que durante las fases iniciales de la infección por Map, existe un 
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predominio de células CD4+ y una mayor respuesta linfoproliferativa en los animales 

infectados frente a los no infectados (Begara- McGorum et al., 1998; Munjal et al., 

2005; Kurade y Tripathi, 2008; De Silva et al., 2010).  

 

Las diferencias observadas en las distintas formas patológicas de la 

paratuberculosis confirman la influencia que ejercen las diferentes citoquinas sobre el 

transcurso de la infección, siendo las citoquinas de tipo 1 fundamentalmente 

relacionadas con las formas tuberculoides, y las de tipo 2 con las lepromatosas (Stabel, 

2006). No obstante, la respuesta del hospedador frente a Map representa una mayor 

complejidad in vivo, ya que el paso de Th1 en fases tempranas a Th2 en fases avanzadas 

de la infección no se produce de forma brusca sino que, realmente, ambos subtipos se 

solapan en un momento dado de la infección (Stabel, 2006). Por otro lado, las 

respuestas inmunes mediadas por células T y B pueden suceder al mismo tiempo, o 

incluso en ocasiones la respuesta inmune humoral puede preceder la celular y 

producirse muy poco después de la inoculación por Map (Koets et al., 2001; Waters et 

al., 2003; Begg y Griffin, 2005; Bannantine et al., 2008; Begg et al., 2011; Vázquez et 

al., 2013; Fernández et al., 2014a), tal y como se ha enunciado anteriormente.  

 

Por otro lado, empleando la técnica de la PCR cuantativa a tiempo real se ha 

podido valorar la variación de expresión de numerosas citoquinas tanto en sangre 

periférica como a nivel local en intestino y nódulos linfáticos asociados en las diferentes 

formas inmunopatológicas de paratuberculosis. Hay estudios basados en las dos formas 

del espectro, tuberculoides y lepromatosas, tanto en ovino como en vacuno (Tanaka et 

al., 2005; Rossi et al., 2009), y otros que han estudiado en la especie ovina un tercer 

tipo, al que se cataloga como infectado en base a los resultados de la PCR, cultivo y la 

presencia de anticuerpos anti-Map, pero sin presentar lesiones de paratuberculosis ni 

signos clínicos, denominado “asintomáticos” (Smeed et al., 2007; Gillan et al., 2010b). 

Así, Smeed et al. (2007) estudiaron el perfil de citoquinas en íleon de ovejas con estas 

tres formas de paratuberculosis. En este ensayo se puso en evidencia que el TNF-α 

estaba por encima de los valores normales, mientras que la IL-18 se expresó en menor 

cantidad, en los ovinos asintomáticos frente a los no infectados, poniendo en evidencia 

que los animales del grupo de animales sin lesiones pero infectados experimentan un 

cambio inmunológico. También detectaron una mayor expresión de IL-1β e IL-6 en 

animales con formas paucibacilares frente a los asintomáticos (Smeed et al., 2007). 
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Otros estudios empleando esta técnica reflejan elevadas expresiones de TGF-β, IL-10, 

IL-1β y TNF-α en lesiones lepromatosas de ovejas, en comparación con la mayor 

expresión de IFN-γe IL-12 en las tuberculoides (Rossi et al., 2009). 

 

Un nuevo modelo de patogenia de enfermedades provocadas por Map ha sido 

propuesto por el grupo de investigadores españoles de Neiker, en Vizcaya. Se ha 

descrito tanto para la enfermedad inflamatoria intestina (IBD) (Juste, 2009b) como para 

paratuberculosis, en concreto la paratuberculosis bovina (Geijo, 2007). Teniendo en 

cuenta la presencia de Map en sangre y la respuesta inmune del hospedador, se 

establecen cuatro estadios inmunopatológicos (Geijo, 2007): 

Formas apatogénicas: en las que se clasifican los individuos “sanos”, 

caracterizadas por una respuesta inmune innata local relativamente baja comparada con 

la de los individuos que presentan clínica, con valores de IFN-γ0 (niveles basales de 

IFN-γ en respuesta al PBS) similares entre sí. Dentro de estas se encuentran a su vez, las 

formas bacteriémicas (con presencia de ADN de Map en sangre) y no bacteriémicas. 

Ambos estadios desarrollarían una respuesta inmune adaptativa específica eficiente, 

siendo mayor la respuesta, tanto celular como humoral, de los individuos con 

bacteriemia. De esta forma, los individuos que presentan formas apatogénicas 

bacteriémicas poseerían capacidad para superar la infección, ya que gracias a la 

actuación de la respuesta inmune celular se evitaría la inflamación de los tejidos. Por 

tanto, según Geijo (2007), los animales en esta situacióntendrían una cierta resistencia 

natural a la paratuberculosis. 

- Formas patogénicas: dentro de este espectro se clasifican los individuos que 

manifiestan signos clínicos y que presentan una respuesta inmune innata inespecífica 

elevada y muy similar, que parece ser la que provocaría el daño tisular, así como una 

respuesta adaptativa también alta, y en ambos casos alterada. Dentro de esta forma 

encontraríamos, atendiendo al mismo criterio que en el caso anterior, dos estadios: los 

individuos patogénicos abacteriémicos, y los patogénicos bacteriémicos. Los 

segundos presentan una respuesta celular específica mayor que los del grupo sin clínica 

pero inferior a la de los patogénicos abacteriémicos, lo que para Geijo (2007) podría 

indicar una incapacidad de estos animales para contener la infección a niveles 

paucibacilares, como en el caso de los abacteriémicos, permitiendo la liberación de 

micobacterias, que a su vez, actuarían como estímulo para la inmunidad de base 

humoral (la más alta de los cuatro estadios) con el consiguiente incremento en la 
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producción de anticuerpos. Además Geijo (2007) sugiere que este fenómeno podría 

corresponder al paso de una respuesta de tipo Th1 a Th2 basándose en las descripciones 

clásicas de la patogenia de la paratuberculosis descritas anteriormente. 

Igualmente, tanto Geijo (2007) como Juste et al., (2009b) sugieren que los 

elevados niveles de IFN-γ basales observados en los individuos con enfermedad clínica, 

así como la inadecuada puesta en marcha de la respuesta inmune adaptativa podrían 

deberse a un bloqueo parcial en los receptores de esta citoquina, bien causado por la 

propia micobacteria o bien de origen genético. 
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II.5. MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO 
 

El diagnóstico de la paratuberculosis resulta complicado, sobre todo cuando se 

trata de identificar de forma individual a los animales infectados, debido a varios 

factores como son el largo periodo de incubación de la enfermedad, y por tanto la 

presencia de un elevado número de animales subclínicos o portadores latentes para los 

que no existe ninguna prueba con buena sensibilidad y especificidad (Fernández et al., 

1980: Chiodini et al., 1984a; Kreeger, 1991; Hietala, 1992; Whitlock, 1998; Garrido et 

al., 2000b). Por ello, se ha señalado que una única prueba resultaría insuficiente para el 

diagnóstico de la paratuberculosis, debiendo utilizarse varias pruebas complementarias 

para llegar a un diagnóstico definitivo (Goudswaard et al., 1976; Thoen y Muscoplat, 

1979; García Marín et al., 1994; Clarke et al., 1996; Juste et al., 2000b; Stabel y 

Whitlock, 2001; Aranaz et al., 2006).  

 

 

II.5.1. Diagnóstico clínico y epidemiológico 
 

Los signos clínicos, aunque necesitan la complementación con datos 

epidemiológicos y otras pruebas laboratoriales, suelen ser muy orientativos hacia el 

diagnóstico de paratuberculosis, sobre todo en rebaños en los que ya se ha confirmado 

la presencia de la enfermedad (Merkal, 1973; Sherman, 1985; Juste y Aduriz, 1990a). 

Esto ocurre, sobre todo, si se observan animales de entre 2 y 4 años, que presentan 

adelgazamiento progresivo, diarrea intermitente, y muertes por goteo, signos más 

evidentes cuando se trata de hembras durante la gestación o tras el parto (McEwen, 

1939; Crowther et al., 1976; Behrens, 1979; Chiodini et al., 1984a; Juste y Aduriz, 

1990b; Aduriz et al., 1994; García Marín et al., 1994; Pavlik et al., 1999b; Garrido et al, 

2000a; Pérez et al., 2000). Hay veces que sin la presentación de signos clínicos 

característicos, se observan problemas de fertilidad y disminución de la producción 

láctea (Merkal et al., 1975a; Sherman, 1985; Pérez et al., 2000). 

 

Se debe hacer un diagnóstico diferencial con otras enfermedades que cursan con 

adelgazamiento, como enfermedades hepáticas crónicas, los abscesos internos 

(Kimberling, 1988), carencia de oligoelementos (Radostits et al., 2007), gastroenteritis 
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parasitarias (Cardigan y Reaman, 1990), Maedi o adenomatosis pulmonar ovina, en el 

caso de esta especie (Blood y Radostits, 1989; Pérez et al., 1991) y otras enfermedades 

que cursan con diarreas, como formas crónicas de salmonelosis, diarrea viríca bovina o 

desplazamiento de cuajar (Sherman, 1985; Green et al., 1989; Garrido et al., 2000b). 

 

Algunos autores destacan que la disminución de ciertos parámetros sanguíneos 

como la albúmina y proteínas séricas totales (Scott et al., 1995) o del calcio en sangre 

(Jones y Kay, 1996) podría indicar, en la especie ovina, la presencia de enfermedad, si 

se acompaña de signos clínicos. 

 

No obstante, la ausencia de casos clínicos no permite descartar la posibilidad de 

que esta enfermedad esté presente en la explotación, ya que los animales infectados 

subclínicamente de paratuberculosis no suelen mostrar signos evidentes, salvo la 

disminución de la producción láctea (Buergelt y Duncan, 1978; Benedictus et al., 1987; 

Aduriz et al., 1994; Stabel, 1998; Losinger, 2005; Raizman et al., 2009) u otros signos 

inespecíficos, principalmente relacionados con problemas de carácter reproductivo 

(Merkal et al., 1975a; Corpa et al., 1998; Stabel, 1998). Además, la identificación de 

estos animales es clave ya que constituyen uno de los principales factores de riesgo en 

las explotaciones en cuanto a la posibilidad de propagar la infección (Olsen et al., 

2002). 

 

 

II.5.2. Diagnóstico anatomopatológico 
 

Las alteraciones macroscópicas asociadas a paratuberculosis (descritas en el 

apartado 4.2.1) son muy características y podrían conducir al diagnóstico de la 

enfermedad (Juste y Aduriz, 1990b; Garrido et al., 2000a). No obstante, se debe 

considerar que hay otras micobacteriosis que presentan alteraciones inflamatorias 

similares, además de que no todos los animales infectados por Map muestran lesiones 

macroscópicas, incluso en animales con signos clínicos evidentes (Buergelt et al., 1978; 

Blood et al., 1989; Clarke y Little, 1996; Clarke, 1997; Corpa, 1999; Brady et al., 

2008). En la mayoría de los animales con infecciones latentes o subclínicos no se 

observan lesiones en la necropsia. Para estos casos, el estudio histopatológico se ha 
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descrito como muy efectivo, capaz de detectar la infección cuando otras pruebas 

diagnósticas no suelen hacerlo (Condron et al., 1995; McDonald et al., 1999; 

Sigurdardóttir et al., 1999), tratándose de una prueba con buena sensibilidad y 

especificidad (Whitlock, 1998; Gwzodz et al., 2000b; Huda y Jensen, 2003; Brown et 

al., 2007). 

 

Benedictus y Haagsma (1986) otorgaron un gran valor diagnóstico a la biopsia 

del nódulo linfático mesentérico y señalan que por este método se detectaría la infección 

antes que utilizando otros procedimientos como el test de fijación del complemento y el 

examen microscópico de heces. El empleo de esta técnica evitaría la principal limitación 

que tiene el diagnóstico anatomopatológico, como es la necesidad de practicarlo sobre 

el animal muerto (González, 1998; Garrido et al., 2000b), si bien los elevados costes 

que presenta junto con la manipulación excesiva del animal que requiere (Benedictus y 

Bosma, 1985; Sherman, 1985) limitaría su uso a estudios experimentales o en 

individuos de gran valor económico (Garrido et al., 2000b; Brumbaugh et al., 2000).  

 

Aunque la presencia de granulomas y células gigantes relacionados con la 

inflamación paratuberculosa se identifica fácilmente mediante técnicas histológicas 

convencionales, como la tinción de hematoxilina-eosina (HE) (Garrido et al., 2000a), no 

en todos los casos es así. Es por ello que el estudio histológico de las secciones de 

intestino requiere un examen minucioso de numerosas secciones de tejido por parte de 

personal experimentado antes de poder descartar una infección por Map (Condron et al., 

1994; Garrido et al., 2000a). En casos de infecciones iniciales o subclínicas, donde las 

lesiones a veces pueden pasar desapercibidas, pudiendo encontrarse apenas una sola 

célula gigante en el ápice de las vellosidades, o la presencia de escasos granulomas 

pequeños y focales en el tejido linfoide intestinal, se requiere notable experiencia 

(Payne y Rankin, 1961a, 1961b; Buergelt et al., 1978; Chiodini et al., 1984a; Pérez et 

al., 1996; González et al., 2005). Además es de suma importancia llevar a cabo una 

correcta toma de muestras, que debe incluir tejido linfoide intestinal, ya que es en este 

tejido en el que se localizan las lesiones iniciales y latentes de la paratuberculosis 

(Nisbet et al., 1962; García Marín et al., 1992c; Huchzermeyer y Bastianello, 1992; 

Peris, 1992; Juste et al., 1994; Pérez et al., 1996; González et al., 2005). Diferentes 

tramos del intestino delgado y primeros del grueso, especialmente de la válvula 

ileocecal y placas de Peyer yeyunales (Juste et al., 1988; Carrigan y Seaman, 1990; 
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García-Marín et al., 1992c; Pérez et al., 1996; Kheirandish et al., 2008), así como de los 

nódulos linfáticos mesentéricos, serían las muestras elegidas para un diagnóstico 

sensible y específico de paratuberculosis (Whitlock, 1992; Garrido et al., 2000a; Olsen 

et al., 2002), ya que permitirían evidenciar lesiones características de esta enfermedad 

tanto en individuos enfermos como incluso en animales en las fases iniciales de la 

infección o infectados subclínicamente (Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; 

González et al., 2005). No obstante, en estos casos, ante la sospecha de un posible caso 

de paratuberculosis, se recomienda esperar los resultados de otras pruebas, como el 

cultivo, antes de rechazar definitivamente el diagnóstico de paratuberculosis (Juste, 

1984). 

 

El diagnóstico histopatológico ha sido utilizado como referencia para validar y 

comparar otras técnicas (Billman-Jacobe et al., 1992; Shulaw et al., 1993; Clarke et al., 

1996; Pérez et al., 1997, 1999; McDonald et al., 1999; Gwodz et al., 2000b; Hope et al., 

2000; Michel y Bastianello, 2000; Mason et al., 2001; Rajukumar et al., 2001). Aunque 

algunos autores encontraron una sensibilidad levemente menor del estudio 

histopatológico frente al cultivo de tejidos en el ganado bovino (de Lisle et al., 1980), 

en general la mayoría de los trabajos confirmaron que la primera técnica fue capaz de 

detectar un mayor número de animales infectados por Map frente al cultivo tanto en 

ovino, caprino como bovino (Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; González et al., 

2005).  

 

La fiabilidad de este tipo de diagnóstico aumenta si se lleva a cabo, de forma 

conjunta a la observación de lesiones, la detección del agente etiológico en las mismas. 

Esto puede lograrse mediante la tinción de ZN, que permite identificar BAAR en tejidos 

(Johne y Frottinghan, 1895; Stamp y Watt, 1954); sin embargo, para que la tinción 

pueda realizarse, la micobacteria debe presentar la pared intacta. El que en una lesión no 

se detecten bacterias mediante la técnica de ZN, podría ser debido tanto a su presencia 

en bajo número en la lesión, incluso en el caso de alteraciones morfológicas evidentes 

(Stamp y Watt, 1954; Buergelt et al., 1978; Massone et al., 1991; Pérez et al., 1996; 

Coetsier et al., 1998), como a la degradación de la bacteria (Condron et al., 1994). El 

método de ZN no es una técnica muy específica ya que no permite diferenciar entre 

especies de micobacterias, y a éstas de otras bacterias que presentan ácido alcohol-
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resistencia como Nocardia spp o Corymebacterium spp,. (Shinnick y Good, 1994; 

Thoresen et al., 1994; Brees et al., 2000). 

 

El empleo de métodos inmunohistoquímicos, utilizando anticuerpos específicos 

frente a Map, tanto monoclonales como policlonales para evidenciar antígenos de Map 

(Olsen et al., 2002) resulta de mayor especificidad, y muestra una mayor capacidad de 

detectar micobacterias que otras tinciones, como el ZN, sobre todo en aquellas lesiones 

en la que éstas aparecen en escasa cantidad o como formas de pared defectuosa (Pérez 

et al., 1990; Massone et al., 1991; Navarro et al., 1991; García Marín et al., 1992a; 

Thoresen et al., 1994; Plante et al., 1996; Coetsier et al., 1998; Brees et al., 2000; 

Balseiro et al., 2003; Kheirandish et al., 2008; Delgado et al., 2009). Esto es debido a 

que la tinción inmunohistoquímica es capaz de detectar desde antígenos de la 

micobacteria, hasta fragmentos de organismos tanto viables como inactivados, incluso 

con la pared celular defectuosa en forma de esferoplastos (Stabel et al., 1996; 

Kheirandish et al., 2008; Delgado et al., 2009). El principal inconveniente de estas 

técnicas es que la mayoría de los anticuerpos utilizados presentan reacción cruzada 

frente a otras especies de micobacterias relacionadas, por lo que su especificidad se ve 

reducida (Thoresen et al., 1994; Coetsier et al., 1998; Brees et al., 2000). 

 

El desarrollo de las técnicas de biología molecular ha permitido la puesta a punto 

de técnicas más específicas, como la PCR in situ, en la cual se procede a amplificar la 

secuencia IS900 en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina (Whittington et al., 

1998; Sanna et al., 2000). Se ha señalado que la PCR in situ resultaría rápida y útil 

cuando sólo se dispone de material fijado en formol o cuando el resultado del cultivo es 

negativo, como en el caso de infecciones por algunas cepas ovinas de Map (Whittington 

et al., 1998, 2001b). Este método detectaría entre el 71 y 88% de las secciones 

histológicas positivas a la tinción de ZN, en función de las pares de bases de la 

secuencia utilizadas para el estudio (Whittington et al., 1998) 

 

Igualmente, la hibridación in situ es otro método que permite detectar ADN 

micobacteriano en preparaciones histológicas, basándose en el empleo de una sonda 

cuya secuencia es específica de Map, concretamente un fragmento de la secuencia 

IS900 biotinilado, que hibrida con el material micobacteriano en secciones de tejido 

incluido en parafina, una vez desparafinadas y tratadas con proteinasa K. Se trata de una 
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técnica eficaz en la detección de Map en tejidos, sobre todo cuando se trata de bacilos 

con pared celular defectusosa o esferoplastos habiéndose empleado tanto en 

paratuberculosis (Hulten et al., 2000a; 2000b; El Zaatari et al., 2002) como en la 

enfermedad de Crohn humana (Sechi et al., 2001, 2004; Hulten et al., 2001; Roholl et 

al., 2002; Romero et al., 2005), y sin embargo sería incapaz de detectar bacilos de pared 

completa (Hulten et al., 2000a, 2000b; Delgado et al., 2009), Por lo tanto, esta técnica 

podría ser efectiva para detectar Map en lesiones focales, en las que se podrían 

encontrar este tipo de bacterias (Condron et al., 1995) y en áreas de tejido donde las 

técnicas inmunohistoquímicas son negativas, debido probablemente a la presencia de 

formas defectivas en la pared, aunque resulta más laboriosa que estas y ofrece menor 

intensidad de tinción (Delgado et al., 2009). 

 

En un estudio reciente de Jeyanathan et al. (2006), en ratones infectados con 

Map y M. tuberculosis, se llevaron a cabo estudios in situ de PCR e hibridación, en este 

último caso utilizando como diana rRNA y se comprobó que esta última técnica 

presentaba una mayor especificidad que la PCR in situ. Sin embargo, la teórica 

superioridad de los estudios basados en biología molecular sobre el ZN para detectar 

micobacterias no se evidenció, ya que en secciones de parafina seriadas se detectaron un 

número similar de bacilos con ambas técnicas, atribuyendo, a tenor a sus resultados, 

valores similares de especificidad y sensibilidad a la tinción de ZN y a la hibridación in 

situ utilizando rRNA. 

 

Igualmente hay estudios de hibridación in situ donde sehan sustituido las sondas 

de oligonucleótidos de DNA por sondas de péptidos de ácidos nucleicos (PNA), lo cual 

daría una mayor intensidad de señal, como se demostró en estudios llevados a cabo en 

agua potable, donde se pudo detectar la presencia de gran cantidad de rRNA de 

diferentes especies bacterianas, entre ellas Map (Lehtola et al., 2005), aunque destacan 

el problema de la autofluorescencia. Esta prueba ha sido utilizada también con éxito 

para detectar Map en tejido fijado en formol e incluido en parafina de un caso de 

paratuberculosis en un rumiante y otras micobacterias en biopsias tanto de humanos 

como de animales por Lehmann et al. (2006) mediante un procedimiento de tan sólo 3 

horas de duración. Así mismo, se ha llevado a cabo con éxito para diferenciar entre 

micobacterias del complejo M. tuberculosis y micobacterias no tuberculosas en tejidos 

fijados en formol e incluidos en parafina (Zerbi et al., 2001). El éxito de esta prueba 
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puede deberse al carácter hidrófobo de las sondas de PNA comparadas con las de ADN, 

lo cual permite una mejor difusión a través de la pared bacteriana (Stender et al., 1999 y 

2002). 

También se ha utilizado el microscopio de disección láser para seleccionar los 

granulomas sobre los que aplicar técnicas para detectar ADN de Map en tejidos fijados 

en formol e incluidos en parafina, en lesiones granulomatosas de muestras de tejido de 

individuos con la enfermedad de Crohn (Naser et al., 2002; Ryan et al., 2002 y 2004). 

Hasta el momento, no parece haber sido utilizada en el caso de animales con 

paratuberculosis.  

 

 

II.5.3. Diagnóstico bacteriológico 
 

Para la identificación del agente causal de la paratuberculosis se utilizan 

diferentes técnicas que se exponen a continuación. 

 

 

II.5.3.1. Identificación de las micobacterias en frotis 

 

Esta técnica consiste en realizar la tinción de ZN sobre frotis obtenidos de 

muestras de heces o raspados tanto de mucosa intestinal como de nódulos linfáticos, 

observándose, en el caso de ser positiva, agregados de BAAR que tengan su pared 

celular preservada. Se trata de una prueba diagnóstica rápida (Desmecht, 1977) y 

sencilla (Juste y Aduriz, 1990b). Es una técnica muy útil para confirmar el diagnóstico 

de paratuberculosis en animales en fases clínicas, en las que los bacilos suelen ser muy 

abundantes y adoptan una disposición muy característica en grumos, conservando la 

estructura que mantenían en el interior de los macrófagos (Hutyra y Marek, 1930; Doyle 

y Spears, 1951; Merkal, 1973; Thoen y Muscoplat, 1979; Zimmer et al., 1999). 

 

Su sensibilidad es baja, ya que sólo detectaría a los animales con clínica y que 

sean grandes excretores (Merkal, 1973), no así a los animales con enfermedad 

subclínica o latente o aquellos con formas paucibacilares (Taylor, 1951a; Merkal et al., 

1968; Benedictus et al., 1984; Juste, 1987). En estudios en los que se han comparado 
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varias técnicas en muestras de heces de animales con clínica y con infección subclínica 

de paratuberculosis, se ha comprobado que la tinción de frotis era la menos sensible, por 

detrás del cultivo y PCR. Así, con el frotis de heces tan sólo se detectaría un 46% de los 

bovinos con clínica de paratuberculosis y positivos al cultivo (Jorgensen, 1983) o al 

36,4% de los animales, si consideramos a los que también se encuentran en la fase 

subcínica de la infección paratuberculosa (Zimmer et al., 1999). 

 

Se han realizado frotis de raspado de mucosa rectal (Doyle, 1956) que aunque 

tiene la ventaja de poder realizarse in vivo, presenta una menor sensibilidad que el frotis 

de heces o de mucosa ileal o nódulos mesentéricos tras la necropsia del animal debido a 

que tan solo aquellos animales que presenten una infección muy extendida mostrarían 

lesión en recto (Buergelt et al., 1978). 

 

Además, es una técnica con baja especificidad debido a que suelen aparecer 

bacilos saprofitos morfológicamente similares a Map, más en la especie bovina que en 

la ovina, que darían lugar a falsos positivos (Merkal et al., 1968; Juste, 1987; Garrido et 

al., 2000a).  

 

 

II.5.3.2. Cultivo 

 
Se trata de un método utilizado como prueba de referencia para identificar 

animales con paratuberculosis, sobre todo en la especie bovina (de Lisle et al., 1980; 

Chiodini y Van Kruiningen, 1986; Merkal et al., 1987; Kreeger, 1991) y tomado como 

base para el establecimiento de programas de control (Chiodini et al., 1984a; Merkal, 

1984; Brown et al., 2007), debido a que el aislamiento de Map en un animal 

proporciona un diagnóstico definitivo de la existencia de infección (Chiodini y Van 

Kruiningen, 1986; Whittington et al., 2000). En los pequeños rumiantes, sobre todo en 

ovino, el cultivo de las muestras resulta más problemático ya que en estas especies las 

cepas presentan un crecimiento más lento e incluso a veces son incultivables (Dunkin y 

Balfour-Jones, 1935; Taylor, 1945; Taylor, 1951; Brotherston et al., 1961a; 

McCausaland, 1980; Seaman et al., 1981; Juste et al., 1988; Carrigan y Seaman, 1990; 

Collins et al., 1990; Juste et al., 1991b; Huchzermeyer et al., 1992; Shulaw et al., 1993; 
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Benazzi et al., 1996; Dimarelli-Malli et al., 2001; Machackova et al., 2003; Brown et 

al., 2007). 

 

El cultivo se ha utilizado con muestras de heces, nódulos linfáticos mesentéricos 

o raspados de mucosa intestinal (Garrido et al., 2000a) y, en ocasiones, leche (Dundee 

et al., 2001; Ruzante et al., 2006 y 2008; Gao et al., 2009). En cuanto a las muestras 

recogidas en la necropsia, se han obtenido mejores resultados con raspados de la válvula 

ileocecal y nódulos linfáticos ileocecales o yeyunales debido a la mayor probabilidad de 

conseguir resultados positivos y a la facilidad de obtención de las muestras (Chiodini y 

Van Kruiningen, 1986; Merkal et al., 1987; Iob et al., 1996), aunque la localización 

óptima depende de la especie animal. Se considera que el límite de detección estaría 

establecido en 50-100 unidades de Map por gramo de heces (Merkal, 1973; Jorgensen, 

1982; Whitlock, 1998) y que la sensibilidad aumenta cuando se cultivan tejidos (Merkal 

et al., 1987; Juste et al., 1991b; McDonald et al., 1999). Aunque sea una técnica 100% 

específica (Whitlock et al., 1992), su sensibilidad es relativamente baja, sobre todo por 

los falsos negativos que ocasionan los animales con infección subclínica, disminuyendo 

además cuando el aislamiento se lleva a cabo en un número inferior a cuatro tubos de 

cultivo o por la aparición de cepas de difícil aislamiento (Merkal, 1973; Chiodini et al., 

1984a; Chiodini y Van Kruiningen, 1986; Juste et al., 1991b; Huchzermeyer y 

Bastianello, 1992; Benazzi et al., 1996; Whitlock, 1998; Whittington et al., 1999b, 

2000ª, b, c; Corpa et al., 2000a Eamens et al., 2000; Whitlock et al., 2000; Crossley et 

al., 2005). Incluso, se ha descrito que animales con lesiones graves pero que sin 

embargo tienen muy pocas micobacterias resultan negativos al cultivo (Whittington et 

al., 2000; Corpa et al., 2000a).  

 

Mediante el cultivo de heces, se detectaría la mayoría de los animales infectados 

en la fase clínica de la enfermedad (Merkal, 1973; Jorgensen, 1982) y una media de 

entre el 40 y el 60% de los casos subclínicos (Whipple, 1992; Sockett et al., 1992) ya 

que estos animales eliminarían pocas micobacterias y lo harían de forma intermitente 

(Merkal, 1984; Thoen y Baum, 1988; Whitlock et al., 1992, 2000; Whittington et al., 

2000a). No obstante, en algunos trabajos, en la especie bovina, se ha descrito que la 

sensibilidad de este método en la detección de casos subclínicos puede llegar hasta el 

87,7% (Zimmer et al., 1999). Se considera que en ganado bovino pueden detectarse 

animales infectados mediante cultivo fecal hasta tres años antes de que empiecen a 
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manifestar signos clínicos (Merkal, 1973). Igualmente, en bovino se estima que, como 

media, la sensibilidad a los dos años de edad es muy baja, pero que se incrementa 

considerablemente en animales de 5 años de edad (Nielsen y Toft, 2006). En el cultivo 

fecal ha de tenerse en cuenta que Map podría identificarse en heces de animales en los 

que la bacteria tras ser ingerida ha transitado por el tubo digestivo sin ocasionar 

infección (Sweeney et al., 1992b; Rebhun, 1995; McDonald et al., 1999; Whittington et 

al., 2000a). 

 

Respecto al cultivo a partir de muestas de leche, se ha señalado que presentaría 

una sensibilidad menor que el cultivo fecal, aunque los autores señalan que esta 

diferencia no es significativa y que, además, debe tenerse en cuenta que la eliminación 

de bacterias por heces y por leche no está sincronizada (Gao et al., 2009). En uno de los 

primeros estudios revisados sobre cultivo en leche, se comparaba la positividad de esta 

técnica frente al cultivo de nódulos supramamarios de vacas con infección subclínica, 

siendo menor en el caso del cultivo de leche (Sweeney et al., 1992b). También resulta 

menos sensible que el cultivo de calostro de vacas infectadas (Streeter et al., 1995). No 

obstante en un estudio comparativo de ELISA y cultivo de leche, este último resultó el 

más sensible (Sharma et al., 2008). Sin embargo al compararlo con la PCR los 

resultados son contradictorios: mientras para unos autores el cultivo de muestras de 

leche es más sensible (Sharma et al., 2008), tanto en leche pasteurizada como no 

(Shankar et al., 2010), para otros lo es la amplificación de la secuencia de inserción 

IS900 de Map (Szteyn et al., 2008). Los estudios más recientes en cultivo de leche de 

vacas con paratuberculosis han ido encaminados a optimizar la técnica del cultivo, que 

se revisa a continuación, basándose en el empleo de diferentes descontaminates, 

antibióticos y medios de cultivo así como los tiempos y concentraciones empleadas, 

para una más eficaz detección de Map. (Bradner et al., 2013a, b). 

 

La técnica para el aislamiento de Map consta de tres pasos fundamentales: la 

descontaminación, el enriquecimiento y el cultivo. 

La descontaminación se realiza con el fin de eliminar otros microorganismos 

contaminantes presentes en la muestra objeto de cultivo, basándose en la gran 

resistencia que presenta Map a las sustancias bactericidas (Merkal y Larsen, 1962; de 

Lisle et al., 1980; Ridge, 1993; Garrido et al., 2000a; Olsen et al., 2002; Reddacliff et 

al., 2003b). En principio se utilizaban como descontaminantes sustancias como fenol, 
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hidróxido sódico, ácido sulfúrico, ácido oxálico, verde malaquita o la neomicina y 

anfotericina B (Kalis et al., 1999b). Posteriormente se utilizaron otros productos como 

el cloruro de benzalconio (Merkal et al., 1964; Merkal y Richard, 1972; Merkal, 1973; 

Lagadic et al., 1983), y, más recientemente, el cloruro de hexadecil piridinio (HCP) al 

0,75% (Lagadic et al., 1983; Whipple y Merkal, 1983; Merkal, 1984; Merkal et al., 

1985; Juste et al., 1991b; Whitlock et al., 1992; Stabel, 1997; Dundee et al., 2001). 

Recientemente se ha descrito la utilización de la enzima lítica C(18)-

carboxipropilbetaina, con una sensibilidad y especificidad en el aislamiento tras su uso 

del 97,6 y 89,5% respectivamente (Throton et al., 2002), y con un menor tiempo de 

detección de bacterias en leche cuando se comparaba con el HCP (Ruzante et al., 2006); 

sin embargo su uso no se ha extendido.  

 

Se considera que tanto las sustancias usadas inicialmente (Merkal y Larsen, 

1962; Larsen et al., 1964) como las de uso más reciente reducen la viabilidad de las 

micobacterias de la muestra. Esto se acentúa en el caso de cepas ovinas, en las que se ha 

cifrado la reducción de su aislamiento en 2,7 log10 a 3,1 mlog10 (Reddacliff et al., 

2003). Se ha sugerido la utilización conjunta de natamicina y vancomicina junto a una 

concentración optimizada de HCP para no inhibir significativamente el crecimiento de 

Map (Johansen et al., 2006). En este sentido, se ha probado el uso conjunto de N-acetil-

L-cisteina e hidróxido de sodio en combinación con otras modificaciones en el 

protocolo de cultivo de leche traduciéndose en resultados alentadores en cuanto a la 

viabilidad de Map (Bradner et al., 2013b). 

 

El enriquecimiento trata de concentrar las micobacterias, bien mediante 

sedimentación por acción de la gravedad o bien mediante centrifugación. Con la última 

se consigue una mejor sensibilidad del cultivo (Whitlock et al., 1992, 1996; Kalis et al., 

1999b), logrando hasta un 25% más de positividad en tejidos (Redacliff et al., 2003) 

aunque aumenta el número de contaminaciones (Kim et al., 1989; Whipple et al., 1992), 

lo cual podría reducirse al emplear una segunda incubación con antibióticos y 

antifúngicos (Stabel, 1997). La concentración también podría conseguirse mediante el 

empleo de perlas magnéticas tapizadas con IgG de conejo anti-Map que al unirse a las 

micobacterias y tras someterlas a un fuerte campo magnético permite separarlas de la 

suspensión (Grant et al., 1998; Mason et al., 1999; Khare et al., 2004). Con esta técnica, 
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no sería necesario el empleo de las habituales sustancias descontaminantes, con lo que 

el estado fisiológico de las micobacterias no se vería afectado (Grant et al., 1998). 

 

Para la siembra de las muestras, los medios más empleados son aquellos a base 

de huevo, como el Herrold (Merkal et al., 1964; Kim et al., 1989) que ofrece mejores 

resultados en bovino (Merkal et al., 1968; Juste et al., 1991b; Whipple et al., 1992; 

Aduriz et al., 1995a; Eamens et al., 2000; Nielsen et al., 2004), aunque también se ha 

empleado con éxito en pequeños rumiantes (Dimarelli-Malli y Sarris, 2001). También 

se utiliza el medio de Löwestein-Jensen (Merkal et al., 1964; Jorgensen, 1982; Whipple 

y Merkal, 1985; Juste et al., 1991b; Pavlik et al., 1999b; Whittington et al., 2000a) cuyo 

empleo es más frecuente en pequeños rumiantes (Juste et al., 1991b; García Marín et 

al., 1994; Aduriz et al., 1995; Corpa et al., 2000a; Whittington et al., 2000). Igualmente 

se emplean medios a base de suero como el Dubos (Gunnarsson y Fodstad, 1979; 

Saxegaard, 1985) o medios sintéticos como el Middlebrook 7H/11 (Merkal y Curran, 

1974; Damato y Collins, 1990; Aduriz et al., 1995a), con el que se ha logrado el 

aislamiento de cepas ovinas de Map sin suplementar con micobactina (Aduriz et al., 

1995a; Garrido, 2001), necesaria sin embargo en los medios citados anteriormente. Así 

mismo, algunas cepas de ovino presentan dificultad para crecer en los medios 

convencionales, y se han propuesto algunas modificaciones para solventar este 

inconveniente, como la exclusión del piruvato sódico del medio Löweatein-Jensen 

(Juste et al., 1991b). Con frecuencia, se suplementan los medios con antibióticos como 

la penicilina y antifúngicos como la anfotericina B (Kalis et al., 1999b) con el fin de 

reducir las contaminaciones. No obstante, según Sevilla et al. (2007), la preferencia por 

el medio no depende tanto de la especie hospedadora y sí del genotipo de la cepa, por 

tanto sería recomendable el uso de diferentes medios simultáneamente. 

 

La identificación de Map se realiza por la morfología de las colonias, su 

dependencia de la micobactina, el tiempo de crecimiento, la descontaminación previa de 

las muestras y el empleo de medios de cultivo especiales, con lo que se consigue una 

alta especificidad en el aislamiento (Merkal y Larsen, 1962; Stuart, 1962; Chiodini y 

Van Kruiningen, 1986).  

 

El gran inconveniente del cultivo es el tiempo que se necesita para obtener 

resultados debido al característico lento crecimiento de Map (Gunnarsson y Fodstad, 
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1979; Whittington et al., 2000a; Olsen et al., 2002; Huda y Jensen, 2003; Muskens et 

al., 2003b), que en el caso de vacuno es de 4 a 8 semanas (Chiodini y Van Kruiningen, 

1986) y en ovino podría llegar a ser más de un año (Juste et al., 1991b). Además este 

método de diagnóstico presenta un elevado coste, sobre todo cuando se trata de un gran 

volumen de muestras (Collins et al., 1988), siendo un procedimiento caro, lento y 

laborioso (Collins et al., 1990b; Kalis et al., 2002). Para tratar de aminorar los costes de 

esta prueba se pueden utilizar lotes de heces, lo que resultaría bastante eficaz para 

detectar la infección en un rebaño (Kalis et al., 1999a, 2000; Whittington et al., 2000; 

Sergeant et al., 2002; Kalis et al., 2004). Una alternativa al uso de lotes para aminorar 

los costes y estimar la prevalencia en un rebaño, sería realizar un muestreo de los 

animales con mayor probabilidad de presentar la enfermedad, es decir, vacas a partir de 

la tercera lactación, animales con signos clínicos compatibles con la enfermedad y 

animales de desecho (Tavornpanich et al., 2006).  

 

Con el fin de mejorar la sensibilidad y la rapidez (Collins et al., 1988; Damato y 

Collins, 1990; Collins et al., 1990b; Cousins et al., 1995; Whittington et al., 1998; 

Whittington et al., 2000a) se ha propuesto el uso del cultivo radiométrico, basado en la 

detección del isótopo CO2
14, liberado como consecuencia del metabolismo bacteriano, 

el cual presenta como incovenientes la manipulación y el acumulo de material 

radioactivo, además de su mayor coste (Redacliff et al., 2003). Para mejorar estos 

aspectos también se ha empleado la técnica de doble incubación (Whitlock, 1998; 

Eamens et al., 2000) y la combinación del cultivo con la PCR a partir de un raspado de 

la superficie del medio de cultivo sólido, incluso antes de que comiencen a observarse 

las colonias (Secott et al., 1999). 

 

También se ha utilizado el cutivo a pattir de muestras ambientales para conocer 

la presión de la infección por Map en una explotación, con mayores ventajas que el 

cultivo fecal, al resultar más económico y no precisaar el manejo de los animales de la 

explotación (Berghaus et al., 2006). Se ha comprobado que los lugares en la explotación 

dónde se encuentra mayor número de muestras positivas son los pasillos y las zonas de 

almacenamiento de estiércol (Raizman et al., 2004). 
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II.5.3.3. Técnicas de identificación genética 

 

La secuencia genética IS900, específica de Map, fue descubierta en 1989 (Green 

et al., 1989; Collins et al., 1989) y desde entonces ha sido utilizada para la detección de 

la micobacteria por métodos genéticos. La técnica más empleada es la reacción en 

cadena de la polimerasa o PCR (Mullis et al., 1986), que permite amplificar in vitro y 

de manera específica cantidades mínimas de ADN gracias a la acción de la ADN 

polimerasa, haciendo que puedan ser detectadas con facilidad, incluso en presencia de 

ADN inespecífico (Vary et al., 1990; Collins et al., 1993b; Challans et al., 1994; Pérez 

et al., 1994a; Plante et al., 1996; Gwozdz et al., 1997; Garrido et al., 1998; Coetsier et 

al., 2000). Cada bacilo de Map presenta 14-18 copias de la IS900 (Bull et al., 2000), lo 

que facilita su detección al compararlo con otros genes o secuencias con una única 

copia en el genoma. Aunque la IS900 se considera altamente específica de Map, se han 

observado resultados positivos con esta técnica en otras micobacterias distintas de Map 

con lo que se ha sugerido que tanto agentes estrechamente relacionados con Map, como 

son otras especies del género Mycobacterium, o incluso cocos Gram positivos como 

Lactobacillus spp (Willemsen et al., 2002) presentarían secuencias genéticas con 

considerable homología a la IS900 (“IS900-like”) (Cousins et al., 1999a, 1999b; Naser 

et al., 1999; Englund et al., 2002, Vansnick et al., 2004), pudiendo dar lugar a 

resultados falsos-positivos. Este hallazgo pondría en duda la especificidad absoluta 

asignada a esta secuencia hasta el momento. No obstante, los productos obtenidos 

siempre pueden distinguirse por secuenciación, lo que reduciría el riesgo de falsos 

positivos (Cousins et al., 1999b; Englund et al., 2002; Motiwala et al., 2004). Sin 

embargo, como consecuencia de ello, hay autores que han buscado otras secuencias 

diana alternativas específicas de Map como la ISMav2 (Stratmann et al., 2002); f57 

(Vansnick et al., 2004) o el locus 255 (Bannantine et al., 2002), entre otras. Con el fin 

de discernir la especificidad de estas regiones diana y su sensibilidad, se ha llevado a 

cabo un estudio (Möbius et al., 2008) consistente en la realización de 8 reacciones 

simples de PCR y 5 de PCR anidada, una variante de la PCR simple, comprobándose la 

especificidad y sensibilidad de 12 pares de cebadores diferentes (9 que identificaban la 

secuencia IS900, uno para la ISMav2, otro para la f57 y otro para el locus 255) bajo 

condiciones de PCR similares. Se llegó a la conclusión de que la IS900 es la secuencia 

diana favorita para amplificar loci específicos de Map. También se señala que, a pesar 

de que la PCR anidada era 100 veces más sensible que la simple, presentaba más 
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contaminaciones y reacciones cruzadas y por tanto no sería fiable para el diagnóstico de 

rutina. 

 

Una gran ventaja que otorga la PCR es la rapidez en la obtención de resultados, 

(48-72 horas), sobre todo en comparación con las varias semanas que se precisan en el 

cultivo (Garrido et al., 2000a). Sin embargo para la detección de Map mediante esta 

técnica se presenta la dificultad de la lisis bacteriana para la obtención del ADN, debido 

a la gruesa pared celular de la bacteria, habiéndose utilizado diferentes tratamientos 

como la lisis mediante agitación con perlas de zirconio (van der Giessen et al., 1992a; 

Collins et al., 1993b; Challans et al., 1994), centrifugación y tratamiento con calor 

(Vary et al., 1990), la utilización de hidróxido sódico (Guillou et al., 1993), o la 

aplicación a las muestras ciclos de calor y hervido (Garrido et al., 2000a). 

 

Para la detección de Map se utiliza esta técnica con mayor frecuencia en 

muestras procedentes de heces (Vary et al., 1990; Garrido et al., 1998b; Mason et al., 

2001; Kawaji et al., 2007; Scott et al., 2007; Irenge et al., 2009), leche (Streeter et al., 

1995; Giese y Ahrens, 2000; Grant et al., 2001; Djonne et al., 2003; Sevilla et al., 2003; 

Buergelt y Williams, 2004; Kaur et al., 2010) sangre o tejidos (Stevenson y Sharp, 

1997; Gwozdz et al., 1997, 2000c; Bull et al., 2003; Juste et al., 2005; Singh et al., 

2010). Incluso en un estudio relativamente reciente realizado por Alonso-Hearn et al. 

(2009) con la técnica de PCR a tiempo real, se ha identificado Map en músculo 

diafragmático de vacas sacrificadas en matadero, indicando que existíra una exposición 

humana a Map por el consumo de carne. Además, en este estudio encuentran una 

relación entre la gravedad de las lesiones intestinales, signos clínicos de 

paratuberculosis, elevada carga bacteriana en tejidos intestinales, eliminación de Map 

por heces y presencia de Map en músculo diafragmático. 

 

La PCR a partir de sangre periférica se muestra como una alternativa muy 

interesante para el diagnóstico de la paratuberculosis al ser la sangre una muestra fácil 

de tomar, y que se suele recoger habitualmente para las pruebas serológicas. Se ha 

tratado de comparar la detección de anticuerpos mediante ELISA o inmunodifusión en 

gel de agar con la de Map mediante PCR sobre muestras de sangre en varios estudios. 

Así, en la especie ovina, se estima una sensibilidad del 66% y una especificidad del 

100% (Gwozdz et al., 1997), aunque la sensibilidad disminuía al compararla con el 
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diagnóstico histológico (Gwozdz et al., 2000c). En bovinos, Juste et al., (2005) llegaron 

a la conclusión de que sería muy valorada como técnica complementaria, ya que 

permitía detectar la fracción de animales infectados que no eran detectados mediante 

ELISA. Por ello, la PCR en sangre podría ser un buen método de diagnóstico precoz de 

animales subclínicos, tanto la técnica simple (Juste et al., 2005) como la anidada 

(Buergelt y Williams, 2004) antes de que éstos comiencen a eliminar bacterias en las 

heces y supongan un riesgo de infección para el resto del rebaño, aunque se ha señalado 

que aún se requieren más estudios para poder dar una estimación fiable de la 

sensibilidad y especificidad de este método (Buergelt y Williams, 2004; Singh et al., 

2010). La PCR sobre muestas de heces presenta el problema de la aparición de falsos 

negativos debido a la presencia de sustancias inhibidoras de la técnica (Vary et al., 

1990; Van der Giessen et al., 1992a; Collins et al., 1993a, 1993b; Mori et al., 1999; 

Englund et al., 2001; Mason et al., 2001). Para minimizar este problema, se pueden 

incorporar plásmidos controles indicadores del buen funcionamiento de la reacción de 

PCR (Englund et al., 1999), o bien eliminar estos inhibidores mediante un paso de 

purificación de ADN (Whittington et al., 1998), neutralizando estas sustancias (Mori et 

al., 1999) o diluir el ADN extraído para conseguir diluir los inhibidores a su vez 

(Garrido et al., 2000a; Garrido, 2001), aunque con ello pueda reducirse la sensibilidad 

(Chui et al., 2004). Es por ello que, en términos generales, la PCR se consideraría una 

técnica menos sensible que los métodos de cultivo de heces tradicionales (Van der 

Gienssen et al., 1992a; Englund et al., 1999, 2001), aunque hay autores que han 

encontrado valores de sensibilidad similares o superiores al cultivo (Vary et al., 1990; 

Sockett et al., 1992a; Collins et al., 1993ª, 1993b; Stevenson y Sharp, 1997; Sotohy y 

Awad-Masalmeh, 1999), sobre todo en la especie ovina (Garrido et al., 1998b; Garrido 

et al., 2000a). Esta disparidad de resultados reside en la gran heterogeneidad de las 

metodologías empleadas, que impiden comparar los resultados obtenidos entre 

diferentes laboratorios (Garrido et al., 2000a). Así, uno de los últimos estudios de PCR 

heces, ha sido el empleo de una técnica de triple PCR a tiempo real utilizando las 

secuencias IS900, ISMAP02 y f57 de Map, resultando una técnica rápida, específica y 

que muestra una elevada sensibilidad para la detección de Map en muestras fecales 

comparada con los métodos convencionales (Irenge et al., 2009). 

 

La sensibilidad de la PCR en muestras de tejido es mayor que a partir de heces, 

al producirse menos efectos inhibidores de la reacción (Garrido et al., 2000a). Se 
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considera que las muestras con las que se obtienen mejores resultados son la válvula 

ileocecal y el nódulo linfático mesentérico (Gwozdz et al., 1997). Además, existe la 

posibilidad de llevar a cabo esta técnica a partir de muestras fijadas en formol e 

incluidas en parafina (Plante et al., 1996; Miller et al., 1997, 1999; Whittington et al., 

1999). Así Miller et al. (1997) emplearon esta técnica en este tipo de muestras para el 

diagnóstico de M. bovis y dos años más tarde, los mismos autores (Miller et al., 1999) 

consiguieron aplicar esta técnica para el diagnóstico del complejo M. avium en muestras 

procesadas para estudios histológicos, utilizando, entre otros, los primers para las 

secuencias IS900 y hspX, específicas de Map, comprobando que en los rumiantes los 

primers más apropiados para la identificación de M. avium son los que codifican para la 

secuencia IS900, mientras que en los no rumiantes (aves y cerdos) los que lo hacen para 

la secuencia 16S rRNA. En cuanto a su sensibilidad, en un estudio comparativo para el 

diagnóstico de paratuberculosis en bovino entre esta variante de la PCR, ZN y técnicas 

inmunohistoquímicas, se obtuvieron unas senbilidades del 90, 86 y 100%, 

respectivamente, aunque las dos últimas técnicas no son 100% específicas como la 

primera (Plante et al., 1996). No obstante, uno de los factores que limita la PCR en 

muestras de tejido fijadas en formol es el tiempo de fijación, aconsejando que éste no 

supere las 24 horas, debido a que el formol fragmenta el ADN, cifrándose en un 70% la 

disminución de la sensibilidad al mantener las muestras en fijación durante una semana 

(Plante et al., 1996; Miller et al., 1999). Para atenuar este inconveniente se ha propuesto 

el uso de cebadores con un menor número de pares de bases que amplifiquen la 

secuencia IS900 (Miller et al., 1999). 

 

En términos generales, se considera que el límite de detección mediante PCR es 

de 2 a 20 micobacerias a partir de cultivo (van der Gienssen et al., 1992a), de 35-45 

micobacterias por gramo de tejido y de 105 por gramo de heces (Challans et al., 1994; 

Whilock, 1998). En este último caso, ya se ha indicado que la aparición de falsos 

negativos debido a la presencia de gran cantidad de inhibidores (Vary et al., 1990; Van 

der Giessen et al., 1992a; Collins et al., 1993a, 1993b; Mori et al., 1999; Englund et al., 

2001; Mason et al., 2001). No obstante, en cualquier muestra, la PCR puede verse 

inhibida también por otras causas como son la posible existencia de una excesiva 

cantidad de ADN inespecífico derivado del hospedador o de otros microorganismos, o 

la deficiente calidad del mismo (Khare et al., 2004). Estos efectos inhibidores pueden 

112 
 



II. Revisión bibliográfica 
 

aminorarse purificando el ADN de las formas que se han señalado para la PCR de 

heces.  

 

Como alternativas a la PCR simple, se utilizan la PCR anidada y la PCR a 

tiempo real, ambas ya citadas en este apartado. La PCR anidada consiste en la 

realización de una segunda PCR que amplifica una región interna del producto obtenido 

tras la primera reacción (Englund et al., 1999; Gao et al., 2002; Bull et al., 2003; 

Buergelt y Williams, 2004; Stabel y Bannantine, 2005; Romero et al., 2005). Esta 

técnica se ha utilizado frecuentemente para la detección de Map en biopsias intestinales 

de pacientes con la enfermedad de Crohn con éxito, ya que se estima que en estos casos 

la cantidad de micobacterias presentes es muy escasa (Bull et al., 2003; Romero et al., 

2005; Sasikala et al., 2009) y ha mostrado una mayor sensibilidad que el cultivo y la 

PCR convencional en tejidos de corderos infectados experimentalmente (Delgado et al., 

2013). La PCR a tiempo real presenta la ventaja de poder cuantificar el ADN de Map, 

en este caso, y su uso es cada vez más frecuente en el diagnóstico de paratuberculosis. 

Sin embargo se requieren estudios a gran escala para conocer su sensibilidad (Kim et 

al., 2002; Stabel y Bannantine, 2005; Brey et al., 2006; Jaravata et al., 2006; Kawaji et 

al., 2007).  

 

 

II.5.4. Diagnóstico inmunológico 
 

Este tipo de diagnóstico se basa en la detección de la respuesta inmune, tanto 

celular como humoral, que el hospedador desarrolla frente a la infección por Map ya 

descritas en el correspondiente apartado.  

 

Como también se ha citado, esta respuesta está estrechamente relacionada con la 

respuesta lesional (Billman-Jacobe et al., 1992; Pérez et al., 1997; García-Marín et al., 

1999; Corpa, 1999; Gwozdz et al., 2000a; Balseiro et al., 2003; González et al., 2005; 

Vázquez et al., 2013), habiéndose propuesto un espectro inmunopatológico en los 

individuos infectados. Los animales con lesiones iniciales o latentes subclínicas 

presentan una elevada respuesta inmune de tipo celular, y al progresar la infección hacia 

fases más avanzadas y graves, empieza a predominar la respuesta inmune de tipo 
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humoral mientras que la celular se va debilitando (Chiodini et al., 1984a; García-Marín 

et al., 2000; Stabel, 2006). 

 

Como test in vivo de detección de la respuesta inmune celular se utiliza la 

prueba de intradermoreacción, e in vitro, el test de liberación de IFN-γ, la prueba de 

detección del receptor de la interleuquina 2, el test de transformación linfocitaria y la 

inhibición de la migración linfocitaria. En el caso de la respuesta inmune humoral, se 

utilizan pruebas como la fijación de complemento, la inmunodifusión en gel de agar y el 

ELISA. Se ha señalado que ambos tipos de pruebas se complementan y por tanto no se 

debería sustituir una por la otra sino emplearse simultaneamente para detectar la 

mayoría de animales infectados en el rebaño en las diferentes fases de la misma (Pérez 

et al., 1994b; García-Marín et al., 1999; Stabel y Whitlock, 2001; Kurade et al., 2004). 

No obstante, hay que tener en cuenta que en las fases finales de la enfermedad, en 

ocasiones, se puede instaurar un estado de anergia, por lo que estos animales no serían 

detectados por ninguna prueba inmunológica (Garrido et al., 2000a). 

 

Un hecho a tener en cuenta es que la respuesta inmune del animal puede verse 

influida tanto por la vacunación frente a paratuberculosis (Gilmour y Brotherson, 1966; 

Burrells et al., 1995) como por diversas reacciones cruzadas con microorganismos que 

comparten antígenos con Map, como otras especies de micobacterias y 

microorganismos del género actinomicetales como Actynomyces spp., Nocardia spp., 

Corynebacterium spp., Dermatophilus spp.o Streptomyces spp. (Johnson, 1944¸Johson 

et al., 1994; Chiodini et al., 1984a; Gwozdz et al., 2000a). 

 

 

II.5.4.1. Técnicas de diagnóstico basadas en la inmunidad celular 
 

Los animales infectados por Map suelen presentar una marcada respuesta 

inmune celular en las fases iniciales o latentes de la enfermedad o bien, en ocasiones, 

cuando presentan signos clínicos (aquellos animales con lesión difusa linfocítica o 

paucibacilar) (Chiodini et al., 1984a; Billman-Jacobe et al., 1992; Stabel, 1996; Clarke, 

1997; Pérez et al., 1999; García- Marín et al., 2000; Stabel, 2000a; Coussens, 2001) y 

en principio, serán estos animales los que este tipo de pruebas pondrá en evidencia. 
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Los test basados en la detección de la respuesta inmune celular frente a Map se 

dividen en pruebas in vivo como la de intradermorreacción (Larsen et al., 1955; 

Gilmour, 1965; Merkal, 1973; Juste et al., 1983; García- Marín et al., 1999; Kalis et al., 

2003), y pruebas in vitro (Merkal, 1973; Milner et al., 1981; Sreenivasculu et al., 1986; 

Pérez et al., 1994b; García-Marín et al., 1999; Whist et al., 2000; Kalis et al., 2003) 

como la detección de la inhibición de la migración linfocitaria (Bendixen, 1977), de la 

transformación linfocitaria (Buergelt et al., 1978a, 1983) o de la detección del receptor 

de la interleuquina 2 (Whist et al., 2000), cuyo uso no está extendido, y el test de 

liberación de -INF-γ (Billman-Jacobe et al., 1992), que es la prueba más utilizada de 

este grupo.  

 

El conocimiento de que las células γδ, del fenotipo CD8CD2(-)WC+1(+), 

predominan en las etapas tempranas de la infección, hace de estas células marcadores 

prometedores para definir los cambios tempranos de la infección de Map debido a su 

importante papel tanto en la inmunidad innata como en la mediada por células (Badi et 

al., 2009). 

 

 

II.5.4.1.1. Puebas in vivo 

 

 

 II. 5.4.1.1.1. Intradermorreacción (IDR) 

 

Esta prueba consiste en la medida del incremento de grosor de la piel provocado 

por la reacción de hipersensibilidad retardada que tiene lugar tras la inoculación 

intradérmica de derivados proteicos purificados de M. avium (PPD o tuberculina aviar) 

(Stuart, 1962; Chiodini et al., 1984a) o bien de Map (johnina) (Larsen et al., 1955; 

Vindodkumar et al., 1999). El uso de la primera está más extendido (Lauzi et al., 2000) 

debido a que resulta más fácil su obtención y aunque para algunos autores la eficacia de 

la johnina sería mayor (Johnson et al., 1949; Larsen, 1973), para otros no habría 

diferencias (Juste y Aduriz, 1990b; Pavlik et al., 1999b; Garrido et al., 2000a; Stabel y 

Whitlock, 2001) o incluso sería más eficaz la tuberculina aviar (Sidgurson, 1956; Stuart, 

1962; Milner et al., 1981). 
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En cuanto al lugar de aplicación, en ovino el de elección es el pliegue de la cola 

(Fernández et al., 1980; Chiodini et al., 1984a; Juste y Aduriz, 1990a) y en las especies 

bovina y caprina en las tablas del cuello o en la espalda (Larsen et al., 1955; Gilmour y 

Brotherson, 1966; Chiodini et al., 1984a; Real Decreto 2611/1996). 

 

La lectura del incremento se realiza entre las 48 y las 72 horas después de la 

aplicación intradérmica de 0,1-0,2 ml de PPD aviar o johnina (Gilmour, 1976; 

Fernández et al., 1980; Chiodini et al., 1984a; Blood et al., 1989; Pérez, 1992). En el 

caso de tener que repetir esta prueba sería necesario esperar de 42 a 60 días debido a la 

sensibilización producida en la primera inoculación (Monaghan et al., 1991). 

 

La IDR, aunque se ha aplicado con éxito en la lucha contra la tuberculosis 

bovina, en la paratuberculosis parece tener una menor especificidad en cuanto a su 

diagnóstico (Olsen y Storset, 2001) y su uso se ve restringido a estudios experimentales. 

Al compararla con el cultivo, resulta una prueba menos sensible si se aplica de forma 

individual sobre animales adultos de rebaños infectados (de Lisle, 1980; Kreeger, 1991; 

Hietala, 1992; Pavlik et al., 1999), habiéndose señalado que su mayor utilidad estaría en 

la confirmación de una sospecha clínica de la enfermedad en el rebaño (Radostits et al., 

2007). 

 

En cuanto a la relación de la IDR con la fase de la enfermedad, esta prueba 

detectaría a los animales que se encuentran infectados de forma subclínica, en las fases 

iniciales o periodos latentes de la infección, es decir, aquellos con lesiones focales 

(Jonhson y Pratt, 1944; Stuart, 1962; Merkal et al., 1968; Corpa et al., 1998; 

Vindodkumar et al., 1999; González, 2003). Por otro lado, un porcentaje importante de 

animales que manifiestan signos clínicos y que son excretores de grandes cantidades de 

micobacterias pueden resultar anérgicos a la prueba (Billman-Jacobe et al., 1992; 

Hietala, 1992; García Marín et al., 1999a). En un estudio realizado en la especie ovina, 

se ha comprobado que el 80% de los animales con lesión focal eran positivos a la IDR, 

mientras sólo se observó positividad en el 38,4% de los que presentaban lesión difusa. 

De estos últimos, los que presentaban lesión difusa paucibacilar resultaban positivos en 

el 100% de los casos mientras que en las ovejas con lesión multibacilar la sensibilidad 

disminuía hasta el 11% (Pérez et al., 1999). En bovino, Balseiro et al. (2003) y 

González (2003) relacionan la positividad de esta prueba con lesiones focales y 
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multifocales. Así Balseiro et al (2003) encontraron que el 28,6% de los 134 animales 

estudiados eran positivos a test de la IDR, no presentaban signos clínicos de 

paratuberculosis pero si lesiones de tipo focal, No obstante, un porcentaje ligeramente 

inferior (27,9%) de estos animales, presentaban este tipo de lesiones sin resultar 

positivos a la IDR, no pudiendo relacionar de manera significativa la presencia de 

lesiones focales y multifocales con la positividad a esta prueba. 

 

En otro estudio realizado en la especie bovina, se ha observado que animales 

vacunados con presencia de lesiones histológicas presentaban una respuesta negativa al 

realizar la IDR, por tanto, se sugiere que animales con una débil respuesta inmune 

celular serían más susceptibles a desarrollar la infección por Map (Wentink et al., 

1993), concluyendo que quizás fuera contraproducente la eliminación de animales 

positivos a IDR, ya que se estarían eliminando los más resistentes. 

 

 

II.5.4.1.2. Pruebas in vitro 

 

 

 II.5.4.1.2.1. Prueba de liberación de Interferón- γ (IFN- γ) 

 

Se trata de una técnica laboratorial en la que se mide, mediante un test ELISA 

sandwich o de captura, la liberación de la citoquina IFN-γ por parte de los linfocitos T, 

tras ser estimulados con antígenos micobacterianos, mediante la utilización de un 

anticuerpo monoclonal frente a la misma, comparándose con la liberación de esta 

citoquina por los linfocitos T sin estimular (Wood et al., 1989; Billman-Jacobe et al., 

1992; Pérez et al., 1994b, 1999; Burrells et al., 1998; Waters et al., 2003). Esta técnica 

fue utilizada por primera vez en la especie humana (Gallati et al., 1987), y 

posteriormente se desarrolló para el diagnóstico de la tuberculosis bovina (Rothel et al., 

1990; Lauzi et al., 2000) y el de paratuberculosis (Wood et al., 1989; Billman-Jacob et 

al., 1992;; Burrells et al., 1995; Corpa, 1999; McDonald et al., 1999; Pérez et al., 1999; 

Gowzdz et al., 2000b; Jungersen et al., 2002). 

 

Los datos de sensibilidad y especificidad de la prueba varían en los diferentes 

estudios realizados. En bovino, empleando como antígeno la johnina, y al comparar con 
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el cultivo fecal, se obtuvo una sensibilidad del 71,8% en animales con infección 

subclínica y del 100% en casos clínicos de la enfermedad y una especificidad del 97,6% 

(Billman-Jacobe et al., 1992). Sin embargo, en estudios posteriores se observó 

positividad tan solo en el 50% de los animales excretores de micobacterias (Stabel y 

Whitlock, 2001) y al utilizar como antígeno un preparado a partir de un sonicado de la 

célula de Map completa, la especificidad variaba entre el 88,7 y el 97,6% mientras que 

la sensibilidad se reducía al 40,7% (Robbe-Austerman et al., 2006). En este mismo 

estudio los valores eran más elevados (entre un 93,5% y un 98,3% de especificidad y 

una sensibilidad del 66,7%) al utilizar como antígeno la johnina.  

 

Al relacionar los resultados de esta técnica con el tipo de lesión, en la especie 

ovina y caprina se ha observado mayor positividad en animales con lesión focal que en 

aquellos con lesión difusa, y dentro de este último tipo, el mayor número de animales 

positivos aparece entre aquellos que presentan lesiones linfocíticas o paucibacilares 

(Pérez et al., 1999; Corpa, 1999). Estos resultados apoyan a los encontrados por 

Burrells et al (1998, 1999) en los que animales con lesión tuberculoide expresaban 

mayor cantidad de IFN-γ que los que mostraban lesión lepromatosa. En este sentido, se 

ha observado que animales clínicamente enfermos, que habitualmente presentan 

lesiones difusas multibacilares, producen cantidades menores de esta citoquina que 

aquellos subclínicamente infectados, tanto en la ovina (Pérez et al., 1999), como en la 

especie bovina (Stabel, 1996; Sweeney et al., 1998; González, 2003; Balseiro, 2004). 

En un estudio reciente llevado a cabo por Vázquez et al. (2013) también en bovinos, se 

ha observado que aquellos animales con lesiones focales se relacionaban con un 

resultado positivo al test de liberación de IFN-γ en el 36,8% de los casos, encontrando 

que la positividad a esta técnica aumentaba al incrementarse la gravedad de las lesiones, 

ya que los mayores niveles de liberación de IFN-γ se encontraron en los animales con 

lesión difusa, en concreto en una vaca con lesión difusa linfocítica y, por tanto, la 

polarización de respuestas Th1/Th2 ya explicada en el apartado de respuesta inmunitaria 

no fue tan marcada como se podría esperar. 

La mayoría de estos resultados reflejarían la gran utilidad de esta prueba 

principalmente para la detección de animales infectados subclínicamente, bien de 

manera latente, bien de forma inicial. Así, permitiría identificar los animales 

potencialmente peligrosos para el resto del rebaño, antes incluso de que empiecen a 

eliminar micobacterias en heces (Stabel, 1996; Gwozdz et al., 2000b; Stabel, 2000; 
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Stabel y Whitlock, 2001; Huda et al., 2003) y antes de desarrollar la enfermedad, 

momento en el que algunos animales se volverían anérgicos (Hietala, 1992; Stabel, 

1996; Gwozdz et al., 2000b; Stabel, 2000; Jungersen et al., 2002). Aunque un hecho a 

tener en cuenta, dada la estrecha relación existente entre la evolución de la infección y 

la respuesta inmune, es la posible existencia de falsos negativos, especialmente en 

aquellos animales en estadios avanzados de la enfermedad (Jungersen et al., 2002; 

Aranaz et al., 2006). 

 

En estudios experimetales en los que se ha infectado a corderos con Map se ha 

puesto de manifiesto que esta prueba es la primera capaz de detectar la infección 

(Gwozdz et al., 2000b; Stewart et al., 2004; Begg et al., 2005, Verna et al., 2007; 

Reyes, 2007; Delgado et al., 2012; Fernández et al., 2014a) y además se ha señalado 

que existe una relación entre la magnitud de la producción sistémica de IFN-γ de forma 

específica frente a antígenos de Map y la capacidad de controlar la infección (Gwozdz 

et al., 2000a; Begg y Griffin, 2005). En este sentido, se ha observado una asociación 

negativa entre la respuesta inmune celular, medida por la liberación de IFN-γ y la futura 

producción de anticuerpos por parte de animales infectados experimentalmente, 

sugiriendo que la inmunidad mediada por células podría erradicar o controlar la 

multiplicación de Map en muchos animales (Mikkelsen et al., 2009). 

 

Parece haber controversia en cuanto a la posible interferencia de la inoculación 

previa de tuberculinas aviar o bovina con la liberación posterior de IFN-γ. Mientras 

algunos autores no encuentran que la sensibilización previa mediante la IDR ejerza un 

efecto significativo sobre la eficacia del test del IFN-γ, al menos entre los 8 y 28 días 

posteriores a la postinoculación (Doherty et al., 1995; Ryan et al., 2000; Delgado et al., 

2012), e incluso hasta los 65 días posteriores a esta (Gormley et al., 2004) en el caso de 

vacas infectadas por M. bovis, otros autores encontraron que la sensibilización previa 

que ocasiona la IDR estimularía la producción de IFN-γ en los días posteriores a la 

sensibilización, tanto en tuberculosis como en la paratuberculosis bovina, lo que 

dificultaría interpretar los test de IFN-γ (Rothel et al., 1992; Whipple et al., 2001; 

Stabel et al., 2007). Así, en un estudio realiado por Stabel et al. (2007) se valoró la 

producción de esta citoquina tras la IDR con PPD johnina por una vaca control, otra 

infectada subclínicamente y una tercera con clínica de paratuberculosis, obteniendo 

como resultado un incremento significativo en la secreción de IFN-γ del animal 
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subclínico, sobre todo tras 7 y 10 días posinoculación, mientras que no se observaron 

diferencias en la secreción en las vacas control y enferma. Según los autores, la 

sensibilización previa incrementaría la sensibilidad del test de IFN-γ, de tal manera que 

se podrían distinguir los animales subclínicamente infectados por Map de los controles 

no infectados. En cambio Rothel et al., (1992) afirman que el incremento obtenido en la 

secreción de IFN-γ afectaría a la especificidad del test, sugiriendo no realizar dicha 

prueba en los animales durante al menos 59 días tras la IDR. En cualquier caso, las 

discrepancias en estos resultados se deberían a la heterogeneidad de los estudios en los 

que variaría la naturaleza de la infección, el número de animales empleados, el 

protocolo de IDR utilizado, o los criterios utilizados para la interpretación del test de 

IFN-γ (Gormley et al., 2004). 

 

La prueba del IFN-γ tiene algunas limitaciones, entre las cuales cabe señalar su 

elevado coste económico y la rapidez con la que deben procesarse las muestras de 

sangre (Olsen et al., 2002), estimándose que para obtener resultados fiables las muestras 

han de ser estimuladas con las tuberculinas antes de las 8-12 horas posteriores a su 

extracción (Robbe-Austerman et al., 2006). Además, al igual que la IDR, la infección 

por otras micobacterias aviares o ambientales puede interferir en la especificidad de esta 

prueba (Pérez et al., 1994b; Lauzi et al., 2000; Gwozdz et al., 2000b; Olsen et al., 2002) 

obteniéndose falsos positivos, para lo cual se han estudiado otros antígenos procedentes 

tanto de Map como de Maa, que sirvan para discriminar estas reacciones cruzadas así 

como la posible interferencia de la vacunación (Burrells et al., 1995; Olsen y Storset, 

2001). En el caso de terneros jóvenes se ha observado una producción inespecífica de 

IFN-γ por parte de las células NK del sistema inmune innato (Olsen et al., 2005), lo que 

provocaría un incremento en la producción de esta citoquina a esta edad (McDonald et 

al., 1999; Olsen y Storset, 2001; Stewart et al., 2007), ofreciendo también falsos 

positivos. En la especie caprina, igualmente, la utilidad de esta técnica diagnóstica es 

discutida debido a que los resultados obtenidos son contradictorios, observándose una 

baja respuesta en animales jóvenes no infectados (Storset et al., 2005) pero, 

contrariamente, la respuesta es elevada en animales adultos no infectados en un estudio 

experimental (Stewart et al., 2006). En bovino también se pone en duda la utilidad de 

esta técnica como diagnóstica ya que no se la asocia con las formas inmunopatológicas 

más delimitadas ni con la detección de Map, y presenta una baja especificidad, 
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aconsejando restringir su uso para los programas de erradicación de la tuberculosis 

(Vázquez et al., 2013). 

 

Recientemente, se ha utilizado un nuevo test, denominado ELISPOT, que ha 

mostrado una mayor sensiblidad, y que ha permitido diferenciar entre ovejas infectadas 

y no infectadas (Begg et al., 2009).  

 

 

II.5.4.1.2.2. Test de transformación linfocitaria, Detección de la 
Interleuquina 2 (IL-2) e Inhibición de la migración linfocitaria. 

 

Se trata de pruebas que en la práctica son de menor utilidad por su complejidad y 

porque los resultados que ofrecen no parecen compensar su utilización. 

 

En el caso de la transformación linfocitaria, la prueba consiste en la 

demostración del efecto de transformación linfoblástica, es decir, de la regresión de 

linfocitos previamente sensibilizados a un estado de gran actividad nuclear, tras un 

segundo contacto con antígenos micobacterianos (Buergelt et al., 1977; Milner et al., 

1981). Aunque se trata de una técnica con elevada sensibilidad, ya que se considera que 

detecta un alto número de animales infectados, más que la serología y el cultivo 

(Buergelt et al., 1977; Johnson et al., 1977) incluyendo aquellos animales con una 

pequeña carga bacteriana sin signos de infección (de Lisle y Duncan, 1981), es menos 

específica y se obtienen falsos positivos debido a reacciones cruzadas con otras 

micobacterias (Buergelt et al., 1977; Milner et al., 1981). Además se trata de una 

técnica laboriosa por la necesidad de trabajar con linfocitos vivos y con isótopos 

radiactivos. 

 

La detección de la interleuquina 2 se empleó inicialmente en el diagnóstico de 

tuberculosis en ciervos (Hesketh et al., 1993) utilizando cultivos de células 

mononucleares de sangre periférica, en los que se detectaba el grado de activación 

linfocitaria mediante el empleo de un anticuerpo frente al receptor de la IL-2 (IL-2R), 

cuya expresión está incrementada en los linfocitos activados en caso de que los ciervos 

sufrieran tuberculosis. Posteriormente, Whist et al. (2000) aplicaron la técnica al estudio 

de paratuberculosis midiendo la expresión del IL-2R en cabras infectadas con Map. Para 
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estimular los linfocitos y provocar la expresión de IL-2R, incubaban la sangre entera 

con un derivado proteico purificado de Map (PPD) durante 72 horas y la cuantificaban 

mediante el empleo de anticuerpos monoclonales inmunomarcados, siendo una técnica 

muy laboriosa, por lo que su uso no se ha generalizado. 

 

La inhibición de la migración linfocitaria consiste en la valoración de la 

dispersión de un concentrado de linfocitos tras su incubación con un antígeno 

micobacteriano en una placa de agarosa (Bendixen, 1977). En los animales infectados, y 

por tanto, con linfocitos sensibilizados, el índice de migración debe ser menor que para 

animales no infectados, debido a que sus células producen un factor inhibitorio de dicha 

migración y tienden a quedar fijadas a la superficie en vez de extenderse como lo harían 

si no existiera dicha sensibilización (Bendixen, 1977; Sreenivasulu et al., 1986). Se ha 

empleado tanto para el diagnóstico de bovinos con infección subclínica sin éxito 

(Bendixen, 1977) como para detectar la respuesta inmune celular tras la vacunación en 

la especie ovina (Sreenivasulu et al., 1986). 

 

 
II.5.4.2. Técnicas de diagnóstico basadas en la inmunidad humoral 
 

Se trata de técnicas basadas en la detección de anticuerpos producidos por la 

infección por Map. Dentro de las más empleadas se encuentran la inmunodifusión en 

gel de agar y la prueba de ELISA indirecto. En general, las técnicas serológicas son 

muy utilizadas porque resultan económicas, fáciles de llevar a cabo y rápidas en la 

obtención de resultados (Juste y Aduriz, 1990b; Ridge et al., 1991; Kalis et al., 2002). 

Se trata de pruebas con una elevada sensibilidad en animales clínicamente afectados, 

pero menor en animales en la fase subclínica de la enfermedad, por lo tanto no deberían 

sustituir, sino complementar a las pruebas de inmunidad celular para poder detectar 

animales dentro del rebaño en los distintas fases dentro de espectro inmunopatológico 

de esta enfermedad (Pérez et al., 1997, 1999; García Marín et al., 1999a; Stabel y 

Whitlock, 2001).  
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II.5.4.2.1. Inmunodifusión en gel de agar (IDGA) 

 

Se basa en una reacción antígeno-anticuerpo en la que se enfrenta un suero 

problema frente a un antígeno, generalmente el antígeno protoplasmático PPA-3 de 

Map, de forma que si en el suero existen anticuerpos específicos se producirá una 

precipitación de los complejos antígeno-anticuerpo en el gel de agarosa, apareciendo 

una banda que se observa a simple vista (Juste y Aduriz, 1990b). 

 

Se estima que posee gran especificidad, aproximándose al 100% (Colgrove et 

al., 1989; Sherman et al., 1990; García Marín et al., 1992c; Juste et al., 1994; Whitlock, 

1998; Gumber et al., 2006; Robbe-Austerman et al., 2006). Sin embargo, no se 

considera una técnica de gran sensibilidad: en el ganado ovino, se han descrito 

sensibilidades entre un 8,3% y un 61,1% (Huchzermeyer y Bastianello, 1992; 

Dimarelli-Malli et al., 1992; García-Marín et al., 1992c; Pérez et al., 1994b; Hope et 

al., 2000; Sergeant et al., 2003; Gumber et al., 2006; Robbe-Austerman et al., 2006), en 

ganado caprino entre el 39,5% y el 65,2% (Dimarelli-Malli et al., 1992; Gumber et al., 

2006) y en ganado bovino entre un 18,9% y un 57% (Sherman et al., 1984; Colgrove et 

al., 1989; Sockett et al., 1992b; Ferreira et al., 2002). Se ha comprobado que hay una 

relación directa de la positividad a IDGA tanto con la presencia de casos clínicos como 

con la tasa de infección (Pavlik et al., 1999b) de forma que, en el ganado vacuno se ha 

encontrado un 96,9% de positividad entre los casos clínicos de paratuberculosis bovina 

(Sherman et al., 1984) y entre un 78 y un 94% en ovejas con pérdida de peso crónica 

(Hilbink et al., 1994; Dubash et al., 1996; Clarke et al., 1996), o entre un 94% y un 

100% en animales con lesiones difusas (Shulaw et al., 1993; Clarke et al., 1996; Pérez 

et al., 1997), cuando estas eran multibacilares ya que cuando se trataba de lesiones 

paucibacilares, el porcentaje de positividad se reducía notablemente. Por tanto, la IDGA 

parece ser una herramienta de gran utilidad para la identificación de animales grandes 

excretores de micobacterias y por tanto, los de mayor riesgo de difusión de la 

enfermedad al resto del rebaño (Clarke et al., 1996; Pérez et al., 1997; Gumber et al., 

1996). 

 

Ha sido una técnica muy utilizada durante años, debido a su bajo precio, su 

simplicidad y rapidez en obtener los resultados, sobre todo en ovino donde resulta un 

método muy específico y con razonable sensibilidad para detectar a las ovejas 
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infectadas en las últimas fases de enfermedad (Dubash et al., 1996). Aunque su uso ha 

ido reduciéndose, sobre todo por su baja sensibilidad en comparación con otras técnicas 

serológicas, recientemente se ha utilizado en un estudio sobre paratuberculosis en 

ciervos (Woodbury et al., 2008), o en estudios experimentales en cabras (Munjal et al., 

2007).  

 

 

II.5.4.2.2. ELISA indirecto 

 

Se basa también en la reacción antígeno-anticuerpo, pero en este caso el 

antígeno específico de Map se encuentra unido a las paredes de un pocillo de la placa de 

polipropileno al que se le añade el suero problema. Tras el lavado de la placa se 

eliminan los anticuerpos que no se hayan unido de forma específica al antígeno y los 

que quedan unidos a este se ponen de manifiesto mediante un reactivo (anticuerpo o 

proteína con afinidad específica por las inmunoglobulinas) que lleva incorporado una 

enzima a la que se añade un sustrato, obteniéndose una reacción colorimétrica cuya 

densidad óptica es proporcional a la cantidad de anticuerpos unidos al antígeno de la 

placa. 

 

Los antígenos más ampliamente utilizados para el ELISA de paratuberculosis 

son el PPA3 (Lyle y Merkal, 1983; Yokomizo et al., 1983a; 1983b; Hardin y Thorne, 

1996; Pérez et al., 1997; Garrido et al., 1998a) y el lipoarabinomanano (LAM) (Sugden 

et al., 1989; Reichel et al., 1999). Así mismo, se han utilizado otros antígenos como A y 

D (Sugden et al., 1988; Sugden et al., 1991), polipéptido recombinante a362 (Vannuffel 

et al., 1994), las proteínas constitutivas AhpC y AhpD, la secretada de 14kDa (Olsen et 

al., 2001a; Olsen et al., 2001b), proteínas de choque térmico o heat shock proteins 

(HSP) como la HSP65 y la HSP70 (Stevenson et al., 1991; Stevenson et al., 1992; 

Colston et al., 1994; Koets et al., 2001), proteína de 35 kDa (Shin et al., 2004) y la 

IS900-glutatione-S-transferasa (Nakase et al., 2006) entre otros. 

 

El reactivo que se añade posteriormente para unirse a los anticuerpos captados 

por los antígenos puede ser anti-IgG o anti-IgM (Clarke et al., 1996; Pérez et al., 1997) 

específicos de especie, o proteínas de alta afinidad por las inmunoglobulinas de 

diferentes especies como la proteína A o la G (Garrido et al., 1999, 2000a). 
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Como enzima suele utilizarse o peroxidasa de rábano o la fosfatasa alcalina (AP) 

y como sustrato orto-fenil-diamina (OPD), tetrametilbencidina (TMB), ácido sulfónico 

2,2’-anzino-di(3-etil)benzotiazolina (ABTS), ácido aminosalicílico (ASA), o para-

nitrofenil fosfatasa alcalina (PNPP) (Garrido et al., 2000a). 

 

Los primeros en utilizar esta técnica fueron Jorgensen y Jensen (1978), tras lo 

cual el ELISA ha sufrido diferentes modificaciones encaminadas a aumentar su 

especificidad. La más notable fué la desarrolladas por Yokomizo et al. (1983) al 

proponer la preadsorción de los sueros a testar con M.phlei, lo que reduce  las 

reacciones cruzadas con anticuerpos de otras micobacterias y otros microorganismos 

(Olsen et al., 2001a). Actualmente, el ELISA indirecto es la técnica serológica más 

utilizada (Harris y Barleta, 2001), debido a su bajo coste, rapidez, versatilidad, 

adaptabilidad y posibilidad de analizar un gran número de muestras (Jorgensen y 

Jensen, 1978; Juste et al., 1990b; Collins et al., 1993c; Collins, 1996; Pérez et al., 1997; 

Garrido et al., 2000a; Collins, 2002). 

 

En cuanto a su sensibilidad y especificidad, si se compara con otras técnicas 

serológicas, resulta más sensible y específica (Yokomizo et al., 1991; Sockett et al., 

1992; Meylan et al., 1994; Sweeney et al., 1995; Kalis et al., 2002). En general, las 

referencias sobre la sensibilidad de esta técnica son muy variables, dependiendo de los 

diferentes estudios, tanto por las modificaciones en la técnica realizadas como por las 

variaciones en los puntos de corte (Spangler et al., 1992b; Ridge y Vizard, 1993; 

Collins y Sockett, 1993; Hope et al., 2000). Así, en bovino se estima que la sensibilidad 

varía entre el 15 y el 98% (Colgrove et al., 1989; Milner et al., 1990; Collins et al., 

1993c; Meylan et al., 1994; Sweeney et al., 1995; Garrido, 2001a; Pak et al., 2003; 

McKenna et al., 2005b; Eda et al., 2006) y en pequeños rumiantes entre el 21,9 y el 

100% (Juste et al., 1988; Sugden et al., 1989; Molina et al., 1991; Dimarelli-Malli et 

al., 1992; Burnside y Rowley, 1994; Pérez et al., 1997; Hope et al., 2000; Sergeant et 

al., 2003; Gumber et al., 2006). Al igual que en las otras pruebas de inmunidad 

humoral, la sensibilidad que presenta el ELISA se relaciona con el grado de excreción 

de micobacterias y el tipo de lesión, así cuanto mayor es el primero y más graves son las 

lesiones, más sensible es la técnica (Milner et al., 1990; Sockett et al., 1992; Billman-

Jacobe et al., 1992; Ridge et al., 1992; Spangler et al., 1992b; Collins et al., 1993c; 

Sweeney et al., 1995; Clarke et al., 1996; Pérez et al., 1997; Reichel et al., 1999; García 
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Marín et al., 1999a; Pavlik et al., 2000b; Dargatz et al., 2001a; Kalis et al., 2002; 

González, 2003; Sergeant et al., 2003). Es por ello, que un resultado positivo a ELISA, 

se relacionaría con un animal infectado excretor de micobacterias en sus heces, 

permitiendo, por tanto, localizar los animales que eliminan grandes cantidades de 

micobacterias al medio ambiente (Whitlock et al., 2000; Storset et al., 2001; Collins et 

al., 2005; Sweeney et al., 2006b; Stewart et al., 2007) y con lesiones graves, difusas y 

multibacilares, caracterizadas por una eliminación fecal intensa de Map (Sockett et al., 

1992; Sweeney et al., 1995; Pérez et al., 1997; García-Marín et al., 1999a; Kalis et al., 

2002; Vázquez et al., 2013) o incluso predecir cuando un animal va a convertirse en 

excretor, debido a que la detección de anticuerpos por esta técnica se realiza, 

generalmente, antes de que la eliminación de bacterias sea detectable (Nielsen, 2008). 

En este sentido, se ha comprobado que vacas positivas a ELISA tardan más tiempo en 

quedar preñadas, pierden más peso mientras crían los terneros y sus terneros presentan 

menos peso al nacimiento y a la edad de 250 días, al compararlas con vacas negativas a 

ELISA (Elzo et al., 2009). En cambio, esta técnica se considera de eficacia limitada a la 

hora de detectar animales con infección subclínica, con valores de sensibilidad 

estimados entre el 15,8% y el 14,3% en individuos con lesiones focales y multifocales, 

respectivamente, en el ganado bovino (González, 2003), y del 12% y del 55% en el 

ganado ovino (Pérez et al., 1997). 

 

Se considera que la especificidad del ELISA nunca sería inferior al 90% (Harris 

y Barleta, 2001). Los valores que ofrecen los diferentes estudios son parecidos, 

estimándose entre el 95 y el 99% en unos (Sergeant et al., 2003) y llegando al 100% en 

otros (Olsen et al., 2001b), si bien se considera, en general, que estos valores son 

inferiores con respecto a la IDGA (Pérez et al., 1997). 

 

Al igual que se ha descrito para otras pruebas serológicas, la sensibilización 

previa de los animales mediante IDR podría interferir posteriormente en los niveles de 

anticuerpos séricos medidos mediante ELISA, y por tanto existiría el riesgo de obtener 

resultados falsos positivos, como así ha sucedido en tuberculosis caprina y bovina 

(Harboe et al., 1990; Gutiérrez et al., 1998). En el estudio llevado a cabo por Gutiérrez 

et al. (1998), se realizó un primer ELISA frente a tuberculosis bovina tanto en cabras 

infectadas como libres de tuberculosis previo a la inoculación de tuberculina aviar y se 

repitió dicha prueba 15 días después de la IDR, obteniéndose en este segundo caso una 
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mayor sensibilidad y especificidad que en el ELISA previo a la tuberculinización. En un 

estudio posterior, Varges et al., (2009) encontraron un incremento en la producción de 

anticuerpos anti-Map en 3 bovinos procedentes de un rebaño libre de paratuberculosis y 

tuberculosis entre los días 30 y 90 post-IDR, por lo que recomiendan un tiempo de 

espera de al menos 90 días después de la última IDR para poder obtener resultados 

fiables de diagnóstico de paratuberculosis mediante un test serológico. En el caso de la 

paratuberculosis, en el estudio experimental llevado a cabo por Delgado et al. (2012) 

tanto en corderos como en ovejas infectadas, se observa un incremento significativo de 

los niveles de anticuerpos séricos en un periodo de entre 15-20 días tras haberse llevado 

a cabo la IDR con PPD aviar.  

 

El ELISA también se puede aplicar a muestras de leche (Sweeney et al., 1994b), 

incluso como indicador de la prevalencia de rebaños utilizando muestras de tanque 

(Nielsen et al., 2000b; Beyerbach et al., 2004; Hendrick et al., 2005b), pero se 

desaconseja su utilización en el diagnóstico de animales individuales (Hendrick et al., 

2005b). Algunos autores afirman que parece mantener una concordancia con el ELISA 

en suero en cuanto a los resultados obtenidos por ambas técnicas (Sweeney et al., 1994; 

Winterhoff let al., 2002; Klausen et al., 2003; Munjal et al., 2004; Salgado et al., 2005; 

Hendrick et al., 2005a; 2005b; Lombard et al., 2006; Fernández et al., 2014b), aunque 

hay estudios en los que no coinciden estos resultados al estudiar la concordancia de 

estas técnicas en muestras individuales (Hardin y Thorne, 1996). Por otra parte, se ha 

comprobado que la positividad aumenta en suero al final de la lactación, en leche al 

principio de la misma, y tanto en suero como en leche a partir del segundo parto 

(Nielsen et al., 2002a, b Kudahl et al., 2004). 
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II.6.TRATAMIENTO Y CONTROL 
 

 

II.6.1. Tratamiento 
 

Se han llevado a cabo estudios probando la eficacia de diferentes drogas frente a 

paratuberculosis como la rimino-fenacina, viomicina, diamino difenil sulfona, hidracida 

o estreptomicina, entre otras (Larsen y Vardaman, 1952, 1953; Larsen et al., 1953; 

Gilmour, 1966; Gilmour, 1968; Gilmour y Angus, 1971), la mayoría de las cuales 

habían tenido eficacia en el tratamiento de tuberculosis o lepra. En el caso de la 

paratuberculosis, se consiguió una mejora en la reducción de los signos clínicos pero sin 

embargo, el microorganismo seguía detectándose en heces. Igualmente se probó la 

aflatoxina, en hámsters infectados experimentalmente, consiguiéndose una reducción en 

el recuento de bacterias en tracto intestinal y nódulos linfáticos mesentéricos al 

compararlos con los no tratados (Larsen et al., 1975b). En otros estudios, se comprobó 

que aunque durante tratamientos con la clofazimina (Merkal y Larsen, 1973) o con un 

combinado de estreptomicina, isoniacida y rifampicina (Slocombe, 1982) mejoraba la 

clínica de los animales, las presencia de lesiones y aislamientos de Map tras la 

necropsia, hizo que no se recomendara el tratamiento con estas sustancias. Incluso se 

probó el tratamiento con isoniacida en vacas de alto valor económico, el cual resultó 

efectivo en cuanto a que hicieron desaparecer de forma transitoria la sintomatología 

clínica, pero los animales continuaban excretando micobacterias tras el tratamiento 

(Baldwin, 1976). Este hecho se explicaría, al menos en parte, por la la dificultad 

mostrada por los fármacos antimicobacterianos para acceder a los compartimentos 

intracelulares del bacilo, teniendo en cuenta la multiplicación intracelular de Map, ante 

(Cocito et al., 1994; Aduriz et al., 2000). 

 

Actualmente, la terapia antimicrobiana no se considera una opción viable para el 

tratamiento de la infección por Map porque resulta un procedimiento caro, es preciso 

administraresas sustancias durante un largo periodo de tiempo y cuando cesa el 

tratamiento la enfermedad recurre (Stabel, 1998) además de que no existe un único 

fármaco totalmente eficaz (Juste y Saez de Ocariz, 1990; St-Jean y Jeringan, 1991; 

Aduriz et al., 2000). Además, debe de considerase que los animales tratados pueden ser 

una fuente de contagio para el resto de la explotación, por lo que únicamente en caso de 

128 
 



II. Revisión bibliográfica 
 

individuos con gran valor genético estaría recomendada esta práctica (St Jean y 

Jernigan, 1991). 

 

Aunque en los últimos años se han seguido probando otros antibióticos como la 

monensina sódica (Hendrick et al., 2006), con cuya administración se trató de evaluar la 

eficacia en la reducción de la eliminación fecal de Map en vacas lecheras sin grandes 

logros, los estudios más recientes han ido encaminados hacia la utilización de fagos 

antimicobacterianos o micofagos, de los que Emery y Whittington (2004) realizaron un 

estudio recopilatorio, aunque su uso en rumiantes con paratuberculosis es prematuro. 

Usando técnicas convencionales, se han aislado micofagos (lisogénicos) de diferentes 

especies de micobacterias incluída M. avium y de origen ambiental. Cuando han sido 

utilizados in vitro, los micofagos de micobacterias no patogénicas y de crecimiento 

rápido han actuado más eficientemente que los de aquellas micobacterias patogénicas de 

crecimiento lento. Aunque no se han utilizado micofagos para Map, la ubicuidad de los 

mismos predice que podrían ser aislados tanto de animales como del ambiente de 

lugares endémicos. Dichos fagos podrían ser liberados periódicamente desde 

micobacterias ambientales o incluso desde Map por efecto de la radiación ultravioleta 

de la luz solar. Map es susceptible de ser infectado por los fagos TM4 y ph60 (Emery y 

Whittington, 2004). La progresión de la enfermedad en granjas infectadas sugiere que 

ningún fago asociado a la actual población de Map interfiere en la evolución de la 

epidemia (Emery y Whittington, 2004). La terapia con fagos in vivo tiene sus 

limitaciones y no ha sido evaluada experimentalmente; además, en estudios  in vitro se 

ha comprobado que la unión de estos sería extracelular, y por tanto se duda de su 

eficacia en el tratamiento de la paratuberculosis (Emery y Whittington, 2004). 

 

 

II.6.2. Control 
 

Las medidas de control frente a la paratuberculosis utilizadas hasta el 

momentoson fundamentalmente dos: por un lado, todas aquellas encaminadas a evitar la 

transmisión de la infección, y por otro, la vacunación. El primer método se ha basado en 

la eliminación de los rebaños de aquellos animales excretores, susceptibles de infectar al 

resto (Bakker et al., 2000; Kennedy y Benedictus, 2001). En este sentido, recientemente 
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se ha señalado que estos procedimientos deben complementarse con medidas de 

manejo, ya que, si éstas son correctas, la eliminación de los animales muy excretores 

sería efectiva en el control de la paratuberculosis pero en caso contrario, sería preciso 

también el sacrifico de los poco eliminadores (Lu et al., 2008). El otro procedimiento, la 

vacunación, utilizado desde principios del siglo XX, ha mostrado en diferentes estudios 

su utilidad en la reducción en la aparición de nuevos casos clínicos y la disminución de 

la excreción fecal, aunque aún sigue siendo un método cuyo empleo suscita una gran 

controversia en la especie bovina, entre otros factores por la interferencia con las 

pruebas de diagnóstico de tuberculosis, mientras que es muy utilizado en otras especies, 

en especial la ovina. (Nisbet et al., 1962; Juste y Casal, 1993; Pérez et al., 1995) 

 

En cualquier caso, siempre es importante evitar la entrada de animales 

infectados a rebaños libres de paratuberculosis, para lo que se deben llevar a cabo 

estrictas medidas de control en el movimiento de ganado y establecer garantías 

sanitarias cuando se adquieren nuevos animales (Chiodini et al., 1984a), mediante el 

empleo de pruebas diagnósticas o haciéndolo de rebaños libres de paratuberculosis 

(Aduriz et al., 2000). 

 

 

II.6.2.1. Control mediante eliminación de animales infectados 
 

El control mediante la eliminación de animales infectados (“test-and-cull”), 

utilizado sobre todo en la especie bovina, trata de eliminar de la explotación aquellos 

animales que estén infectados, especialmente los que excretan grandes cantidades de 

micobacterias, ya que son los que suponen una mayor fuente de contagio (Dorshorts et 

al., 2006). Sin embargo, se ha señalado que la eliminación de animales que excretan 

pequeñas cantidades de micobacterias podría ser más costosa que la infección que éstos 

causarían (Dorshorst et al., 2006) y para que este procedimiento de control sea efectivo, 

es necesario que las pruebas de diagnósitco utilizadas no se espacien mucho en el 

tiempo (Lu et al., 2008). 

 

Para llevar a cabo este método de control el principal problema es encontrar un 

método de diagnóstico eficaz (Aduriz et al., 2000; Whitlock et al., 2000). En la 

actualidad se han descrito tres variantes de esta forma de control, en función, 
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precisamente del método de diagnóstico empleado: cultivo fecal, ELISA y PCR 

(Bastida y Juste., 2011). La lenta obtención de resultados, así como la baja sensibilidad 

de algunos de estos test son los principales problemas en el esfuerzo de controlar esta 

enfermedad (Kudahl et al., 2007).  

 

Tradicionalmente, se ha utilizado el cultivo fecal (Rossiter et al., 1992; Whitlock 

et al., 1995; Ridge et al., 1995b; Rossiter y Burhans, 1996; Benedictus et al., 1999; 

Bendictus y Kalis, 2003; Sternberg y Viske, 2003). Sin embargo, los resultados 

obtenidos son muy dispares, habiéndose conseguido desde importantes disminuciones 

de la prevalencia en países como el Reino Unido (Wilesmith, 1982), Dinamarca 

(Jorgensen, 1983a), Holanda (Van Schaik et al., 1996), Francia (Guilbert et al., 1999), 

Suecia (Sternberg y Viske, 2003) así como en EEUU (Whitlock et al., 1994), hasta 

estudios en los que que la prevalencia ha aumentado (Rossiter et al., 1992; Whitlock et 

al., 1995; Pavlik et al., 2000). En general se acepta que es el método que detecta antes a 

los animales y con mayor sensibilidad (Zimmer et al., 1999; Whitlock et al., 2000) si 

bien,  como ya se ha citado, esta sensibilidad no es muy elevada en el caso de los 

animales infectados subclínicamente. Otro inconveniente es el tiempo necesario para 

conocer los resultados y su elevado coste. Como consecuencia del prolongado tiempo 

en obtener los resultados, el control de la enfermedad es lento y además, a lo largo de 

los años siguen apareciendo animales positivos incluso tras periodos de resultados 

negativos y sin signos clínicos (Bastida y Juste, 2011). Para solventar el problema del 

coste, se ha propuesto la utilización del cultivo fecal de lotes de anmales, que en el caso 

del ganado bovino deberían estar formados por cinco animales (Kalis et al., 2004) 

medida que en ganado ovino y caprino es necesaria porque de no ser así su coste sería 

prohibitivo (Bastida y Juste, 2011). 

 

El ELISA como método de control para la eliminación de animales se considera 

muy específico pero con baja sensibilidad (Whitlock et al., 2000). Además, abarata los 

costes, es simple de llevar a cabo y con resultados más rápidos, lo cual le hace la 

herramienta ideal para el diagnóstico de laboratorio (Collins, 2006). Sin embargo, por el 

inconveniente mencionado de la baja sensibilidad, se suele emplear en combinación con 

el cultivo fecal (Rossiter et al., 1992; Whitlock et al., 1995; Ridge et al., 1995b; Bulaga 

y Collins, 1999; Aduriz et al., 2000), consiguiéndose incrementar el número de 

animales infectados. En un estudio realizado por Pavlik et al. (2000), utilizan la técnica 
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de ELISA junto con el cultivo fecal en los siete últimos años de los diez en los que se 

controló esta enfermedad en 5 granjas, consiguiendo disminuir la prevalencia de 

paratuberculosis en una de las granjas estudiadas, aunque en otras ésta se vío 

incrementada (Pavlik et al., 2000). Otros problemas añadidos a la utilización del ELISA 

que pueden afectar  gravemente a los programas de control son las distintas eficacias de 

los diferentes kits comerciales (Garrido et al., 2002; Diéguez et al., 2009) y la influencia 

que el manejo de las muestras tiene sobre los resultados de esta técnica (Alinovi et al., 

2009) La utilización de la técnica de la PCR a partir de materia fecal podría mejorar el 

inconveniente del elevado tiempo que precisa el cultivo (van der Giessen et al., 1992; 

Thoen y Haagsma, 1996) aunque debe tenerse en cuenta que podría detectarse ADN 

bacteriano en heces de animales que sin estar infectados han ingerido cantidades 

suficientes de micobacterias en un medio altamente contaminado (Sweeney et al., 

1992a). En teoría, esta estrategia debería detectar a los animales positivos en las 

primeras fases de la infección, antes de que los animales desarrollen anticuerpos frente a 

Map, lo cual podría hacer que se redujera rápidamente la carga bacteriana de la granja 

(Bastida y Juste, 2011). No obstante, el coste de esta técnica es elevado y además 

requiere personal especializado, pero su gran sensibilidad, especificidad y rapidez en el 

diagnóstico la hacen una estrategia muy valiosa (Wells et al, 2006; Alinovi et al., 2009). 

Además, como el cultivo de heces, y a diferencia del ELISA, puede proporcionar 

resultados cuantitativos, de manera que los grandes y medianos eliminadores de 

bacterias por heces pueden ser eliminados. Al contrario que el uso de ELISA como 

técnica de diagnóstico para la eliminación de animales, la PCR no ha sido probada en 

condiciones de campo, pero se ha señalado que esta técnica de rápida detección, podría 

tener una gran importancia en aquellas granjas con deficientes medidas de manejo (Lu 

et al, 2008). 

 

También se ha señalado que para evitar nuevas infecciones, habría que tener en 

cuenta el papel que juegan hospedadores de vida silvestre que pueden actuar como 

reservorios de paratuberculosis. En esta enfermedad, los conejos han sido identificados 

como animales claves en la persistencia de la paratuberculosis en el ambiente y un 

riesgo como fuente de infección para especies como los bovinos (Davidson et al., 

2009). Mediante un modelo de simulación de la dinámica de la infección de Map en 

conejos silvestres, se ha medido el efecto que la población de conejos tendría en el 

control de la infección persistente en bovinos (Davidson et al., 2009), señalándose que 
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se necesitaría sacrificar más del 95% de la población de conejos para poder controlar la 

infección en bovinos, en el caso de la sustitución de los mismos de forma individual o 

por grupos sociales de una sola vez. 

 

 

II.6.2.2. Control mediante medidas higiénico sanitarias 
 

Combinados con otros procedimientos como la eliminación de animales 

excretores o la vacunación, es recomendable la instauración de medidas higiénico-

sanitarias (Kalis et al., 2001) para el control de la paratuberculosis, encaminadas a 

reducir el contagio al intentar disminuir el contacto directo entre animales susceptibles y 

animales excretores (Rossiter y Burhans, 1996). 

 

Unas buenas medidas deben ir encaminadas a reducir la carga infectiva y limitar 

la introducción y transmisión de la enfermedad entre los animales, es decir, cortar el 

ciclo epidemiológico de Map (Juste y Saez de Ocariz, 1990; Kennedy y Benedictus, 

2001). Se ha apuntado que el manejo higiénico-sanitario de los terneros constituye el 

punto crítico en un programa de control para reducir la  tasa de infección. De su correcta 

aplicación dependerá la posibilidad de “erradicar” la paratuberculosis en un rebaño 

(Groenendaal et al., 2002). Además, para evitar la introducción de la infección en un 

rebaño libre de paratuberculosis se deben garantizar unas medidas sanitarias rigurosas 

así como controlar el movimiento del ganado, bien mediante pruebas diagnósticas, bien 

adquiriendo animales de explotaciones que estén libres de la enfermedad (Chiodini et 

al., 1984a; Aduriz et al., 2000; Carpenter et al., 2004). 

 

Las medidas de manejo consisten en limpiar y desinfectar periódicamente las 

instalaciones (Merkal y Whipple, 1982) sobre todo los restos fecales, limpiar las salas 

de parto entre cada uso, separar los terneros de sus madres y alojarlos individualmente 

(Pavlik et al., 2000; Kalis et al., 2001; Nielsen y Toft, 2007), alimentar a las crías con 

sustitutos lácteos (Meylan et al., 1996; Kalis et al., 2001) o con leche previamente 

pasteurizada (Stabel, 2001, 2008) o sometida a un tratamiento de 60ºC durante 60 

minutos (Godden et al., 2006). Otras medidas importantes son la separación de los 

terneros de los animales adultos (Kalis et al., 2001), ocupando instalaciones y pastos 

diferentes al menos hasta los seis meses de edad (Merkal et al., 1975; Sherman, 1985; 
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Collins et al., 1994; Goodger et al., 1996), o incluso de ser posible hasta los 12 meses 

de edad (Windsor y Whittington, 2010) así como el aislamiento de los animales con 

sintomatología clínica (Chiodini et al., 1984a; Blood et al., 1989; Goodger et al., 1996; 

Muskens et al., 2003a) y evitar el contacto de los purines con los animales, alimentos y 

bebida (Goodger et al., 1996).  

 

En cualquier caso, se ha señalado que aunque la erradicación de la 

paratuberculosis bovina es un objetivo aún no conseguido con los conocimientos 

actuales, para lograr la disminución de la prevalecia se estima crucial aplicar estrictas 

medidas de manejo y contar con la concienciación e implicación de los ganaderos y 

veterinarios (Benedictus y Kalis, 2003; Kennedy et al., 2006). 

 

 

II.6.2.3. Control basado en la vacunación 

 

La vacunación se ha señalado como un método exitoso en el control de la 

paratuberculosis, capaz por sí solo de eliminar la enfermedad de una explotación. Los 

primeros ensayos de vacunación frente a la paratuberculosis fueron realizados en 1926 

por Vallée y Rinjard, quienes inmunizaron bovinos mediante la inyección subcutánea de 

una suspensión con una cepa viva no virulenta de Map que se había reconstituido en 

parafina líquida, aceite de oliva y aceite de piedra pómez (Vallée y Rinjard, 1926). 

Pocos años más tarde, en Francia, Vallée et al., (1934) inmunizaron con esta vacuna 

35.000 vacas de 895 granjas, no encontrando enfermedad en ninguna de la 6850 vacas 

correctamente vacunadas. Igualmente, en una experiencia realizada durante 7 años con 

una vacuna similar elaborada con una cepa canadiense atenuada, se vacunaron 118 

granjas de Reino Unido desde 1946; se comparó la infección antes y después de la 

vacunación, señalando que los ganaderos quedaron muy satisfechos por la notable 

reducción clínica conseguida (Spears, 1959; Doyle, 1964). Este criterio fue ratificado 

posteriormente por Stuart (1965) y Wilesmith (1982) en estudios con la misma vacuna. 

Además, la primera vacuna descrita se aplicó con gran éxito de nuevo en Francia (Saint-

Marc et al., 1992), y, con ligeras modificaciones, en otros países europeos como 

Dinamarca (Jorgensen, 1983b) y Holanda (Huitema, 1967; Benedictus et al., 1988; 

Kalis et al., 1992), así como en Australia (Hill, 1989) dando buenos resultados.  
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A pesar de que en bovino se empieza a estudiar sobre vacunación de 

paratuberculosis en 1926 (Vallée y Rinjard, 1926), en ovino no es hasta 1960 cuando se 

publica el primer trabajo acerca de vacunación (Sigurdsson, 1960) y en caprino, aunque 

se sabe que en los años 70 ya se realizaban estudios con esta especie en España (Juste y 

Bastida, 2011), no es hasta 1985 cuando se publica el primer trabajo llevado a cabo en 

Noruega (Saxegaard y Fodstad, 1985). 

 

La mayoría de vacunas aplicadas frente a paratuberculosis, desde esta primera 

descrita hasta la actualidad, han estado constituidas por bacilos paratuberculosos, ya 

sean atenuados o inactivados, y diferentes adyuvantes oleosos. Según algunos autores, 

estos últimos serían los responsables de la formación de un nódulo subcutáneo en el 

sitio de inoculación (Juste y Sáez de Ocáriz, 1990; Köhler et al., 2001) señalado como 

un importante efecto adverso de la vacunación. Precisamente, ya en la primera vacuna 

de Valleé y Rinjard (1926), la idea consistía en crear un foco de infección delimitado 

pero persistente, que permitiera aprovechar el fenómeno de Koch para crear un estado 

de inmunización, capaz de prevenir el establecimiento de una futura infección (Juste y 

Saez de Ocariz, 1990), que en este caso protegería frente a la colonización del intestino 

por Map. 

 

La vacunación está basada en los principios de especificidad y memoria de la 

respuesta inmune adaptativa. De esta forma, la reacción inmunológica resultante de un 

segundo contacto con un antígeno será más rápida y efectiva que la respuesta primaria 

(Playfairm 2001). La respuesta más eficaz contra Map, parásito intracelular, es la 

respuesta inmune celular, por lo que las vacunas contra la paratuberculosis deberían 

garantizar, entre otros factores, la participación de macrófagos activados capaces de 

destruir al bacilo en el foco de infección (Collins, 1974; Gwozdz et al., 2000b). Por 

tanto, la vacuna “ideal” frente a esta enfermedad debería poder inducir una fuerte 

respuesta protectora de tipo Th1, capaz de controlar la diseminación de Map (Bretscher 

et al., 2002). 

 

La vacunación no requiere la eliminación de ningún animal de la explotación, 

aparte de los clínicamente afectados, cuya eliminación inmediata es necesaria para que 

resulte exitosa la vacuna; además, su utilización no interfiere con la rutina normal de la 

granja. (Doyle, 1964).  
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Se ha comprobado que la vacunación no previene la infección de los animales 

(Brotherson y Gilmour, 1961b; Nisbet et al., 1962; Larsen et al., 1974; García Marín et 

al., 1988; 1995b; Kalis et al., 1992; Wentink et al., 1992; Wentink et al., 1994; Juste et 

al., 1994; Kalis et al., 2001; Windsor et al., 2003; García-Pariente et al., 2002, 2005; 

Reddacliff et al., 2006; Reyes, 2007), sin embargo reduce el número de animales 

infectados clínica y subclínicamente (Juste et al., 2002) logrando una disminución de la 

excreción de micobacterias en heces. Además, induce una limitación de las lesiones en 

los animales infectados, de forma que, cuando aparecen, son de tipo tuberculoide o 

focales, localizadas en el tejido linfoide asociado al intestino, formadas por granulomas 

de pequeño tamaño, demarcadas por tejido conjuntivo, con células gigantes, escasa 

necrosis y calcificación y con pocas micobacterias, a diferencia de los animales no 

vacunados en los que estas lesiones podrían extenderse hasta la lámina propia 

originando una enteritis grave (Nisbet et al., 1962; Gilmour et al., 1965; Juste et al., 

1994; Pérez et al., 1995; García Marín et al., 1995c; 1997; Reyes, 2007). 

 

Son numerosos los estudios que recogen una reducción en la sintomatología 

asociada a la paratuberculosis en rebaños donde se ha vacunado (Wilesmith, 1982; 

Merkal, 1984; Chiodini et al., 1984a; Saxegaard y Fodstad, 1985; Benedictus, 1988; 

Argenté, 1992; Cranwell, 1993; Aduriz, 1993; Wentink et al., 1994; Pérez et al., 1995; 

van Schaik et al., 1996; Fidriksdottir et al., 2000; Gwozdz et al., 2000a; Harris y 

Barletta, 2001; García Pariente et al., 2002; García Pariente et al., 2005; Griffin et al., 

2009), en la excreción de Map por heces (Hurley y Ewing, 1983; Jorgensen, 1983b; 

Chiodini et al., 1984a; Leslie et al., 1988; Körmendy, 1994; Kreeger, 1991; Argenté, 

1992; Dimarelli-Malli et al., 1997; Mohr, 2000; Harris y Barletta,; 2001; Eppleston et 

al., 2004, 2005; Garrido et al., 2005; Patton et al., 2006; Reddacliff et al., 2006; Toribio 

et al., 2007; Singh et al., 2007; Griffin et al., 2009; Juste et al., 2009a; Eppleston et al., 

2011; Hüttner et al., 2012; Alonso-Hearn et al., 2012; Dhand et al., 2013; Knust et al., 

2013; Singh et al., 2013; Tewari et al., 2014; Windsor et al., 2014), así como en la 

colonización de tejidos intestinales tras su exposición a Map (Brotherston y Gilmour, 

1961b; Nisbet et al., 1962; Hore et al., 1971; Aduriz, 1993; Juste et al., 1994; van 

Schaik et al., 1996; Uzonna et al., 2003; Hines II et al., 2007a;  Kathaperumal et al., 

2008;2009; Sweeney et al., 2009; Alonso-Hearn et al., 2012). Asimismo, la inyección 

subcutánea de vacunas induce respuestas inmunes periféricas celular y humoral en los 

animales vacunados (Juste et al., 1994; Corpa et al., 2000c; Geijo, 2007¸Reyes, 2007).  
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Igualmente, la vacunación reduce la mortalidad debida a esta enfermedad, 

observándose una disminución de las muertes debidas a paratuberculosis entre los 

animales vacunados con respecto a los controles (Xenos et al., 1988; Aduriz et al., 

1995; Corpa et al., 2000b; García Pariente et al.¸2002, 2005; Windsor et al., 2003; 

Eppleston et al., 2004; Reddacliff et al., 2006;), con una disminución de la frecuencia 

de presentación de lesiones histopatológicas graves (Corpa et al., 2000b; García 

Pariente et al., 2002, 2005; Reddacliff et al., 2006).  

 

En la estimación de la reducción de excretores fecales, entre animales vacunados 

y no vacunados, y aunque existen estudios que señalan que no hay diferencias (Kalis et 

al., 2001), la mayoría ha puesto de manifiesto una clara disminución en el número de 

excretores de Map por heces. En bovino, Jorgensen (1983b) observa una reducción del 

96,9%, Garrido et al., (2006), del 55% al 3,6% en un año, o incluso se citan reducciones 

del 100% (Juste et al., 2009). En ovino, Reddacliff et al. (2006) ofrecen valores del 

90%, o del 50% en otros estudios tras tres años de experiencia (Eppleston et al., 2005). 

En el caso del ovino, además, se ha comprobado que la vacunación retrasa la edad a la 

que comienzan a eliminarse bacterias en heces (Eppleston et al., 2004), cifrándose este 

retraso en 12 meses, cuando la vacunación se realiza a los 3 meses de edad. El efecto de 

la vacunación sobre la infección subclínica, sin embargo, aunque también ofrece valores 

significativos, es menor que sobre los animales que manifiestan clínica (Reddacliff et 

al., 2006). 

 

Por lo tanto, el principal beneficio de la vacunación es económico, al reducirse 

notablemente las pérdidas que esta enfermedad provoca (Larsen, 1973; Gilmour, 1976; 

Benedictus, 1984; Merkal, 1984; Juste y Sáez de Ocáriz, 1990), lo que ha llevado a que 

en algunos países como Islandia la vacunación de las corderas de reposición sea 

obligatoria a los cuatro meses de edad desde el año 1966 (Pálsson, 1962; Fridriksdottir 

et al., 2000) y donde se plantean dar por terminado el programa de vacunación en 

aquellas zonas donde no se diagnostica la enfermedad desde hace más de diez años 

(Fridriksdottir et al., 2000). 
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II.6.2.3.1. Tipos de vacunas 

 

La primera vacuna utilizada frente a la paratuberculosis en 1926 (Vallée y 

Rinjard, 1926) se elaboró con una cepa viva avirulenta de Map, empleando parafina 

líquida, aceite de oliva y piedra pómez como adyuvante. Fue probada en ganado bovino, 

comprobándose que resultaba inofensiva y eficaz para controlar la enfermedad, por lo 

que fue recomendado su uso junto al sacrificio de los animales enfermos (Vallée y 

Rinjard, 1934). Años más tarde se realiza un experimento utilizando una vacuna viva 

similar, elaborada con bacilos apatógenos de la cepa Nº II en el Central Veterinary 

Laboratory de Weybridge (Reino Unido) suspendidos en parafina, administrada a 

terneros y cabras con una dosis 6 veces mayor (30 mg) a la utilizada anteriormente para 

comprobar su seguridad y eficacia, consiguiéndose resultados positivos en ambos casos 

(Doyle, 1945). Experiencias con esta misma vacuna ratificaron estos resultados (Spears, 

1959; Doyle, 1964; Stuart, 1965b; Wilesmith, 1982; Hill, 1989).  

 

Además del empleo de otras vacunas vivas atenuadas (Larsen et al., 1964; 

Crowther et al 1976; Saxegaard y Fodstad, 1985; Aduriz, 1993; Gwozdz et al., 2000a; 

Begg y Griffin, 2005) también se han utilizado vacunas inactivadas (Sidgurdsson y 

Ttyggvadóttir, 1949 y 1950; Sidgurdsson, 1960; Huitema, 1968; Larsen et al., 1978; 

Chiodini et al., 1984a; Benedictus et al., 1988; Leslie et al., 1988; Wentink et al., 1992; 

Kalis et al., 1992; Aduriz, 1993; Körmerdy, 1994; García-Pariente et al., 2002; 

Reddacliff et al., 2006; Reyes, 2007; Sweeney et al., 2009; Eppleston et al., 2011; 

Alonso-Hearn et al., 2012; Hüttner et al, 2012; Dhand et al., 2013; Knust et al., 2013; 

Hines II et al., 2014; Tewari et al., 2014; Windsor et al., 2014) con resultados exitosos. 

 

Todas estas vacunas se encuentran suspendidas generalmente en una emulsión, 

de aceite mineral en agua, por ser un adyuvante capaz de inducir una respuesta inmune 

mayor y más persistente, aunque su uso lleve a otros inconvenientes como la formación 

de un nódulo subcutáneo fibrocaseoso en el lugar de inoculación, que puede alcanzar un 

tamaño considerable e incluso ulcerarse (Doyle, 1964; Chiodini et al., 1984a¸Aduriz et 

al., 2000; Köhler et al., 2001; Reyes, 2007).  

 

En la actualidad existen tres vacunas comercializadas en diferentes países: 

Neoparasec®, Gudair® y Mycopar®. La primera de ellas se desarrolló en la década de 
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los años 80 del siglo XX y es una vacuna viva atenuada elaborada a partir de la cepa 

316F de Weybridge con un adyuvante oleoso y una concentración de bacterias de 3x109 

unidades viables por mililitro de vacuna. Su empleo ha ofrecido buenos resultados tanto 

en la especie bovina (Jorgensen, 1983b; Argenté, 1992; Köhler et al., 2001; Klawonn et 

al., 2002) como en las especies ovina (Hilbink y West, 1990; Juste et al., 1994; Pérez et 

al., 1995; Sommervile et al., 1995; Gwozdz et al., 2000a; Begg y Griffin et al., 2005) y 

caprina (Marly et al., 1988). La vacuna Gudair® está producida en España y se presentó 

en el mercado en los años 90, habiendo sido utilizada ampliamente en ovino y caprino 

(Tellechea et al., 1993; García Marín et al., 1995c; 1997, 1999; Corpa et al., 2000c; 

Kennedy y Allworth, 2001; García-Pariente et al., 2002, Thompson et al., 2002; 

Windsor et al., 2003; Eppleston et al., 2004, 2005; 2011; Reddacliff et al., 2006; 

Toribio et al., 2007; Reyes, 2007; Singh et al., 2007; Griffin et al., 2009; Hüttner et al., 

2012; Dhand et al., 2013; Windsor et al., 2014). Se trata de una vacuna elaborada con la 

misma cepa que la anterior, con 2,5 mg de bacilos desecados, inactivada por calor y 

presentando como adyuvante un aceite mineral altamente refinado en emulsión múltiple 

así como Thiomersal como conservante. Esta vacuna, además se encuentra registrada en 

Australia y Nueva Zelanda. En este último  país se hizo un estudio comparativo de la 

eficacia de las dos vacunas, encontrando que la extensión de las lesiones halladas en los 

animales vacunados con Gudair® se reducía más rápidamente que en los grupos 

vacunados con la vacuna viva (Thompson et al., 2002). En Estados Unidos además, se 

comercializa Mycopar®, una vacuna inactivada elaborada con la cepa 18 de 

Mycobacterium avium subespecies avium y que ha sido utilizada para estudios en 

bovino (Patton et al., 2006; Tewari et al., 2014) y ovino (Thonney et al., 2005). 

 

Se han realizado varias experiencias para comparar la eficacia de las vacunas 

vivas atenuadas y las inactivadas, demostrando que no existen grandes diferencias entre 

ambas (Larsen et al., 1964; Wilesmith, 1982; Marly et al., 1988; García Marín et al., 

1999). Se ha encontrado en ambos casos una acentuada disminución de los casos 

clínicos en ovinos adultos tras la vacunación, y la no aparición de estos casos cuando la 

vacuna se administraba a corderas de reposición (Aduriz, 1993; Pérez et al., 1995a). Sin 

embargo, las vacunas muertas presentan la ventaja de que en el caso de aislar bacilos 

paratuberculosos en los nódulos linfáticos mesentéricos o intestino se sabría que estos 

son debidos a una infección natural. Igualmente, en estas vacunas el bacilo no puede 

mutar y convertirse en virulento, siendo los productos inactivados menos propensos a 
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transformarse durante el almacenamiento que los productos vivos y no se produce una 

infección persistente con la cepa vacunal (Larsen et al., 1978; García Marín et al., 

1999).  

 

En los últimos años, y para intentar soslayar algunos de los efectos adversos de 

la vacunación, se han diseñado nuevos productos vacunales. Se ha valorado el empleo 

de antígenos secretados por la micobacteria, que podrían tener la capacidad de proteger 

como vacunas acelulares o de subunidades, debido a su rápida y buena presentación al 

sistema inmune (Weldingh et al., 1998; Mullerad et al., 2003). Entre los más 

prometedores objetivos está la thiol-peroxidasa de 16,7kDa que induce liberación de 

IFN-γ por parte de las células de memoria efectoras que conducen a una 

hipersensibilidad retardada (Weldingh et al., 1998). Esta proteína fue identificada, 

expresada y purificada más tarde por Mullerad et al., (2003) y una vez recombinada, se 

ha comprobado que induce una elevada producción de IFN-γ, IL-6 y óxido nitrico (NO), 

y al añadir Ribi como adyuvante la expresión de NO aumenta mientras que la de IFN-γ 

disminuye; las reacciones de hipersensibilidad retardada en ratones sólo se observaban 

con la vacuna adyuvada, consiguiendo, además, un mayor título de anticuerpos 

(Mullerad et al., 2003). Las vacunas de DNA, que consisten en genes que codifican 

antígenos clonados en vectores de expresión de mamíferos (plásmidos) provocan una 

respuesta modulada por linfocitos CD4+ colaboladores y CD8+ T citotóxicos y generan 

una inmunidad protectiva en modelos animales (Donnely et al., 1995; Gurunathan et al., 

2000a; Gurunaihan et al., 2000b; Modlin, 2000; Velaz-Faircloth et al., 1999; Cai et al., 

2005; Donnely et al., 2005). Además, se han probado vacunas de proteínas y DNA, que 

expresan un solo antígeno micobacteriano, y se ha visto que inducen una protección 

parcial frente a M. tuberculosis (Andersen, 1994; Huygen, 2003; Kamath et al., 1996), 

M. bovis (Cai et al., 2005), M. leprae (Martin et al., 2001) y M. avium (Velaz-Faircloth 

et al., 1999; Kamath et al., 1996). El primer estudio de vacunas de ADN como método 

de protección frente a la infección por Map fue realizado con una biblioteca de 

expresión génica (Huntley et al., 2005). La técnica consiste en la obtención de lotes de 

clones con secuencias protectoras mediante la digestión con enzimas de restricción del 

ADN genómico de Map. Entre los lotes probados, cuatro resultaron eficaces debido a 

que producían una disminución en el número de colonias en el cultivo de órganos de 

ratones infectados contras la vacunación (Huntley et al., 2005). Se han probado vacunas 

con proteínas de Map, como la 85B homóloga a la 85 del complejo M. tuberculosis, que 
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induce una alta producción de IFN-γ, IL-6, IL-10 y NO, al igual que una proliferación 

de células esplénicas cuatro veces mayor en los ratones vacunados que en los utilizados 

como control (Mullerad et al., 2002a). El mismo grupo investigador, probó además la 

proteína superóxido-dismutasa de Map, en este caso valorando la producción por parte 

de los ratones inmunizados de IFN-γ, TNF-α e IL-6 (Mullerad et al., 2002b). Al añadir 

un adyuvante denominado Ribi, aumentó la producción de las dos primeras linfoquinas, 

pero disminuyó la de IL-4, IL-10 y óxido nítrico. Quinn et al. (2002) clonaron seis 

antígenos micobacterianos en plásmidos de expresión mamíferos y de ellos, utilizaron 

los plámidos que codificaban para el antígeno 85A de M. bovis (p85A-BCG) que 

inducía una respuesta Th-1; otro antígeno usado por estos autores fue el 85B de M. 

avium (p85B-Mav) que induce una fuerte respuesta inmune y podría servir como 

candidato para futuras vacunas acelulares. Igualmente, Sechi et al. (2006) describieron 

por primera vez la evaluación in vivo y confirmación de la capacidad protectiva de 

diferentes vacunas de DNA elaboradas frente a Map en ovino. Consistían en tres 

plásmidos que expresaban las proteínas de 65kDa de Map (pHsp65), la 85A de M. 

avium (p85A-Mav) y el antígeno 85A de la BCG (p85A-BCG). Las vacunas con estos 

plámidos que codifican antígenos micobacterianos provocaban incrementos de 

expresión de IFN-γ mayores que los vacunados con Gudair® a los 90 días post-

vacunación, sobre todo por parte de los plásmidos p85A-Mav y p-Hsp65. No obstante, 

este incremento era mayor con los plásmidos p85A-BCG y pHsp65 a los 90 días tras la 

infección de los animales. Igualmente, en los animales vacunados con las vacunas de 

ADN no se observaron lesiones histológicas asociadas a Map, a diferencia de los 

animales no vacunados o vacunados con Gudair® (Sechi et al., 2006). No obstante, las 

vacunas de ADN se han usado en ratones, humanos y ovejas, pero no en vacas (Velaz-

Faircloth et al., 1999; Huntley et al., 2005; Sechi et al., 2006; Bull et al., 2007;Park et 

al., 2008; Kadam et al., 2009). 

 

Se ha creado una nueva vacuna con la proteína recombinante Hsp70 que, junto a 

un adyuvante, provoca una disminución significativa en la eliminación de bacterias por 

heces por parte de vacas infectadas con Map, además de su no enmascaramiento de 

métodos de diagnóstico (Keeble y Walker, 2009), como se ha citado también en el caso 

de la tuberculosis (Santema et al., 2009). Sin embargo, en los primeros estudios 

realizados con fracciones de bacterias, Larsen et al (1978) y Hurley y Ewing (1983), al 

comparar vacunas de bacilos completos con vacunas de bacilos fraccionados 
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comprobaron que resultaban más eficaces las primeras. El principal problema de las 

vacunas de subunidades es que activan un restringido número de clones de células T y 

necesitan la adicción de un adyuvante para obtener la activación de un largo repertorio 

de células T (Kaufmann, 2000 y 2001). En cualquier caso, este tipo de vacunas 

elaboradas con subunidades, sonicados de bacterias, fracciones de la pared celular o 

fracciones recombinantes, se ha visto que tienen menor grado de protección (Koets et 

al., 2006; Kathaperumal et al., 2009). 

 

 

II.6.2.3.2. Adyuvantes 

 

En general, la cepa vacunal no parece influir demasiado en el resultado final de 

la vacunación. No así el tipo de formulación o el adyuvante, que ha resultado de 

importancia en algún experimento en el que se han comparado diferentes formulaciones 

(Uzonna et al., 2003). 

 

Tradicionalmente, los adyuvantes han sido utilizados con el fin de obtener una 

respuesta inmune rápida, intensa y duradera; sin embargo, en los últimos años su 

importancia radica en la necesidad de incrementar la inmunogenicidad de las vacunas 

sintéticas, purificadas o de subunidades con escaso poder inmunizante, así como para 

conseguir respuestas más selectivas para un isotipo determinado de inmunoglobulina, 

MCH de tipo I ó II y células T- colaboradoras tipo Th1 o Th2 (Gupta y Siber, 1995). 

Con los adyuvantes, además, se evitarían las revacunaciones y se contribuiría a 

incrementar la respuesta inmune de ciertos hospedadores, como aquellos infectados con 

el VIH o que padezcan otras enfermedades emergentes (Gupta et al., 1996). 

 

Entre la multitud de adyuvantes que existen, las emulsiones oleosas son las más 

frecuentemente utilizadas en las vacunas frente a Map (Bastida y Juste., 2011). Entre 

ellos, se encuentra el Montanide® ISA 266 (Imcomplete Seppic Adjuvant) (Seppic, 

Francia), adyuvante utilizado en la elaboración de Silirum®, la vacuna que se ha 

empleado en el estudio de esta Tesis Doctoral, que es una emulsión oleosa 

inmunoestimulante, es decir, capaz de inducir una respuesta inmune con reacciones 

adversas menores (Hanly et al., 1995). Como surfactante suele utilizarse el oleato de 

manitol, altamente purificado y libre de contaminantes (Hanly et al., 1995). De forma 
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general, estos adyuvantes se utilizan formando emulsiones con una solución acuosa del 

antígeno (Hanly et al., 1995). En un estudio llevado a cabo por Reyes (2007), se 

comparó, precisamente, la lesión local en el punto de inoculación y la respuesta inmune 

periférica provocada por tres adyuvantes añadidos a la cepa inactivada de la vacuna 

comercial Gudair®: el incluido en la propia vacuna, el Montanide® ISA 266 y por otro 

adyuvante del mismo grupo, el Montanide® IMS 1312. Este último no es un adyuvante 

oleoso, sino que se trata de una formulación acuosa dispersable que contiene 

compuestos orgánicos inmunológicamente activos y excipientes específicos, definida 

como nanopartículas (entre 0-500 nm de diámetro), en base acuosa combinadas con un 

nuevo estimulante registrado como una sustancia “GRAS” (Generally Recognize As 

Safe) diseñado con requerimientos específicos que produce reacciones inmunes 

humorales rápidas, intensas, de corta y larga duración, así como mediadas por células y 

que utilizado en porcino no produce reacciones locales ni fiebre a diferencia de otras 

vacunas comerciales (Seppic, 1999). En el trabajo de Reyes (2007) al vacunar 40 

corderos de 30 días se concluyó la mayor idoneidad de los adyuvantes de Gudair® y el 

adyuvante Montanide® ISA 266 frente a Montanide® ISM 1312 debido a que este 

último inducía una respuesta celular débil y de corta duración, por lo que no sería eficaz 

frente a la infección por Map, y asociada a la formación de un nódulo vacunal 

caracterizado por la grandes depósitos de micobacterias sin relación con el adyuvante y 

de involución rápida (Reyes, 2007). Sin embargo los otros dos adyuvantes estudiados 

proporcionaban nódulos vacunales perceptibles a los 7 días post-vacunación (dpv), 

aumentando de tamaño progresivamente y permaneciendo de forma casi constante hasta 

más allá de los 240 dpv. Aunque el tamaño era menor en el nódulo inducido por el 

Montanide® ISA 266, en su estudio histológico se observaba una mayor proporción de 

linfocitos y células gigantes, con menos necrosis y una mejor distribución del antígeno 

que en los provocados por el adyuvante de Gudair®, atribuible a sus componenetes más 

refinados y biocompatibles (Reyes, 2007). Además el adyuvante Montanide® ISA 266 

indujo una respuesta celular más intensa que el adyuvante de Gudair® frente a la PPD 

aviar en la prueba de la intradermorreacción así como una diferencia más acentuada 

entre la respuesta frente a este antígeno y a la PPD bovina, y además proporcionó una 

mayor restricción lesional al tejido linfoide (Reyes, 2007). 

 

 

 

143 
 



II. Revisión bibliográfica 
 

II.6.2.3.3. Pautas vacunales 

 

Se han llevado a cabo diferentes ensayos para conocer cuál es la edad más 

propicia para vacunar los animales frente a paratuberculosis. En un gran número de 

estudios, se ha aplicado la vacunación en el primer mes de vida del animal, debido a que 

es entonces cuando la posibilidad de infectarse es mayor (Doyle, 1960; Stuart, 1962; 

Stuart, 1965b; Larsen et al., 1964; Sherman, 1985) y en el que la inmunización parece 

ser más eficiente (Larsen et al., 1964; Aduriz, 1993). No obstante, ya en el primer 

estudio llevado a cabo por Vallée et al. (1934) se vacunaron animales de todas las 

edades, con buenos resultados. También en Islandia, se aplicó la vacuna a animales de 

10 meses de edad (Sigurdsson y Tryggvadóttir, 1949, 1950) o a los 4-6 meses en un 

estudio posterior (Sigurdsson, 1960), obteniéndose una importante reducción de las 

pérdidas económicas. En un estudio realizado con corderos y cabritos, se comprobó que 

aquellos vacunados a los 4-5 meses de vida presentan una respuesta inmune más intensa 

que aquellos vacunados a los 15 días de edad, con una producción de INF-γ más 

elevada y persistente y con una producción de anticuerpos más temprana, intensa y 

duradera, (Corpa et al., 1999a; Corpa et al., 1999b) sugiriéndose que sería debido a que 

a los 15 días de edad los animales presentan un desarrollo incompleto del sistema 

inmune (Corpa et al., 2000b). No obstante, en este estudio no se comprobó la respuesta 

de los animales frente a la infección. 

  

En este sentido, se ha comprobado que la vacunación de animales adultos en 

rebaños infectados reduce significativamente el tiempo necesario para el control de la 

paratuberculosis (Crowther et al., 1976; Aduriz, 1993; Pérez et al., 1995a; Corpa et al., 

2000; García Pariente et al., 2003). En la especie bovina, la mayor parte de las 

experiencias con vacunación se han llevado a cabo en animales jóvenes (Wentink et al., 

1994; Van Schaik et al., 1996; Koets et al., 2006; Patton et al., 2006; Geijo, 2007; 

Kathaperumal et al., 2008; Sweeney et al., 2009), si bien cuando se han vacunado 

animales adultos (Juste et al., 2009; Garrido et al., 2013) se ha mostrado eficaz.  

 

Además, parece que la edad de vacunación estaría en relación con un factor que 

se ha estimado que puede explicar el fallo de una vacuna, como es la relación entre el 

momento de la vacunación y la exposición a Map. En la mayoría de los casos, cuando 

se vacuna animales a edad temprana, se estima que el contagio se produciría antes, 
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incluyendo la vía trasplacentaria, o al mismo tiempo que la vacunación (Sweeney et al., 

1992b). La influencia que tiene la infección con Map previa a la vacunación se 

desconoce, si bien se ha sugerido que alteraría el conjunto de citoquinas que produce el 

animal (Uzonna et al., 2003). 

 

La revacunación no se recomienda, ya que se ha demostrado un descenso en la 

resistencia de los animales tras llevar a cabo ésta (Stuart, 1965b; Gilmour, 1976; 

Bendixen, 1978). Se considera que se produce un deterioro en el estado inmunológico 

de los animales, pudiendo agravar la infección y provocar el desarrollo de la 

enfermedad (Stuart, 1965b; Gilmour y Angus, 1973). Además, se ha observado que con 

la revacunación no se produce un aumento de la hipersensibilidad ni de la respuesta 

inmune humoral (Sigurdsson y Tryggvadóttir, 1949; Larsen et al., 1974). Sin embargo, 

en los primeros estudios en Francia era una práctica frecuente, ya que vacunaban todos 

los animales independientemente de su edad, en granjas infectadas, lo cual suponía 

vacunar animales preclínicos que después desarrollarían síntomas. Para evitar esto, se 

recomendaba la revacunación. Sin embargo, en Gran Bretaña, esto se evitaba 

vacunando a animales menores de 30 días de edad (Doyle, 1964). Se considera 

imposible saber cuando sería necesario revacunar, sugiriendo hacerlo cuando la 

sensibilidad esté disminuyendo o cuando el nódulo vacunal esté regresando (Doyle, 

1956 y 1964), cifrándose en algunos casos a los 18-24 meses después de la inoculación 

inicial (Spears, 1959; Doyle, 1964). 

 

La vacuna generalmente se aplica una única vez en la vida del animal, por vía 

subcutánea que parece ser la que ofrece más ventajas (Vallé y Rinjard, 1926; Doyle, 

1945; Spears, 1959; Larsen et al., 1978; Juste y Sáez de Ocáriz, 1990; Juste et al., 1994; 

Pérez et al., 1995a; Corpa, 1999; García Pariente et al, 2002, 2005; Uzonna et al., 2003; 

Eppleston et al., 2004; Reddacliff et al., 2006; Reyes, 2007; Griffin et al., 2009; Hütter 

et al., 2012; Alonso-Hearn et al., 2012; Singh et al., 2013; Knust et al., 2013; Dhand et 

al., 2013: Tewari et al., 2014; Windsor et al., 2014) .Se han realizado estudios donde se 

utilizó la vía oral, con una menor eficacia  (Brotherston et al., 1961a; Gilmour y Angus, 

1974). Recientemente, se han evaluado diferentes cepas atenuadas de Map en su 

administración por vía oral en cabritos posteriormente infectados, habiéndose 

comprobado diferencias en el nivel de protección entre las diferentes cepas, pero en 

todo caso siempre inferiores a la proporcionada por la vacuna Silirum® administrada 
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por vía subcutánea (Hines II et al., 2014). También se han evaluado la vía conjuntival, 

(Marly et al., 1988) o la intramuscular (Körmendy, 1994), siendo siempre menos 

eficaces que la subcutánea. En un estudio reciente realizado por Griffin et al. (2009) en 

el que se ha probado una nueva vacuna formulada en lípido metabolizable, se ha 

administrado intraperitonealmente a ganado ovino con lo que se eliminan las reacciones 

en el sitio de inoculación, además de conseguirse una buena respuesta celular en 

ausencia de la producción de anticuerpos. 

 

En cuanto al sitio de inoculación, en la especie bovina el más comúnmente 

utilizado es el pliegue de la papada (Huitema, 1968; Kopecky y Larsen, 1975; Kalis et 

al., 2001; Muskens et al., 2002; García Pariente et al., 2005; Geijo, 2007; Sweeney et 

al., 2009; Juste et al., 2009a; Alonso-Hearn et al., 2012; Knuts et al., 2013; Tewari et 

al., 2014), aunque algunos autores han utilizado la tabla del cuello (Uzonna et al., 

2003). Los ovinos, sin embargo, se suelen inocular en la zona pectoral (Gilmour y 

Brotherston, 1966; Gilmour y Angus, 1973; Aduriz et al., 1990) y la espalda (Peris, 

1992), incluso la cara interna de las extremidades posteriores (Sigurdsson y 

Tryggvadóttir, 1949) o en la zona del cuello, justo detrás de la oreja (Windsor et al., 

2002; Eppleston y Windsor, 2007). En cualquier caso, y debido a la formación de un 

nódulo vacunal, es recomendable que la aplicación de la vacuna se realice en una zona 

de tejido laxo, como el área pectoral, debido a que en ocasiones puede dificultar la 

marcha provocando cojeras e infiltraciones en el tejido muscular, perdurando toda la 

vida del animal (Juste y Sáez de Ocáriz, 1990; Aduriz et al., 2000). En cuanto a la 

vacunación detrás de la oreja, hay autores que señalan que esta localización puede 

acarrear otros inconvenientes de escasa frecuencia como son la mortalidad por 

inyección en la médula espinal cervical, pérdidas productivas por inyección en el 

maxilar o la axila, miasis o pérdidas económicas por lesiones en las canales (Windsor y 

Eppleston, 2006). En los experimentos realizados en la especie caprina se ha utilizado 

como zona de inoculación tanto la región de la espalda (Corpa, 1999; García Marín et 

al, 1999) como una zona algo más craneal a la misma (Hasvold et al., 2002). 
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II.6.2.3.4. Efectos adversos 

 

Como ya se ha señalado, la vacunación presenta algunos inconvenientes, entre 

los que destaca la inducción de una intensa respuesta inmune que es la causa de 

resultados positivos en las pruebas diagnósticas de valoración de la inmunidad celular y 

humoral, tanto para paratuberculosis como para tuberculosis (Vallé y Rinjard, 1926; 

Stuart, 1962; Gilmour y Brotherson, 1966; Larsen et al., 1978; Chiodini et al., 1984; 

Merkal, 1984; Wentink et al., 1988; Spangler et al., 1991a; Aduriz, 1993; Corpa, 1999; 

Köhler et al., 2001; Muskens et al., 2002). Esta interferencia con los programas de 

erradicación de la tuberculosis bovina y caprina, o en ciervos (Khöler et al., 2001; 

Klawonn et al., 2002; Mackintosh et al., 2005) parece ser el mayor impedimento para 

que las autoridades permitan el uso de la vacuna frente a tuberculosis y, para desarrollar 

nuevas vacunas frente a la paratuberculosis bovina por parte de las farmacéuticas 

(Bastida y Juste, 2011). El test de intradermorreacción comparada, podría solventar el 

problema de la interferencia en la mayoría de los casos (Bastida y Juste, 2011). 

Actualmente es un test oficial de acuerdo a la OIE y a la legislación de la UE y consiste 

en la estimulación simulatánea con dos inyecciones intradérmicas en diferentes sitios 

con tuberculinas de Mycobacterium bovis (PPD bovina) y Map (PPD aviar). Si se 

obtiene una mayor reactividad a la PPD aviar indicaría una infección o vacunación con 

una micobacteria aviar y descartaría una infección tuberculosa, según los criterios 

estandarizados (Bastida y Juste, 2011). Hay numerosos estudios que señalan que 

mediante el empleo de la la intradermorreacción comparada se pueden diferenciar los 

animales vacunados (Vallé y Rinjard, 1926; Stuart, 1962; Doyle, 1964; Huitema, 1967; 

Larsen, 1973; Nain et al, 1985; Corpa et al., 1998; García Marín et al., 1999; Nedrow et 

al., 2007; Geijo, 2007). En este sentido, en el exhaustivo estudio realizado en el País 

Vasco por Garrido et al. (2013), donde se lleva a cabo el seguimiento de varias 

explotaciones bovinas vacunadas, durante seis años, se ha encontrado que los animales 

vacunados reaccionan diecisiete veces más que los no vacuandos a la IDR simple, 

mientras que sólo lo hacen cuatro veces más a la comparada, por lo que los autores 

concluyen que la IDR comparada es una herramienta muy útil para diferenciar animales 

vacuandos de los reaccionantes específicamente a la PPD bovina por sufrir tuberculosis. 

Además, en un trabajo reciente en la especie caprina, se ha señalado que dicha 

diferenciación se ve mejorada cuando se emplean, en las pruebas de valoración de 
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respuesta inmune celular comparada, nuevos antígenos “DIVA” de M. bovis (Pérez de 

Val et al., 2012). 

 

Otra de las desventajas de la vacunación es que, una vez que se ha inmunizado al 

animal, es imposible diferenciarlo de uno infectado de forma natural mediante las 

pruebas de diagnóstico inmunológico (Collins et al., 1994). La vacunación induce una 

intensa y duradera reacción positiva a la técnica ELISA tanto en terneros vacunados 

(Spangler et al., 1991; Muskens et al., 2002; Geijo, 2007), como en corderos (Aduriz, 

1993; Corpa, 1999; Reyes, 2007) así como una importante reacción a la tuberculina 

aviar y liberación de -IFN-γ periférico que también se mantiene durante largos periodos 

de tiempo, tanto en bovino (Stuart, 1962; Huitema, 1967; McDonald et al., 1999; 

Bakker et al., 1999; Muskens et al., 2002) como en ovino (García Marín et al., 1999; 

Gwozdz et al., 2000a; Corpa et al., 2000b; Reyes, 2007). 

 

Como ya se ha indicado, la vacunación induce la formación en el punto de 

inoculación de un nódulo fibroso con cavidades que contienen material necrótico, que 

en ocasiones puede salir al exterior por medio de una fístula (Sigurdsson y 

Tryggvadóttir, 1949; García Marín et al., 1999b; Hines et al., 2007a). El tamaño de este 

nódulo es variable, pudiendo alcanzar en los primeros días tras la vacunación un 

diámetro de 15 cm en ganado bovino (Stuart, 1962; Benedictus et al., 1988). En ganado 

ovino, sin embargo, puede medir de 3 a 45 mm a los 2 meses de la vacunación, 

pudiendo llegar a desaparecer con el tiempo (Hagan, 1935; Sigurdssonn y 

Tryggvadottir, 1949, 1950; Spears, 1959; Gilmour y Brotherston, 1966; Windsor et al., 

2002).  

Se ha sugerido que la duración de la eficacia de la vacuna es paralela a la 

duración del nódulo vacunal. Así, en un estudio con una vacuna frente a tuberculosis 

elaborada con una cepa equina atenuada del bacilo, al utilizar un excipiente absorbible, 

los bacilos eran eliminados a los tres meses y se conseguía una protección transitoria; 

sin embargo, al utilizar un excipiente no absorbible se formaba un nódulo fribrocaseoso 

en el lugar de inoculación en el que el bacilo persistía durante dos o tres años 

confiriendo una inmunidad duradera (Vallée, 1924). Este mismo autor destaca que la 

vacuna que desarrollaría años más tarde frente a paratuberculosis, falla en aquellos 

casos en los que el nódulo desaparece pronto (Vallée et al., 1934). En este sentido, 

Doyle (1964) consideraba que sólo los animales que desarrollan un nódulo en el lugar 
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de la inoculación, sin tendencia a la supuración, serían considerados como 

efectivamente vacunados. Además señalan que habría resistencia a la infección mientras 

el nódulo persista y contenga bacilos, ya que, en su experiencia, ningún animal 

vacunado con microorganismos en el nódulo presenta síntomas clínicos.  

 

Igualmente se ha indicado que el nódulo vacunal presentaba un significado 

diagnóstico, ya que si se ulceraba y supuraba era debido a que el animal estaba 

infectado previamente a la vacunación (Vallée y Rinjard, 1926). Igualmente, se 

consideraba que un animal estaba infectado antes de la vacunación si tras esta no se 

formaba nódulo vacunal (Vallée et al., 1934). 

 

También se ha valorado, en un estudio realizado en Australia, las pérdidas 

económicas que pudieran asociarse a la presencia del nódulo vacunal, habiendo 

encontrado lesiones en el 65% de canales de corderos y el 18% de canales de ovejas 

adultas. No obstante, el coste de la eliminación del tejido afectado no fue significativo y 

ninguna canal se devaluó por este motivo (Eppleston y Windsor, 2007). 

 

En otro estudio, también se ha evidenciado que el tamaño del nódulo varía según 

el tipo de vacuna empleado. Al comparar Neoparasec® y Gudair® se obervó que se 

produce ulceración y un mayor número de nódulos vacunales con diámetro mayor de 5 

cm con la primera que con la segunda (García Marín et al., 1999). 

 

La auto-inyección de la persona que realiza la inoculación es un problema a 

tener en cuenta (Jorgensen, 1983b; Sherman, 1985; Patterson et al., 1988; Juste y Sáez 

de Ocáriz, 1990), ya que puede ocasionar una inflamación granulomatosa prolongada en 

el lugar del incidente por inoculación del producto vacunal, requiriéndose en este caso 

la escisión quirúrgica e incluso drenaje del material inoculado para evitar la progresión 

a necrosis extensas (Windsord et al., 2005; Richardson et al., 2005). 

 

Finalmente, se ha señalado que la vacunación frente a paratuberculosis, aunque 

tiene una influencia positiva en la infección de los animales, no elimina completamente 

la enfermedad, y según algunos autores, tras cesar de vacunar, se produciría un 

incremento de esta última (Emery y Whittington, 2004) 
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II.6.2.3.5. Evaluación de las vacunas 

 

En la literatura consultada la mayoría de los trabajos han valorado los efectos de 

la vacunación frente a Map en bovinos, ovinos y caprinos, sobre la producción, 

epidemiología y también patogenia en casos de campo y experimentales como se 

detallará a continuación. En cuanto a los parámetros productivos, aunque también se ha 

valorado la eficacia de la vacunación en la producción de leche (García-Pariente et al., 

2003; Juste et al., 2009a) o el beneficio económico que supone vacunar un rebaño 

afectado de paratuberculosis (van Schaik et al., 1996), se han tenido en cuenta sobre 

todo los efectos que la vacunación produce sobre la aparición de casos clínicos y la 

mortalidad; en los aspectos epidemiológicos, los efectos de la vacuna sobre el 

aislamiento de Map en heces y/o tejidos y; finalmente, la frecuencia de la lesiones para 

conocer la influencia de la vacunación sobre la patogenia. La mayoría de los estudios 

arrojan resultados favorables a la vacunación.  

Estudios experimentales 

En cuanto a los trabajos experimentales que valoran la reducción en 

mortalidad y signos clínicos en la especie bovina, el primero de ellos fue llevado a 

cabo en el año 1935 en Estados Unidos, en terneros vacunados al mes de edad, con una 

vacuna viva formada por seis cepas y adyuvante oleoso y en el que se obtuvo un éxito 

del 100% en cuanto a la presentación de casos clínicos (Hagan, 1935). En otro estudio 

experimental en Gran Bretaña en el que se valoró la eficacia de la vacunación mediante 

el seguimiento de los signos clínicos, se inmunizaron con éxito 84 animales de una 

semana de edad (Stuart, 1965b). En este caso se utilizó la cepa 316F y el adyuvante fue 

P/O/P (parafina, aceite de oliva, polvo de piedra pómez) (Stuart, 1965b).  

 

En ovino Gwozdz et al. (2000a) infectaron 28 corderos a los 1-1,5 meses y dos 

semanas después vacunaron a la mitad de ellos con la vacuna viva Neoparasec® y 

obtuvieron signos clínicos en la mitad de los no vacunados y en tan solo 2 de los 

vacunados. En otro estudio experimental, que como el anterior fue diseñado en Nueva 

Zelanda, se utilizaron 170 corderos de 4 meses de edad a los que vacunaron y 

posteriormente infectaron (Griffin et al., 2009). Se establecieron cinco grupos, uno de 

30 animales control sin vacunar y cuatro de 35 animales vacunados. Uno de los grupos 

recibió subcutáneamente la vacuna muerta Gudair® mientras que los otros tres grupos 

fueron vacunados con vacunas de nueva formulación en las que se utilizó Lípido-k 
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como adyuvante que contenía en los tres casos la cepa 316F, en un grupo muerta y 

administrada subcutáneamente, en otro caso viva y administrada también por esta vía, y 

en el tercer grupo viva y administrada por vía intraperitoneal (Griffin et al., 2009). En 

todos los grupos se apreció una reducción en los casos clínicos respecto a los animales 

no vacunados, obteniéndose la mayor reducción en el grupo vacunado con Gudair® y la 

menor en el de la cepa viva de administración subcutánea (Griffin et al., 2009). 

Recientemente, se ha llevado a cabo un estudio con 80 cabritos a las 8-10 

semanas de edad (Hines II et al., 2014) para probar la eficacia de 5 vacunas vivas 

atenuadas de administración oral elaboradas con diferentes cepas de Map, la llamada 

316 elaborada con MAP3695 y FadE5; la 315 elaborada con MAP1566; la 319 

elaborada con MAP1566; la 318 elaborada con MAP0282c y MAP0283c; todas ellas 

derivadas de una vacuna mutante de la cepa K-10  y la 329 elaborada con fabG2_2, 

(Shin et al., 2006), en comparación con la vacuna Silirum®, para lo que se han 

vacunado 10 animales con cada producto y posteriormente se han infectado. Los otros 

20 animales del estudio son controles sin vacunar, 10 infectados y 10 no infectados. Se 

ha comprobado que, en general, la vacunas, de mayor a menor eficacia han sido 

Silirum® en primer lugar, seguida de la 329, después la 318, y tras ellas la 316, 315 y 

319 (Hines II et al., 2014). Concretamente, en lo que se refiere a la reducción de signos 

clínicos, además de Silirum®, la única que ha conseguido un efecto positivo ha sido la 

vacuna 329 (Hines II et al., 2014). 

En otros estudios experimentales se ha valorado la influencia de la vacuna sobre 

las tasas de infección. En la especie bovina, en el trabajo mencionado realizado por 

Hagan (1935) se valoró el impacto sobre el aislamiento en tejidos, obteniendo 

resultados negativos. Igualmente, también en Estados Unidos se han desarrollado 

diferentes estudios, con resultados variables. De esta manera, Larsen et al. (1974) 

obtuvieron resultados favorables al vacunar terneros con una vacuna viva avirulenta en 

adyuvante P/O/P. En diferentes estudios a corto plazo (49 días) Uzonna et al. (2003) 

utilizaron la vacuna Mycopar® administrada conjuntamente con IL-12 recombinante, 

así como con una vacuna de una cepa de campo que usó también para la infección de 

los animales. En el caso de Mycopar®, además, se valoró la administración de la 

vacuna antes y después de la infección, mientras que la vacuna con la cepa de campo se 

administró a los 7 días de vida y la infección a los 28 (Uzonna et al., 2003). En cuanto a 

los resultados con la vacuna Mycopar® se observó que todos los animales infectados, 

tanto los vacunados como los no vacunados presentaban colonias de bacterias en 
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tejidos, siendo estás más numerosas y detectables en mayor número de tejidos en los 

animales vacunados tras la infección; además, la administración de IL-12 recombinante 

no influía estadísticamente sobre el número de colonias, pero si se pudo observar que 

hubo animales vacunados antes de la infección y a los que se administró esta sustancia 

en los que no se aisló ninguna colonia a diferencia de los vacunados después de la 

infección que todos resultaron positivos al cultivo (Uzonna et al., 2003). En el caso de 

los animales vacunados con la cepa de campo, si se encontraron diferencias 

significativas, con una reducción tanto en el número de tejidos positivos como en 

número de colonias en los tejidos de animales vacunados respecto a los no vacunados 

(Uzonna et al., 2003). En este país se han llevado a cabo otros estudios experimentales 

de este tipo más recientemente en los que se ha valorado una vacuna recombinante 

elaborada con los antígenos recombinantes de Map 85A, 85B, 85C y SOD (superóxido 

dismutasa) y dos adyuvantes, el MPLA (monosfosforil lípido A) e IL-12 inoculada a 24 

terneros de entre los 5 y 10 días de edad, estableciendo cuatro grupos: el primero de 

ellos recibió los antígenos con MPLA e IL-12; el segundo, los antígenos y MPLA; el 

tercero, MPLA e IL-12; y el cuarto, tan solo MPLA. Se observó mayor número de 

tejidos afectados y con un significativo mayor número de colonias en los animales 

vacunados con los antígenos que los dos grupos control sin ellos, atribuyendo, por tanto, 

protección frente a Map a los mismos (Kathapertumal et al., 2008). El último estudio 

experimental revisado en esta especie en este país es el llevado a cabo por Sweeney et 

al., 2009 en el que se valoró la eficacia de la vacuna Silirum®, empleando 12 animales 

de 14 días de edad a los que se vacunó e inoculó con 1,2x109 UFC de Map a los 21-22 

días de edad y se sacrificaron 9 semanas después del desafío. Se obtuvieron grandes 

beneficios en los animales vacunados en cuanto al número de tejidos colonizados y el 

número de colonias respecto de los animales no vacunados (Sweeney et al., 2009). En 

Holanda también se han desarrollado estudios experimentales de este tipo con buenos 

resultados al emplear una vacuna de subunidades elaborada con la proteína 

recombinante de Map Hsp70 con la que se obtuvo una significante reducción en la 

excreción de heces (Koets et al., 2006). 

También se han llevado a cabo diferentes trabajos en la especie ovina. Así, 

Brotherston vacunó a 44 corderos de un mes de edad con una vacuna muerta elaborada 

con una cepa ovina y otra bovina obteniendo diferencias en cuanto al cultivo en tejidos 

de animales vacunados respecto a los no vacunados (Brotherston y Gilmour, 1961). Un 

año más tarde autores de este mismo grupo realizaron otro experimento con una vacuna 
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muerta en el que contaron con 126 corderos de un mes de edad, obteniéndose de nuevo 

resultados positivos en los animales vacunados respecto a los controles aunque con 

menor reducción en la colonización de tejidos que en el caso anterior (Nisbet et al., 

1962). En España, también se han desarrollado estudios experimentales en ovino con el 

fin de medir la eficacia de la vacunación en la reducción de la colonización de tejidos. 

Así, Juste et al., (1994), vacunaron 17 corderos de dos meses de edad con la vacuna 

Neoparasec® comprobándose el crecimiento de colonias en tejidos de los animales 

infectados y en mayor medida en los no vacunados, destacando la eficacia, por tanto, de 

esta vacuna. En el experimento descrito previamente de Gwozdz et al. (2000a) también 

observaron una notable reducción de la colonización por Map en los animales 

vacunados. Finalmente, Griffin et al. (2009), en los estudios descritos previamente, 

valoraron la excreción en heces de Map, resultando mayor la reducción respecto a los 

no vacunados y con el mismo resultado en los vacunados subcutáneamente con la 

vacuna muerta y viva y lípido K como adyuvante, seguidos de los vacunados 

intraperitonealmente, y en este caso, el menor efecto lo presentaron los vacunados con 

Gudair®. 

En ganado caprino también se han realizado diversos estudios experimentales 

con el fin de ver los efectos de la vacunación sobre el cultivo de heces y tejidos. En 

Francia, Marly et al. (1988) contaron con veintisiete cabritos de 1 mes de edad a los que 

vacunaron con Neoparasec®,  obteniendo notables reducciones en el número de 

colonias en tejidos y, sobre todo, en heces de los animales vacunados respecto a los 

controles. Hines II et al., (2007a) utilizaron 80 cabritos de 1 a 4 semanas de edad en los 

que se probaron diferentes formulaciones de vacuna muerta elaboradas con aislados de 

cabra uno de pared defectiva al que se añadió QS21 como adyuvante, otro con pared 

defectiva al que se le añadió alumbre como adyuvante y otros dos de pared celular no 

defectiva uno de ellos con QS21 y el otro con alumbre como adyuvante así como sus 

respectivos grupos control. El grupo de vacunados con la vacuna de pared completa y 

adyuvante QS21 presentaron una marcada reducción en el recuento de colonias en 

heces, sin embargo no se observaron diferencias significativas entre los diferentes 

grupos. En la colonización de tejidos por Map, aquellos animales vacunados con células 

de pared completa presentaron menos colonias por gramo de intestino, sin influir para 

ello el tipo de adyuvante utilizado (Hines II et al., 2007a). En India, también se han 

hecho estudios de este tipo en ganado caprino en los que se compararon los efectos 

sobre el cultivo fecal de una vacuna muerta elaborada con una cepa de campo de tipo B 
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y con alumbre como adyuvante y la vacuna Gudair®, para lo que utilizaron 85 animales 

de 4 a 6 meses de edad, cuya carga fecal, en los animales infectados, resultó 

notablemente reducida en los vacunados con ambas vacunas respecto a los no 

vacunados, siendo más notable en el grupo vacunados con la cepa virulenta de campo 

(Singh et al., 2007). Otro estudio experimental en esta especie (Kathaperumal et al., 

2009) compara la vacuna recombinante elaborada con los antígenos 85A, 85B, SOD y 

74F de Map, con y sin DDA (dimetildioctacetil amonio) como adyuvante. Para ello se 

cuenta con 25 cabritos de entre 5 y 10 días de edad a los que se vacuna con ambos 

productos, administrando a un tercer  grupo sólo el adyuvante. Se observa una gran 

reducción en el número de colonias que colonizan tejidos en aquellos animales 

infectados y vacunados, siendo la reducción más importante en los que se utiliza 

adyuvante (Kathaperumal et al., 2009). Finalmente, en el estudio realizado 

recientemente por Hines II et al. (2014) se ha observado que la eliminación de bacilos 

por heces en los animales y la colonización de tejidos fue producida, además de por 

Silirum®, únicamente por la cepa 329 (Hines II et al., 2014), como ya ocurría para los 

signos clínicos.  

 

En el caso de la valoración de la eficacia de la vacuna mediante su influencia 

sobre las lesiones histopatológicas, en vacuno, tan sólo se han encontrado dos trabajos 

experimentales en la bibliografía consultada realizados en los años 30 (Hagan, 1935) y 

70 (Larsen et al., 1994) del siglo XX, llevados a cabo en Estados Unidos y ya 

mencionados en este apartado por valorar otros efectos de la vacuna. En los dos casos se 

produjo una reducción de lesiones en los animales vacunados, con mejores resultados en 

el estudio de Hagan (1935).  

En ovino, sin embargo, se han realizado una mayor cantidad de estudios 

experimentales. El primero de ellos (Nisbet et al., 1962) observa una una notable 

reducción de lesiones y de su extensión en los animales vacunados respecto a los 

controles sin vacunar, confirmando que la vacunación no previene la infección. 

Resultados algo mejores obtuvieron Juste et al. en 1994, en el que además se describen 

las lesiones de los animales vacunados como bien delimitadas y circunscritas al tejido 

linfoide. También Gowzdz et al. (2000a) valoraron la eficacia de la vacunación 

mediante métodos histopatológicos, observando una inflamación granulomatosa menos 

grave en los animales vacunados que en los que no se habían inmunizado tras la 

infección. También en España, en nuestro grupo de investigación, se han llevado a cabo 
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diferentes estudios experimentales para valorar vacunas en ovino frente a la infección 

experimental con Map (Reyes, 2007), en el que se utilizaron 18 corderos de un mes de 

edad a los que vacunaron con dos vacunas, la comercial Gudair® y otra elaborada con 

bacilos inactivados de la misma cepa y el adyuvante ISA 266, dejando otros animales 

como control. Se pudo constatar la ausencia total de lesiones asociadas a 

paratuberculosis en los animales vacunados con cualquiera de las dos vacunas a los 180 

días post infección, mientras que si aparecían en animales no vacunados, en algunos de 

ellos con carácter grave (Reyes, 2007). Begg y Griffin (2005), en otro estudio de Nueva 

Zelanda, contaron con 90 animales para observar la influencia de la vacunación sobre 

las lesiones. Para ello se hicieron tres grupos de 30 animales cada uno a los que se 

inmunizó con Neoparasec®, a otro con AquaVax, una vacuna viva de la cepa 316F con 

adyuvante salino y los otros 30 animales quedaron como controles no vacunados. El 

estudio histopatológico reveló la mayor eficacia de Neoparasec® en el control de la 

aparición de lesiones, debido a que la gran mayoría de animales no presentaron lesión 

alguna y sólo 4 presentaron lesión grave, mientras que los vacunados con AquaVax 

mostraron similar patrón de lesiones que los no vacunados, resultando todos los 

animales de ambos grupos con lesiones granulomatosas extensas, y por tanto, no 

otorgando valor protectivo alguno a la vacuna. Igualmente, este mismo grupo de 

investigación utilizó en otros estudios el criterio histopatológico para valorar la eficacia 

de Gudair® y otras formulaciones elaboradas con el lípido k cuyo diseño se ha descrito 

anteriormente y en el que la vacuna Gudair® ofrece mejores resultados, seguida de las 

dos formulaciones con la vacuna viva, con ligera mejoría de la administrada por vía 

peritoneal y finalmente, pero también con una importante disminución de lesiones, en 

los animales vacunados con la vacuna muerta formulada con Lípido k y de 

administración subcutánea (Griffin et al., 2009).  

En la especie caprina, se han llevado a cabo diferentes trabajos experimentales 

en Estados Unidos (Hines II et al., 2007a, 2014; Kathaperumal et al., 2009) y la India 

(Singh et al., 2007) cuyo diseño se ha señalado previamente. En el estudio de Hines II et 

al. (2007a) observan un mayor grado de lesione en los anmales inmunizados con la 

vacuna elaborada con células de pared defectiva y adyuvante de alumbre, mientras que 

las otras formulaciones arrojaron resultados más favorables, siendo algo mejores los 

obtenidos con la elaborada con células de pared completa y con adyuvante de alumbre 

(Hines II et al., 2007a). Singh et al. (2007) volvió a obtener muy buenos resultados en 

cuanto a reducción de lesiones en los animales vacunados respecto a los controles, y de 
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nuevo, la vacuna elaborada con una cepa virulenta de campo y adyuvante de alumbre 

supero a la vacuna Gudair®. De la misma manera, en el estudio de Kathaperumal et al. 

(2009), como ocurría al valorar la colonización de tejidos por bacterias, la vacuna 

recombinante de antígenos que Map resultó muy efectiva para reducir la lesiones, y 

también la que se formuló adyuvada con DDA arrojó mejores resultados que la que no 

presentaba ningún adyuvante (Kathaperumal et al., 2009). En el estudio llevado a cabo 

por Hines II et al., 2014, para probar 5 vacunas orales, además de las ya citadas 

Silirum® y 329, el producto elaborado con la cepa 318 también ocasionó una reducción 

de lesiones macro y microscópicas (Hines II et al., 2014). 

 

Estudios de campo 

Además de estudios experimentales, también se han realizado valoraciones de la 

eficacia vacunal en condiciones de campo. Así, en Gran Bretaña (Doyle, 1959 y 1964; 

Wilesmith 1982), Estados Unidos (Hurley y Ewing, 1983), Francia (Argenté, 1988) y 

Holanda (Benedictus, 1988; Kalis et al., 1992; Wentink et al., 1994; van Schaik et al., 

1996) se ha valorado la eficacia de diferentes vacunas, con resultados favorables en 

cuanto a la reducción de casos clínicos. Las vacunas probadas en Gran Bretaña (Doyle, 

1959 y 1964; Wilesmith 1982) y Francia (Argenté, 1988) eran vacunas vivas elaboradas 

con la cepa 316F y P/O/P como adyuvante. Sin embargo las de Estados Unidos (Hurley 

y Ewing, 1983) y Holanda (Benedictus, 1988; Kalis et al., 1992; Wentink et al., 1994; 

van Schaik et al., 1996) eran vacunas inactivadas con adyuvante oleoso que en el caso 

de la probada por Hurley y Ewing estaba elaborada con la cepa 18 de Mycobacterium 

avium subsp. avium. Los estudios de campo en la especie ovina que han valorado la 

eficacia vacunal sobre los parámetros productivos han obtenido muy buenos resultados 

tanto en reducción de casos clínicos (Aduriz, 1993; Cranwell, 1993; Pérez et al., 1995), 

como en reducción de la mortalidad de los animales (Xenos et al., 1988; Aduriz et al., 

1995; Windsor et al., 2003; Eppleston et al., 2004; Reddacliff et al., 2006). Estos 

estudios se han realizado en su totalidad con vacunas elaboradas con la cepa 316F, en 

unos casos viva y formulada con parafina (Xenos et al., 1988) o con adyuvante oleoso 

denominada Lio-Johne® (Aduriz, 1993; Aduriz et al., 1995a) o Neoparasec® (Pérez et 

al., 1995; Gwozdz et al., 2000a) y en otros casos muerta y con adyuvante oleoso, tanto 

Mycopar® (Pérez et al., 1995) como Gudair® (Windsor et al., 2003; Eppleston et al., 

2004; Reddacliff et al., 2006). Además, Xenos et al., 1988, llevaron a cabo su estudio 

también en la especie caprina con la misma vacuna utilizada para la especie ovina, 
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obteniéndose mayores reducciones en la mortalidad cuando los cabritos eran vacunados 

al mes de edad que cuando se vacunaban animales adultos (Xenos et al., 1988), de la 

misma forma que ocurría especie ovina (Xenos et al., 1988). 

Los estudios de campo que han valorado el efecto de la vacunación sobre la 

presencia de Map en heces o tejidos en la especie bovina han obtenido buenos 

resultados, tanto en la reducción de colonización de tejidos (Hore et al., 1971; van 

Schaik et al., 1996; Alonso-Hearn et al., 2012) como del número colonias en el cultivo 

fecal (Hurley y Ewing, 1983; Jorgensen, 1983; Argenté, 1992; Kormendy, 1994; Mohr, 

2000; Kalis et al., 2001; Klawonn et al., 2002; Patton et al., 2006; Juste et al., 2009a; 

Alonso-Hearn et al., 2012; Knust et al., 2013; Tewari et al., 2014) de los animales 

vacunados respecto a los no vacunados. Sin embargo, se han publicado dos trabajos 

llevados a cabo en Holanda en los que los resultados han sido desfavorables tanto 

valorándolos por cultivo fecal (Kalis et al., 1992) como por cultivo de tejidos (Wentink 

et al., 1994). En ovino, Aduriz (1993) valoró la eficacia de la vacuna Lio-Johne® 

mediante el cultivo de tejidos, observándose una notable reducción respecto a los 

animales no vacunados. Sin embargo, en otro estudio de nuestro país en el que se 

valoraba la frecuencia de aislamiento pero no el número de colonias obtenidas, no se 

encontraron diferencias entre los ovinos vacunados y los que no lo estaban, a pesar de 

observarse una marcada reducción en la aparición de casos clínicos (Pérez et al., 1995). 

En cualquier caso, la mayoría de estudios realizados en la especie ovina reflejan una 

notable reducción de eliminación de bacterias por heces (Dimarelli-Malli et al., 1997; 

Eppleston et al., 2004, 2005; Reddacliff et al., 2006; Toribio et al., 2007; Eppleston et 

al., 2011; Hüttner et al, 2012; Dhand et al., 2013; Windsor et al., 2014). Resultados 

similares se han encontrado en ganado caprino en Estados Unidos (Leslie et al., 1988), 

Grecia (Dimarelli-Malli et al., 1997) y la India (Singh et al., 2013). 

Finalmente, algunos estudios de campo también han valorado la influencia de la 

vacunación sobre las lesiones. En ganado bovino, tanto en Holanda (Kalis et al., 1992; 

Wentink et al., 1994; van Schaik et al., 1996) como en España (García-Pariente et al., 

2005; Alonso-Hearn et al., 2012) se han obtenido muy buenos resultados, con 

reducciones notables de las lesiones en los animales vacunados. Todos estos estudios se 

han realizado con la vacuna inactivada Silirum®. En la especie ovina, el estudio llevado 

a cabo por Pérez et al. (1995) no encontró diferencias en la reducción del número de 

animales con lesiones de los vacunados respecto a los no vacunados, si bien las lesiones 

en los animales vacunados eran de carácter focal, mientras que los no inmunizados 
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presentaban lesiones más extensas y graves. El resto de trabajos revisados en esta 

especie ha dado muy buenos resultados en la vacunación en campo con considerables 

reducciones o ausencia total de lesiones (Sigurdsson et al., 1960; Nisbet et al., 1962; 

Aduriz, 1993; Sommerville et al., 1995; García Marín et al., 1995b; Thonney et al., 

2005; Reddacliff et al., 2006). En caprino, tanto Saxegaard y Fodstad, 1985 vacunando 

cabritos de un mes de edad como Corpa et al. (2000b) vacunado animales adultos, y 

utilizando la cepa 316F inactivada han conseguido resultados muy satisfactorios, 

encontrando una marcada reducción lesional. Más recientemente, Singh et al (2013) 

utilizando una cepa tipo B nativa altamente patógena, obtuvieron un resultado similar.  

 

 

II.6.2.3.6. Respuesta inmune asociada a la vacunación 
 

La inmunización frente a paratuberculosis induce una respuesta inmune celular y 

humoral detectable por diferentes métodos diagnósticos (Larsen, 1973; Chiodini et al., 

1984a; Spangler et al., 1991; Juste et al., 1994; García Marín et al., 1999; Mc Donald et 

al., 1999; Gwozdz et al., 2000a; Corpa et al., 2000b; Köhler et al., 2001; García 

Pariente et al., 2002; Muskens et al., 2002; Begg y Griffin, 2005; García Pariente et al., 

2006; Redacliff et al., 2006). Se ha llegado a sugerir que la potencia inmunizante de una 

vacuna estaría relacionada con la capacidad de la misma para inducir una 

hispersensibilidad de tipo retardado, la cual se puede medir poco tiempo después de la 

vacunación (Gilmour, 1976; Chiodini et al., 1984a). 

 

La respuesta inmune celular asociada a la vacunación se ha valorado 

comúnmente mediante la IDR, atribuyendo, algunos autores (Wentink et al., 1993) la 

falta de positividad a la misma a una respuesta inmunológica deficiente y una mayor 

probabilidad de desarrollar la enfermedad. Mediante este método, la mayoría de 

animales vacunados ofrecen resultados positivos a los 30 días post-vacunación en 

experiencias con ovinos, bovinos y caprinos (Sidgurdsson y Tryggvadóttir, 1950; 

Larsen, 1950; Marly et al., 1988), alcanzándose los máximos niveles a los cuatro meses 

post-vacunación, con mayor positividad a la PPD aviar que a la bovina (Pérez, 1992). 

Se ha citado que estos valores disminuyen a finales del primer año (Stuart, 1962) o a los 

18 meses (Larsen et al., 1978) y que pueden seguir haciéndolo durante los cinco 
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primeros años posteriores a la vacunación, siendo esta disminución más acentuada para 

la PPD bovina que para la aviar (Huitema, 1967). 

 

Respecto al incremento en la producción de IFN-γ específicamente inducido por 

Map en los animales vacunados, se ha observado que en la especie bovina se produce de 

forma temprana (McDonald et al., 1999; Muskens et al., 2002), concretamente a las 1-2 

semanas post-vacunación y se detecta al menos durante dos años (Köhler et al., 2001). 

En ovinos, niveles elevados de esta citoquina se pueden encontrar ya a los 30 dpv 

(Corpa et al., 1999a; García Pariente et al., 2002; Reyes, 2007) y con valores máximos 

a los 75 dpv (Reyes, 2007), a las 7 semanas (Gwozdz et al., 2000a), a los 1-2 meses 

(Begg y Griffin, 2005) y 4 meses tras la vacunación (García Marín et al., 1999) según 

los diferentes estudios. En un estudio realizado en Australia, se obtuvo la máxima 

proporción de animales positivos en el primer muestreo, realizado a los 2 meses post-

vacunación, manteniéndose con valores más elevados de IFN-γ que el grupo control 

hasta el final del estudio (54 meses post-vacunación). Además en este estudio se 

relacionó negativamente la positividad a IFN-γ con la eliminación de bacilos en heces y 

la infección (Reddacliff et al., 2006). Otros estudios han encontrado que este tipo de 

respuesta se mantiene elevada durante un año, momento en el que el número de 

animales vacunados positivos al test del IFN-γ es del 50% (García Pariente et al., 2002). 

En caprino, el incremento de la producción de IFN-γ se produce 30 días después de la 

inoculación de la vacuna (Corpa et al., 2000b; Valheim et al., 2002a) con diferencias 

significativas en la producción de esta citoquina por parte del grupo vacunado respecto 

al control desde las tres semanas post-vacunación (Valheim et al., 2002a). 

 

Se considera que el IFN-γ tiene un papel crucial en la inmunidad protectora 

frente a las micobacteriosis y por tanto, una vacuna debería tener la propiedad de 

provocar una temprana inducción del mismo (Hasvold et al., 2002). Sin embargo, en un 

estudio realizado por Uzonna et al. (2003) con terneros vacunados a los 15 días de vida, 

no se encontró relación entre la producción de IFN-γ y la resistencia a la infección, a 

pesar de la rápida inducción en la producción de esta citoquina por parte de las vacunas 

empleadas en el estudio, tanto en sangre como en células del nódulo linfático regional 

de vacunación y nódulos linfáticos cecales (Uzonna et al., 2003). 
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La respuesta humoral se manifiesta más tardíamente que la respuesta celular, 

entre las 8 y las 16 semanas en el caso de los bovinos (Spangler et al., 1991; Köhler et 

al., 2001) y desciende a valores muy bajos a las 48-60 semanas post-inmunización 

(Köhler et al., 2001) e incluso llegando a ser los animales negativos a los 25 meses 

(McDonald et al., 1999). Se ha citado que la cantidad de animales positivos al ELISA 

indirecto disminuye al aumentar la edad de los mismos; sin embargo se ha detectado un 

número notable de positivos a los tres años de edad (Muskens et al., 2002). En 

experiencias de campo en la especie ovina se detectaron altos títulos de anticuerpos a 

los seis meses post-vacunación que persistían en más del 60% de animales 6 años 

después, siendo esta respuesta mejor detectada mediante el ELISA que la con la IDGA 

(Aduriz, 1993). En estudios experimentales en esta especie se ha comprobado que los 

mayores títulos se obtienen entre los 15 y los 120 dpv con la IDGA y entre los 30 y 75 

dpv con ELISA, cuando los corderos son vacunados a los 30 días (Reyes, 2007) entre 

los 60 y 120 dpv en corderos vacunados a los 3 meses de edad (García Marín et al., 

1999), entre las 16 y 51 semanas post-vacunación en corderos de 1-1,5 meses de vida 

(Gwozdz et al., 2000a) y a los 180 días tras la vacunación en corderos vacunados a los 

10-15 días (Corpa et al., 1999a). En otra experiencia además se observó que en el caso 

de corderos no vacunados e infectados no aparecían incrementos significativos en la 

producción de anticuerpos hasta las seis semanas post-infección y valores positivos 

hasta los 3 meses después de la infección, mientras que los animales vacunados, tanto 

infectados como no infectados, desarrollaron una respuesta al ELISA fuerte e inmediata 

(Juste et al., 1994). En estudios de campo en ovino adulto en España se han detectado 

elevados títulos de anticuerpos hasta los 150 (García Pariente et al., 2002) y 180 

(Aduriz, 1993) dpv, manteniendose el 80% de animales positivos al año (García 

Pariente et al., 2002). En un estudio realizado en Australia, los animales 

seroconvirtieron a los 2 meses post-vacunación, declinando el número de animales 

positivos 18 meses tras la vacunación, aunque a los 24 meses el número de positivos 

volviera a aumentar, lo que según los autores podría indicar un efecto memoria 

(Reddacliff et al., 2006). En este caso, la positividad a ELISA estaba inversamente 

relacionada con eliminación de bacterias por heces en algunas granjas, con la infección 

en otra, y con la mortalidad asociada a paratuberculosis en otra (Reddacliff et al., 2006). 

En el caso del ganado caprino, las diferencias en la producción de anticuerpos entre el 

grupo control y el vacunado se evidencian a partir de las siete a nueve semanas post-
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vacunación (Marly et al., 1988; Valheim et al., 2002a) con valores máximos a los tres 

meses (Marly et al., 1988). 
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II.7. INFECCIONES EXPERIMENTALES 
 

La realización de infecciones experimentales con Map ha sido un procedimiento 

muy habitual para el estudio de diferentes aspectos de la paratuberculosis, 

especialmente la patogenia, eficacia de vacunas, etc. La ventaja, respecto a las 

infecciones naturales, es que se pueden controlar los diferentes factores que influyen en 

la infección. Sin embargo estas experiencias resultan dificultosas debido, entre otras, a 

las características propias de esta bacteria como son su lento crecimiento en medios de 

cultivo y su tendencia a la aglutinación, lo que dificulta la administración de una 

suspensión homogénea y por lo tanto una dosis exacta, a los animales, o el largo periodo 

de tiempo necesario para desarrollar lesiones evidentes o signos clínicos (Brown, 1982; 

Chiodini et al., 1984a; Saxegaard, 1990; Clarke, 1997), siendo frecuente que haya 

animales que no muestren signos de infección, especialmente en la especie 

ovina(Rankin, 1959; Karpinski y Zorawski, 1975; Gilmour et al., 1978; Pérez, 1992; 

Thorel et al. 1992). A esto hay que añadir la enorme variabilidad de diseño que existe 

en los diferentes modelos experimentales, lo que explica la disparidad en los resultados 

obtenidos (Rankin, 1961b; Van Kruiningen et al., 1986; Thorel et al., 1992; Reddacliff 

y Whittington, 2003; Begg et al., 2005; Sweeney et al., 2006; Reyes, 2007; Verna et al., 

2007). 

 

El éxito de un estudio experimental de paratuberculosis depende de factores tan 

importantes como tipo el inóculo, dosis, método de cuantificación o vía de 

administración del mismo, el intervalo en que se administra este, así como la selección 

de animales (Begg y Whittington, 2008). En este sentido, se ha reunido un comité 

internacional de investigadores en paratuberculosis (Hines II et al., 2007b) para 

proponer una guía de consenso para llevar a cabo infecciones experimentales que 

tengan como objetivo el estudiar la interacción de patógeno-hospedador, respuesta 

inmunetanto local como sistémica, así como para evaluar productos terapéuticos y 

vacunas. Algunas de las principales directrices que se proponen en este trabajo son: 

- En los diferentes estudios debe especificarse la raza o estirpe de los animales que 

se utilizan, ya que se han descrito resistencias genéticas a infectarse por 

micobacterias en algunas estirpes de ratón (Tanaka et al., 1994) así como en 

ciervos (Mackintosh et al., 2002) y en la especie bovina (Koets et al., 2000; 

Mortensen et al., 2004). 
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- Deberían mantenerse cepas de Map bien caracterizadas y de conocida virulencia, 

para poder repetir experimentos en cualquier laboratorio con el mismo y bien 

conocido agente infectante. Se sugiere el uso de cepas con gran similitud 

genética a la cepa K-10 (Li et al., 2005) para todas las especies, excepto para la 

ovina. El inóculo más empleado han sido colonias de diferentes cepas de Map 

obtenidas a partir de medios líquidos o sólidos (Chandler, 1961a, b, 1962; 

Payne y Rankin, 1961a,b; Brotherston et al., 1961; Gilmour y Brotherson, 

1962; Nisbet et al., 1962; Gilmour et al., 1965; Stuart, 1965; Gilmour y 

Brotherson 1966; Kluge et al., 1968; Merkal et al., 1968a,b; Larsen et al., 

1973; Gilmour et al., 1978; Williams et al., 1983a,b; Van Kruiningen et al., 

1986; Szilagyiet al., 1989; Saxegaard, 1990; Juste et al., 1994; Burrells et al., 

1995; Begara-McGorum et al., 1998; Mc Donald et al., 1999; Sigurdardottir et 

al., 1999; Gwozdz et al., 2000a, b; Gwozdz et al., 2001; Storset et al., 2001; 

Beard et al., 2001; Gwozdz y Thompson, 2002; Valheim et al., 2002b; 

Mackintosh et al., 2003; Redacliff y Whittington, 2003; Stabel et al., 2003; 

Uzonna et al., 2003; Mackintosh et al., 2005; Rosseels et al., 2006a,b; Stewart 

et al., 2006; Sweeney et al., 2006; Hines et al., 2007b; Mackintosh et al., 2007; 

Verna et al., 2007; Stabel et al., 2009; Eisenberg et al., 2011; Fernández et al., 

2014a) o bien homogeneizados de tejido obtenidos a partir de un animal 

infectado naturalmente (Hagan, 1938; Krishnappa et al., 1989; Kurade et al., 

2004; Munjal et al., 2005; O`Brien et al., 2006; Verna et al., 2007; Stabel y 

Robbe-Austerman, 2011; Stabel et al., 2011; Delgado et al., 2012, 2013). Se ha 

señalado que la administración de estos últimos proporciona mayores 

posibilidades de éxito en la infección (Stewart et al., 2004, 2006, 2007; Begg et 

al., 2010). Incluso, se han llegado a a administrar heces de animales infectados 

(Rankin, 1961 a,b,c, 1962; Koets et al., 2006; Santema et al., 2012) 

- La vía de inoculación más adecuada para reproducir la infección en rumiantes es 

la vía oral, ya que sería la que más asemeja las condiciones naturales de la 

infección (Chiodini et al., 1984a) aunque se han utilizado las vías intravenosa 

(Harding, 1957; Rankin, 1958a; Rankin, 1961a, b, c; Brotherston et al., 1961a; 

Taylor, 1953a; Stuart, 1965; Kluge et al., 1968; Merkal et al., 1968a, b; 

Johnson et al., 1977; Thorel et al., 1984; Thorel et al., 1992) subcutánea 

(Johnson et al., 1977; Simutis et al., 2005), intraintestinal (Sigurdardottir et al., 

2001; Sigurdardottir et al., 2005; Wu et al., 2007), intragástrica (McDonald et 
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al., 1999; Gwozdz et al., 2000a, b; Gwozdz et al., 2001; Gwozdz y Thompson, 

2002; Stabel et al., 2003), intrauterina (Merkal et al., 1982), intratraqueal 

(Harding, 1957; Kluge et al., 1968; Merkal et al., 1968 a, b; Begg et al., 2005; 

Eisenberg et al., 2011), intratonsilar (Waters et al., 2003), intranasal (Eisenberg 

et al., 2011) e intraperitoneal (Stabel et al., 2009; Stabel y Robbe-Austerman, 

2011; Stabel et al., 2011), que por otro lado, en el caso de animales de 

laboratorio es muy frecuente (Chandler, 1961a, 1962; Collins et al., 1983; 

Mutwiri et al., 1992; Chiodini y Buergelt, 1993; Tanaka et al., 1994; Veazey et 

al., 1995b, 1996; Stabel et al., 1996; Tanaka et al., 2000; Mutwiri et al., 2001; 

Stabel y Akermann, 2002; Huntley et al., 2005; Shin et al., 2006). 

 

- Los métodos de preparación de los inóculos deberían estandarizarse. Para su 

cuantificación, se ha utilizado el valor de “peso seco” de Map cultivado en 

medio sólido o líquido (Kluge et al., 1968; Merkal et al., 1968a,b; 

Sigurdardottir et al., 1999; 2001), por la ventaja que ofrece el hecho de que la 

aglutinación de las bacterias no afecta a los resultados También se ha utilizado 

la medición de la la densidad óptica de suspensiones de Map, o el recuento de 

un frotis de un cultivo de Map diluido. También es posible determinar 

“equivalentes genómicos” cuantificados mediante PCR cuantitativa, pero el 

recuento en medio de cultivo es el único método que diferencia los organismos 

viables de los no viables en la muestra, mientras que el resto sobreestima el 

número de unidades infecciosas en la misma. Así, los autores de la revisión, 

recomiendan que Map sea cuantificada por el “método de pellet de peso 

húmedo”, en el que el número de Map oscilaría ente 5x106 (Juste et al., 1994) y 

3x107 UFC (Hines II et al 2007b), tomando como media 1x107 UFC/mg 

(Sweeney y Hines, citado en Hines II et al., 2007b). No obstante, las dosis 

empleadas con éxito oscilan entre 10 (Saxegaard, 1990) y 200 (Payne y 

Rankin, 1961a, b) mg de peso seco y entre las 106 (Sweeney et al., 2006) y 1011 

UFC, recomendándose el uso de una dosis standard de aproximadamente 109 

UFC por dosis (100 mg de peso seco) administrado en dos días sucesivos. 

Debe evitarse el uso de dosis tan elevadas que provoquen enfermedad clínica 

en menos de 18 meses, debido a que esto no es lo que sucedería en condiciones 

naturales. 
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-  - La dosis recomendada sería aquella que provoca la infección, pero no es lo 

suficientemente alta para “superar” intervenciones como la vacunación o la 

profilaxis química.  

- La pauta de infección es variable, desde una sola dosis hasta varias dosis diarias o 

en días alternos durante semanas o meses (Brotherson et al., 1961a; Nisbet et 

al., 1962; Gilmour et al., 1965; Gilmour y Brotherson, 1966; Gilmour et al., 

1978; Krishnappa et al., 1989; Szilagyi et al., 1989; Saxegaard, 1990; Juste et 

al., 1994; Burrels et al., 1995; Begara-McGorum et al., 1998; McDonald et al., 

1999; Beard et al., 2001c; Mackintosh et al., 2003; Redacliff y Whittington, 

2003; Stabel et al., 2003; Waters et al., 2003; Uzonna et al., 2003; Koo et al., 

2004; Kurade et al., 2004; Stewart et al., 2004; Begg et al., 2005; Mackintosh 

et al., 2005; Koets et al., 2006; Rosseels et al., 2006a b; Sweenwy et al.; 2006; 

Delgado et al., 2013; Fernández et al. 2014a). Se supone que el administrar 

múltiples y pequeñas dosis debería mejorar el establecimiento de la infección, 

ya que se asemejaría más a lo a que acontece en infecciones naturales. Pero una 

dosis única daría información real del inicio del experimento (momento exacto 

de la infección). 

- Referente a la edad de administración, es el objetivo del estudio el que va a indicar 

la edad adecuada para la infección. En el caso de estudios en los que se desee 

reproducir los signos clínicos de la enfermedad, los animales deben ser 

infectados tan pronto como sea posible, incluso en el primer día de vida; sin 

embargo, en los estudios de eficacia de un producto vacunal, la infección 

podría retrasarse hasta la administración de la vacuna, debiendo tenerse en 

cuenta además la competencia con el sistema inmune neonatal. 

- Para estos estudios deberían ser usados animales que no hayan sido previamente 

expuestos a Map, de explotaciones libres de paratuberculosis y en las que no se 

haya practicado la vacunación. La eliminación fecal pasiva ocurre a las 12 

horas tras la inoculación, considerándose animales positivos aquellos que 

eliminan bacterias a partir de los 14 días post-inoculación. Se deben hacer 

cultivos fecales al menos mensualmente durante el curso del estudio. El estudio 

macro y microscópico de los órganos, realizando un sistema de cuantificación 

de las lesiones, así como cultivo de los tejidos para identificar BAAR, deben 

ser llevados a cabo en todos los estudios. 
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- Se deben seleccionar grupos de animales uniformes en cuanto a raza, sexo, edad, 

peso y tamaño y las condiciones en las que se mantienen los animales durante 

el experimento deben ser similares en todos los grupos infectados así como en 

el utilizado como control. 

- Deben usarse controles positivos y negativos de calidad para validar los test 

diagnósticos. Los laboratorios deben llevar a cabo el análisis de las muestras “a 

ciegas”. 

- Las variables sometidas a estudio así como la duración del mismo van a depender 

de tipo de experimento que se lleve a cabo, debiendo incluirse medidas 

cuantitativas de infección (colonización de tejidos), gravedad de las lesiones y 

evidencia clínica de enfermedad. En los estudios longitudinales de patogenia y 

estrategias de control se deben llevar a cabo: cultivo fecal y de tejidos, 

necropsias y registro de lesiones macro y microscópicas, PCR así como la 

valoración de la respuesta inmune celular y humoral. 

- Las muestras que deben ser tomadas dependerán de cada experimento y debe 

tenerse en cuenta que pueden influir en los resultados.  

Se debe utilizar un método de cultivo con el que se pueda cuantificar (o 

semicuantificar, por ejemplo, mediante unidades formadoras de colonias en 

medio sólido). Así mismo, se recomienda la descontaminación de las muestras 

fecales con hexadecil piridinium durante 14-16 horas y durante 3h en el caso 

del cultivo del tejido. Además, las muestras se deben procesar inmediatamente 

o congelarse a -70ºC debiendo ser descongeladas tan solo una vez y ser tratadas 

todas las muestras de la misma manera. 

- Para el diseño experimental se debería contar con un especialista en estadística 

para saber el tamaño muestral necesario así como para confirmar el estado de la 

infección. El tamaño de las muestras debe ser lo suficientemente grande como 

para encontrar diferencias significativas en los resultados. Así mismo, el 

tamaño de los grupos no tiene porqué ser igual, especialmente si se espera 

obtener diferente respuesta en los grupos. 

-  

Al igual que Hines II et al. (2007b), Begg y Whitington (2008) llevaron a cabo 

una revisión posterior de los diferentes modelos experimentales en ovino hasta ese 

momento llegando a la misma conclusión: se necesita establecer un modelo con una 

reproductibilidad fiable. 
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La bovina además de ser la especie en la que se logró la primera infección 

experimental por Bang en 1906 (citado por Rankin, 1959), ha sido objeto del mayor 

número de estudios experimentales. Además del mencionado, los ensayos posteriores 

(Meyer, 1913) emplearon como material infectivo raspados de mucosa y nódulos. Sin 

embargo, la reproducción experimental de la paratuberculosis se ha llevado a cabo en 

diferentes especies, tanto en rumiantes como en animales de laboratorio, monogástricos 

y aves. A continuación se hará una revisión de las infecciones experimentales más 

destacadas en diferentes especies.  

 

 

II.7.1. Infecciones experimentales en la especie bovina 
 

El modelo a largo plazo de infección en la especie bovina se ha empleado para 

llevar a cabo  estudios de eficacia de vacunación o intervenciones preventivas o 

terapéuticas, patogénesis a largo plazo, respuesta inmune y valoración de ensayos de 

diagnóstico (Hagan, 1938; Taylor, 1953a; Doyle, 1953; Rankin, 1958a; Rankin, 1961a, 

1961b, 1962; Gilmour et al., 1965; Stuart et al., 1965b; Larsen et al., 1978; Thorel et 

al., 1984; Szilagyi et al., 1989; Saxegaard, 1990; McDonald et al., 1999; Beard et al., 

2001c; Waters et al., 2003; Koets et al., 2006; Rosseels et al., 2006a; Wu et al., 2007; 

Stabel et al., 2009; Stabel y Robbe-Austerman, 2011; Stabel et al., 2011a; Mitchell et 

al., 2012; Santema et al., 2012  Hines II et al., 2007b). Además, debido a las diferencias 

entre las razas de Bos indicus, se recomienda el uso de razas Bos taurus, habiéndose 

sugerido la raza Jersey como la más susceptible (datos no publicados, citado por Hines 

II et al., 2007b). Para estos estudios se ha utilizado una gran variedad de cepas de Map, 

sin embargo la K-10, como se ha citado anteriormente, se considera el prototipo de cepa 

a utilizar para infecciones en bovino debido a que se conoce su patogenicidad y su 

genotipo, si bien el pase de laboratorio que tiene dicha cepa es desconocido.  Así 

mismo, se podrían usar otras cepa con pocos pases de laboratorio y con similares 

genotipos de segmentos cortos repetidos (por ejemplo, el genotipo 15 g- 5 ggt (Ghadiali 

et al., 2004) o equivalentes (Hines II et al., 2007b).  

En cuanto a las infecciones experimentales a corto plazo, se han realizado 

mediante canulación ileal (Allen et al., 2005 y 2009) para el estudio de vacunas, en la 

que se administra Map directamente en el íleon mediante canula quirúgica. También se 
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ha empleado la técnica de invasión mediante incisión quirúrgica en el íleon (Wu et al., 

2007) para establecer un modelo de invasión intestinal a otros órganos en las horas 

siguientes a la infección. Además, se han llevado estudios a corto plazo mediante una 

alternativa quirúrgica ligando un asa intestinal (Momotani et al., 1988). Sin embargo, 

esta última técnica solo es adecuada para estudios de menos de 12 horas de duración 

con el objetivo de detectar Map en estudios ultraestructurales de interacción del 

patógeno y la respuesta inmune del hospedador mediante la expresión genética de 

citoquinas (Hines II et al., 2007b).  

 

Ya a principios del siglo pasado se sugirió que los terneros más jóvenes eran 

más susceptibles a contraer paratuberculosis ( Meyer, 1913; M´Fadyean y Sheather, 

1916) e incluso, que los adultos no llegaban a infectarse. Aunque no ha sido establecida 

una relación definitiva entre la dosis y la edad de infección, algunos estudios han ido 

encaminados a estudiar estas variables. De hecho, se considera, no solo en bovino, que 

uno de los factores clave para el establecimiento de la infección por Map en un 

experimento es el momento en el que este agente etiológico entre en contacto con el 

hospedador (Doyle, 1956; Rankin, 1959; Bendixen, 1978; Hines II et al., 2007b; Begg y 

Whittington, 2008). Hagan (1938) realiza el primer trabajo en la especie bovina para lo 

que inoculó 15 terneros por vía oral con 60 g de raspado de mucosa preteneciente a 

animales enfermos, dosis administrada equitativamente en 3 días consecutivos. Los 

animales más jóvenes, tanto los 9 menores de un año, como los 3 con edades entre el 

año y los dos años, resultaron infectados, mientras que los 3 mayores de 2 años no 

mostraron signos ni lesiones de paratuberculosis; incluso uno de ellos se encontraba 

vivo a los 37 meses tras iniciarse el experimento sin signos de enfermedad (Hagan, 

1938). La diferencia entre los grupos de animales más jóvenes es que todos los 

individuos entre uno y dos años murieron de paratuberculosis, mientras que en el de 

animales más jóvenes, ninguno desarrolló la enfermedad pero si se hallaron lesiones de 

paratuberculosis en la necropsia en 7 de los 9 animales. Además, este autor comprobó 

que ningún animal contrajo paratuberculosis de forma natural si se exponía después de 

los 4 meses de edad (Hagan, 1938).  

 

Posteriormente, Doyle y Spears (1951) analizaron la frecuencia de aparición de 

la enfermedad en 648 casos procedentes de infecciones naturales, y comprobaron, 

mediante tinción de ZN de frotis de heces, que el pico de infección se encuentraba entre 
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el segundo y el quinto año, apareciendo los casos clínicos (41) entre los 7 y los 13 años, 

siendo imposible establecer cuando se infectaron los animales, y sugiriendo que los 

animales podrían haberlo hecho en las primeras etapas de vida, permaneciendo como 

portadores hasta su reactivación por condiciones adversas, o haberlo hecho en la edad 

adulta. 

 

Más tarde, Taylor (1953a) infectó 12 terneros con el propósito de relacionar la 

infección con la edad. El desafío fue llevado a cabo con una dosis de 100 mg de una 

mezcla de cinco aislados de casos clínicos bovinos. Las tres edades elegidas para la 

infección fueron al nacimiento, tres y seis meses de edad, haciéndolo en cuatro terneros 

en cada caso, dos de ellos por vía oral y dos por vía intravenosa en cada uno de los 

grupos. Los animales fueron sacrificados entre los dos y los tres años postinfección, sin 

que ninguno muriera por paratuberculosis, si bien se observaron signos clínicos de la 

enfermedad en 3 de los 4 animales del grupo infectado al nacimiento y en uno de los 

infectados a los tres meses de edad. En el examen de las heces se obtuvieron más 

resultados positivos y anteriores en el grupo de los infectados al nacimiento, y menor en 

el de los infectados a los seis meses, con sólo un animal positivo en uno de los 

muestreos. El estudio postmorten reveló que además de los animales que presentaban 

clínica, se encontraron lesiones en el otro animal del grupo de infectados al nacimiento 

y en dos del del grupo infectado a los tres meses de edad, no observándose lesiones en 

la necropsia de ningún animal del grupo infectado a los seis meses de edad. Sin 

embargo se logró el aislamiento de Map tanto en el animal sin lesiones del grupo de los 

infectados a los tres meses como en otro animal del grupo de los infectados a los 6 

meses. 

 

El mismo año Doyle (1953) trató de comprobar si los bovinos adultos podían 

infectarse y de estudiar el desarrollo de la enfermedad en el caso en que se llegara a 

producir. Para ello administraron 3 dosis de 20 g de mucosa vía oral a 12 bovinos 

adultos (6 vacas y 6 machos castrados) con edades comprendidas entre los 17 meses y 

los 6 años. La mitad de ellos fueron estabulados y la otra mitad se mantuvieron 

pastando. La infección se reprodujo en cuatro aniamles, dos de los más jóvenes y 2 de 

los más mayores, que mostraron signos clínicos de enfermedad y excretaron bacilos en 

heces, de los cuales tres estaban al aire libre y uno estabulado. Estos resultados no 

permitieron a Doyle relacionar el éxito de la infección con el sistema utilizado para su 
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cría. En cuanto a la edad, Doyle sugiere que sólo unos pocos animales se infectan de 

adultos y que la enfermedad, en estos casos, adquiere un carácter crónico mientras que 

aquellos animales que muestran la enfermedad con signos clínicos evidentes, como con 

diarrea persistente, contrajeron la enfermedad durante las primeras etapas de su vida 

(Doyle, 1953). 

 

Rankin (1958, 1959, 1961a, b y 1962) con el fin de relacionar la edad con la 

infección de Map, realizo una serie de estudios experimentales. En el primero de ellos 

(Rankin, 1958), infectó 6 terneros de un mes de edad con 100 mg de inóculo por vía 

intravenosa, utilizando como material infectivo una cepa extraída del experimento de 

Taylor (1953) descrito anteriormente. En cuanto a la excreción de bacilos por heces, 

todos los animales mostraron resultados positivos, de manera más o menos frecuente 

hasta su muerte. En los estadios finales del experimento se comprobó que algunos de los 

animales infectados no crecían al mismo ritmo que otros animales no infectados y 

alimentados de la misma forma Uno de ellos presentó los signos más evidentes a los tres 

años, tras parir, por lo que fue sacrificado por su sintomatología, mostrando lesiones 

macro y microscópicas sobre todo en intestino. Otros tres animales presentaron diarrea 

entre los 7 y diez meses postinoculación, observándose lesiones y positividad en los 

cultivos de tejidos tras la necropsia. Los otros dos animales no presentaron signos ni 

lesiones, pero si cultivos positivos en nódulos linfáticos intestinales (Rankin, 1958). En 

el siguiente experimento, Rankin (1961a) inoculó 6 vacas adultas, de tres años, con el 

mismo inóculo que en el trabajo previo mediante inyección intravenosa. En el cultivo de 

las heces, que se recogían mensualmente, no se observaron micobacterias; tampoco se 

observaron síntomas de paratuberculosis en los cuatro años que duró el experimento en 

ninguno de los animales aunque uno de ellos fue sacrificado antes de finalizar el mismo 

debido a una mastitis. En los cinco animales que finalizaron el experimento se aislaron 

bacterias en el cultivo de los órganos (Rankin, 1961a). Seguidamente, se publicaría otro 

trabajo del mismo autor (Rankin, 1961b) en el que inoculó por vía intravenosa tres 

terneros de un mes de edad con 100 mg de cultivo de la cepa utilizada en los 

experimentos anteriores (Rankin, 1958, 1961a) que fueron mantenidos junto a otros 9 

terneros de varias edades (tres de una semana, tres de un mes y tres de seis meses de 

edad), hijos de vacas sin paratuberculosis, de tal manera que las heces (con excreción de 

bacterias a los dos meses postinfección) de los 3 terneros infectados fueron el material 

infectante de los otros 9. Se mantuvieron juntos hasta que los tres terneros infectados 
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experimentalmente murieron a causa de paratuberculosis a los 2 años del inicio del 

experimento. En los 9 animales hubo aislamientos positivos en uno o varios de los 

muestreos durante los 4 años, aunque en menor frecuencia que en los tres animales 

infectados por vía intravenosa. Seis de los nueve animales en contacto con los 

infectados desarrollaron paratuberculosis clínica, uno del grupo que entró en contacto a 

la semana de edad, los tres del grupo de un mes de edad y dos de los que contactaron a 

los seis meses de edad. La producción lechera de las vacas con enfermedad clínica se 

vió reducida respecto a las que no la presentaron. En cinco de ellos, se observaron 

lesiones macroscópicas y en todos ellos lesiones histológicas, además de positividad en 

el cultivo de varios de los ótganos (Rankin, 1961b). En el último de este grupo de 

experimentos, Rankin (1962) mantuvo cuatro años a 7 vacunos de cuatro años de edad 

en un ambiente infectado, es decir, en contacto con terneros infectados 

experimentalmente como se ha descrito anteriormente y con otros animales que 

presentaban clínica de paratuberculosis. Tan solo uno de los siete animales objeto de 

estudio presentó clínica de paratuberculosis, confirmada por las lesiones histológicas No 

obstante, cuatro de los otros seis presentaron cultivo positivo en órganos linfoides. Los 

cultivos de heces revelaron escasísimos resultados positivos, con un animal con dos 

cultivos positivos y tres con uno, en los cuatro años que se mantuvo el estudio. 

Con este conjunto de experimentos, y otros estudios (Rankin, 1959) Rankin 

concluyó que los animales que se infectan de adultos son más resistentes a desarrollar la 

enfermedad que los jóvenes. 

 

Posteriormente, Larsen et al. (1975a) contribuyó a este tipo de estudios con la 

infección de 10 animales, 2 de un mes de edad, cuatro de 9 meses de edad y 4 adultos 

(de 5 a 11 años) con 180 mg de cultivo de Map vía oral, y sacrificados a los 150 dpi. La 

excreción de micobacterias en heces fue estudiada mensualmente, revelando muestreos 

positivos en los dos animales más jóvenes y en tres de los cuatro animales infectados a 

los 9 meses de edad. Las lesiones en la necropsia tan solo se apreciaron en los dos 

animales infectados al mes de edad, caracterizadas por un aumento de tamaño de los 

nódulos linfáticos. El estudio histológico reveló la presencia de lesiones microscópicas 

en 7 animales, los 2 del grupo más joven, 3 de los infectados a los nueve meses y 2 de 

los adultos, sobre todo localizadas en los nódulos linfáticos, siendo más frecuente 

encontrar micobacterias y de forma más abundante en los tejidos de los animales más 

jóvenes. El cultivo positivo de órganos se obtuvo en todos los animales exceptuando 
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uno del grupo de edad intermedia y uno de los adultos, con más UFC en los animales 

infectados con un mes de edad. Con este estudio Larsen et al. (1975) concluyeron que 

los animales adultos son más resistentes a Map, las lesiones son menos acusadas y 

desarrollan menos colonias en el cultivo de los tejidos, con lo que apoya la idea de que a 

medida que los terneros van haciéndose adultos se incrementa la resistencia a la 

infección por Map, incluso sin exposición previa a la bacteria (Larsen et al., 1975a). 

 

Años más tarde, Sweeney (1992a) realizó otro estudio experimental que duró 

cuatro semanas en el que infectó mediante tubo orogástrico 6 vacas de 2 años de edad 

con dosis diferentes dos a dos (2,2; 0,55 y 0,14 ml/kg de peso). Se aisló Map del cultivo 

de heces desde las 18 horas posteriores al desafio, con cantidades de colonias 

proporcionales a las dosis recibidas. No mostraron valores considerados positivos al test 

ELISA, aunque sí diferencias significativas el día 21 respecto del día 0 de la infección. 

No se observaron alteraciones macroscópicas en el intestino pero si un aumento de 

tamaño de los nódulos linfáticos. Aunque de estos no se pudo aislar Map en su cultivo, 

si de la mucosa ileal de las 6 vacas. Los hallazgos demuestran que animales adultos no 

infectados pueden infectarse al ingerir heces de animales infectados con una dosis que 

falcilmente puede encontrarse en condiciones naturales.  

 

De todos estos estudios se concluye que los animales jóvenes son más 

susceptibles a desarrollar paratuberculosis que los adultos aunque los animales mayores 

de 4 meses también pueden infectarse (Doyle, 1953; Larsen et al., 1975a), a diferencia 

de lo que se había sugerido anteriormente, aunque es cierto que en estos últimos casos 

las dosis utilizadas para infectarlos fueron elevadas. Sin embargo, Doyle (1953) sugiere 

que si su experimento se hubiera prolongado más allá de los 26 meses, los animales se 

hubieran recuperado, ya que aunque presentaron cultivos positivos y lesiones 

histológicas de paratuberculosis, los animales se encontraban en un buen estado. En este 

sentido, Payne y Rankin (1961a) concluyeron, en un estudio experimental comparativo 

entre terneros y vacas, que el desarrollo temprano de las lesiones en vacas adultas 

podría estar asociado a la eliminación de la infección y por lo tanto a una mayor 

resistencia de estos animales a la sufrir la enfermedad. 

 

Desde entonces, pocos han sido los trabajos destinados a ampliar los 

conocimientos acerca de este aspecto de la patogenia en la especie bovina (Sweeney et 

172 
 



II. Revisión bibliográfica 
 

al., 1996; Helgerson et al., 2006; Windsor y Whittington, 2010; Mitchell et al., 2012). 

En uno de estos estudios, Helgerson et al., (2006) comprobaron que tras 36 meses de 

experiento, tan sólo en una de las 10 vacas introducidas en un rebaño con 2 años de 

edad, se aisló Map en cultivo, poniendo de manifiesto la gran resistencia de los 

animales de esta edad a la infección. 

En su caso, Sweeney (1996), en una revisión centrada en la transmisión de Map, 

afirma que la probabilidad de infectarse no declina totalmente en la edad adulta y que 

los veterinarios se enfrentan a menudo a la cuestión de decidir a qué edad se debe 

considerar a la reposición resistente a la infección, otorgándose en los trabajos revisados 

la misma resistencia a los animales de un año de edad que a los adultos y advirtiendo 

que los ganaderos deberían saber que cuanto más temprana sea la exposición de los 

animales, en el caso de desarrollarse enfermedad, esta será más grave (Sweeney, 1996). 

En este sentido, en un intento de determinar la edad en la que podría considerarse a un 

animal “sin riesgo” a la transmisión de Map, Windsor y Whittington (2010) revisaron 

las infecciones experimentales por diferentes vías, que se han citado en este apartado, 

realizadas entre los años 1938 y 2006 estableciendo 3 diferentes grupos de edades con 

resultados significativos, así de los animales menores de 6 meses, el 75% mostraron 

lesiones asociadas a la infección de Map; en el grupo de animales con edades 

comprendidas entre los 6 meses y el año de edad, las lesiones compatibles con 

paratuberculosis se redujeron al 50%, frente al 20% de animales con lesiones 

paratuberculosas y mayores del año, recomendándose, como ya se había citado 

anteriormente, reducir la exposición al agente al menos durante el primer año de vida. 

 

El último trabajo revisado que estudia este aspecto es el meta-análisis 

desarrollado por Mitchell et al. (2012), en el que revisan la influencia de la edad así 

como la dosis en la eliminación de bacterias por heces en un total de 17 trabajos que 

incluyen el estudio de 194 animales, 21 de ellos pertenecientes a exposición natural y 

173 desafiados experimentalmete. Concluyen que en las infecciones experimentales, la 

exposición a Map de animales adultos o en los que se ha usado múltiples exposiciones, 

produce una menor y más corta duración de de la fase de excreción temprana temprana 

así como una más lenta transición a que se conviertan en excretores tardíos. 

 

Se han llevado a cabo estudios experimentales en la especie bovina en los que se 

han estudiado otros aspectos de la patogenia como la entrada de las micobacterias en el 
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hospedador (Payne y Rankin, 1961b), corroborando lo que había visto Dunkin en 1938, 

Rankin en su tesis de 1957 y Williams Smith en 1958 (citados por Payne y Rankin, 

1961b), que la entrada de Map se poduciría por las tonsilas debido al aislamiento de 

Map y a la observación de lesiones en el tejido linfoide de la zona faríngea concluyendo 

que las tonsilas son el punto común de entrada para la infección experimental oral de 

Map (Payne y Rankin, 1961b), recordándoles el “complejo primario” de la tuberculosis, 

desde donde se extendería, estableciéndose posteriormente en el intestino y aumentando 

de gravedad a medida que pasara el tiempo de infección (Payne y Rankin, 1961b). Más 

recientemente, Waters et al., (2003) han utilizado con éxito, precisamente, la instilación 

tonsilar como vía infectiva. 

 

Otro factor objeto de estudio ha sido valorar la eficacia de las vías de infección. 

Además de lo estudios citados anteriormente, donde se había utilizado la vía oral y la 

intravenosa, Stabel et al. (2009) trataron de comparar la efectividad de la vía oral y la 

intraperitoneal y a su vez, la eficacia 2 cepas de Map, la K-10 y un asilado de un caso 

clínico, mediante la valoración del nivel de infección y del desarrollo de lesiones, con 

cultivos y PCR de heces y tejidos así como con el estudio histológico. Como 

conclusiones finales y principales de este estudio se extrajeron, además de no observar 

casos clínicos en ninguno de los 15 terneros infectados a lo largo de los 12 meses que 

duró el estudio, que la ruta más efectiva para provocar la infección es la vía oral y la 

cepa más infectiva es la extraída de un caso clínico de paratuberculosis.  

 

Eisenberg et al. (2011) contaron con 18 terneros que fueron infectados a los 

pocos días de nacer y sacrificados a los 3 meses para valorar la idoneidad de la vía 

respiratoria como método para la infección intestinal por Map, obteniendo valores de 

IFN-γ en sangre y de aislamiento positivo en tejidos intestinales superiores en los 

animales infectados por aerosoles y por vía traqueal en comparación con los infectados 

por vía oral. Estos autores concluyen que la infección intestinal por Map puede ser 

inducida por vías nasal y traqueal en terneros jóvenes y que por tanto, los bioaerosoles 

de las granjas deben ser considerados como una posible fuente de infección (Eisenberg 

et al., 2011). 

 

La vía intrauterina, como método experimental de infección de esta enfermedad 

fue probada por Owen y Thoen (1983). En su estudio inocularon tres vacas con gran 
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cantidad de bacerias (200-400 mg de peso seco) de las cuales tan solo una eliminó 

bacilos por heces a los 5 meses post infección y además fue la única que se quedó 

preñada, y abortó a los 8 meses de gestación. No obstante, el diseño del experimento no 

fue el adecuado al no comprobarse que fueran vacas libres de paratuberculosis al inicio, 

y al no mantenerse separadas de otras tres vacas infectadas por vía oral. (Whittington y 

Windsor, 2009). En una revisión hecha por Whittington y Windsor (2009) sobre la 

infección uterina se sugiere que esta vía no es letal para el feto, salvo que la exposición 

sea masiva como el caso que se describe anteriormente (Owen y Thoen, 1983). 

 

También se han realizado estudios experimentales con el objetivo de ampliar 

conocimientos acerca de la respuesta inmune del hospedador frente a la infección por 

Map.Waters et al., (2003) desarrollaron un estudio en el que además de la respuesta 

inmune valoraron la aptitud de la vía tonsilar como punto de inoculación.  En el estudio, 

tres terneros se infectaron semanalmente, entre las 2 y las 5 semanas, mediante 

instilación tonsilar comprobándose su infección antemorten, mediante cultivo de heces 

y postmorten, mediante cultivo de tejidos intestinales en la necropsia de los animales 

realizada a los 320 días postinfección. Curiosamente, y en lo relativo a la respuesta 

inmune, se detectaron anticuerpos mediante ELISA frente al antígeno LAM en las 

etapas tempranas de la infección, a los 134 dpi, precediendo a la respuesta celular, que 

se inició a los 194 dpi y que fue valorada mediante la respuesta en sangre del antígeno 

específico blastogénico, IFN-γ y óxido nítrico. En cuando a la estimulación in vitro con 

antígenos de Map, las células CD4+ proliferaron, produjeron IFN-γ e incrementaron la 

expresión de células CD26 y CD45RO. Además, se observó la inmunodominancia de 

dos antígenos de 50 y 60kDa valorados por inmunoblot, en las etapas tempranas de la 

enfermedad. 

 

Otro estudio con el objetivo de observar marcadores tempranos de inmunidad 

celular en terneros infectados experimentalmente con Map, fue el llevado a cabo por 

Stabel y Robbe-Austerman (2011). Con los mismos animales y diseño que el estudio ya 

descrito de Stabel et al. (2009), estos autores observaron que el primer marcador en 

emerger fue el IFN-γ, detectado a los 7 días en animales infectados por vía 

intraperitoneal y entre los 90 y 120 días en el resto de grupos, manteniéndose en niveles 

elevados hasta el final del estudio (Stabel y Robbe-Austerman, 2011). En cuanto a la 

175 
 



II. Revisión bibliográfica 
 

detección de la IL-10, se observó que en los animales infectados por vía oral, al mes 

post-infección, la producción de esta citoquina era mayor en los animales infectados por 

vía oral, tanto con la cepa K-10 como los infectados con raspado de mucosa de un caso 

clínico, pero al final del experimento la producción de IL-10 había caído en todos los 

grupos (Stabel y Robbe-Austerman, 2011). Los marcadores CD25, CD26 y 

CD45RO/CD5 presentaban una expresión significativamente mayor en los animales 

infectados comparados con los controles, al igual que iNOS entre los 6 y los 12 meses 

del estudio. Igualmente, la proliferación de linfocitos específicos de antígeno resultó 

mayor en los animales infectados por vía oral, entre los 9 y 12 meses postinfección 

(Stabel y Robbe-Austerman, 2011). En resumen, los autores indican que la infección de 

terneros neonatos con Map invoca una respuesta inmunológica temprana caracterizada 

por una fuerte producción de IFN-γ e inducción de la expresión de CD25 y CD45RO en 

la subpoblación de células T. A ello le sigue la proliferación de linfocitos específicos de 

antígeno, secreción de iNOS y expresión de marcadores CD26 y CD25 en la parte final 

del estudio, a los 12 meses (Stabel y Robbe-Austerman, 2011). 

 

Este mismo grupo llevó a cabo otro estudio, pararelo a los ya mencionados, con 

el objetivo de conocer la influencia en el porcentaje todal de células B en sangre 

periférica y la subpoblación de CD5, CD25 y CD45RO (Stabel et al., 2011a). Se obsevó 

que tras la infección experimental, se produce una inducción en la respuesta de las 

células B, con diferentes respuestas producidas en relación al método experimental de 

inoculación. Tanto en los animales infectados por vía oral como los desafiados por vía 

intraperitoneal se produce un incremento en la expresión de CD25+ y CD45RO+ en los 

momentos iniciales del estudio, mientras que los resultados más significativos se 

alcanzan a los 12 meses postinfección en los terneros infectados por vía oral, tanto en 

los inoculados con la cepa K-10 como los infectados con raspado de mucosa de un caso 

clínico. No obstante, se obtuvo mayor reactividad en suero en el grupo infectado por vía 

intraperitoneal usando inmunoblot con un sonicado de Map (Stabel et al., 2011a). 

 

En cuanto a la cepa a utilizar en las infecciones experimentales, Gilmour et al. 

publican en 1965 un doble estudio en el que comparan por un lado la capacidad de 

infección de una cepa a dosis diferentes y por el otro lado valoran el efecto de la 

vacunación (Gilmour et al., 1965a). En el primero de los dos experimentos, los 

investigadores infectan por vía oral, con una cepa extraída de un caso clínico de 
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paratuberculosis, a 26 terneros de 3 semanas de edad, una vez por semana durante 10 

semanas, con dosis diferentes (1010 y 108), y sacrifican a animales de ambos grupos a 

los 1, 3, 6 y entre los 11 y 13 meses después de las 10 semanas post-infección. No se 

observaron signos clínicos durante el tiempo que duró el experimento. Sin embargo en 

el cultivo de órganos se detectó Map casi exclusivamente en inestino y nódulos 

linfáticos asociados, con mayor número de resultados positivos en los animales 

infectados con dosis mayores y en intestino más que en nódulos linfáticos. Tampoco se 

observaron lesiones macroscópicas aunque se encontraron lesiones microscópica en 

nódulos linfáticos y placas de Peyer en animales de ambos grupos, en el mismo número 

de animales, encontrándose más tempranamente en el lote de dosis más bajas.  

 

No obstante la mayoría de estudios experimentales acerca de cepas han ido 

encaminados al estudio comparativo de cepas ovinas, bovinas o incluso de bisonte, 

aunque la mayoría de estudios en este sentido se han llevado a cabo en la especie ovina, 

los cuales se describirán en el siguiente apartado. En terneros, Stewart et al. (2007) 

infectaron individuos de 6 semanas de edad con una cepa aislada un caso clínico bovino 

mantenidos bajo estudio durante 54 meses y otros terneros de 14 semanas de edad con 

una cepa de un caso clínico ovino, mantenidos bajo estudio durante 35 meses. En 

cuanto a la excreción de bacterias por heces, ésta se produjo en alguno de los terneros 

infectados con la cepa bovina en alguno de los muestreos a lo largo del estudio, no así 

en los infectados con la cepa ovina. La respuesta inmune celular fue sustancialmente 

más elevada en los animales infectados con la cepa bovina durante los primeros 42 

meses del experimento, mientras que los infectados con la cepa ovina no se observaban 

diferencias con los de los controles. En ninguno de los grupos, sin embargo, se 

observaron signos clínicos, aunque uno de los animales del grupo infectado con mucosa 

bovina permaneció como excretor persistente así como productor persistente de 

anticuerpos. En la necropsia no se observaron lesiones macroscópicas ni cultivo 

positivo de tejidos.  

 

En un estudio anterior realizado por Stabel et al. (2003) se comparó la 

infectividad de cepas bovina y de bisonte, en terneros y crías de bisontes infectados 

mediante un tubo estomacal con 60 ml de raspado de mucosa de un caso clínico a los 1, 

2, 3, 7 y 14 días. Se inocularon 6 terneros y 6 bisontes con cada uno de los inóculos, que 

se sacrificaron a los 6 meses. No se observaron signos clínicos y la excreción de 
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bacterias en heces fue mínima en ambas especies durante todo el experimento. La 

respuesta proliferativa a mitógenos de células T fue mayor en bisontes, mientras que la 

producción de IFN-γ fue mayor en terneros. En ningún grupo se detectaron anticuerpos 

mediante el test ELISA. El cultivo de tejidos demostró que la cepa bovina producía 

mayor colonización de tejidos en bisontes mientras que en terneros la ocasionaba la 

cepa de bisonte. Aunque no se observaron alteraciones en la necropsia, el estudio 

histológico reveló lesiones compatibles con paratuberculosis tan sólo en tres bisontes 

infectados con la cepa bovina y en un ternero inoculado con la mucosa del caso clínico 

de bisonte (Stabel et al., 2003). 

 

La capacidad infectiva de cepas procedentes de otras especies animales, como 

los conejos, también ha sido valorada en un estudio en el que se contó con 18 terneros 

de entre 1 y 5 días de edad, de los que 8 se infectarion oralmente con un aislado de un 

conejo silvestre (grupo L), 4 con un aislado de vaca (grupo B) y los 6 restantes se 

mantuvieron como control (grupo C) (Beard et al., 2001c). Como resultados más 

destacados, se observó la presencia de algún resultado positivo en cultivo de heces en 5 

de los animales del grupo L, y ninguno en el resto de grupos; 7 y 3 animales positivos a 

cultivo de tejidos intestinales de los grupos L y B, respectivamente; y lesiones 

histológicas en 3 y 2 de los animales de los grupos L y B respectivamente. En vista de 

estos resultados, se sugiere que los conejos son capaces de transmitir la enfermedad a 

los rumiantes domésticos y que los reservorios de vida silvestre de Map deberían ser 

tenidos en cuanta en los planes de control de paratuberculosis (Beard et al., 2001c). 

 

La infección experimental de terneros con la intención de valorar la efectividad 

de vacunas para el control de paratuberculosis ha sido objeto de varios estudios. En el 

experimento antes citado, Gilmour et al (1965a) utilizan 20 terneros, de los cuales la 

mitad son vacunados al mes de edad e infectados un mes más tarde con una dosis de 109 

unidades de una cepa obtenida de un caso clínico y los otros 10 animales se infectaron 

pero no se vacunaron. La mitad de los animales de cada grupo se sacrificó al mes y a los 

seis meses postinfección. El número de colonias contadas en los tejidos fue mucho 

menor y en menos tejidos en el grupo de animales sensibilizados con 1ml de una vacuna 

muerta que en el grupo de animales que no fueron vacunados; así mismo, el intestino 

delgado mostró mayor número de resultados positivos que los nódulos linfáticos. 

(Gilmour et al., 1965a). Stuart (1965b) estudia, además, el efecto de la revacunación. 
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Para ello contó con 85 terneras a las que se sometió a una importante carga infectiva 

durante 5 años. Los animales fueron vacunados a la semana de edad. La protección 

frente a la enfermedad resultó significativa en las 28 terneras vacunadas una sola vez, 

no lográndose en aquellas 28 que fueron revacunadas a los 2,5 y 4 años, resultado que el 

autor atribuye a que el nódulo vacunal se encontraba en crecimiento y la sensibilidad a 

la tuberculina era muy fuerte, además de que la exposición muy prolongada a la 

infección impediría el desarrollo de una inmunidad extra por la revacunación (Stuart, 

1965b). Igualmente, existen estudios más recientes como el llevado a cabo por Santema 

et al. (2012) en el que se valoró una vacuna con Map recombinante Hsp70 con 

adyuvante DDA (Hsp70/DDA) para lo que se contó con cuatro grupos de 14 animales a 

los que se vacunó a los 0, 84, 168 y 357 días. La infección, en 7 animales de cada 

grupo, se realizó con 20g de heces (100-200 UFC/g) en nueve dosis repartidas a lo largo 

de tres semanas, con el primer desafío el día 0 del estudio. Se realizó una toma de 

muestras de heces y sangre cada tres semanas y el sacrificio a los 558 dpv. Los 

resultados más destacados del estudio basados en el análisis de heces fueron que el pico 

de infección, valorado mediante la excreción fecal, se encontraba a los 130 dpi, tanto en 

el grupo de animales infectados como en los animales no inmunizados. En cuanto a la 

colonización de tejidos no se encontraron diferencias significativas entre los animales 

vacunados y los no vacunados. Los resultados indican que la vacunación con 

HSP70/DDA no influye en la dinámica de los primeros estadios tras la infección 

experimental. En un estudio previo de Uzonna et al. (2003) se valoraron dos vacunas, 

las elaboradas con la cepa 18 de M. avium subespecies avium (Mycopar®) y una cepa 

de campo, junto con un adyuvante elaborado con IL-12 humana recombinante. Para ello 

vacunaron terneros a los 7-8 días de edad, e infectaron a unos grupos antes de la 

infección, a los 2-3 días de edad, y a otros después, a los 28 días, estableciendo grupos 

de animales vacunados e infectados, vacunados no infectados, no vacunados e 

infectados, vacunados con el adyuvante e infectados, vacunados con el adyuvante y no 

infectados, así como controles no vacunados ni infectados. El inóculo consistía en 1010 

UFC extraídas de cultivo de heces administrado en 60 ml de leche. Los animales fueron 

sacrificados a los 49 dpi. Como conclusión general, se observóque la vacuna elaborada 

con la cepa de campo era más eficaz que Mycopar® y que el adyuvante utilizado puede 

prevenir la infección en algunos casos así como que su efecto global sobre la respuesta 

inmune basada en la detección de IFN-γ y la carga micobacteriana no fue 

estadísticamente significativa, además de que la vacunación es más efectiva si se realiza 
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de forma previa a la infección. No obstante, las dos vacunas desencadenaron una mayor 

respuesta tanto a nivel local como sistémico, independientemente de cuando se 

produjera la infección. Los resultados, en cambio, fueron diferentes en cuanto a la carga 

bacteriana en el cultivo, ya que en el caso de la vacuna con cepa de campo había 

diferencias significativas entre la positividad de los animales no vacunados frente a los 

que si estaban vacunados, mientras que con Mycopar® estas diferencias no eran 

significativas. Además, cuando se utilizó el adyuvante en las vacunas, se comprobó una 

diferencia reseñable en cuanto al momento de realizar la vacunación: si esta se producía 

después de la infección todos los animales resultaban positivos al cultivo, mientras que 

si la infección iba seguida de la vacunación, 2 de los 5 animales vacunados con 

Mycopar® y 1 de los 3 vacunados con la cepa de campo, no mostraron positividad en el 

cultivo.  

 

También se han realizado estudios a corto plazo para valorar la efectividad 

vacunal previa a una infección experimental en esta especie (Sweeney et al., 2009). Para 

ello se contó con 12 terneros de catorce días de edad de los cuales 6 fueron vacunados 

con 1 ml con una inyección subcutánea en el cuello de una vacuna muerta y los otros 6 

fueron mantenidos como controles no vacunados. Todos los animales fueron infectados 

a los 21 y 22 dpv con 1,2x 109 UFC. Los animales fueron sacrificados a las 9 semanas 

postinfección. Durante todo el tiempo que duró el experimento no hubo positividad al 

test ELISA, la valoración de la libereación de IFN-γtanto por linfocitos de sangre 

periférica como por los linfocitos de nódulo preescapular, fue mayor en los animales 

vacunados que en los no vacunados ya desde la primera valoración a los 7 dpv, al 

contrario que la cantidad de UFC tras el cultivo de órganos, que fue menor y se obtuvo 

a partir de menos órganos en los animales vacunados. En el estudio histológico no se 

observó ninguna alteración, salvo la presencia de escasos BAAR en el íleon de dos 

animales vacunados (Sweeney et al., 2009). 

 

 

II.7.2. Infecciones experimentales en la especie ovina 
 

En la especie ovina, al igual que en las anteriores, los experimentos a largo plazo 

se utilizan para estudiar la patogenia, eficacia de vacunas así como para evaluar técnicas 

de diagnóstico. 
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Cualquier raza puede ser utilizada, aunque la preferida es la merina, ya que es 

mas susceptible (Hines II et al., 2007b). A los animales se les deben administrar 

cantidades adecuadas de calostro y deben provenir de granjas libres de la enfermedad, 

en las que los adultos sean negativos al ELISA indirecto y a cultivos fecales durante, al 

menos, un año y en los que no se haya llevado a cabo la vacunación (Hines II et al., 

2007b). En cuanto a las cepas, han sido utilizadas cepas ovinas (Brotherston et al., 

1961; Gilmour y Brotherston, 1962; Nisbet et al., 1962; Gilmour y Brotherston, 1966; 

Gilmour et al., 1978; Williams et al., 1983a; Gwozdz y Thompson, 2002; Gwozdz et 

al., 2000a, b y 2001; Reddacliff y Whitington, 2003; Kurade et al., 2004; Stewart et al., 

2004; Begg et al., 2005; Verna et al., 2007; Delgado et al., 2012, 2013; Fernández et 

al., 2014a), bovinas (Kluge et al., 1968; Merkal et al., 1968a y b; Juste et al., 1994; 

Stewart et al., 2004; Verna et al., 2007; Fernández et al., 2014a) y de animales 

silvestres (Burrels et al., 1995; Begara-McGorum et al., 1998). Es aceptable utilizar 

cualquiera aislado de ovino con clínica que pueda ser cultivado in vitro. En diversos 

trabajos se ha utilizado como inóculo un homogeneizado de tejido linfoide o de raspado 

de mucosa intestinal de animales clínicamente afectados (Hines II et al., 2007b) que, se 

ha señalado que no debe ser usado como método standard para reproducir la infección 

(Hines II et al., 2007b), para lo que sería más útil emplear una cepa virulenta de pocos 

pases, cultivada in vitro, preferiblemente en el medio de cultivo Middlebrook 7H11 

(Hines II et al., 2007b).  

 

La ruta normal de aplicación es la oral (Brotherston et al., 1961; Gilmour y 

Brotherston, 1982; Nisbet et al., 1962; Gilmour y Brotherston, 1966; Kluge et al., 1968; 

Merkal et al., 1968a, b; Gilmour et al., 1978; Williams et al., 1983a, Juste et al., 1994; 

Burrells et al., 1995; Begara-McGorum et al., 1998; Reddacliff y Whittington, 2003; 

Kurade et al., 2004; Stewart et al., 2004; Begg et al., 2005; Verna et al., 2007; Delgado 

et al., 2012, 2013; Fernández et al., 2014a) , y además se considera la mejor debido a 

que semeja las condiciones naturales, como en las otras especies descritas (Hines II et 

al., 2007b), aunque se han usado otras como la intravenosa (Brotherston et al., 1961; 

Kluge et al., 1968; Merkal et al., 1968a y b) o la intratraqueal (Kluge et al., 1968; 

Merkal et al., 1968a y b; Begg et al., 2005).  
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Las dosis utilizadas en las diferentes experiencias se encuentran entre los 15 y 

los 200 mg (Kluge et al., 1968) de peso seco de organismos, entre los 2,6 x 101 (no 

efectiva) (Reddacliff y Whittington, 2003) y 2,6 x 1011 UFC y entre 0,65 y 80 g de tejido 

de intestino de un caso clínico macerado (Hines II et al., 2007b). En esta especie, se 

considera que tres dosis consecutivas de 109 microorganismos por vía oral, son 

suficientes para instaurar la infección (Begg y Griffin, 2005).  

La edad adecuada a la que debe administrarse el inóculo depende del objetivo 

del estudio, pero se considera que cualquier edad hasta los 4 meses es adecuada (Hines 

II et al., 2007b). 

 

Para determinar el estado de infección de los animales se deben realizar, al 

menos, necropsias y estudios histopatológicos y de cultivo bacteriano. Además el 

método utilizado para clasificar las lesiones macro y microscópicas debe establecerse de 

tal manera que pueda ser analizado mediante estadística como el desarrollado por Juste 

et al. (1994) en esta especie. Deberían observarse los animales hasta que al menos 

algunos de ellos desarrollase signos clínicos. (Hines II et al., 2007b). 

 

Diversas han sido las infecciones experimentales realizadas en esta especie en 

nuestro país, destacando las llevadas a cabo por nuestro grupo de trabajo. Así la más 

reciente es la que ha tenido como objetivo establecer el efecto de diferentes cepas 

ovinas y bovinas sobre la patogénesis de la paratuberculosis ovina (Fernández et al., 

2014a). Para ello se contó con 30 corderos de 1,5 meses de edad de raza Assaf a los que 

se dividió en 5 grupos, cada uno de ellos de 6 animales. Uno de los grupos fue el control 

sin infectar y los otros 4 fueron infectados por vía oral con 4 cepas diferentes, dos 

ovinas (S-type), la 22G y la pigmentada Ovicap49; y dos bovinas (C-type), la 764 y la 

cepa de referencia K-10. Los animales fueron sacrificados en dos momentos de la 

experiencia, a los 150 y 390 días postinfección. Se obervó que las respuestas celular y 

humoral fueron superiores en los grupos infectados con las cepas bovinas, y que los 

animales infectados con las cepa ovinas no desarrollaron una respuesta inmune celular 

consistente, observándose en estos animales, tras el sacrificio, que las lesiones se 

restringían al tejido linfoide, y con igual intensidad en los animales sacrificados a los 

150 y 390 días post-infección. En los grupos infectados con las cepas bovinas, sin 

embargo, las lesiones, caracterizadas por granulomas bien demarcados con fibrosis, 

disminuían en intensidad en el segundo sacrificio respecto del primero. Estos resultados 
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sugieren a los autores la gran influencia que la cepa de Map tendría en la patogenia de la 

paratuberculosis bvina, mostrando, las infecciones con cepas bovinas  un carácter 

regresivo y la tendencia a disminuir a medida que la infección progresa (Fernández et 

al., 2014a). Otro trabajo anterior de nuestro grupo, con similar objetivo de evaluar las 

diferentes respuesta inmunopatologicas inducidas por diferentes cepas, contó con 28 

corderos de 1 meses de edad divididos en seis grupos, dos de ellos infectados con 2 

cepas bovinas con diferente patrón BstEII-IS900-RFLP (patrones E y A), de 4 y 5 

animales respectivamente; otros dos, de 5 animales cada uno, infectados uno con una 

cepa bovina de patrón genético diferente, y y el otro con un homogeneizado de mucosa 

intestinal bovina. Los 5 animales del siguiente grupo fueron desafiados con raspado de 

mucosa de un caso clínico ovino. Finalmente el sexto grupo, lo compusieron 4 animales 

no infectados y tomados como control. A los 150 días post infección los animales 

fueron sacrificados. Se comprobó que las lesiones estaban ampliamentre realacionadas 

con el tipo de cepa. Así las lesiones del grupo infectado con la cepa ovina fueron mucho 

más graves que las de los otros cuatro grupos, relacionándose principalmete con el 

tejido linfoide intestinal, sin necrosis, fibrosis, ni células gigantes, que, sin embargo, si 

aparecían en los grupos infectados con cepas bovinas. Además, en estos grupos, las 

lesiones aparecían principalmente en nódulos linfáticos mesentéricos, habiendo 

diferencias incluso entre ellos, con mayor número de lesiones y más extensas en los 

grupos 1 y 2 (Verna et al., 2007).  

 

Otro de los objetivos propuestos por este grupo de trabajo fue estudiar la 

influencia de la edad en el desarrollo de la respuesta inmune (Delgado et al., 2012) y de 

lesiones asociadas a la paratuberculosis ovina (Delgado et al., 2013). Para ello se 

infectaron 16 corderos de 1,5 meses de edad y 23 ovejas adultas, tenieendo como 

controles sin infectar 8 corderos y 7 ovejas, todos de raza Churra. Los animales 

infectados fueron divididos, a su vez, en dos grupos para su inoculación, así a un grupo 

se le administró una dosis baja (1,2x103 Map/ml) del inóculo y al otro una dosis elevada 

(3x108 Map/ml). Los animales fueron sacrificados a los 110 y 210 días post infección. 

Los anticuerpos y el nivel de IFN-γ en sangre, así como la respuesta a la IDR 

aparecieron de forma más temprana y con más intensidad en ovejas adultas, lo que 

sugiere una mayor eficiencia en el control de la progresión de la infección que en 

corderos, posiblemente debido a la existencia de contactos previos con la micobacetria 

en ovejas adultas (Delgado et al., 2012). Las lesiones asociadas con paratuberculosis tan 
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solo fueron halladas en los animales infectados con dosis altas (en el 92,3% de ovejas y 

el 100% de corderos), lo cual sugiere la posibilidad de infección de animales adultos por 

Map, pero mientras en las ovejas las lesiones eran escasas y restringidas al tejido 

linfoide, en los corderos eran más numerosas y se extendían hasta la lámina propia 

(Delgado et al., 2013). 

 

La infección experimental de nuestro grupo realacionada con la vacunación, y 

más concreatamente con la valoración de diferentes adyuvantes, fue la llevada a cabo 

por Reyes en su tesis doctoral (2007) cuyo estudio se ha tratado en el apartado de 

vacunación. En nuestro país también se han llevado a cabo otros estudios 

experimentales para valorar la eficacia de la vacunación en esta especie, como el 

desarrolado por Juste et al. en 1994 en el que se inocularon 13 corderos de Rasa 

Aragonesa, de los cuales 8 fueron vacunados y 5 no; además se tuvieron otros 4 

animales como controles no infectados, 2 de ellos vacunados y los otros 2 no. Los 

animales vacunados e infectados mostraron una rápida y fuerte respuesta al ELISA 

indirecto, con aislamientos fecales de la micobacteria a lo largo del experimento y con 

resultados positivos en el cultivo de órganos tras los sacrificios llevados a cabo a los 15, 

45, 120 y 220 dpi. El estudio histológico reveló datos variables en los diferentes 

momentos del sacrificio, pero en general se obaservó que, al igual que a nivel 

bacteriológico, la vacunación confería una protección en cuanto al desarrollo de 

lesiones histológicas. Estas  comenzaron a aparecer a los 45 dpv y se caracterizaban, 

generalmente, por ser focales y localizadas en áreas interfoliculares de las placas de 

Peyer. 

II.7.3. Infecciones experimentales en la especie caprina  
 

En la especie caprina, como recomendaciones generales adicionales a las 

descritas en el apartado II.7, en los modelos experimentales de larga duración, la 

selección de cabritos se debe hacer de granjas en las que los adultos hayan sido 

negativos a las pruebas de ELISA indirecto y al cultivo fecal durante al menos 1 año y 

que no se hayan vacunado, sin que sean de una raza específica. A estos cabritos se les 

debe administrar calostro de alta calidad (Hines II et al., 2007b). 

 

Para la infección, en los caprinos, se han utilizado cepas tanto caprinas 

(Sigurdardottir et al., 1999; Sigurdadottir et al., 2001; Storset et al., 2001; Valheim et 
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al., 2002b; Munjal et al., 2005; Hines II et al 2007a), como bovinas (Levi, 1948; 

Sigurdardottir et al., 2001; Stewart et al., 2006), ovinas (Stewart et al., 2006) e incluso 

humanas (Van Kruinningen et al., 1986). En algunas ocasiones el inóculo se ha 

obtenido de cultivos (Levi, 1948; Van Kruiningen et al., 1986; Sigurdartottir et al., 

1999; Sigurdardottir et al., 2001; Storset et al., 2001; Valheim et al., 2002; Munjal et 

al., 2005; Stewart et al., 2006; Hines II et al., 2007a), mientras que en otras procedía de 

raspados de mucosa de un caso clínico de paratuberculosis (Levi et al., 1948). Se 

recomienda el uso de una cepa aislada en cultivo de un caso clínico, virulenta, de pocos 

pases, de una cepa con genotipo típico bovino o semejante a la cepa K-10 bovina (Hines 

II et al., 2007b) Para la preparación del mismo, deberían seguirse las mismas 

indicaciones que en el caso de los inóculos bovinos.  

 

Las rutas empleadas han sido la intratraqueal e intravenosa (Harding, 1957) y 

sobre todo la oral (Harding, 1957; Van Kruiningen et al., 1986; Sigurdardottir et al., 

1999; Storset et al., 2001; Valheim et al., 2002; Munjal et al., 2005; Stewart et al., 

2006; Hines II et al., 2007a), siendo todas efectivas en causar infección, aunque se 

considera que la ruta oral es la mejor y además la que más se asemeja a las condiciones 

naturales. La cantidad del inóculo varía de 2,37 mg de un aislado (Sigurdardóttir et al., 

2001) a 20 g de mucosa (Stewart et al., 2006) y entre 107 UFC (Van Kruiningen et al., 

1986; Sigurdardottir et al., 2001) y 1010 UFC (Munjal et al., 2005; Steward et al., 2006). 

Se considera que dos dosis de 109 organismos deberían ser suficientes para establecer la 

infección en cabritos. La edad de infección varía desde 2 días (Van Kruiningen et al., 

1986) hasta 10 meses de edad (Stewart et al., 2006), dependiendo del objetivo del 

estudio. Para determinar el nivel de infección, se recomienda el empleo de una 

combinación de cultivo, PCR, e histopatología usando métodos cuantitativos y 

semicuantitativos. Las lesiones deben ser valoradas con un sistema que permita realizar 

un estudio estadístico. En el caso del cultivo, se deben seguir las mismas indicaciones 

que en la especie bovina (Hines II et al., 2007b). 

 

El primero de los estudios llevado a acabo por Levi (1948) consistió en varios 

experimentos. Como resultados más interesantes desatacan  que la infección en cabras 

puede ser desarrollada con una pequeña cantidad de inóculo, en este caso de 24 a 43 mg 

de raspado suministrado en 3-8 dosis. Además, como ya sucedía en la especie bovina, 

las cabras podrían infectarse por vía oral y la resistencia a la infección por esta vía se 
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incrementa con la edad. Igualmente se observó que aquellos animales mantenidos bajo 

condiciones experimentales durante 9 meses, desarrollaban, como mínimo, lesiones 

histológicas, sugiriendo que aquellos que no desarrollaron signos clínicos y lesiones 

macroscópicas hubieran sucumbido a la infección de haberse mantenido más tiempo en 

condiciones experimentales (Levi, 1948)  

 

Estudios posteriores, desarrollados n Noruega, han tenido diversos objetivos. 

Sigurdardottir et al., (1999) llevaron a cabo un estudio con el fin de determinar si los 

métodos de diagnóstico convencionales serían capaces de determinar la infección en las 

etapas tempranas. Para ello se infectaron 8 cabras con una suspensión en leche de 100 

mg de Map y 4 cabras fueron mantenidas como control, y sacrificándose entre las 3 y 

las 49 semanas; la edad de los animaless estaba comprendida entre 1,5 y los 12 mesess. 

De los animales infectados, en 3 se observaron lesiones histológicas compatibles con 

paratuberculosis: 3 de los animales mantenidos más tiempo bajo condiciones 

experimentales de los que se tiene datos de la necropsia (sacrificados a las 17, 24 y 37 

semanas post-infección), de los cuales 2 fueron positivos a bacteriología, y uno de ellos, 

a su vez, positivo a test inmunológicos (IDR, ELISA y Fijación del complemento), 

señalando por tanto estos autores la mayor sensibilidad de la histología frente las otras 

técnicas de diagnóstico empleadas (Sigurdardottir et al., 1999). 

 

En cuanto a estudios experimentales a corto plazo, también llevados a cabo por 

el grupo noruego, se realizaron para estudiar las interacciones iniciales del hospedador y 

la bacteria, como el caso de Sigurdardottir et al. (2001) en la que se exponen cuatro 

segmentos de intestino delgado mediante incisión en el flanco derecho y las bacterias 

son inyectadas a la luz de los mismos. Otro experimento fue el realizado por estos 

autores años más tarde (Sigurdardóttir et al., 2005), en el que tras la necropsia del 

animal se extrae el intestino y de este, se toman tramos de aproximadamente 1 cm y se 

invienten, lavan y se cultivan 60 minutos a 37ºC en una solución que contiene 

micobacterias marcadas radioactivamente, tras lo cual se lava el tejido. Se mide la 

radiactividad del medio y la del tejido tras la incubación, calculándose así la captación 

de bacterias. Comprobaron que Map puede entrar a través de la mucosa del yeyuno, 

tanto por zonas con placas de Peyer como sin ellas, y por tanto, no solo a través de las 

células M, como se había scomprobado preeviamente, sino a través de enterocitos 

(Sigurdrdottir et al., 2005). 
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II.7.4. Infecciones experimentales en otras especies 
 

Otras especies utilizadas como modelo de infección de paratuberculosis son los 

cérvidos, (Williams et al., 1983a y b; Mackintosh et al., 2003 y 2005; O`Brien et al., 

2006; Mackintosh et al., 2007), en su mayoría el ciervo rojo (Cervus elaphus) que 

parece tener mayor susceptibilidad (Mackintosh et al., 2003), o cruces de muflón 

(Williams et al., 1983a), así como el alce (Williams et al., 1983b) y bisonte (Stabel et 

al., 2003). En ellas, se han desarrollado modelos a largo plazo para estudios de 

patogénesis y de eficacia de vacunas (Mackintosh et al., 2008) que también pueden ser 

usados para ensayos de diagnóstico y de resistencia heredable, la cual ha sido 

comprobada por Mackintosh et al. (2000) en cérvidos. Esta especie parece ser muy útil 

para evaluar marcadores para el diagnóstico de la infección (Griffin et al., 2005) puesto 

que los ciervos experimentalmente infectados muestran un amplio espectro, 

inmunológico, patológico y clínico. La mayoría de ciervos naturalmente infectados 

presentan cepas bovinas, por tanto esta especie pudiera ser una alternativa para el 

modelo de infección de la especie bovina. Lo descrito para las cepas, dosis y rutas de 

inoculación e infección en los modelos bovinos y caprinos puede ser aplicado para esta 

especie (Hines II et al., 2007b). 

 

En cuanto a los animales de laboratorio, se han llevado a cabo muchos estudios 

experimentales en diferentes especies para estudiar su aptitud a la hora de reproducir 

esta enfermedad. Entre ellas los hamsters (Francis, 1943; Hirch, 1956; Gilmour et al., 

1963; Larsen et al., 1975b; Larsen y Miller, 1978), cobayas (Francis, 1943; Merkal et 

al., 1982; Collins et al., 1983; Steadham et al., 2002), jerbos (Larsen et al., 1976), 

conejos (Francis, 1943; Hirch, 1956; Rankin, 1958b; Harding, 1959; Collins et al., 

1983; Körmendy et al., 1986; Mokresh et al., 1989; Mokresh y Butler, 1990; Vaughan 

et al., 2005), ratas (Chandler, 1961a; Koets et al., 2000), y ratones (Collins et al., 1983; 

Hamilton et al., 1989, 1991; Adams et al., 1993; Tanaka et al., 1994, 2000; Veazey et 

al., 1995a, 1995b; Stabel et al., 1998; Thomsen et al., 2001), siendo los modelos 

murinos los más utilizados, aunque no se consideran los más adecuados, al no 

reproducirse la enfermedad de la misma manera que en los rumiantes (Rankin, 1959; 

Stevenson, 2006; Begg y Whittington, 2008). Su uso está principalmente encaminado a 

estudios de eficacia vacunal o análisis preliminares de patogenia. Además, gracias a su 
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fácil manejo, mantenimiento económico, desarrollo más rápido de la infección –lo que 

ayuda a acortar el tiempo de las experiencias-, características inmunológicas similares a 

la de los rumiantes, y, en el caso de ratones, la existencia de animales mutados 

genéticamente que permiten  estudiar diversos aspectos de la interacción hospedador-

Map a nivel molecular, el uso de animales de laboratorio es muy interesante para 

estudiar la paratuberculosis (Stevenson, 2006; Hines II et al., 2007b; Begg y 

Whittington, 2008). 

 

El modelo experimental murino es uno de los más empleados para la valoración 

preliminar de vacunas (Scandurra et al., 2010) o para estudiar la implicación de 

determinados genes en la mayor o menor resistencia a la infección (Tanaka et al., 2000; 

Shin et al., 2006). Las cepas de Map utilizadas con más frecuencia han sido aisladas de 

bovinos (Francis et al., 1943; Chandler, 1961a, 1961b; Mutwiri et al., 1992, 2001; 

Scandurra et al., 2010) o cepas de origen humano -cepa Linda- (Hamilton et al., 1989, 

1991; Adams et al., 1993). Se ha señalado que los ratones presentan signos clínicos 

similares a los rumiantes, como la pérdida de peso (Mutwiri et al., 1992) así como 

características inmunológicas y células predominantes en las lesiones similares las 

observadas en la paratuberculosis bovina, es decir macrófagos, células epitelioides, 

células gigantes y linfocitos (Lominski et al., 1956; Chandler et al., 1961a; Chandler et 

al., 1962; Hamilton et al., 1991; Mutwiri et al., 1992; Admas et al., 1993; Chiodini y 

Buergelt, 1993; Tanaka et al., 1994; Veazey et al., 1995b; Stabel et al., 1998; Tanaka et 

al., 2000; Mutwiri et al., 2001; Stabel y Ackermann, 2002; Shin et al., 2006). No 

obstante el grado de colonización bacteriana y el tipo de células observadas en las 

lesiones granulomatosas dependen de la base genética del ratón así como de la cepa 

micobacteriana (Mullerad et al., 2002b; Shin et al., 2006; Tanaka et al., 1994). La 

elección de la estirpe del ratón depende del estudio que se quiera realizar, y aunque 

tanto en aquellas resistentes como en las susceptibles se observan lesiones 

granulomatosas, su número y el grado de colonización descienden considerablemente en 

las estirpes resistentes. En la mayoría de estudios, las lesiones se desarrollan inicialmete 

en hígado y bazo antes que en intestino (Francis, 1943; Harding, 1959; Mutwiri et al., 

1992) -aunque en alguna experiencia se consiguiera la reproducción de la infección 

intestinal con éxito (Lominski et al., 1956), incluso limitada a nódulos linfáticos 

mesentéricos (Veazey et al., 1995). Hay quienes han señalado que el periodo de 

incubación necesario para observar lesiones en ratones es casi tan largo como la 
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esperanza de vida de los animales (Rankin, 1958a) y para reducirlo sería necesario el 

uso de ratones inmunodeprimidos (Hamilton et al., 1991; Mutwiri et al., 1992) aunque 

al presentar una respuesta inmune alterada, las respuesta inflamartoria de las lesiones no 

ofrecería la imagen granulomatosa típica (Mutwiri et al., 1992). En lo que respecta a las 

dosis empleadas, se ha establecido una relación entre el número y tamaño de las 

lesiones con la dosis administrada, siendo en ambos casos mayor en animales infectados 

con dosis elevadas (4x109 UFC por animal) que con dosis bajas (4x106 UFC por animal) 

de Map, (Tanaka et al., 2000). Otros autores utilizaron dosis menores (1-2x105 UFC por 

animal), tanto por vía oral como intraperitoneal, detectando aún así signos de infección 

en todos los animales, con pérdida de peso y emaciación (Mutwiri et al., 1992). En este 

caso, además, los ratones fueron más resistentes a la administración oral que 

intraperitoneal de Map, siendo esta última la ruta de infección más empleada en 

experimentos con estos animales de laboratorio. Se ha recomendado una dosis de 108 

UFC por animal (aproximadamente 10 mg) de la cepa K-10 u otra relacionada, 

administrada intraperitonealmente (Hines II et al., 2007b) ya que esta vía preseta una 

reproductibilidad del 100%, comparada con otras rutas (Mutwiri et al., 1992). 

Así mismo, se ha comprobado la existencia de estirpes de ratones genéticamente 

resistentes o sensibles a Map (Frelier et al., 1990), de manera que su elección para el 

diseño experimental influye altamente en el establecimiento de la infección por Map. 

Así, mientras las cepas BALB/c (Chiodini y Buergelt, 1993; Tanaka et al., 1994) o C57 

(Chandler, 1961b; Veazey et al., 1995a, 1995b) parecen ser más susceptibles a la 

infección paratuberculosa, las C3H (Frelier et al., 1990; Tanaka et al., 1994; Veazey et 

al., 1995a,) o la “Swiss white” (Chandler, 1961b) presentarían una mayor resistencia. 

 

En conejos, las infecciones experimentales han conseguido reproducir lesiones 

similares a las de la paratuberculosis e incluso sus síntomas, como son la diarrea 

intermitente y adelgazamiento con pérdida de los depósitos grasos del animal (Francis, 

1943; Hirch, 1956; Rankin, 1958b; Mokresh et al., 1989). Se ha referido que las vías de 

administración del inóculo parecen jugar un papel crucial en localización posterior de 

las lesiones, ya que si los animales son infectados por vía parenteral, las lesiones 

granulomatosas aparecerían, además de en intestino y nódulos linfáticos mesentéricos, 

en diferentes órganos extradigestivos como el hígado, bazo, pulmón e incluso riñones 

(Rankin, 1958a; Harding, 1959; Körmendy et al., 1986; Mokresch y Butler, 1990), 

mientras que si el inóculo se administra vía oral, las alteraciones quedarían confinadas 
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principalmente al intestino delgado y nódulos linfáticos asociados (Mokresh et al., 

1989; Mokresh y Butler, 1990; Vaughan et al., 2005). La edad de los animales resultaría 

crítica para llevar a cabo una infección experimental con éxito. Se ha señalado que el 

uso de gazapos de pocos días sería lo más adecuado (Mokresch y Bulter, 1990). El 

desafío en animales adultos otorga resultados más dispares, así mientras Rankin (1958b) 

no consiguió reproducir lesiones ni aislar bacterias de ningún animal de esta edad, 

Vaughan et al. (2005) obtuvo evidencias, mediante lesiones macroscópicas y cultivo 

radiométrico, pero tan solo en de dos de los cuatro conejos adultos infectados. 

Recientemente (Elguezabal et al., 2014), se ha desarrollado un modelo de infección en 

conejos que ha demostrado su utilizadad en la valoración de la eficacia de vacunas. 

 

El hámster ha sido señalado por algunos autores como la especie, dentro de los 

animales de laboratorio, más apropiada para el estudio experimental ya que Map se 

multiplicaría de manera más rápida en los tejidos que en otros animales de laboratorio 

(Hirch, 1959), En el lado opuesto se encuentran las ratas, que parecen muy poco 

apropiadas para el estudio experimental de paratuberculosis. Así Koets et al. (2000) no 

encontratron lesiones asociadas a esta enfermedad tras 9 meses en ninguna de las 28 

ratas inoculadas por vía oral. En cuanto al jerbo, tras 14 semanas de infección Larsen et 

al. (1976) llegaron a la conclusión de que, aunque es una especie que puede infectarse 

por Map, no se trata de un modelo de elección para el estudio de esta enfermedad.  

 

Otras especies monogátricas empleadas como modelo experimental de 

paratuberculosis han sido las aves (Larsen y Moon, 1972; Collins et al., 1983; Van 

Kruiningen et al., 1991; Valente et al., 1997). Para infectar pollos se han empleado 

tanto cepas de Map aisladas de vacuno (Larsen y Moon, 1972) como de pacientes con la 

enfermedad de Chron (van Kruiningen et al., 1991). En este último caso, se utilizaron la 

vía oral, la intracardiaca y la intraperitoneal, resultando más efectiva en cuanto a 

relación de animales infectados la intraperitoneal. Las lesiones se encontraron 

principalmente en ciego, bolsa de Fabricio, pulmones, hígado o pericardio. No obstante, 

aunque en tan solo dos de seis de los animales inoculados por vía oral se encontraron 

lesiones granulomatosas, estas fueron halladas más frecuentemente en tejido linfoide 

intestinal coincidiendo con lo observado en rumiantes (Nisbet et al., 1962; Juste et al., 

1994; Pérez et al., 1996; Kurade et al., 2004). El caballo es una especie que también se 

ha utilizado para el estudio de paratuberculosis (Larsen et al., 1972). Mediante la 
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infección experimental de potros con un aislado bovino de Map por vía endovenosa y 

oral se comprobó que ambas vías eran adecuadas para conseguir la infección ya que, 

además de que dos animales infectados por vía endovenosa presentaron diarrea y 

adelgazamiento a los 35 y 84 dpi, todos los animales del experimento desarrollaron 

lesiones granulomatosas, siendo de mayor gravedad en los dos potros con clínica que 

presentaban una enteritis y linfadenitis granulomatosa difusa, así como engrosamiento 

de la porción distal del intestino delgado y nódulo linfático mesentérico adyacente 

(Larsen et al., 1972). Finalmente el ganado porcino ha sido utilizado con éxito para 

reproducir la infección granulomatosa utilizando para ello tanto cepas aisladas de 

ganado porcino (Ringdal, 1963; Jorgensen, 1969) como de ganado vacuno (Jorgensen, 

1969; Larsen et al., 1971). Aunque no se han observado signos clínicos de 

paratuberculosis en esta especie, si se han hallado las típicas lesiones en intestino y 

nódulos linfáticos asociados tras la infección oral (Jorgensen, 1969; Larsen et al., 1971) 

e intravenosa de Map (Larsen et al., 1971) acompañado, en algunos casos, de excreción 

de bacterias por heces (Larsen et al. 1971).  
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II.8. RELACIÓN ENTRE LA PARATUBERCULOSIS 
Y LA TUBERCULOSIS BOVINA 

 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crónica causada por micobacterias 

incluidas en el complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) que afecta al hombre y a 

los animales mamíferos. Se transmite principalmente por vía aerógena y produce tos, 

fiebre, pérdida de peso y lesiones granulomatosas en los órganos afectados. La 

tuberculosis en rumiantes está causada fundamentalmente por Mycobacterium bovis y 

Mycobacterium caprae. M. bovis es el principal agente etiológico de la tuberculosis 

bovina y M. caprae infecta más frecuentemente al ganado caprino, aunque ambas 

micobacterias pueden infectar indistintamente a bovino, caprino u ovino y a otras 

especies de mamíferos (domésticos y de vida libre) y al hombre (Aranaz et al., 2003, 

2004; Crawshaw et al., 2008; Rodríguez et al., 2009; Schiller et al., 2010). La 

tuberculosis bovina es una enfermedad infecciosa de curso crónico, progresivo y 

caqueztizante que afecta principalmente al aparato respiratorio del ganado bovino, sobre 

todo a los pulmones y nódulos linfáticos asociados, aunque en fases avanzadas puede 

afectar a otros órganos (Huchzermeyer et al., 1994).  

 

 

II.8.1. Relación lesional 

 
Al igual que la paratuberculosis, la tuberculosis cursa con una inflamación 

granulomatosa, que desde el punto de vista histológico se caracteriza por la presencia de 

macrófagos, células epitelioides, células gigantes de Langhans y linfocitos (Potel, 1974; 

Bernabé et al., 1991; Dungworth, 1993; Gutiérrez Cancela y García Marín, 1993; 

Huchzermeyer et al., 1994) en diversos órganos según el  momento de la enfermedad, 

pero en el caso de la tuberculosis, además, es característica la presencia de necrosis por 

caseificación con o sin calcificación, en los focos inflamatorios. Según la localización y 

extensión las lesiones tuberculosas se han clasificado en diferentes subtipos: miliares, 

acino-nodosas, cavernosas y perladas (Pallaske, 1962; Nieberle y Cohrs, 1966; 

Gutiérrez Cancela, 1996). Esta enfermedad puede afectar a cabras (Gutiérrez et al., 

1995), difícilmente a ovejas , pero si a animales silvestres (Muirhead et al., 1974; Little 

et al., 1975; Cornet et al., 1981; de Lisle y Havill, 1985; Clifton-Hadley y Wilesmith, 

1991; Collins et al., 1994; Serraino et al., 1999) e incluso al hombre (Pritchard, 1988), 
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si bien se ha considerado que la posibilidad de trasmisión de tuberculosis causada por 

M. bovis entre personas como algo anecdótico (van Soolingen et al., 1994). 

 

En las primeras descripciones de la paratuberculosis, Johne y Frottingan (1985), 

llegaron a sospechar de la presencia de una tuberculosis intestinal anómala, por la 

similitud lesional y la existencia de BAAR en los tejidos afectados. Sin embargo, 

existen diferencias lesionales entre las dos enfermedades que hacen posible su 

diferenciación, como son tanto su localización principal, que en el caso de la 

tuberculosis es el aparato respiratorio (Pallaske, 1982; Potel, 1974; Dungworth, 1993; 

Bernabé et al., 1996; Gutiérrez Cancela, 1996), y la presencia de necrosis por 

caseificación en este último caso (Pallaske, 1962; Gutiérrez Cancela, 1996). En la 

paratuberculosis, además de tratarse de una enteritis granulomatosa, la caseificación es 

infrecuente en bovino, (Momotami y Yoshino, 1985), aunque en la especie caprina esta 

alteración suele aparecer (Stamp y Watt, 1954; Carringan y Seaman, 1990: Pérez et al., 

1996; Clarke, 1997; Corpa et al., 2000a) en los nódulos linfáticos mesent´ricos. 

Además, las lesiones en otros órganos como tonsilas, riñón, hígado o bazo, en la 

paratuberculosis, si existen, son visibles sólo microscópicamente y en casos avanzados 

de la enfermedad. Sin embargo, la generalización de la tuberculosis por vía sanguínea, 

puede ocasionar lesiones graves en serosas o en hígado, bazo y glándula mamaria, así 

como en el intestino y sus nódulos linfáticos al ser deglutido el agente tuberculoso a 

partir de lesiones en tonsilas o nódulos linfáticos retrofaríngeos (Stamp, 1944; Cuezva-

Samaniego, 1966). En esta localización, además se ha señalado la diferente presencia de 

micobacterias entre ambas enfermedades, siendo menor en el caso de la tuberculosis 

bovina (Momotami y Yoshino, 1984), aunque existen estudios que encuentran una gran 

cantidad de bacilos en lesiones intestinales de la tuberculosis caprina (Gutiérrez 

Cancela, 1996). En ocasiones, se ha diagnosticado la presencia de ambas enfermedades 

juntas, tanto en bovino (Momotami y Yoshino, 1984; González, 2003) como en la 

especie ovina (Jorge et al., 2000) y caprina (Bernabé et al., 1991; Gutiérrez Cancela, 

1996; Corpa, 1999). 

 

En cuanto a las lesiones microscópicas, en la tuberculosis se observan 

granulomas con caseificación central en la mayoría de especies (Cassidy, 2006) la cual 

es importante para la expansión de la lesión (Fenhalls et al., 2000), habiéndose descrito 

que la vacunación exacerba este proceso (Tripathy, 1987; Moreira et al., 2002; Turner 
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et al., 2000; Taylor et al., 2003). Se ha desarrollado una clasificación para los 

granulomas encontrados en los nódulos linfáticos, estableciendo 4 estadios (Wangoo et 

al., 2005): en los estadios I yII se encuentran lesiones tempranas, sin la aparición de 

necrosis; en el estadio III los granulomas presentan múltiples capas concéntricas de 

macrófagos y tejido fibroso y ya en el estadio IV la lesión característica se describe 

como, la ya citada, necrosis caseosa central rodeada del infiltrado inflamatorio 

granulomatoso y tejido fibroso. Basándose en esta clasificación y en la cantidad de 

BAAR encontradas en cada sección Cassidy (2008) hicieron un estudio sobre 6457 

muestras de nódulos linfáticos de cabeza, tórax, abdomen, cervical y poplíteo de 

animales con tuberculosis bovina de Inglaterra y Gales. De estas muestras, tan sólo el 

4,1% procedían de animales con lesión macroscópica y mostraron cambios 

microscópicos  en el 69,8% de los casos mientras que se logró el aislamiento 

bacteriológico en el 74,7% de las muestras. La presentación más común de las lesiones 

fue el estadio IV solo, seguido por los cuantro estadios simultáneamente, aunque se 

obtuvieron muchas combinaciones. La mayoría fueron lesiones paucibacilares, pero 

había un número importante de casos en que no se observó ningún BAAR; además en el 

35% de los casos se encontraba afectado más de 80% del tejido del nódulo, mientras 

que el 11,2% de las secciones presentaba una afectación menor al 20% del tejido. 

(Cassidy, 2008). 

 

 

II.8.2. Relación entre las pruebas de diagnóstico 
 

Para el diagnóstico de la tuberculosis se pueden emplear diferentes técnicas 

como la intradermorreacción, el test de liberación de IFN-γ, o el ELISA indirecto 

(Wood et al., 1992; Domingo et al., 1995; Gutiérrez Cancela, 1996; Corpa et al., 1998; 

Liebana et al., 1998; Gonzalez Llamazares et al., 1999; Gormely et al., 2006; Swift y 

Rees., 2013). Como ya se ha señalado en el capítulo de métodos de diagnóstico, existen 

reacciones cruzadas entre diferentes infecciones micobacterianas, y una de las causas 

por las que en un rebaño aparecen animales falsamente positivos en campañas oficiales 

de tuberculosis bovina a la prueba de intradermoreacción puede ser la presencia de 

paratuberculosis en el rebaño, lo que hace plantearse la idoneidad de esta prueba para la 

erradicación de tuberculosis (Aranaz et al., 2006; Swift y Rees, 2013). Esto podría 
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evitarse mediante la realización de la prueba de la intradermoreacción comparada (Vallé 

y Rinjard, 1926; Stuart, 1962; Doyle, 1964; Huitema, 1967;  Nain et al, 1985; Corpa et 

al., 1998; García Marín et al., 1999; Nedrow et al., 2007; Geijo, 2007), ya que se ha 

observado que en estos casos se produce una mayor reacción a la PPD aviar que a la 

bovina (Johson et al., 1949; Stuart, 1962). Además, en los estudios revisados en la 

bibliografía en los que se estudia la respuesta en animales con infección mixta, tanto en 

bovino (Momotami y Yoshino, 1984) como en caprino (Bernabé et al., 1991; Gutiérrez 

et al., 1998), la respuesta a la PPD bovina es mayor que a la PPD aviar, aunque en esta 

última especie la presencia de una infección mixta reduce notablemente la sensibilidad 

en la intradermorreacción (Alvarez et al., 2008). En este estudio, y usando el cultivo 

como técnica de referencia, la IDR comparada fue la que detectó menos animales 

positivos a tuberculosis en rebaños con una infección natural mixta de tuberculosis y 

paratuberculosis, seguida de la IDR simple y el test de IFN-γ sugiriendo, por tanto, que 

la IDR comparada no es una prueba adecuada para el diagnóstico de tuberculosis en 

cabras, cuando hay coexistencia de tuberculosis y paratuberculosis en la misma granja 

(Álvarez et al., 2008). Además, los autores de este trabajo sugieren emplear 

conjuntamente la IDR simple y el test de IFN-γ, ya que detectan distintas poblaciones 

de animales infectados, además del empleo de estudios post-mortem debido a la 

existencia de animales con tuberculosis que no se detectan por ninguna de las tres 

pruebas comentadas, y que sí presentan lesiones en matadero (Álvarez et al., 2008). 

En cualquier caso, el test de IDR sigue siendo considerado como prueba 

standard para el diagnóstico de tuberculosis (Swift y Rees, 2013), aunque ya se sabe que 

se ve afectada su sensibilidad por la gravedad y estado de la infección así como por la 

reacción cruzada con otras micobacterias. Por tanto, un resultado positivo a IDR 

siempre requiere confirmación posterior mediante la observación de lesiones en el 

cadáver o resultado positivo a cultivo de nódulo linfático. El test de IFN-γ también se 

usa para confirmar la infección, aunque también surgen falsos positivos cuando el 

animal está infectado por otras micobacteerias (Swift y Rees., 2013). 

 

La vacunación frente a paratuberculosis también interfiere con las campañas de 

erradicación de la tuberculosis mediante la prueba de IDR, como ya se ha señalado 

(Doyle, 1945; Vallé y Rinjard, 1926; Stuart, 1962; Doyle, 1964; Huitema, 1967; Larsen 

et al., 1978; Chiodini et al., 1984; Merkal, 1984; Sherman, 1985; Wentink et al., 1988; 
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Köhler et al., 2001), motivo por el cual en países como España esta práctica se 

encuentra prohibida. Sin embargo, en este caso también pueden ser diferenciados los 

animales utilizando la IDR comparada (Valleé y Rinjard, 1926; Stuart, 1962; Doyle, 

1964; Huitema, 1967; Larsen, 1973; Nain et al, 1985; Corpa et al., 1998; García Marín 

et al., 1999; Nedrow et al., 2007; Geijo, 2007; Garrido et al., 2013) y restringiendo la 

vacunación a aquellos rebaños libres de tuberculosis. 

 

Para la interpretación de los resultados de la intradermorreacción comparada, 

Ritchie (1953) propuso unos criterios que se resumen en la tabla II.8.1. Según el último 

Real Decreto 1047/2003 los criterios de interpretación son los siguientes 

 
• Reacción negativa, cuando la reacción bovina es negativa, o positiva o 

dudosa, pero igual o inferior a una reacción positiva o dudosa a la aviar, 

y ausencia de signos clínicos en ambos casos. 

 

• Reacción dudosa, cuando la reacción bovina es positiva o dudosa y de 1 

a 4 mm superior a la reacción aviar, y ausencia de signos clínicos. 

 

• Reacción positiva, cuando la reacción bovina es positiva y supera en más 

de 4 mm a la reacción aviar, o presencia de signos clínicos. 
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Tabla II.8.1. Interpretación de los resultados de la prueba de la tuberculina 
comparada según Ritchie (1953). 

Reacción 
Dictamen 

Rebaños con casos recientes de 
tuberculosis 

Rebaños libres de 
tuberculosis 

B+, A- Sacrificio Sacrificio 

B+, A+ (B 4mm> A) Sacrificio Sacrificio 

B+, A+ (B 3-4mm> A) Sacrificio Repetir 

B+, A+ (B 1-2mm> A) Repetir Repetir 

B+, A+ (A=B) Repetir Negativo 

B+; A+ (A 1-2 mm> B) Repetir Negativo 

B+, A+ (A 2mm> B) Negativo Negativo 

B-, A+ Negativo Negativo 

B-, A- Negativo Negativo 

B+: Reacción positiva a la tuberculina bovina; B-: Reacción negativa a la tuberculina bovina 
A+: Reacción positiva a la tuberculina aviar; A-: Reacción negativa a la tuberculina aviar 
 

 

En un estudio sobre siete granjas del País Vasco en las que se llevaban a cabo 

como medidas de control de paratuberculosis la vacunación, en cinco de ellas, y el 

sacrificio de animales positivos a cultivo y a ELISA, en las otras dos, se obtuvo como 

conclusión principal que la vacunación frente a paratuberculosis produce únicamente 

una limitada reacción cruzada en la prueba de IDR frente a la tuberculosis bovina 

(Garrido et al., 2013). Cuando se tiene en cuenta el tiempo que ha pasado desde que los 

animales fueron vacunados y su edad, se observa que la IDR simple es positiva en el 

9,42% para los animales vacunados y en el 0,56% de los animales de granjas no 

vacunadas; mientras que la IDR comparada es positiva en el 0,10 % de los animales 

vacunados y en el 0,03 % de los animales sin vacunar. El rango de animales 

pertenecientes a granjas vacunadas y positivos a IDR simple varía desde 20,78% a los 

dos años post-vacunación y 5,04% a los cuatro años post-vacunación, obteniéndose 

diferencias significativas con el momento de aplicar la vacuna en todos los muestreos 

(un muestro anual hasta los cinco años) excepto en el llevado a cabo a los cuatro años 
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post-vacunación. Los animales de granjas en las que se no se llevó a cabo la vacunación 

nunca excedieron el 0,78% de positividad. En cuanto a la IDR comparada, solo se 

observaron respuestas positivas en 2 animales vacuandos (0,41%) al año 

postvacunación (vacuandos de adultos) y en 1 animal a los cuatro años (vacunado 

cuando era ternero), así como en 1 (0,15%) animal a los cinco años de muestreo en el 

grupo de animales no vacuandos. Al comparar las dos estrategias de control se 

obtuvieron diferencias significativas en los resultados positivos a la IDR simple en 

todos los momentos del experimento salvo en el día 0; sin embargo, no se encontraron 

diferencias significativas entre ambos grupos al aplicar la IDR comparada (Garrido et 

al., 2013). Al tener en cuenta el tiempo transcurrido desde la vacunación a la realización 

de la IDR, se obtuvieron resultados altamente significativos ente la prueba simple 

realizada al inicio del estudio y a los 2 años, en las granjas de animales vacunados. Al 

comparar esta variable en los dos grupos se obtienen diferencias significativas hasta los 

2 años post-vacunación. Del tercer año en adelante, aunque las proporciones se 

mantuvieron altas, las diferencias no resultaron significativas. Tampoco la edad de 

vacunación arrojó resultados significativos en este estudio, aunque se encontraron 

frecuencias ligeramiente menores en cuanto a los resultados positivos en animales 

vacunados antes del año de edad, comparado con los inmunizados a edad más elevada 

(Garrido et al., 2013). En conclusión, los resultados de estos autores muestran que 

cuando se aplica la IDR simple para el diagnóstico de tuberculosis en animales 

vacunados frente a paratuberculosis, estarían mal diagnosticados el 6,55% de los 

animales, mientras que si se aplica la IDR comparada esta cifra se reduce muchísimo, 

hasta el 0,15% (Garrido et al., 2013). 

 

La prueba de liberación de IFN-γ ha sido utilizada también para discriminar 

entre infecciones provocadas por tuberculosis o paratuberculosis cuando se obtenían 

resultados dudosos o inespecíficos con la prueba de IDR en ganado bovino (Lauzi et al., 

2000). Se ha demostrado que esta técnica es capaz de diferenciar entre ambas 

infecciones  en ganado bovino (Wood et al., 1989; Domingo et al., 1995) y caprino 

(Gutiérrez et al., 1998). Sin embargo, e han detectado también resultados anómalos 

como animales positivos a tuberculosis siendo animales infectados o vacunados frente a 

paratuberculosis, en una región dónde esta enfermedad se encontraba erradicada 

(McDonald et al., 1999). La aparición de animales con lesiones exclusivamente de 

tuberculosis con reacciones superiores a la PPD aviar hace pensar en la presencia de 
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reacciones cruzadas con micobacterias ambientales no patógenas (Domingo et al., 

1995), que provocarían resultados falsos positivos, tanto con la PPD bovina como con la 

PPD aviar, en animales que no presentan lesiones y que proceden de regiones libres de 

tuberculosis (Lauzi et al., 2000). Se ha señalado que la presencia de paratuberculosis, en 

granjas con tuberculosis, en países como España podría implicar un serio impedimento 

en la sensibilidad del test de IFN-γpara detectar tuberculosis tanto en bovino (Álvarez et 

al., 2009) como en caprino (Alvarez et al., 2008). 

 

Para el diagnóstico de tuberculosis se utiliza un ELISA indirecto que permite 

detectar anticuerpos séricos frente a M. bovis que muestra diferente sensibilidad en 

animales con diferente tipo de lesión, siendo más sensible en la detección de animales 

con lesiones generalizadas, y menos en los que presentan lesiones focales, que suelen 

ser negativos a esta prueba (Ritacco et al., 1991; Gutiérrez Cancela, 1996). Uno de los 

inconvenientes de esta técnica es la existencia de reacciones cruzadas con 

paratuberculosis y otras micobacterias ambientales (Osterstock et al., 2007). En este 

caso, pueden aparecer tanto animales con tuberculosis positivos a pruebas de 

paratuberculosis (Yokomizo et al., 1983; Goswami et al., 2000; Olsen et al., 2001a; 

Liembaum et al., 2009) como animales con paratuberculosis que resultan ELISA 

positivo para tuberculosis (Juste et al., 1992b). Para intentar resolver este problema, se 

han utilizado antígenos como la proteína MPB70 de M. bovis (Harboe et al., 1990) con 

alta sensibilidad y capacidad de diferenciar ambas micobacteriosis en cabras (Acosta et 

al., 2000) o el antígeno MPB83 que ofrece resultados negativos en todos los sueros de 

animales infectados con Map estudiados (Green et al., 2009). En el caso de Map, se ha 

utilizado el antígeno recombinante a362 (Vannufel et al., 1994), aunque posteriormente 

se señaló que también podía estar presente en M. bovis (Nielsen et al., 2001). En el caso 

de la paratuberculosis, se ha propuesto el uso de los antígenos AhpC y D, así como la 

proteína de secrección de 14kDa que no reaccionarían con sueros de vacas tuberculosas, 

pero su sensibilidad no es muy elevada para detectar bovinos con paratuberculosis 

(Olsen et al., 2001a, b).  

 Para incrementar la especificidad de la prueba, se ha llevado a cabo la incubación 

previa de los sueros problema con antígenos de las micobacterias causantes de la 

reacción cruzada. Así, para la realización del ELISA para el diagnóstico de 

paratuberculosis, se realiza una pre-incubación de los sueros con M.phlei, con lo que se 

disminuirían los falsos positivos debidos tanto a micobacterias ambientales como a 
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infecciones causadas por M.bovis (Yokomizo et al., 1983; Milner et al., 1987; Cox et 

al., 1991). En el caso del ELISA para el diagnóstico de tuberculosis, los sueros se pre-

incuban con PPD aviar o bien con PPD bovina con suero anti-PPD aviar, con lo que se 

aumenta la especificidad, pero disminuye la sensibilidad (Hanna et al., 1989). Al igual 

que en las pruebas de inmunidad celular, los animales vacunados frente a 

paratuberculosis, también interfieren con el ELISA (Muskens et al., 2002).  
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II.9. RELACIÓN DE Map CON PATOLOGÍAS 
HUMANAS: LA ENFERMEDAD DE CROHN Y 
OTRAS IMPLICACIONES EN LA SALUD PÚBLICA 

 
 

La enfermedad de Crohn es un trastorno gastrointestinal de la especie humana, 

con signos parecidos a los de la paratuberculosis en rumiantes, caracterizado por 

malestar general, pérdida de peso crónica, dolor abdominal y diarrea (Chiodini et al., 

1989) que se presenta con mayor frecuencia en individuos de edades comprendidas 

entre los 16 y 25 años, aunque existe una tendencia a que cada vez sean más los 

menores de 16 años afectados por esta enfermedad y, por otro lado, y aunque de forma 

ocasional, que también se encuentren afectados individuos entre los 55 y 65 años 

(Armitage et al., 2001; Chacon et al., 2004; Grant, 2005). Además, la incidencia de esta 

enfermedad parece ir en aumento, con un número creciente de casos descritos a nivel 

mundial (Shivananda et al., 1996; Grant, 2005; Wells y Blennerhassett, 2005). 

 

Se encuentra englobada, junto a la colitis ulcerativa y la colitis crónica 

indeterminada o sin clasificar en el término “Enfermedades Inflamatorias Intestinales” 

(Inflamatory Bowel Disease –IBD-), caracterizadas las tres por una inflamación crónica 

y local del intestino (European Commission, 2000; Khor et al., 2011; Baumgart y 

Sandborn, 2012).  

 

No se sabe con certeza que es lo que provoca la IBD. Una de las hipótesis más 

aceptadas se inclina hacia una etiología multifactorial, donde una respuesta inmune 

inadecuada del huésped tendría un papel crucial en el establecimiento de la inflamación 

local (Grant, 2005; Juste et al., 2009b; Mendoza al., 2009). Además la etiopatogenia de 

este complejo se vería influída por el medio ambiente, predisposición genética, así 

como por la propia flora bacteriana comensal del intestino (Grant, 2005; Goyette et al., 

2007). De las tres patologías englobadas en la IBD, la enfermedad de Crohn es dónde 

más se está estudiando la posible implicación de Map en su etiología. Así, la comunidad 

científica es cada vez más favorable a aceptar una posible relación entre esta 

micobacteria y la enfermedad de Crohn, si bien, aún se requieren muchos estudios para 

poder confirmar a Map como el agente causal (Grant, 2005; Pierce, 2009) ya que 

también hay quienes se muestran reticentes a dar por buena esta relación etiológica. Se 
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ha sugerido la implicación de diferentes agentes intracelulares además de Map, como 

Escherichia coli o Candida spp. en relación con una mayor susceptibilidad genética 

relacionada con una función dificultada en la defensa frente a organismos intracelulares 

(Pineton de Chambrun et al., 2008).  

 

El primero en formular la hipótesis de que esta enfermedad pudiese estar 

provocada por una micobacteria fue Dalzeil (Dalzeil, 1913), ya que observó similitudes 

clínicas e histopatológicas entre la paratuberculosis, la tuberculosis intestinal y lo que el 

llamaba enteritis granulomatosa crónica, que posteriormente fue descrita como 

enfermedad de Crohn por Crohn et al. (1932). Sin embargo, la relación entre la 

enfermedad y una etiología micobacteriana no ha podido ser confirmada con certeza 

hasta el momento. A mediados de los años años 80 del pasado siglo se logró el 

aislamiento de diferentes cepas de una micobacteria, en forma de esferoplasto (con 

pared defectuosa), a partir de pacientes con la enfermedad de Crohn (Chiodini et al., 

1984b, c; 1986), que posteriormente se clasificaron como Map (Thayer et al., 1984; 

McFadden et al., 1987). Con una de estas cepas, además, se pudo reproducir la 

enfermedad en cabritos en los que probocaba una ileítis granulomatosa semejante a la 

paratuberculosis (Van Kruiningen et al., 1986). Los mismos autores inocularon esta 

cepa a pollos, y los resultados obtenidos fueron similares a los de Larsen y Moon (1972) 

que infectaron pollos de la misma edad con una cepa de Map de origen bovino (Van 

Kruiningen et al., 1991). Sin embargo, la enfermedad de Crohn no presenta una mayor 

prevalencia entre la población directamente expuesta a casos clínicos de 

paratuberculosis, como ganaderos o veterinarios (Jones et al., 2006) aunque, en este 

sentido, se ha señalado que la paratuberculosis clínica tan solo se desarrolla en una 

pequeña parte de los animales infectados (Chiodini et al., 1984a; Whitlock y Buergelt, 

1996; García Marín et al., 2000) y que hay otras micobacteriosis humanas, como la 

tuberculosis en la que tan solo entre un 5 y un 10% de los individuos infectados 

desarrollan la enfermedad (van Crevel et al., 2002; Greenstein, 2003). 

 

El aislamiento de Map a partir de tejido con lesiones procedente de pacientes 

con la enfermedad de Crohn es muy difícil (Chiodini y Rossiter, 1996) y a veces 

imposible (Collins et al., 2000), quizá debido a que inicialmente los microorganismos se 

obtienen de los tejidos como esferoplastos (Chiodini et al., 1986; Wall et al., 1993) y 

por tanto requieren condiciones especiales para su aislamiento (Burham et al., 1978; 
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Chiodini et al., 1984b; Chiodini et al., 1986; Markesich et al., 1988; Gitnick et al., 

1989; Hulten et al., 2000a; Hulten et al., 2001). Por esta razón, las micobacterias 

observadas en las lesiones de Crohn no se teñirían con la tinción estándar para BAAR, 

pero al realizar subcultivos llegan a desarrollar una pared celular que se tiñe 

positivamente con la tinción de ZN (Chiodini et al., 1986). 

 

Se ha aislado Map de muestras de leche materna (Naser et al., 2000b). Además, 

con un método de cultivo de corta duración y un medio líquido modificado (7H9), 

Schwartz et al. (2000), lograron el aislamiento de Map a partir de un 37% de pacientes 

con enfermedad de Crohn y tan solo en un 5,6% de los controles. En concreto, estos 

autores obtuvieron resultados positivos en el 86% de muestras obtenidas mediante 

resección quirúrgica y en el 20% de muestras obtenidas mediante biopsias, sugiriendo 

que Map podría estar localizado en la submucosa de las zonas lesionadas más que en la 

superficie mucosa, debiendose tener esto en cuenta en posteriores estudios. En un 

estudio similar, Bull et al., 2003, detectaron Map en el 92% de pacientes con 

enfermedad de Crohn mediante una técnica optimizada de PCR anidada, y en el 26% de 

los pacientes control. En este mismo estudio, además, se aisló Map del 42% de biopsias 

de enfermos de Crohn, y en tan solo el 9% de muestas de los individuos control, 

mediante el cultivo líquido MGIT. Sechi et al (2005) utilizando también biopsias de 

mucosa intestinal aislaron Map del 83,3% de pacientes de Crohn y del 10,3% de 

indivisos control. Además Naser et al., (2004) cultivaron Map a partir de sangre 

periférica del 50% de pacientes con Crohn, 22% con colitis ulcerativa, mientras que no 

aislaron el bacilo en ninguno de los 15 individuos controles sin IBD. También Juste et 

al., (2009b) han hallado la presencia de Map mediante PCR anidada en el 17% de 

muestras de sangre de enfermos de IBD y con tratamiento frente a la enfermedad, 

mientras que el porcentaje de muestras positivas en donantes sanos era 

significativamente más elevada (43%). Además, los enfermos mostraron valores más 

bajos de liberación de  IFN-γ tras su estimulación con PPA-3 de Map, mientras que los 

valores de liberación de esta citoquina tras su estimulación con PBS (γ-IFN basal) y de 

anticuerpos frente a Map valorados mediante ELISA, si resultaron mayores en los 

pacientes con IBD. Estos resultados sugerirían que el tratamiento frente a micobacterias 

está asociado a un descenso en positividad en PCR y en liberación de IFN-γ, extrayendo 

como conclusión principal la interacción existente de Map con la respuesta inmune y el 
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tratamiento, y por tanto, apoyando el papel de Map en la etiología de IBD (Juste et al., 

2009b).  

A pesar de estos resultados que apoyarían que el agente etiológico de IBD sería 

Map, anteriormente se había demostrado la presencia de Map en pacientes con colitis 

ulcerosa (McFadden et al., 1992), por lo que también se ha sugerido la posibilidad de 

que una mucosa dañada posibilite la entrada de Map a los tejidos y al torrente sanguíneo 

tras ser fagocitado por los monocitos circulantes, por lo que la presencia de Map en 

sangre pudiera ser un factor secundario y no la causa del proceso inflamatorio (Selby, 

2004). Esta hipótesis se apoyaría en el hecho de la amplia exposición medioambiental a 

la micobacteria a través de leche, agua potable y otras fuentes (Greenstein y Collins, 

2004), y justificaría los resultados positivos de diferentes pruebas tanto en enfermos de 

Crohn, de otras enfermedades intestinales así como de individuos sanos (Sanderson et 

al., 1992; Naser et al., 1999; Schwartz et al., 2000; Bull et al., 2003; Naser et al., 2004). 

 

También hay resultados discrepantes en cuanto a las pruebas serológicas 

específicas frente a Map. Estas han sido más frecuentemente positivas entre los 

enfermos de Crohn que entre los individuos sanos (Collins et al., 2001) aunque hay 

estudios que encuentran resultados bastante dispares (Thayer et al., 1984; Cho et al., 

1986; McFadden y Houdayer, 1988; Stainsby et al., 1993; Vannuffel et al., 1994; 

Rowbotham et al., 1995b). Esta disparidad es atribuida al diferente estadio del 

desarrollo de la enfermedad en que se encuentran los pacientes y a que, en ocasiones, 

estos estén siguiendo un tratamiento inmunosupresivo (Olsen et al., 2002). Estos 

mismos autores sugieren la utilización de antígenos más específicos y mejor definidos y 

no los extractos crudos de la micobacteria completa o derivados proteicos purificados 

(PPD). Con el empleo de algunos de estos antígenos como el HupB (Cohavy et al., 

1999), proteínas recombinantes como la p35 y p36 (Naser et al., 1999b, 2000a; Shafran 

et al., 2002b), o las proteínas de secrección de 14kDa (Olsen et al., 2001), la respuesta 

inmune es más intensa en personas enfermas. Esta respuesta inmune también es mayor 

en personas que trabajan en los mataderos y por tanto en mayor contacto con este 

agente, aunque esto no es suficiente para asegurar de que se trate de una zoonosis (Juste 

et al., 1992c). Una técnica relativamente nueva es la desarrollada por Nakase et al. 

(2006) en la que se detectan anticuerpos específicos frente a la secuencia IS900, 

mediante la fusión de la enzima glutatión-S-transferasa a una proteína recombinante que 

codifica un fragmento de esta secuencia (IS900-GST), con mayores niveles de los 
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mismos en pacientes de enfermedad de Crohn. Además, y tomando como base la 

respuesta inmune, Juste et al, (2009b) han propuesto una nueva hipótesis para 

interpretar la patogenia de la enfermedad de Crohn, que podría ser también válida para 

la paratuberculosis bovina (Geijo, 2007), en la que los individuos afectados presentarían 

una cierta deficiencia genética en la inmunidad innata que provocaría una disminución 

en la producción de citoquinas, favoreciendo así la proliferación de la micobacteria. De 

esta manera, y como se avanzaba en párrafos anteriores, este grupo demuestra que los 

niveles basales de IFN-γ producido de manera inespecífica fueron notablemente 

superiores en los pacientes con IBD en comparación con el grupo control, lo que 

indicaría una respuesta inmune innata intensa y descontrolada, causante del daño tisular. 

Según estos autores, esta situación sería muy similar a la del síndrome denominado 

“susceptibilidad mendeliana a enfermedades micobacterianas” (Mendelian 

susceptibility to Mycobacteria, MSMD), donde los individuos infectados por 

micobacterias de baja virulencia tienen niveles de IFN-γ más elevados de lo normal 

debido a fallos en los receptores de esta citoquina (Casanova, 2000). De manera 

parecida, el bloqueo parcial de dichos receptores podría explicar la inadecuada respuesta 

inmune adaptativa específica en los pacientes de IBD (Juste et al., 2009b). 

 

La secuencia IS900 específica de Map ha sido detectada en pacientes con la 

enfermedad de Crohn en numerosos estudios, (Sanderson et al., 1992; Dell’Isola et al., 

1992; Dell’Isola et al., 1994; Fidler et al., 1994; Lisby et al., 1994; Clarkston et al., 

1998; Abubakar et al., 2008; Juste et al., 2008; Elguezabal et al., 2012) además de los 

ya descritos (Bull et al., 2003; Sechi et al., 2005; Juste et al., 2009b) aunque, en otros 

no se ha encontrado esta relación (Cellier et al., 1998; Rowbotham et al., 1995), ya que 

el ADN de la micobacteria ha sido hallado en un 9% de individuos con enfermedad de 

Crohn (Hulten et al., 2001), pero también en un 7,3% de individuos sin enfermedad 

intestinal (El-Zaatari et al., 2001).  

 

Se ha utilizado la técnica de microdisección láser de granulomas de pacientes de 

Crohn y posterior PCR frente a Map (Ryan et al., 2002, 2004), obteniendo resultados 

diferentes: por un lado apoyando la teoría de la participación de Map en la patogénesis 

de la enfermedad de Crohn (Ryan et al., 2002) sugiriendo además que el ADN de la 

bacteria modificaría la respuesta local de citoquinas, pero por el otro poniendo en duda 

esta teoría al obtener resultados negativos en todos los pacientes a la PCR realizada para 
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las secuencias de inserción IS900 e IS1311 y sin embargo resultados positivos en 

muestras de paratuberculosis bovina utilizadas como control (Baksh et al., 2004). 

Además, se evidenció ADN de Escherichia coli en un mayor número de granulomas 

relacionados con la enfermedad de Crohn que en otro tipo de granulomas, de una forma 

muy parecida a lo sucedido al estudiar ADN de Map (Ryan et al., 2004). Esto último 

sugiere, según Ryan et al. (2004) que las bacterias de la luz intestinal tienen tendencia a 

colonizar tejidos inflamados o que, por otra parte, las células presentadoras de antígenos 

presentan un incremento de la captación de ADN bacteriano, lo que dificultaría el 

descubrimiento de la etiología de esta enfermedad al poder relacionarse cualquier 

bacteria con las lesiones (Ryan et al., 2004). 

 

La hibridación in situ empleando la secuencia de inserción IS900 también ha 

sido utilizada para el estudio de la etiología de esta enfermedad (Hulten et al., 2001; 

Sechi et al., 2001, 2004; Romero et al., 2005), reportando la presencia de ADN de Map 

en aproximadamente el 70% de las muestras procedentes de pacientes de la enfermedad 

de Crohn, sin ser capaces de demostrar esta presencia mediante PCR o la presencia de 

BAAR mediante la técnica de ZN (Sechi et al., 2001, 2004). En el primer caso quizá 

debido a la fragmentación del ADN en muestras incluidas en parafina, y en el segundo 

caso quizá debido a la participación de formas defectivas de pared o esferoplastos en la 

infección (Chiodini et al., 1986; Grant, 2005) como si ocurre en los casos de 

paratuberculosis, en los que la micobacteria se encuentra con su pared intacta, esencial 

para poderse teñir mediante ZN (Coetsier et al., 1998) Además, en este sentido, y como 

un argumento a favor de Map como agente etiológico de Crohn, está el hecho de que en 

la paratuberculosis existan formas patológicas caracterizadas por la presencia de escasos 

(o nulos) BAAR tales como las focales, multifocales, e incluso las formas difusas 

linfocíticas o paucibacilares (García-Marín et al., 1992c; Pérez et al., 1996; Corpa et al., 

2000a; Balseiro et al., 2003; González et al., 2005; Brown et al., 2007; Kheirandish et 

al., 2008), y sin embargo, nunca se ha puesto en duda el papel de Map como agente 

etiológico de la paratuberculosis. 

 

Otro aspecto a favor de la etiología micobacteriana en la enfermedad de Crohn 

es el hecho de que los pacientes mejoren al aplicar terapia antimicrobiana. Así, Gui et 

al. (1997) mostraron la eficacia de antibióticos anti-tuberculosos elaborados a partir de 

una mezcla de rifanbutina y claritromicina. Sin embargo, Thomas et al., 1998, usando 
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también rifampicina y otros antibióticos frente a M. tuberculosis, como isoniazida y 

etambutol, no lograron la curación de pacientes de Crohn. No obstante, Borody et al. 

(2002) al aplicar una triple combinación de macrólidos a pacientes con formas graves de 

la enfermedad, encontró que la mitad de ellos se curaron. En otro estudio realizado por 

Shafran et al. (2002) en el que se llevó a cabo una antibioterapia a base de macrólidos 

en pacientes con anticuerpos séricos, éstos sufrieron una recuperación clínica 

significativa. Greenstein et al., (2007a, 2007b, 2008), comprobaron que los diferentes 

productos empleados para el tratamiento de la IBD como el ácido 5-aminosalicílico, el 

metotrexato, la 6-mercaptopurina, la ciclosporina A, y los macrólidos rapamicina y 

tacrolimus, poseían una acción sinérgica, aunandóse su efecto inmunosupresor y anti-

Map. Esto explicaría la menor proporción de resultados positivos a Map mediante PCR 

en sangre de pacientes de IBD estando en pleno tratamiento (Juste et al., 2008, 2009b).  

 

Ya se ha descrito previamente que hay autores que relacionan la enfermedad de 

Crohn con una deficiencia genética de la inmunidad innata, por lo que los tratamientos 

inmunosupresores serían eficaces (Present et al., 1999; Lim y Hanauer, 2004) al limitar 

la respuesta crónica provocada por la proliferación bacteriana, debido a un fallo en la 

producción de citoquinas, dando lugar a una activación de las células T y al 

establecimiento de la enfermedad (Yamamoto-Furusho y Korzenik, 2006). Por otro 

lado, los tratamientos inmunosupresores convencionales presentan también un efecto 

anti-Map, como se ha citado anteriormente, lo que sería compatible con explicar la 

etiología bacteriana y el control de las manifestaciones de la enfermedad (Greenstein et 

al., 2007ª, 2007b). 

 

El hecho de que Map no se haya conseguido identificar en todos los casos de 

enfermedad de Crohn sugiere que este proceso puediera estar causado por factores 

diferentes de esta micobacteria, tales como genéticos, autoinmunes, ambientales o 

incluso por otros microorganismos (Quirke, 2001). En cuanto a los factores genéticos, 

se ha señalado un incremento de la susceptibilidad a la enfermedad de Crohn asociado a 

una mutación en el gen CARD15/NOD2 localizado en el cromosoma 16 que codifica 

para la proteína NOD2 ( (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001a; Parrish et al., 2009 

Pinedo et al., 2009b; Ruiz-Larrañaga et al., 2010a). En enfermos de Crohn, se ha 

relacionado una reducción en la expresión de la defensina-α en las mucosas con una 

mutación en este gen (Sartor, 2005), lo cual hace que aumente el número de 
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microorganismos capaces de invadir las mucosas. Igualmente, los pacientes con 

mutaciones en el gen CARD15/NOD2 podrían mostrar una respuesta inmune innata 

inadecuada, permitiendo que las micobacterias se establezcan produciendo una 

respuesta crónica a nivel local que impida la transición hacia una respuesta inmune 

específica (Behr y Schurr, 2006). En un estudio realizado a partir de biopsias de íleon, 

el 70% de los pacientes enfermos de Crohn y en los que se había encontrado ADN de 

Map mediante PCR, presentaban una mutación en el gen CARD15/NOD2 (Sechi et al., 

2005). El gen nramp1 (Natural resistance associated with macrophage growth) también 

se ha asociado a la enfermedad de Crohn (Sechi et al., 2006b), sin embargo, en este 

caso no se encontró asociación con ADN de Map. Otros genes asociados a la 

enfermedad inflamatoria intestinal son los genes OCTN1 y OCTN2, cuyo alotipo TC 

combinado con mutaciones en el gen CARD/NOD2 se asocia a ileocolitis o a ileitis 

(Gazouli et al., 2005) y los genes DLG5, MDR1 y PPARG (Sartor, 2006).  

 

De confirmarse el papel de Map como agente etiológico de la enfermedad de 

Crohn las repercusiones en la salud pública serían muy importantes, siendo preocupante 

sobre todo la presencia de la micobacteria en la cadena alimentaria. Por ello, se han 

abierto ya varias líneas de investigación para valorar la presencia de Map en la leche, la 

carne o productos derivados, así como en el agua (Eltholth et al., 2009), que pudiera 

participar en una posible transmisión a la especie humana. 

 

Juste (2010), en base diferentes publicaciones, ha observado una fuerte 

asociación entre la incidencia de Crohn y la frecuencia de la persistencia de lactasa en 

humanos así como con otras variables relacionadas con el consumo y producción de 

rumiantes. Además, apunta el autor, que lo más probable es que la crianza de rumiantes 

sea el caballo de Troya para introducir IBD en la especie humana, cuyas observaciones 

inmunológicas, terapéuticas y patogénicas apoyan la idea de que esta enfermedad tenga 

una etiología micobacteriana (Juste, 2010). No obstante, la persistencia de la lactasa 

asociada a la IBD es un asunto aún controvertivo ya que, precisamente investigadores 

de este grupo (Elguezabal et al., 2012) ante la presencia de Map en la cadena 

alimentaria, especialmente en la leche, sospecharon la existencia de una asociación 

entre la persistencia de esta enzima e IBD. La mutación del gen de la lactasa provocaría 

su persistencia y la adaptación a la cría de animales de leche, a un incremento en la 

exposición de la población a la infección por Map. Sin embargo, al genotipar el gen de 
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la lactasa en pacientes del norte de España con Crohn y Colitis Ulcerativa no pudieron 

concluir una asociación significativa entre la persistencia de la lactasa y el padecimiento 

de IBD (Elguezabal, et al., 2012) pero sin embargo si encontraron relación de esta 

enfermedad con la presencia de Map, así como con una mutación en el mencionado gen 

NOD2 (Elguezabal et al., 2012), sin una interacción mutua entre ambos. 

 

Es presisamente la resistencia del bacilo en leche y en productos lácteos como el 

queso un asusnto muy preocupante para la salud pública, máxime cuando se ha 

comprobado que, en ocasiones, la pasteurización de la leche para la producción de 

quesos puede resultar insuficiente para inactivar totalmente los bacilos presentes (Stabel 

y Lambertz, 2004; Rademaker et al., 2007). Además, y lo que es aún más relevante, se 

ha observado que durante la producción de queso (en concreto el queso Cheddar), la 

concentración de Map aumenta 10 veces y que se podía aislar el bacilo mediante cultivo 

durante las 27 semanas del proceso de maduración del queso (Donaghy et al., 2004). 

 

Map también puede penetrar en la cadena alimentaria a partir de la 

contaminación de la carne o productos derivados (Grant, 2005). En un estudio realizado 

sobre 47 vacas de leche y carne en las que se analizó el músculo diafragmático mediante 

cultivo y PCR frente a Map, se detectó la micobacteria en el 13% de las muestras, 

encontrándose una relación directa entre la gravedad de la lesión entérica, los signos 

clínicos de paratuberculosis, la carga bacteriana en tejidos intestinales, la excreción de 

Map y la diseminación de Map en el músculo diafragmático (Alonso-Hearn et al., 

2009), aunque se localizara la bacteria en 2 animales asintomáticos, lo cual pone de 

relevancia a los animales subclínicos como posible fuente de infección (Alonso-Hearn 

et al., 2009). En Estados Unidos, se ha observado que el consumo de carne picada 

representa una posible fuente de infección por Map para los consumidores (Manning y 

Collins, 2001). No obstante, en otro estudio realizado sobre este producto, en concreto 

sobre los músculos longissimus colli y extensor carpi radialis, a menudo incluidos en la 

carne picada, descartaron la presencia de Map mediante cultivo en los animales 

estudiados (Antognoli et al., 2008).  

Los mecanismos por los que el bacilo se disemina desde el tracto gastrointestinal 

al resto de tejidos no ha sido determinado, pero se baraja la posibilidad de la vía 

hemática, a través de bacteriemias esporádicas (Hines et al., 1987). No obstante se 

estima crucial la toma de medidas preventivas desde que un animal entra en el matadero 
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hasta que es procesado para su venta para que no haya una diseminación de la infección 

desde un posible foco primario (Manning y Collins, 2001). Igualmente, se ha señalado 

que se requieren estudios más amplios, con un mayor número de músculos esqueléticos 

involucrados, especialmente aquellos más comúnmente utilizados para la venta al 

consumo humano, para esclarecer los posibles riesgos de exposición humana a Map a 

partir de la carne, y sus posibles implicaciones para la industria cárnica (Alonso-Hearn 

et al., 2009; Eltholth et al., 2009). Las medidas deberían ir enfocadas hacia la reducción 

de la contaminación fecal de las canales así como la optimización de las diferentes fases 

de procesado de la carne para eliminar el bacilo (Eltholth et al., 2009). 

 

Otro foco de posible infección y riesgo importante para la salud pública es el 

agua. Algunos autores estiman que los procesos normales de sedimentación, filtrado y 

desinfección no serían lo suficientemente eficientes para eliminar el bacilo (Whittington 

et al., 2005; Hilborn et al., 2006), lo que explicaría su detección posterior en agua del 

grifo procedente de aguas residuales de explotaciones ganaderas o desde de zonas de 

pastos, donde los animales excretan grandes cantidades de Map que contaminarían estas 

aguas antes de potabilizarse para el consumo humano (Pickup et al., 2005; Whan et al., 

2005).  

 

El hecho de haber encontrado Map como infección oportunista en enfermos de 

SIDA (Richter et al., 2002) es otro elemento que incrementa su importancia desde el 

punto de vista de la salud pública. Estos autores también indican que el hecho de no 

haberse diagnosticado en mayor número previamente no está claro si se debería a su 

limitado y difícil crecimiento, o a su confusión con M. avium, o que realmente su 

implicación en casos de pacientes inmunodeprimidos sea esporádica.  

 

No obstante, las asociaciones patológicas, inmunológicas, terapeúticas y 

epidemiológicas que existen entre Map e IBD, no son consideradas pruebas suficientes, 

a día de hoy, para llegar a un consenso sobre el papel que juega esta micobacteria en la 

etiología de esta enfermedad; por otra parte, se pone a las granjas de rumiantes bajo 

sospecha y provoca un difícil equilibrio entre la seguridad de la salud pública y la 

aplicación de medidas de control prácticas (Juste, 2010). 
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III.1. ANIMALES ESTUDIADOS 

 

 

III.1.1. Selección de animales 

 
Se han utilizado 18 terneros machos castrados de raza Frisona de dos meses de 

edad. Todos ellos fueron seleccionados de una granja de producción lechera libre de 

casos clínicos de tuberculosis y paratuberculosis en los últimos 10 años. En la tabla III.1 

se muestran los resultados obtenidos en los test de Intradermorreacción (IDR) 

comparada, ELISA indirecto frente a paratuberculosis, prueba de liberación de IFN-γ en 

respuesta a la estimulación con PPD aviar e inmunodifusión en gel de agar (IDGA), 

antes de la vacunación (día 0). Todos los resultados fueron negativos. Además, antes de 

iniciar el experimento, se llevó a cabo el diagnóstico de diarrea vírica bovina (BVD) 

mediante un test ELISA en muestras de suero frente al virus que causa esta enfermedad, 

para la detección tanto de antígenos como de anticuerpos, obteniéndose en todos los 

casos resultados negativos. 

 

Las madres de estos animales fueron negativas a las pruebas de IDR comparada, 

liberación de IFN-γ y tests de ELISA e IDGA para el diagnóstico inmunológico de 

paratuberculosis, así como al cultivo de heces para la detección de Map.  

 

Todos los animales se mantuvieron en las instalaciones del Instituto de 

Ganadería de Montaña (CISC-ULE), en Grulleros (León), donde fueron alimentados 

con pienso de crecimiento y mantenimiento, heno, paja y agua a libre disposición. Los 

terneros se mantuvieron durante un mes en periodo de aclimatación, antes de comenzar 

los tratamientos experimentales. 

 

III.1.2. Grupos y tratamientos 
 

Los animales fueron sometidos a una infección experimental con Map, previa 

vacunación. En función del tratamiento recibido se establecieron cuatro grupos en los 

cuales los terneros fueron repartidos al azar, de forma que ocho animales fueron 
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vacunados e infectados (grupo VI), seis terneros se infectaron sin vacunación previa  

(grupo NVI) y los otros dos grupos fueron controles sin infectar, uno vacunado (grupo 

VNI) y otro sin vacunar (grupo NVNI), formados por 2 animales cada uno. 

 

Los dos primeros grupos fueron mantenidos juntos en el mismo habitáculo. Los 

dos grupos controles se encontraban, también juntos, en instalaciones semejantes 

separadas de los dos grupos infectados por 300 metros. En ambos casos recibieron la 

misma alimentación y prácticas de manejo. 

 

Tabla III.1. Selección de animales 
Resultados de las pruebas de IDR (+, ≥ 2 mm), IFN-γ, PPD aviar- (índice+, ≥ 2), 
ELISA (índice+, ≥ 800) e IDGA (+, banda de precipitación) el día 0, antes de la 
vacunación. 

Animales 
IDR (mm) Liberación  

IFN-γ 
(PPD-aviar) 

ELISA AGID PPD 
Aviar 

PPD 
Bovina 

Animales vacunados e infectados 
3301 0 0 1,86 205 Negativo 
3303 0 0 1,28 250 Negativo 
5931 0 0 1,46 165 Negativo 
5953 0 0 1,01 420 Negativo 
7461 0 0 1,51 157 Negativo 
7930 0 0 1,61 154 Negativo 
9108 0 0 1,58 290 Negativo 
9109 0 0 1,03 166 Negativo 

Animales no vacunados e infectados 
3300 0 0 1,2 313 Negativo 
3302 0 0 1,44 326 Negativo 
5933 0 0 1,37 238 Negativo 
5956 0 0 1,26 149 Negativo 
7460 0 0 1,4 171 Negativo 
9107 0 0 1,11 398 Negativo 

Animales vacunados y no infectados 
5954 0 0 1,3 110 Negativo 
9106 0 0 1,28 400 Negativo 

Animales no vacunados y no infectados 
5932 0 0 0,95 233 Negativo 
7931 0 0 1,11 383 Negativo 

VI: vacunado e infectado. NVI: no vacunado e infectado. VNI: vacunado no 
infectado. NVNI: no vacunado, no infectado. Resultado de liberación de IFN-γ y 
ELISA expresado como un índice descrito en el apartado III.1.4.1.3. 
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III.1.2.1. Vacunación 

 

A los tres meses de edad, los animales de los grupos VI y VNI fueron 

sensibilizados con 1 ml de la vacuna inactivada frente a paratuberculosis Silirum® (C. 

Z. Veterinaria S.A., Porriño, Pontevedra, España). Esta vacuna contiene 2,5 mg de 

microorganismos de la cepa 316F de Map por ml. Se trata de una vacuna inactivada por 

calor que presenta como adyuvante un aceite mineral altamente refinado (Montanide® 

ISA 266, Seppic, París, Francia). 

 

A los animales de los grupos no sensibilizados (NVI y NVNI) se les administró 

1 ml de solución salina. En ambos casos la administración se realizó mediante inyección 

subcutánea en la piel del pliegue del cuello, en la base del mismo, a la entrada del 

pecho. 

 

 

III.1.2.2. Infección experimental 
 

 

III.1.2.2.1. Preparación del inóculo 

 

El inóculo infectante se obtuvo directamente, mediante raspado y purificación, a 

partir de mucosa intestinal de tres vacas con paratuberculosis clínica procedentes de la 

misma explotación y diagnosticadas histológicamente como formas difusas 

multibacilares de esta enfermedad, en las que se confirmó la elevada excreción fecal 

mediante un frotis de heces teñido con la técnica de ZN. Tras la necropsia se tomaron 

varios tramos de íleon que fueron mantenidos a -20ºC hasta su utilización. El inóculo 

fue extraído, como máximo, en los dos días previos a su administración, manteniéndose 

hasta entonces a 4ºC. La extracción y purificación de las micobacterias del inóculo se 

realizó siguiendo la técnica modificada de Rathnamothan y Spencer (1986), tal y como 

se describe a continuación. Los reactivos empleados se muestran en la tabla III.2: 

 

- Descongelar los tramos de íleon a temperatura ambiente. 

- Lavar el tramo de intestino con agua destilada y PBS 1X para eliminar los 

posibles restos de contenido. 
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- Raspar la mucosa intestinal sobre una placa de Petri de 9 cm de diámetro 

(Deltalab, España) con una hoja de bisturí estéril (Paramount Surgiment Ltd, India), 

hasta obtener 20 g. 

- Mezclar 5 gramos de mucosa con 2 ml de una solución de Ampicilina 

(Sigma®, España) (150 mg/ml de agua destilada estéril), y verter en una bolsa de 

plástico (Seward Stomacher®, Gran Bretaña). 

- Homogeneizar el raspado de mucosa en un Stomacher (Seward Stomacher®, 

Gran Bretaña) durante 60 s a máxima velocidad. 

- Transferir el contenido a un homogeneizador manual de vidrio de 25 ml y 

macerar hasta obtener una fina mezcla. 

- Verter el contenido macerado a un vaso de precipitados y añadir 175 ml de una 

solución de tripsina (Sigma, España) al 0,5% en PBS 1X. 

- Incubar la mezcla 30 minutos a 23ºC, al baño María.  

- Distribuir la mezcla en cuatro tubos cónicos de 50 ml (Eurotubo®, Deltalab, 

España) y centrifugar a 3500 rpm durante 20 min a temperatura ambiente. 

- Retirar el sobrenadante y resuspender el sedimento en agua destilada. 

- Centrifugar a 3500 rpm durante 20 min a temperatura ambiente. 

- Retirar el sobrenadante y volver a centrifugar con las mismas condiciones. 

- Eliminar los restos de tejido que cubren el botón de micobacterias. 

- Resuspender el botón de micobacterias en 10 ml de agua destilada. 

- Verificar la presencia de BAAR mediante la tinción de extensiones con la 

técnica de ZN tal y como se describe a continuación, con los reactivos que se citan en la 

tabla III.3. 

 

Técnica de ZN para extensiones: 

- Secar el portaobjetos a temperatura ambiente. 

- Fijar la extensión con metanol. 

- Anadir carbolfucsina hasta cubrir el portaobjetos y calentar la extensión con 

una llama hasta que se observe vapor, pero sin que la carbolfucsina llegue a 

hervir, y mantener durante 5 min. 

- Lavar con agua corriente. 

- Decolorar con alcohol ácido durante 2 min. 

- Lavar en agua corriente. 

- Contrastar con azul de metileno durante 1 min. 
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- Lavar con agua corriente. 

- Deshidratar y montar. 

 

Tabla III.2 Reactivos empleados en la técnica modificada de Rathnanohan y 
Spencer (1986) 

• Tampón PBS 

o Solución madre (10X) 

- NaCL (Merck, EE.UU): 80 g 
- KCl (Panreac, España): 3g 
- Na2HPO4 (Prolabo, Francia): 2g 
- Agua destilada: 1000 ml 
 
o Solución de trabajo (1X) 

- Solución madre diluida 1:10 
- Ajustar pH entre 7,4 y 7,6 

 
 

 

Tabla III.3. Reactivos empleados en la técnica de Zielh-Nielsen para extensiones 

• Metanol (Merck, EE. UU.) 

 

• Carbolfucsina (Sigma Diagnostics, EE. UU.) 
 

• Alcohol-Ácido 

- Alcohol de 70º (Dávila-Villalobos S.A., España): 100 ml 
- Ácido clorhídrico (Merck, EE. UU.): 1 ml 

• Azul de Metileno 

o Solución madre  

- Azul de Metileno (Panreac, España):1,4 g 
- Alcohol de 96º (Dávila-Villalobos S.A., España): 100 ml 
 
o Solución de trabajo  

- Solución madre: 10 ml 
- Agua destilada: 90 ml. 

 

 

La cuantificación de los BAAR del inóculo se realizó mediante su recuento en 

un microscopio Leitz Laborlux 11, con un objetivo de 100X. Para ello, se realizó una 
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extensión de 10 μl del inóculo diluido 1:1000 sobre un área de 1 cm2 de un portaobjetos. 

Se dejó secar y se tiñó mediante la tinción de ZN descrita previamente. Se contaron los 

BAAR presentes en 50 campos microscópicos y se halló su media por campo, 

calculando el número de BAAR por ml de inóculo mediante la fórmula: 

Nº de micobacterias/ml= nº de micobacterias/campo x F.M. x 100 

F.M. es el factor microscópico que se obtiene mediante la ecuación: 

F.M=10.000/ πr2. En este caso, para el microscopio y objetivos citados, este factor es 

360.242. 

De esta forma, se calculó una concentración del inóculo de 1,15x1010 

micobacterias/ml. 

 

 

III.1.2.2.2. Caracterización molecular del inóculo 

 

En el inóculo se verificó la presencia de la secuencia de inserción IS900 

característica de Map mediante la realización de la extracción y purificación de ADN 

micobacteriano y amplificación, según Garrido et al. (2000b) por medio de PCR con los 

cebadores RJ1 (5´-GTT CGG GGC CGT CGC TTA GG-3´) y PT91 (5´-CCC ACG 

TGA CCT CGC CTC CA-3´) que amplifican un segmento de 389 pares de bases de 

dicha secuencia. Además, se comprobó que la cepa presentaba un patrón bovino, 

mediante la técnica de PCR-REA (Marsh et al., 1999) basada en la detección de 

polimorfismos de la secuencia de inserción que permite diferenciar entre Maa y las 

cepas C (de patrón bovino), S (de patrón ovino) y B (de bisonte) de Map, (Marsh et al., 

1999, Whittington et al. 2001b) (Figura III.1). Así mismo, en el Instituto Vasco de 

Investigación y Desarrollo Agrario (Neiker-Tecnalia, Derio, Vizcaya) se llevó a cabo el 

tipado de la cepa mediante campo pulsado (SnaBI-SpeI PFGE) obteniendo el perfil tipo 

2-1, que es el más extendido en España (Sevilla et al., 2007). 
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III.1.2.2.3. Pauta y dosis de infección 

 

Dos meses después de la vacunación, cuando los animales tenían 5 meses de 

edad (60 dpv), se llevó a cabo la infección de los terneros de los grupos VI y NVI. A 

cada animal se le administraron 6,9x1010 BAAR del inóculo por vía oral mediante 

pistola dispensadora. La dosis total fue administrada en 6 tomas, donde las 

micobacterias eran diluidas en 20 ml de solución salina, con un intervalo mínimo de dos 

días, de tal forma que la última dosis fue administrada 20 días después de la primera. 

Para homogeneizar la dosis administrada a cada animal, además de mantener el inóculo 

en agitación durante las inoculaciones, se administraban 10 ml alternando terneros de 

los diferentes grupos y registrando el orden en que se inoculaban, de forma que los 10 

ml restantes se administraban en orden inverso al inicial. 

 

 

 

 

 

Figura III.1: Fotografía de la 
PCR-REA de la secuencia 
IS1311, en un gel de agarosa al 
2%, teñido con bromuro de 
etidio. 
1: Marcador de peso molecular. 2: Patrón 
tipo C (bovino) (inóculo del presente 
trabajo). 3: Amplicón bovino sin digerir 
con los enzimas de restricción (inóculo 
del presente trabajo). 4: Patrón tipo Maa. 
5: Patrón tipo S (ovino). 6: Patrón tipo B 
(bisonte). 

2 3 4 5 6 1 
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Figura III.2. Administración del inóculo por vía oral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los animales de los grupos no infectados (VNI y NVNI) se mantuvieron como 

control de la infección. A estos animales se les administró solución salina con las 

mismas pautas seguidas para los animales infectados. 
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Tabla III.4. Animales del estudio distribuidos según el tratamiento recibido y 
el momento de sacrificio 

Número Identifi
cación Edad† Inmunización Infección Sacrificio 

Animales vacunados e infectados 

3 

3303 

3 1 ml Silirum® 
6 dosis 

6,9x1010 
BAAR 

180 dpv 5953 

7930 

5 

3301 

3 1ml Silirum® 
6 dosis 

6,9x1010 
BAAR 

330 dpv 

5931 

7461* 

9108 

9109 

Animales no vacunados e infectados 

2 
5933 

3 1 ml solución 
salina 

6 dosis 
6,9x1010 
BAAR 

180 dpv 7460 

4 

3300 

3 1ml solución 
salina 

6 dosis 
6,9x1010 
BAAR 

330 dpv 
3302 

5956 

9107 

Animales vacunados y no infectados 

2 
5954 

3 1 ml Silirum® 
6 dosis 

solución 
salina 

330 dpv 9106 

Animales no vacunados y no infectados 

2 
5932 

3 1 ml solución 
salina 

6 dosis 
solución 

salina 
330 dpv 7931 

†: Edad en meses de los animales en el momento de la vacunación. VI, vacunado e infectado. 
NVI, no vacunado e infectado. VNI, vacunado no infectado, NVNI, no vacunado no infectado. 
dpv, días post-vacunación. *, uno de los cinco animales murió en el transcurso del estudio a los 
250 dpv 
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III.1.3. Periodo de estudio y toma de muestras “in vivo” 

 

A los 180 dpv (120 dpi), se llevó a cabo el sacrifico de tres animales del grupo 

VI y dos del grupo NVI, manteniéndose los restantes hasta los 330 dpv (270 dpi), 

momento en el que todos fueron sacrificados (Tabla III.4). 

 

Durante este periodo y desde el día 0 –que coincide con el día de la vacunación-, 

hasta el final del experimento (330 dpv), se tomaron muestras de suero, sangre completa 

y heces a los 0, 15, 30, 45, 60, 90, 105, 120, 135, 150, 180, 210, 240, 270, 300 y 330 

dpv. 

 

La toma de muestras de suero y sangre completa fue realizada de la vena caudal 

(Figura III.3) con una aguja de 1,2 x 2,5 mm (Venoject®) en tubos de vacío 

(Venoject®) de 5 ml sin tratamiento previo en el caso del suero y en tubos de vacío con 

heparina de litio (Venoject®) de 10 ml en el caso de la sangre entera. La toma de 

muestras de heces se realizó mediante toma directa del recto, utilizando un guante 

plástico de exploración.  

 

 

Figura III.3. Toma de muestras de suero y sangre completa de 
la vena caudal 
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Estas muestras fueron trasladadas al laboratorio y se conservaron para su 

procesado tal y como se indica en el capítulo correspondiente, en función de la técnica a 

desarrollar. 

 

III.1.4. Estudios realizados  
 

 

III.1.4.1. Estudios “in vivo” 

 

 

III.1.4.1.1. Seguimiento clínico 

 

Antes de proceder a la inmunización de los animales frente a paratuberculosis, 

estos fueron sometidos a un periodo de aclimatación en las instalaciones donde se 

desarrollaría el experimento en el que fueron tratados preventivamente con el 

coccidiostático Vecoxan® (Laboratorios Dr. Esteve, S.A, España). En estos primeros 

días se observó diariamente a los animales para comprobar posibles incidencias o signos 

clínicos.  

 
En los 14 días posteriores a la vacunación y mensualmente hasta el final de 

experimento (330 dpv) se examinó clínicamente a los animales. Concretamente se 

valoraron cambios en su comportamiento, en la ingesta de comida o cualquier otro 

signo de enfermedad y, especialmente en las primeras horas tras la inoculación de la 

vacuna, signos de reacción anafiláctica. Asimismo, se llevó a cabo la medición de la 

temperatura rectal de todos los animales a las 0, 8, 24, 48, 72, 96 y 120 horas post-

vacunación. 

 

 
II.1.4.1.2.Valoración del nódulo vacunal  

 

El tamaño del nódulo vacunal que apareció en el punto de inoculación de la 

vacuna fue valorado (Figura III.4) y medido, por la misma persona, en los mismos 

momentos en los que se llevó a cabo la toma de muestras (Apartado II.1.3), 
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adjudicándole un valor correspondiente al mayor tamaño en centímetros en cualquiera 

de sus tres dimensiones. Además, se procedió a la observación de todas las alteraciones 

que aparecieron en la zona de inoculación. 

 

 

Figura III.4. Valoración del nódulo vacunal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.1.4.1.3. Estudio de la respuesta inmune periférica 

 

 

III.1.4.1.3.1. Respuesta inmune humoral 

 

El estudio de la respuesta inmune humoral se llevo a cabo mediante las técnicas 

de ELISA indirecto e IDGA. 

 

Las muestras de sangre no heparinizada se dejaron a temperatura ambiente hasta 

su adecuada coagulación y posteriormente de cada muestra se extrajo el suero tras su 

centrifugación a 1000g durante 5 minutos. El suero extraído se mantuvo a -20ºC hasta 

su procesamiento. 
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III. 1.4.1.3.1.1. ELISA indirecto 

 

 

III.1.4.1.3.1.1.1. ELISA indirecto frente a paratuberculosis 
 

El test ELISA se realizó según el protocolo descrito por Pérez et al. (1997) en 

ganado ovino con algunas modificaciones. Los reactivos utilizados en esta técnica se 

describen en la tabla III.5. En placas de polietileno de fondo plano de 96 pocillos (Brad-

Ford®, Italia) se llevó a cabo la adsorción con 100µl/pocillo del antígeno 

protoplasmático PPA-3 de Map (Allied Monitor, Lab. Inc. Missouri, EE. UU.), a una 

concentración de 0,04 mg/ml durante toda la noche a 4ºC y posterior lavado con agua 

salina de lavado tres veces, y una vez con PBS-TG. En otra placa de las mismas 

características que la anterior, pero sin adsorber, a cada pocillo se le añadieron 50 µl de 

Mycobacterium phlei (Allied Monitor Lab. Inc. Missouri, EE. UU.) e igual volumen del 

suero del animal a analizar, dejándolo toda la noche a 4ºC. A continuación se 

dispensaron, en cada pocillo de la placa adsorbida, 100µl de suero a una dilución 1/100 

en PBS-TG. Igualmente se pusieron 3 controles positivos y 3 negativos según se 

muestra en la figura (Fig. III.5). Tanto las muestras que se utilizaron como controles 

como los sueros problema se procesaron por duplicado. Tras la incubación de las placas 

2 h a temperatura ambiente en una cámara húmeda, estas eran lavadas 3 veces con PBS-

TG 300 µl por pocillo. A continuación se añadieron 100 µl por pocillo de proteína G 

marcada con peroxidasa de rábano picante (Bio-Rad Laboratories®, Barcelona, España) 

a una dilución de 1/1500 en PBS-TG incubándose 2 h a temperatura ambiente en 

cámara húmeda (Gutiérrez, 1996; Garrido, 2001). Posteriormente cada pocillo se lavó 

tres veces con 300 µl de PBS-T, añadiéndose a continuación 100 µl/pocillo de sustrato e 

incubándose durante 15-20 min a temperatura ambiente en cámara húmeda en 

oscuridad. Finalmente se detuvo la reacción al dispensar 100 µl de la solución de 

frenado. 

 

Para la lectura de las placas se utilizó un espectrofotómetro (EL-340 Bio-tek 

Instruments) con un filtro de 405 nm. 

 

225 
 



III. Material y métodos 
 

Los resultados fueron expresados con un índice obtenido del cociente resultante 

de la división del valor medio de la densidad óptica (D.O) de cada suero problema entre 

el valor medio del control positivo de cada placa, y multiplicado por 1000. Se 

consideraba que un suero era positivo, sí tenía un valor igual o superior a 800, dudoso si 

se encontraba entre 600 y 800 y negativo sí lo hacía por debajo de 600. 

 

 

Figura III.5. Esquema de disposición de los sueros en la placa de ELISA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control positivo 

Control negativo 

  1        2        3        4         5       6         7        8         9       10       11       12 

A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 

A 

A 

B 

B 

Ejemplo: Los sueros A y B se 
procesaron por duplicado en pocillos 

contiguos como muestra la figura 
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Tabla III.5 Reactivos empleados en el test ELISA indirecto de Paratuberculosis 

• Tampón carbonato 

- Carbonato sódico (Na2CO3):5,3 g 
- Agua destilada: 1000 ml 
- Ajustar a pH 9,6 con HCl 
• Solución salina de lavado  

- Cloruro sódico: 8,5 g 
- Tween 80: 0,5 ml 
- Agua destilada: 1000 ml 
• Solución del antígeno: 

- Antígeno PPA-3: 0,04 mg 
- Tampón carbonato: 1 ml 
• PBS-TG  

- Fosfato monosódico monohidratado: 1,8 g 
- Fosfato disódico anhidro: 12,36 g 
- Cloruro sódico: 8,5 g 
- Agua destilada: 993 ml 
- Ajustar a pH 7,6 con NaOH. 
- Tween 80: 0,5 ml 
- Autoclavar 121º C durante 25 min 
- Gelatina: 1 g 
• Suspensión de M. phlei 

- Mycobacterium phlei. 5 g 
- Solución salina (NaCl al 0,85%)1000 ml 
• Tampón citrato 0,05 M 

- A: Ácido cítrico monohidrato (C6H8O7.H20): 22,97 g 
- B: Citrato sódico tribásico (Na3C6H5O72.H2O): 29,41 g 
- Mezclar 660 ml de solución A con 479 ml de solución B. 
- Completar hasta 2 litros con agua destilada  
- Ajustar a pH:4 
• Sustrato ABTS (2,2`-azino-di-(ethyl-benzy-thiazoline sulfonate) 

- ABTS: 5,48 mgr (0,0054 g). 
- Tampón citrato: 50 ml 
- Añadir 19 µl de solución madre 1/25 de agua oxigenada (5µl de agua 

oxigenada comercial de 30 volúmenes en 120 µl de agua destilada). 
• Solución de frenado 

- Ácido fluorhídrico (45%) 0,1 M: 889,33 µl 
- Agua destilada: 20 ml 
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III.1.4.1.3.1.1.2. ELISA indirecto frente a tuberculosis 

 

Esta técnica (Tabla III.6) se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por 

Gutiérrez Cancela et al. (1997), con leves modificaciones y empleando como antígeno 

el extracto proteico purificado (PPD) bovino (CZ Veterinaria, Porriño, Pontevedra, 

España). La placa (Nunc™, Dinamarca) fue adsorbida con 200 µl de la solución de PPD 

bovina a una concentración de 0,005 mg/ml durante toda la noche a 4ºC. Después de 3 

lavados de los pocillos con 200 µl/pocillo de solución de lavado, se añadieron 200 µl 

del suero problema a una dilución 1/100 en PBS-T. Tras una hora de incubación en 

cámara húmeda a temperatura ambiente, se realizaron 3 nuevos lavados con PBS-T. A 

continuación se añadieron 200 µl/pocillo de proteína G marcada con peroxidasa de 

rábano (Bio-Rad Laboratories, Barcelona, España) a dilución 1/1500 en PBS-TG y se 

incubó durante 1 h en las mismas condiciones.  

 

Tras 3 lavados con 200 µl/pocillo de PBS-TG se añadieron 200 µl/pocillo de 

sustrato ABTS y se incubó durante 15-20 min a temperatura ambiente en cámara 

húmeda y en oscuridad. Finalmente se detuvo la reacción al dispensar 40  µl de la 

solución de frenado. La lectura se realizó en un espectrofotómetro (EL-340 Bio-tek 

Instruments) con un filtro de 405 nm. 

 

Para la interpretación de los resultados, se empleó un suero control positivo 

previamente conocido, dispensando los sueros como se indicó en el ELISA frente a 

paratuberculosis y obteniendo un índice o cociente para cada suero problema de forma 

semejante: cuando el cociente fue inferior a 500 la muestra se consideró negativa. Si el 

valor del cociente se encontraba entre 501 y 800 se consideró dudosa y cuando el 

cociente fue superior a 800 el suero se consideró positivo. 
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Tabla III.6. Reactivos utilizados en el test ELISA indirecto para tuberculosis. 

• Tampon carbonato 

- Carbonato sódico (Na2CO3):5,3 g 
- Agua destilada: 1000 ml 
- Ajustar a pH 9.6 con HCl 

• Solución salina de lavado  

- Cloruro sódico: 8,5 g 
- Tween 80: 0,5 ml 
- Agua destilada: 1000 ml 

• Solución del antígeno: 

- Antígeno PPD bovina: 5 µg. 
- Tampón carbonato: 1 ml 

• PBS-TG  

- Fosfato monosódico monohidratado: 1,8 g 
- Fosfato disódico anhidro: 12,36 g 
- Cloruro sódico: 8,5 g 
- Agua destilada: 993 ml 
- Ajustar a pH 7,6 con NaOH. 
- Tween 80: 0,5 ml 
- Autoclavar 121º C durante 25 min 
- Gelatina: 1 g 

• Suspensión de M. phlei 

- Mycobacterium phlei. 5 g 
- Solución salina (NaCl al 0,85%)1000 ml 

• Tampón citrato 0,05 M 

- A: Ácido cítrico monohidrato (C6H8O7.H20): 22,97 g 
- B: Citrato sódico tribásico (Na3C6H5O72.H2O): 29,41 g 
- Mezclar 660 ml de solución A con 479 ml de solución de B. 
- Completar hasta 2 litros con agua destilada  
- Ajustar a pH:4 

• Sustrato ABTS (2,2`-azino-di-ethyl-benzy-thiazoline sulfonate) 

- ABTS: 5,48 mg (0,0054 g). 
- Tampón citrato: 50 ml 
- Añadir 19 µl de solución madre 1/25 de agua oxigenada (5µl de 
agua oxigenada comercial de 30 volúmenes en 120 µl de agua 
destilada). 

• Solución de frenado 
- Ácido fluorhídrico (45%) 0,1 M: 889,33 µl 
- Agua destilada: 20 ml 
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III.1.4.1.3.1.2. IDGA 
 

Esta técnica (Tabla III.7) se realizó en placas de Petri de 9 cm de diámetro a las 

que se añadían 15 ml de gel de agarosa caliente, que se dejaba enfriar a temperatura 

ambiente. Una vez que el gel se enfriaba y solidificaba se perforaban siete rosetas 

formadas, cada una, por siete pocillos de 3 mm de diámetro (figura III.6). El pocillo 

central se rellenaba con 20 µl de antígeno (PPA-3) a una concentración de 4 mg/ml. En 

dos pocillos opuestos se dispensaban 20µl de suero control positivo y en los otros 

cuatro, los sueros de los animales a analizar. Las placas se cubrían e incubaban en 

cámara húmeda a temperatura ambiente. 

 

Para la interpretación de los resultados (figura III.6) se hacían dos lecturas, una a 

las 24 horas y otra a las 48 horas. Si aparecía una banda de precipitación opaca entre el 

pocillo del antígeno y los pocillos controles positivos, se interpretaba que la técnica se 

había llevado a cabo correctamente. Un suero problema era positivo si la banda era 

similar y se continuaba con la que aparecía para los sueros controles positivos. Un 

resultado era interpretado como dudoso o positivo débil si el suero provocaba la 

incurvación de la banda o esta banda no estaba bien formada y negativo si no aparecía 

banda. 

 

Figura III.6. Esquema de una placa de IDGA e interpretación de los resultados 
 

 

 

 

 

 

 

 

III.1.4.1.3.2. Respuesta inmune celular 
 

 

 

 

A 
6 

5 4 

3 
1 

2 

Detalle de una placa con 7 rosetas 
 

A: 20µl de PPA-3 
1 y 2: 20 µl de sueros controles positivos. 
3, 4, 5 y 6: 20 µl de sueros problema 
 4. Resultado dudoso  
 6. Resultado positivo 
 3 y 5 Resultados negativos 
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Tabla III.7. Reactivos empleados en la técnica de IDGA 

• Gel de agarosa 

- Solución TRIS 0,8M: 0,6 ml 
- TRIS ácido (Sigma-Aldrich, España): 12,6 g 
- TRIS básico (Merck, Alemania): 9,63 g 
- Agua destilada: 100 ml 
Ajustar a pH 9 con HCl 
- Cloruro sódico: 0,12 g 
- Agarosa (Sigma-Aldrich, España): 0,15 g 
- Agua destilada: 14,25 g 
- Azida sódica 0,1%: 0,15 ml 
 
Se calienta en agitación hasta que quede transparente, pero sin que 
llegue a hervir 

• Tampón carbonato 

- Carbonato sódico (Na2CO3): 5,3 g 
- Agua destilada: 1000 ml. 
Ajustar a pH 9.6 con HCl 

• Antígeno PPA-3 

- Antígeno PPA-3 (Allied Monitor Lab. Favette, EE. UU.): 4 mg 
- Tampón carbonato: 1ml 

 

 

III.1.4.1.3.2.1. Intradermorreacción (IDR) comparada 

 

La prueba de IDR comparada fue llevada a cabo a los 0, 45, 150 y 330 dpv de 

acuerdo a las recomendaciones de la cuarta edición del Manual de la Organización 

Mundial de Sanidad Animal (OIE). Para la realización de esta prueba se afeitaba el pelo 

en la zona dorsal del cuello del animal, en su lado derecho, en dos bandas de una 

dimensión aproximada de 5 cm de ancho por 10 cm de alto, paralelas, con una 

separación de 4-5 cm entre ambas. Una vez afeitadas se medía con un calibre el pliegue 

de estas zonas y posteriormente, en la zona central de la piel afeitada más caudal del 

animal, se realizaba la inyección intradérmica de 0,1 ml de PPD aviar extraído de la 

cepa D4-ER de Mycobacterium avium de concentración 0,5 mg/ml y 25.000 UI/ml (CZ 

Veterinaria, Porriño, Pontevedra, España) y en la zona afeitada más craneal se 

inyectaban 0,1 ml de PPD bovino de la cepa AN5 de Mycobacterium bovis (CZ 

Veterinaria, Porriño, Pontevedra, España) de concentración 1 mg/ml y 25.000 U Ph 

Eur/ml. Para confirmar la correcta inoculación, se palpaba el lugar de inyección en el 
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que debía apreciarse un pequeño abultamiento. La lectura de la prueba se realizaba a 

lass 72 h, midiendo el grosor de la piel en los puntos de inoculación con un pie de rey 

(Fig III.7), expresándose el resultado de las mediciones en mm. 

 

Fig.III.7. Intradermorreacción (IDR). A: Medida del grosor cutáneo a 
las 72 horas post-inoculación. B: Comparación de la reacción aviar 
(delante) y bovina (detrás). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta prueba se llevaba a cabo siempre tras la obtención de las muestras de sangre 

para los otros estudios, de tal manera que la intradermorreacción no pudiera interferir 

con el resultado de las otras pruebas. 

 

Para el diagnóstico de paratuberculosis, se tuvo en cuenta únicamente la lectura 

de la IDR con PPD aviar considerándose como (Wentink et al., 1993): 

• Reaccionantes positivos: Respuesta a PPD aviar > 2 mm 

• Reaccionantes dudosos: Respuesta a PPD aviar = 2 mm 

• Reaccionantes negativos: Respuesta a PPD aviar < 2mm. 

 

Según el Anexo I del Real Decreto 1047/2003 del Ministerio de Agricultura, 

Pesca y Alimentación para la interpretación de la prueba de intradermotuberculinización 

de comparación, usada para la determinación y el mantenimiento de la calificación de 

explotación oficialmente libres de tuberculosis, se establecen los siguientes grupos: 

• ”Positiva”: Reacción bovina positiva que sea superior en más de 4 mm a 

la reacción aviar, o presencia de signos clínicos (edema difuso o extenso, exudación, 

necrosis, dolor o inflamación de los nódulos linfáticos regionales). 

A B 
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• “Dudosa”: Reacción bovina positiva o dudosa que sea de 1 a 4 mm 

superior a la reacción aviar, y ausencia de signos clínicos. 

• “Negativa”: Reacción bovina negativa, o reacción bovina positiva o 

dudosa pero que sea igual o inferior a una reacción aviar positiva o dudosa, y ausencia 

de signos clínicos en ambos casos. 

 

 

III.1.4.1.3.2.2. Valoración de la producción de IFN-γ 

 

Esta técnica se llevó a cabo en las muestras de sangre heparinizada, que fueron 

procesadas siempre antes de las 8 primeras h post-extracción. Se procedía a la 

incubación de tres alícuotas de 1,5 ml de sangre, con 100 µl de PBS, con 30 µg de PPD 

aviar y con 30 µg de PPD bovina (CZ Veterinaria, Porriño, Pontevedra, España) 

idénticas a las utilizadas en la prueba de la IDR comparada, ambas previamente diluidas 

hasta completar 100 µl en PBS durante 20 horas a 37 ºC. Tras la incubación, el plasma 

era obtenido mediante la centrifugación de los viales durante 5 min a 5000g y 

trasvasado a otro vial en el que se almacenaba a -20ºC hasta su procesamiento. 

 

La producción de IFN-γ por los linfocitos se cuantificó mediante un ELISA de 

captura utilizando el kit comercial “BOVIGAM™ Bovine γ Interferon Test Kit” 

(Prionics AG, Suiza) que utiliza un anticuerpo monoclonal frente a dicha citoquina 

bovina. La realización de este test se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Tras descongelar los plasmas y atemperar todos los componentes del kit 

(Tabla III.8), excepto el cromógeno y el conjugado concentrado, manteniéndolos a 

temperatura ambiente durante 30 minutos, se añadieron 50 µl del diluyente verde en 

cada pocillo de la placa, y sobre éstos se dispensaban 50 µl del plasma a analizar, 

siempre por duplicado como se muestra en la figura III.8. Los controles positivos y 

negativos eran suministrados por el kit comercial. Se procedió a la incubación durante 

60 min a temperatura ambiente en cámara húmeda, tras lo cual se eliminó el contenido 

de los pocillos volcando la placa, que se lavó cuatro veces con la solución de lavado. 

Posteriormente, se añadieron 100 µl del conjugado diluido en cada pocillo, incubándose 

nuevamente durante 60 min en las mismas condiciones que en el paso anterior, tras lo 

cual se llevaron a cabo otros cuatro lavados. A continuación se añadieron 100 µl de la 

solución de cromógeno y el sustrato a la concentración indicada y se incubaron las 
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placas a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 min. Transcurridos estos, se 

añadieron 50 µl de solución de frenado. La lectura de la absorbancia o densidad óptica 

(D.O.) se realizó en los 20 min siguientes en un espectrofotómetro (EL-340 Bio-teck 

Instruments) con filtro de 450 nm. 

 

Para la interpretación de los resultados se siguió el criterio empleado por 

Gutiérrez (1996) en la tuberculosis bovina y Pérez et al. (1999, 2002) en la 

paratuberculosis ovina. Se obtuvo el valor de la absorbancia de cada plasma mediante la 

media aritmética del valor de los dos pocillos del mismo plasma. La prueba se repetía si 

los dos valores diferían en más de un 30%. Para considerar la placa como válida, el 

control positivo debía tener un valor superior a 0,700 y el negativo y los tubos no 

estimulados (PBS) inferior a 0,130, tal como se indica en las instrucciones. La 

absorbancia se transformó en un cociente o índice obtenido al dividir la D.O de los 

plasmas estimulados con ambos antígenos (PPD bovina y PPD aviar) entre la D.O. del 

plasma incubado únicamente con PBS. Cuando se obtenía una absorbancia superior a 3, 

es decir un valor que no podía medir el espectrofotómetro se otorgaba a ese plasma el 

valor máximo de 3. 

 

Para el diagnóstico de paratuberculosis se consideraba sólo el cociente del tubo 

estimulado con PPD aviar: 

• Reaccionantes aviares positivos: índice de PPD aviar ≥ 2 

• Reaccionantes aviares dudosos: índice de PPD aviar ≥1,5 <2 

• Reaccionantes aviares negativos: índice de PPD aviar < 1,5 

 

Para el diagnóstico de tuberculosis se considera: 

•  Reaccionantes bovinos positivos: Cociente del plasma estimulado con PPD 

bovina mayor de 2 y mayor que el cociente del plasma estimulado con PPD 

aviar. 

• Reaccionantes aviares positivos: Cociente del plasma estimulado con PPD 

aviar mayor de 2 y mayor que el cociente del plasma estimulado con PPD 

bovina. 

• Reaccionantes dudosos: Ambos cociente inferiores a 2. 
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Figura III.8 Esquema de disposición de los sueros y los controles en una 
placa del test BOVIGAM™ 

 
 

 

 

 

 
Tabla III.8. Componentes del Kit BOVIGAM™ (Bovine gamma Interferon Test) 

• Plascas adsorbidas con el anticuerpo monoclonal frente a INF-γ 

bovino 

• Control positivo INF-γ bovino 

• Control negativo INF-γ bovino 

• Diluyente verde: Tampón diluyente del plasma 

• Solución de lavado concentrada 20X 

• Conjugado concentrado 100X: Anticuerpo anti IFN-γ bovino 

marcado con peroxidasa 

• Diluyente azul: Tampón diluyente del conjugado 

• Substrato enzimático en solución tamponada 

• Solución del cromógeno concentrada 100X 

• Solución de frenado de la reacción enzimática 
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III.1.4.1.4. Estudios bacteriológicos en heces 

 

 

III. 1.4.1.4.1. Cultivo de heces 

 

Los estudios bacteriológicos fueron realizados en las instalaciones del Instituto 

Vasco de Investigación y Desarrollo Agrario (Neiker-Tecnalia, Derio, Vizcaya). 

 

Las muestras de heces fueron congeladas a -20ºC hasta el momento de 

procesarlas. Se utilizaron medios a base de huevo. Cada muestra se sembró en cuatro 

tubos, 2 tubos con medio de Herrold (HEYM) con micobactina J (MJ) y dos tubos con 

medio de Löwenstein-Jensen (LJ) con MJ cuyos componentes se describen en la tabla 

III.9. 

 

 

 

Los medios se elaboraron de la siguiente forma: 

 

• Medio Löwenstein-Jensen: 

 

- Mezclar el medio base, la glicerina y el agua purificada de clase 2. 

- Calentar hasta su disolución y añadir la MJ disuelta en etanol. 

- Ajustar el pH a 7,1 y autoclavar la mezcla durante 15 min a 120ºC. 

- Dejar que baje la temperatura a 50ºC aproximadamente y añadir los 

antibióticos, el antifúngico y los huevos enteros previamente esterilizados mediante 

inmersión en etanol durante 2h. 

- Dispensar el medio de cultivo en tubos de cristal estériles a razón de 8 ml por 

tubo. 

- Coagular el medio en estufa a 90ºC durante 4 h. 

- Mantener en estufa a 37ºC con los tapones sin apretar hasta la desaparición del 

líquido de superficie. 

- Cerrar totalmente los tubos. 

- Guardar a 4ºC hasta su utilización. 
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• Medio Herrold: 

- Mezclar el agua purificada de clase 2, la peptona, ClNa, el bacto-agar, el 

extracto de carne bovina y la glicerina. 

- Calentar hasta su disolución y añadir la MJ disuelta en etanol y el piruvato. 

- Ajustar el pH a 7,5 y autoclavar durante 15 min a 120ºC. 

- Dejar que baje la temperatura a 50ºC aproximadamente y añadir las yemas de 3 

huevos esterilizados mediante inmersión en etanol durante 2 h. 

- Una vez que esté todo bien disuelto, añadir el verde malaquita y los 

antimicrobianos. 

- Dispensar el medio de cultivo en los tubos de cristal estériles a razón de 8 ml 

por tubo, dejándolos en posición inclinada hasta su coagulación. 

- Mantener en estufa a 37ºC con los tapones sin apretar hasta la desaparición del 

líquido de la superficie. 

- Cerrar totalmente los tubos. 

- Guardar a 4ºC hasta su utilización. 
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Tabla III.9. Reactivos empleados en la elaboración de los medios de cultivo para el 
aislamiento de micobacterias. 

Reactivos Löwenstein-
Jensen 

Herrold 

Löwenstein Medium Base (Difco, EE. UU.) 28 g - 

Glicerina (Panreac, España) 10 g 31,5 g 

Micobactina J (Allied Monitor, EE. UU.) 2 mg 2 mg 

Agua purificada de clase 2 370 ml 870 ml 

Huevos 624 ml 3 yemas 

Penicilina sódica Penilevel 1.000.000 U.I. 
Bencil penicilina sódica. (Laboratorios Ern S.A, 
España) 

1.000.000 U.I 1.000.000 U.I 

Cloranfenicol (Sigma-Aldrich, EE. UU.) 100 mg 100 mg 

Anfotericina B (Sigma-Aldrich, EE. UU.) 50 mg 50 mg 

Bacto Peptona (B.D., EE. UU.) - 9 g 

ClNa (Panreac, España) - 45 g 

Bacto agar (Difco, EE. UU.) - 15,3 g 

Extacto de carne bovina. Beef extract. (Difco, 
EE. UU.) 

- 2,7 g 

Piruvato sódico (Merck, EE. UU.) - 4,1 g 

Verde malaquita 2% (Merck; EE. UU.) - 5 ml 

 

 

El protocolo empleado para la siembra de heces, fue una modificación del 

método de cultivo descrito por Juste et al. (1991): 

- Pesar 2 g de heces en el caso de muestras individuales (a partir de los 180 dpv) 

y añadir a una bolsa plástica de Stomacher. En el caso de las muestras recogidas hasta 

los 150 dpv se realizaron 5 “pooles” o lotes en cada muestreo, con 1g de heces de cada 

animal que componía el “pool”. Dos de los “pooles” correspondían a los animales del 

grupo VI (con cuatro terneros cada uno), dos al grupo NVI (con tres animales cada uno) 

y el “pool” restante estaba formado por los cuatro animales no infectados. En los casos 

en los que se obtuviera un resultado positivo, se sembraban de nuevo 2 g de heces de 

cada animal que lo componía, por separado. 

- Añadir 38 ml de cloruro de cetil piridinio (CPC) 0,75% (RonaCare™ CPC. 

Merck; EE. UU.). 
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- Homogeneizar en un digestor Stomacher 80 (Laboratorios Blender, Seward 

Medical Limited, Londres, Reino Unido) durante 30 s. 

- Situar la bolsa en posición vertical en un soporte para bolsas durante 15-30 min 

para provocar la sedimentación del material más grosero. 

- Recoger 15 ml de la interfase utilizando una pipeta estéril y depositar en tubos 

de centrífuga estériles de 15 ml en los que se dejó actuar el CPC durante 18-24 h, 

provocando igualmente el enriquecimiento del inóculo mediante sedimentación. 

- Inocular 0,2 ml (4 gotas) del sedimento con pipeta Pasteur estéril en cada tubo 

(de un total de cuatro). Esta fase de siembra se llevó a cabo en campana de 

bioseguridad, en dos pasos para contrarrestar la mayor concentración de micobacterias 

en la parte inferior de la pipeta: en el primero se inoculó una gota en cada uno de los 

tubos y en el segundo paso se inocularon tres gotas en sentido inverso. 

- Cerrar los tubos flameando previamente el tapón y la boca del tubo, sin apretar. 

- Incubar los tubos en estufa a 37ºC en una gradilla en posición inclinada durante 

una semana, tras la que se comprobó su estado. 

- Cerrar completamente los tubos e incubar a 37ºC con los tapones apretados. 

En cada lote se incorporaban dos tubos sin sembrar para descartar la 

contaminación en la fase de producción de medios. 

 

Se realizaron tres revisiones de los cultivos durante el periodo de incubación. 

Estas eran llevadas a cabo en una lupa estereoscópica Leica MZ 75 (Leica. Wetzlar, 

Alemania). La primera de ellas a los cuatro meses y la última a los 12 meses de su 

incubación. El diagnóstico se consideró positivo si se observaban colonias de 

morfología característica en alguno de los tubos y se comprobaba la presencia de BAAR 

mediante la técnica de ZN modificada (Noack, 1979), para la que se emplearon los 

reactivos que se describen en la tabla III.10: 

 

- Tinción con fucsina fenicada Kinyoun durante 10 min. 

- Lavar en agua corriente. 

- Decoloración con alcohol ácido 15 s. 

- Lavar en agua corriente. 

- Contratar con verde malaquita 3 min. 

- Secar al aire libre. 
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Tabla III.10. Reactivos empleados en la modificación de Kinyoun de la técnica de 
Zielh-Neelsen 

• Fucsina fenicada Kinyou (Química Clínica Aplicada S.A., España) 

• Alcohol-Ácido 

- Etanol absoluto (Panreac, España): 485 ml 
- Ácido clorhídrico 37% (Panreac, España): 15ml 
• Verde malaquita 

- Verde malaquita (Merck, EE. UU.): 0,8 g 
- Agua purificada de clase 2: 100 ml 

 

 

Figura III.9. Aislamiento positivo de Map. 

 
Colonias de morfología compatible con una cepa bovina, cultivadas en medio 
Herrold 
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III.1.4.1.4.2. PCR de heces 

 

Las muestras de heces fueron congeladas a -20ºC hasta el momento de su 

procesado según el método descrito por Garrido et al., (2000b): 

 

 

III.1.4.1.4.2.1. Extracción de las micobacterias 

 

Para la concentración de las micobacterias fecales, se siguieron los siguientes 

pasos: 

- Pesar 1g de heces y añadir 20 ml de SDS Laurel Sulfate Sodium SALT 

(Sigma-Aldrich, EE. UU.) al 5% en una bolsa de Stomacher. 

- Homogeneizar la muestra en un digestor Stomacher 80 (Laboratorios Blender, 

Seward Medical Limited, Londres, Reino Unido) durante 1 min. 

- Dejar la bolsa de Stomacher en posición vertical durante 20 min a temperatura 

ambiente para lograr la precipitación del material más grosero. 

- Recoger 10 ml de la fase acuosa superior y transferirla a un tubo de 

polipropileno. 

- Centrifugar a 7500g durante 10 min a 4ºC. 

- Desechar el sobrenadante y realizar dos lavados con las mismas condiciones 

anteriores con PBS. 

- En el último lavado resuspender en 2 ml de PBS y se transferir a un vial de 2 

ml. 

- Centrifugar a 9600g durante 5 min. 

- Decantar el sobrenadante dejando el pellet en un volumen final de 200µl. 

 
 

III.1.4.1.4.2.2. Lisis y extracción de ADN micobacteriano 

 

El protocolo para conseguir la lisis de la micobacteria y extraer el ADN 

micobacteriano se expone a continuación. Los reactivos empleados se detallan en la 

tabla III.11. 
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- Añadir al vial con la extracción micobacteriana 500 µl de TE-Triton X100 y 

homogeneizar. 

- Exponer a tres ciclos de congelación-hervido, para romper la pared 

micobacteriana. Estos consistían en 5 min a -196ºC en nitrógeno líquido seguidos de 5 

minutos a 100ºC en baño termostático (Selecta, España). 

- Añadir 450 µl de reactivo GE y 250 µl de acetato de amonio 7,5 M pH 6,3. 

Mezclar por inversión y dejar 15 min en hielo. 

- Añadir 500 µl de cloroformo:octanol (24:1, v/v) y mezclar por inversión. 

- Centrifugar a 9600g durante 5 min y transferir la fase acuosa a un nuevo tubo 

con 500 µl de cloroformo:octanol, previamente preparado en hielo. 

- Centrifugar de nuevo con las mismas condiciones. 

- Recoger la fase acuosa y transferir a un nuevo vial para precipitar el ADN. 

Para ello, se añade a este vial igual volumen de isopropanol (Panreac, España) que de 

fase acuosa recogida. Dejar precipitando toda la noche a -20ºC. 

- Centrifugar a 9600g durante 10 min. 

- Lavar dos veces con etanol (Panreac, España) al 70% conservado a --20ºC, 

mediante la adición de 1ml de etanol 70% y centrifugación a 9600g durante 5 min. 

- Dejar secar al aire los viales abiertos, boca abajo hasta la completa evaporación 

del alcohol. 

- Resuspender el sedimento de ADN en agua destilada desionizada estéril 

(Sigma-Aldrich, EE. UU.) y mantener a -20ºC hasta su uso. 

Para asegurar el correcto funcionamiento de la técnica se usó como control 

negativo de extracción una muestra de agua destilada desionizada estéril (Sigma-

Aldrich, EE. UU.) a la que se añadieron los mismos reactivos que al resto de muestras, 

como se ha descrito. 

 
 

III.1.4.1.4.2.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

Como cebadores de la reacción se emplearon oligonucleótidos específicos 

utilizados previamente por otros autores (Garrido et al., 2000b): RJ1: 

5´GTTCGGGGCCGTCGCTTAGG3´ y PT91: 5´CCCACGTGACCTCGCCTCCA3´, 

que amplifican un segmento de 389 pares de bases de la secuencia de inserción IS900. 
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Tabla III.11. Reactivos empleados en la extracción de ADN. 

• Reactivo GE 

- Guanidina isotiocianato (Invitrogen; EE.UU): 59,08 g 
- EDTA (78Mm) (Panreac, España): 2,92 g 
- Agua destilada estéril: 100 ml 
• TE-Triton X100 

- Tris 0,2 M (10mM): 5 ml 
- EDTA 0,1M (mM): 1 ml 
- Triton X100: 1 ml (Merck, Alemania): 
- Agua destilada estéril: 93 ml 
• Stock EDTA 0,1 M 

- EDTA: 3,722 g 
- Agua destilada estéril: 100 ml 
• Stock TRIS 0,2 M pH 8 

- Tris base (Merck, Alemania) : 2,42 g 
- Agua destilada:8,5 ml 
- Ajustar el pH a 8 y completar hasta 100 ml 
• Acetato de amonio 7,5 M 

- Acetato de amonio: 57,81 g 
- Agua destilada: 100 ml 

 

 

Se realizó la premezcla con los reactivos que se describen en la tabla III.12. en 

una dependencia dedicada a este fin, separada físicamente de la zona donde se añadía el 

ADN a cada vial. Ambas dependencias eran sometidas a irradiación con rayos 

ultravioleta, al menos durante unos 30 min previamente a su utilización. Cada muestra 

se sometía a la reacción por duplicado. También se utilizaba un control positivo de 

ADN extraído de una cepa de Map aislada en laboratorio y un control negativo de 

reacción, al que se le añadía igual cantidad de agua destilada desionizada en lugar de 

ADN. Esta reacción tenía lugar en el termociclador PTC-100™ (MJ Research, 

Watertown, MA, EE. UU.) con el programa siguiente: un ciclo a 96ºC durante 2 min, 40 

ciclos a 95ºC durante 30 s, a 58ºC durante 30 s y a 72ºC durante 1 min y finalmente un 

ciclo a 72ºC durante 10 min. 
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Tabla III.12. Reactivos empleados en la reacción de PCR 

Reactivo Volumen 

H2O 17,85 µl 

Buffer 10 X (Invitrogen, EE.UU) 2,5 µl 

Cl2Mg (50 mM) (Invitrogen, EE.UU) 0,75 µl 

Cebador 1 (Invitrogen, EE.UU) 0,5 µl 

Cebador 2 (Invitrogen, EE.UU) 0,5 µl 

dNTPs (25 mM) (Invitrogen, EE.UU)  0,2 µl 

Taq DNA polimerasa (Invitrogen, EE.UU) 0,2 µl 

ADN muestra 2,5 µl 

Total 25 µl 

 

 

III.1.4.1.4.2.4. Visualización de los resultados 

 

Tras la finalización de la reacción, los viales con el producto amplificado se 

extraían del termociclador y eran guardados a 4ºC hasta su carga en el gel de agarosa 

(Seakem® LE Agarose. Cambrex; EE. UU.) al 2% en TBE 0,5 X. Los reactivos usados 

en esta etapa están descritos en la tabla III.13. Al menos en uno de los pocillos de los 

dos extremos del gel se cargaban 0,2 µg de marcador de peso molecular de 100 pares de 

bases (Biotools, Madrid, España). En el resto se cargaban 12,5 µl de las muestras 

amplificadas a las que se añadían 2,5 µl del tampón de carga. 

 

Dependiendo del tamaño del gel, la cubeta de electroforesis se sometía a unas 

constantes de voltaje diferentes. Si el gel era pequeño (de hasta 10 pocillos) se sometía a 

80V durante 90 min, y si se trataba de un gel de mayor tamaño se aplicaban 100V con el 

mismo tiempo. Una vez finalizado el corrido electroforético, el gel se teñía en agitación 

en una cámara en oscuridad que contenía agua y unas gotas de bromuro de etidio 

(Merck, Alemania), durante 30 min. 

 

Para la visualización de los resultados el gel se introducía en un transiluminador 

de luz ultravioleta, que se encontraba conectado a un sistema informático de tratamiento 
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de imágenes (BioCaptMw, Microsoft, Redmond, EE. UU.), las cuales se imprimieron 

en una videoimpresora. 

 

Para la interpretación de los resultados, se consideraba que una muestra era 

positiva cuando se obtenía una banda correspondiente a un fragmento de 389 pares de 

bases de la secuencia de inserción IS900 en al menos uno de las dos muestras 

amplificadas y, además, todos los controles presentaban el resultado esperado. 

 

 

Tabla III.13. Reactivos empleados para la visualización de ADN amplificado. 
• Tampón TBE 20 X 

- Tris básico (1M) (Merck, Alemania): 121 g 
- Ácido bórico (1M) (Calbiochem, Alemania): 61,7 g 
- EDTA (20mM) (Panreac, España): 7 g 
- Agua destilada: 1000 ml 
• Tampón TBE 0,5X 

- TBE 20 X: 25 ml 
- Agua destilada: 975 ml 
• Tampón de carga 

- Bromophenol Blue (Sigma Chemical Co., EE. UU.): 0, 25 g 
- Sacarosa (Panreac, España): 40 g 
- Agua destilada: 100 ml 

 

 

III.1.4.1.5. Estudio bacteriológico en suero: PCR de suero 

 

Las muestras de suero utilizadas en la PCR fueron las mismas que las empleadas 

para valorar la respuesta inmune humoral (apartado III.1.4.1.2.1). 

 

 

III. 1.4.1.5.1. Lisis y extracción de ADN micobacteriano 

 

Se parte de 200 μl de suero que previamente se ha descongelado a temperatura 

ambiente y se sigue el protocolo utilizado con las muestras de heces (apartado 

III.1.4.1.3.1.2.2). 
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III.1.4.1.5.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

Como cebadores de la reacción se emplearon tanto los descritos para la PCR de 

heces (apartado III.1.4.1.3.2.3), como otros oligonucleótidos específicos de la secuencia 

IS900 de 217 pares de bases utilizados por Collins et al. (1993): C1: 

5´GATCGGAACGTCGGCTGGTCAGG3´ y C2: 

5´GATCGCCTTGCTCATCGCTGCCG3´, en el cual las muestras se sometieron al 

siguiente programa: 1 ciclo a 96ºC durante 3 min, 38 ciclos a 96ºC durante 1 min, 65ºC 

durante 1 min y 72ºC durante 2 min, y finalmente un ciclo a 72ºC durante 8 min. 

 

Para la interpretación de los resultados con los segundos cebadores, se 

consideraba que una muestra era positiva cuando se obtenía una banda correspondiente 

a un fragmento de 217 pares de bases de la secuencia de inserción IS900 en al menos 

uno de las dos muestras amplificadas y, además, cuando en todos los controles se 

obtenía el resultado esperado. 

 

 

III.1.4.2. Estudios “post-mortem” 
 

 

III.1.4.2.1. Estudios anatomopatológicos 

 

 

III.1.4.2.1.1.Necropsia, estudio macroscópico y toma de muestras 
 

A los 180 dpv se llevó a cabo el sacrificio de cinco animales, tres de ellos del 

grupo VI y dos del grupo VNI, y a los 330 dpv del resto (Tabla III.3). En todos los 

casos, el sacrificio se produjo mediante desangrado tras la inyección intravenosa del 

producto eutanásico T-61® (Intervet Schering-Plough Animal Health, España) tras la 

sedación previa con Rompun® (Bayer, Kiel, Alemania) ambos a la dosis recomendada 

por el fabricante. 

 

A todos los animales, se les practicó la necropsia completa y ordenada, fijándose 

en cualquier alteración macroscópica y prestando atención especial a aquellas asociadas 
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al intestino y nódulos linfáticos relacionados. El animal 7461 (grupo VI) que murió a 

causa de una úlcera abomasal, fue excluido del estudio lesional debido al elevado grado 

de autolisis que presentaban las muestras de tejido. 

 

Se realizó una toma de muestras sistemática para su posterior estudio 

histopatológico en la que se recogían diferentes muestras de intestino: duodeno, yeyuno 

(una muestra de 5 cm de cada tramo: proximal, medio y distal con placa de Peyer y sin 

ésta), íleon (tres muestras de 5 cm tomadas a 20, 40 y 60 cm de la válvula ileocecal), 

válvula ileocecal, ciego, colon y recto. Asimismo, se tomaron muestras de los diferentes 

nódulos linfáticos relacionados: yeyunal caudal (tres muestras de la parte más caudal), 

yeyunales (tres muestras) ileales (tres muestras) e ileocecales (tres muestras). 

Igualmente, se recogieron muestras de los diferentes órganos de la canal y músculo 

esquelético. 

 

 

III.1.4.2.1.2. Procesamiento histológico 

 

Los tejidos fueron fijados en formol tamponado al 10% durante 24-48 h. De 

cada muestra se tallaron tres piezas que se incluyeron en un procesador de tejidos 

automático Myr modelo STP 120 ® (Microm Laborgerate, S.L., Barcelona, España) de 

ciclo continuo de 18 h, en el que las muestras fueron deshidratadas en alcohol de 

gradación creciente, tratadas con xilol y finalmente incluidas en parafina de punto de 

fusión de 56 ºC (Vogel Histo-Comp®). El montaje definitivo de los bloques se realizó 

en una unidad formadora de bloques Myr AP 280-2® (Microm Laborgerate, S.L., 

Barcelona, España). 

 

Tras la inclusión, se obtuvieron varias secciones seriadas de 4µm de espesor con 

un microtomo Finesse Shadon® (Cheshire, Reino Unido) utilizando cuchillas 

desechables Feather R35® que fueron recogidas en portaobjetos. Tras su secado, se 

emplearon las técnicas de tinción de HE, cuyos reactivos se reflejan en la tabla III.14., y 

de ZN para la detección de BAAR, cuyos reactivos se detallan en la tabla III.15. 
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Para llevar a cabo la tinción de HE se procedió a: 

- Desparafinar e hidratar mediante dos pases de 10 min cada uno en xilol, 

seguidos de pases de 5 min en los alcoholes de 100º, 100º, 96º y 60º. 

- Lavar con agua corriente durante 10 min. 

- Teñir de 3 a 5 min con Hematoxilina de Harris. 

- Lavar en agua corriente durante 5 min. 

- Teñir con eosina durante 30 s. 

- Lavar, deshidratar y montar en DPX (VWR International Ltd, Reino Unido). 

 

Para llevar a cabo la técnica de ZN se procedió a: 

- Desparafinar e hidratar mediante dos pases de 10 min cada uno en xilol, 

seguidos de pases de 5 min en los alcoholes de 100º, 100º, 96º y 60º.  

- Lavar con agua corriente durante 10 min. 

- Tinción con carbol-fucsina (previamente precalentada) durante 50 min en 

estufa a 37ºC. 

- Lavar en agua corriente 5 min. 

- Decolorar con la solución alcohol-ácido o solución ácido sulfúrico hasta que la 

preparación quede rosa pálido. 

- Lavar en agua corriente 5 min. 

- Teñir con la solución de trabajo de azul de metileno durante 15 s. 

- Lavar, deshidratar en alcohol de 95º, alcohol absoluto, xilol y montar en DPX 

(VWR International Ltd, Reino Unido). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

248 
 



III. Material y métodos 
 

Tabla III.14. Reactivos empleados en la técnica de tinción de Hematoxilina-Eosina 
• Hematoxilina de Harris 

- Hematoxilina (Merck, Alemania): 1 g 
- Alcohol 100º (Dávila-Villalobos S.A., España): 10 ml 
- Sulfato aluminico amónico (Panreac, España): 20 g 
- Agua destilada: 200 ml 
Disolver la hematoxilina en alcohol y el alumbre en agua caliente 
Mezclar y hervir con cuidado 
Añadir el óxido de mercurio y retirar del fuego enfriándolo rápidamente 
 

• Eosina 

- Eosina (Merck, Alemania): 1 g 
- Agua destilada: 100 ml 
- Ácido acético glacial (Merck, Alemania): 2 ó 3 gotas 

 

 

Tabla III. 15. Reactivos empleados en la técnica de tinción de Z-N 

• Solución de Carbolfucsina (Sigma Diagnostics, EE. UU.) 

• Solución alcohol-ácido 

- Alcohol de 70º (Dávila-Villalobos, España): 200 ml 
- Ácido clorhídrico: 2 ml 
• Azul de Metileno 

o Solución madre 

- Azul de metileno (Panreac, España): 1,4 g 
- Alcohol de 96º (Dávila-Villalobos S.A., España): 100 ml 
 
o Solución de trabajo  

- Solución madre: 10 ml 
- Agua destilada: 90 ml 

 

En cada una de las secciones de tejido examinadas se valoró la intensidad de 

tinción mediante ZN en toda la muestra, siempre por el mismo observador. Según el 

número de BAAR, se clasificaron en cuatro categorías (Fig. III.10): 

 

• 0= ausencia de BAAR 

• += uno o muy pocos BAAR 

• ++= cantidad moderada de BAAR 

• +++= cantidad abundante de BAAR. 
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Figura III.10. Clasificación de las secciones en función de la intensidad de tinción 
con la técnica de ZN para la detección de BAAR: “+”, una o muy pocos BAAR (a), 400x; “++”, 
cantidad moderada de BAAR, (b) 200x; “+++”, abundantes BAAR (c), 200x.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

III.1.4.2.1.3. Clasificación de lesiones 

 

Las lesiones observadas fueron clasificadas de acuerdo a su morfología, 

localización y extensión, tomando como referencia las descripciones realizadas por 

Pérez et al. (1996) y González et al (2005) de las lesiones asociadas a la infección por 

Map. Estos autores reconocen tres grandes grupos lesionales, cuyas principales 

características se describen a continuación:  

 

 Formas focales: granulomas pequeños y bien delimitados formados por 10-30 

macrófagos y alguna célula gigante. Estas lesiones se localizan exclusivamente en el 

tejido linfoide, tanto en las placas de Peyer como en nódulos linfáticos, y con pocas o 

ninguna micobacteria. En algunos casos, se puede encontrar algún linfocito entre los 

macrófagos del granuloma pero no se aprecia necrosis.  

 

 Formas Multifocales: además de las lesiones granulomatosas del tejido linfoide, 

que suelen ser más numerosas que en las formas focales, en este tipo se observan 

pequeños granulomas en la lamina propia de la mucosa intestinal, formadas por un 

pequeño número de macrófagos o, en ocasiones, células gigantes aisladas. En este caso 

las lesiones provocan un cierto engrosamiento de la mucosa intestinal, pero sin 

modificar significativamente la arquitectura de la misma. La presencia de micobacterias 

es moderada y como en el caso de las formas focales, se asocian a fases subclínicas.  

 

 Formas difusas: aparece un infiltrado granulomatoso grave en la mucosa 

intestinal, provocando su engrosamiento y alterando la arquitectura histológica normal. 

a b c 
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La lámina propia aparece ocupada por un infiltrado granulomatoso que provoca la 

atrofia y fusión de las vellosidades así como la dilatación de las glándulas intestinales. 

Además, en estas formas es frecuente la extensión de la lesión a otras capas, tales como 

la submucosa y la serosa donde además se pueden observar linfangitis y 

linfangiectasias. Igualmente, los nódulos linfáticos relacionados con el intestino tienden 

a presentar lesiones graves. 

 

En esta forma se reconocen tres subtipos diferentes de acuerdo con las células 

predominantes en el infiltrado y la cantidad de BAAR: El multibacilar, en el que 

predominan los macrófagos con grandes cantidades de micobacterias; el linfocítico en el 

que la célula principal son los linfocitos con escasas o ninguna micobacteria; las formas 

intermedias con características de los dos subtipos. Estas formas normalmente se 

asocian a la presencia de signos clínicos de paratuberculosis.  

 

 

III.1.4.2.1.4. Recuento de granulomas y valoración del área lesional 
 

Las lesiones se cuantificaron mediante el recuento de los granulomas presentes 

en cada una de las localizaciones estudiadas (Figura III.11). Éste se realizaba en tres 

secciones diferentes de cada muestra y el resultado era expresado como la media del 

número de granulomas en cada localización. En el caso de las muestras de intestino con 

tejido linfoide (placas de Peyer ileales y yeyunales) el número de granulomas en el 

tejido linfoide y en la lámina propia se contaba por separado. 

 

Figura III.11. Recuento de lesiones 
granulomatosas en nódulos linfáticos.  
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En aquellos casos en que la gravedad y extensión de la lesión impedía la 

individualización de los granulomas, se realizó una aproximación por la cual se 

adjudicó un valor de 200 (más elevado que el encontrado en cualquier otro animal con 

menor grado de lesión) en el nódulo linfático, de 125 en la lesión extensa presente en el 

tejido linfoide intestinal, y 75 en la mucosa, haciendo referencia a que se trataba de la 

lesión más extensa encontrada.  

 

En los nódulos linfáticos además se valoró la relación entre el área ocupada por 

la lesión y el área total del nódulo linfático. Para realizar esta valoración se utilizó un 

programa analizador de imágenes (analySIS® 3.0, Soft Imaging System, GmbH, 

Alemania), asociado a un microscopio Nikon Eclipse E600 con una cámara Sony CCD-

IRIS incorporada. Los portas con las secciones de nódulos linfáticos teñidas con HE se 

enfocaban a 20x con el microscopio y se visualizaban en la pantalla del ordenador y 

mediante el programa de análisis de imágenes se medía el área ocupada por los 

granulomas. Como el tamaño del nódulo linfático excedía la capacidad de la cámara 

para poder ser captado, la sección de tejido se dividía en varias porciones (entre 2 y 12), 

que se fotografiaban mediante una lupa estereoscópica con cámara incorporada (Fig 

III.12). Posteriormente, en el analizador se llevaba a cabo la medición del área sobre 

dichas imágenes (Figura III.13) en píxeles. 

 

 

Figura III. 12. Fotografías de las cuatro 
divisiones de un nódulo linfático 
correspondiente a este estudio 
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Figura III.13. Medida del área de las lesiones 
granulomatosas 

 

 

 

 

 

 

 
 

Las líneas blancas rodean a cada lesión demarcando el área 
de las mismas 

 

 

III.1.4.2.1.5. Detección inmunohistoquímica de Map 

 

Además de la técnica de ZN, algunas secciones tisulares seleccionadas se 

inmunotiñeron con un anticuerpo policlonal frente Map (Dako, Glostrup, Dinamarca) 

hecho en conejo, siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Pérez et al., 1996; 

González et al., 2005). 

 

Para llevar a cabo esta técnica, se seleccionaron diferentes secciones de los 

diferentes tipos de lesión, una vez que estas habían sido clasificadas. Se realizaron 

cortes seriados de 4 µm, a continuación de los realizados para la HE y ZN en portas 

tratados con poly-L-Lysina (Sigma-Aldrich, Steinhem, Alemania). Se empleó la técnica 

del complejo Avidina-Biotina Peroxidasa (ABC-P), usando el kit ABC-Vectastain® 

Estándar PK 4000 (Laboratorios Vector Burlingame, California, EE. UU.) junto a los 

reactivos descritos en la tabla III.16. 

 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

- Desparafinar e hidratar mediante dos pases de 15 min cada uno en xilol, 

seguidos de pases de 5 min en los alcoholes de 100º, 100º, 96º y 60º. 

- Lavado con agua corriente durante 10 min. 

- Inactivar la peroxidasa endógena, utilizando agua oxigenada al 0,3% en 

metanol, durante 30 min en la oscuridad. 

- Realizar dos baños de 5-10 min cada uno en TBS (Tabla III.15). 
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- Desenmascarar antígenos mediante la inmersión en la solución de tripsina al 

0,1%, durante 45 min a 37ºC. 

- Realizar dos baños de 5-10 min cada uno en TBS. 

- Bloquear las reacciones inespecíficas mediante el empleo de suero de cabra a 

una dilución 1:10 en TBS durante 30 min. 

- Incubar las preparaciones en cámara húmeda durante 12-14 h, a 4ºC, con el 

anticuerpo primario diluido 1:4000 en TBS, al que previamente se ha añadido 0,1% de 

albúmina sérica bovina  (Sigma® ,España).  

- Realizar dos baños de 5-10 min cada uno en TBS. 

- Incubar las secciones en cámara húmeda con el antisuero secundario frente a 

IgG de conejo, biotinilado (Laboratorios Vector, Burlingame, California, EE. UU.) 

durante 30 min, a una dilución de 1:200 en TBS. 

- Realizar baños de 5-10 min cada uno en TBS. 

- Incubar las secciones con el complejo Avidina-Biotina Peroxidasa durante 45 

min (para prepararlo se mezclan 10 ml de TBS con 100 μl de la solución A, y tras 

agitación otros 100 μl de la solución B, contenidos ambos en el kit de Vectastain® 

(Laboratorios Vector, Burlingame California, EE. UU.). Esta solución debe reposar 

durante 30 min, por lo que se ha de preparar con la suficiente antelación. 

- Realizar dos baños de TBS de 5 a 10 min cada uno. 

- Revelar la peroxidasa con la diminobenzidina durante 1-4 min. 

- Lavar en agua corriente durante 5 min. 

- Contrastar con hematoxilina de Harris durante 20-30 s. 

- Lavar, deshidratar y montar en DPX (VWR International Ltd, Inglaterra). 
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Tabla III.16. Reactivos utilizados en la técnica inmunohistoquímica para 
identificar Map 

• TRIS 1M 

- TRIS básico: 125 g (Merck, Alemania) 
- Ácido clorhídrico (ClH): 65 ml 
- Agua destilada: 800 ml 
• Tampón TBS 

o Solución madre (10 X) 

- TRIS 1M: 250 ml 
- Cloruro Sódico: 80 g 
- Agua destilada: 750 ml 
 

o Solución de trabajo (1 X) 

- Solución madre diluida 1:10 
- Ajustar pH entre 7,4 y 7,6 
 

• Solución de Tripsina al 0,1% 

- Tripsina: 0,1 g 
- Cloruro cálcico: 0,1 g 
- TBS 1X: 100 ml 
- Ajustar a pH 7,6 
- Preparar 30 min antes de su utilización y mantener a 37ºC 

• Complejo Avidina-Biotina Peroxidasa (Vectastain® ABC Kit, 
Vector Labotatories Inc, EE. UU.) 

 
- TBS 1 X: 10 ml 
- Solución A del kit: 100 µl 
- Solución B del kit: 100 µl 
• Solución de Revelado Diaminobencidina (DAB) (Peroxidase 

substrate kit DAB SK-4100®, Vector laboratories Inc., EE. UU.) 
 
- Agua destilada: 10 ml 
- Buffer del kit: 200 µl 
- DAB del kit: 400 µl 
- H202 del kit: 200 µl 
Al añadir cada reactivo se debe agitar el vial con un agitador mecánico 
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La especificidad de la técnica se controló mediante: 

• Omisión del anticuerpo primario y reemplazo de éste por TBS con 

albúmina sérica bovina. 

• Omisión del anticuerpo secundario y reemplazo de éste por TBS. 

• Omisión del complejo Avidina-Biotina- Peroxidasa y reemplazo de éste 

por TBS. 

• Omisión de la diaminobenzidina. 

 

Además, en la inmunotinción frente a Map, se usó como control positivo una 

muestra de íleon de una vaca en la que se habían observado BAAR y mediante PCR se 

había determinado la presencia de Map. 

 

Al igual que para la tinción de ZN, la intensidad de inmunotinción en las 

secciones estudiadas permitió su clasificación en cuatro categorías (Fig. III.14), desde 0 

(ausencia de inmunotinción) a +++ (tinción abundante).  

 

 

Figura III.14. Clasificación de la intensidad de inmunotinción en secciones de 
tejido teñidas con la técnica inmunohistoquímica para la detección de antígenos 
de Map: “+”, inmunotinción escasa (a), 200x; “++”, inmunotinción moderada (b), 100x; “+++”, 
inmunotinción intensa (c), 200x.  
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

III.1.4.2.2. Detección de Map mediante cultivo de tejidos 

 

Este estudio se llevó a cabo en muestras de placa de Peyer yeyunal distal, íleon 

distal, válvula ileocecal y nódulos linfáticos yeyunal caudal e ileal, adyacentes a las 

tomadas para el estudio histológico, que se guardaban en congelación a -20ºC hasta el 

momento de su utilización. 

 

a b c 
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Los medios de cultivo y el protocolo seguido fueron semejantes a los descritos 

para las muestras fecales (apartado III.1.4.1.3.1). En el caso de las muestras de tejido, se 

utilizaron 2 g de cada uno (2g del raspado de la mucosa intestinal para las muestras de 

placa de Peyer yeyunal distal, íleon distal y válvula ileocecal así como 2 g de nódulo 

linfático). 

 

 

III.1.4.2.3. Detección de Map mediante PCR de tejidos 

 

La reacción en cadena de la polimerasa se llevó a cabo tanto en tejido fresco, 

como en tejido incluido en parafina. 

 

 

III.1.4.2.3.1. PCR de tejidos frescos 

 

Tras la necropsia, se tomaron muestras de placas de Peyer (distal, media y 

proximal), íleon distal, válvula ileocecal y de los nódulos linfáticos yeyunal caudal, e 

ileal. Para la extracción y purificación de la micobacteria se empleó el método descrito 

por Challans et al. (1994), con ligeras modificaciones: 

 

 

III.1.4.2.3.1.1. Extracción de la micobacteria 

 

En el caso de intestino: 

- Abrir por su unión al mesenterio y raspar mucosa en una placa de Petri estéril 

con una cuchilla de bisturí, 

En los nódulos linfáticos: 

- Trocear lo más posible con tijeras 

- Pesar 1 g en ambos casos, en campana de flujo laminar. 

- Añadir 5 ml de agua destilada estéril y transferir a una bolsa de Stomacher. 

- Homogeneizar en el digestor Stomacher 80 (Laboratorios Blender, Seward 

Medical Limited, Londres, Reino Unido). 

- Transferir el líquido a un tubo de polipropileno de 10 ml y añadir 5 ml de 

Na0H (Panreac, España) al 0,5% (peso/volumen). 
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- Incubar en baño maría a 56ºC durante 30 min. 

- Transportar el tubo a la campana de nuevo y añadir 1 ml de xilol (VWR 

Internacional Eurolab S.L. Barcelona, España) y mezclar por agitación intensivamente 

durante 3-4 min. 

- Dejar reposar los tubos al menos durante 30 min para permitir separar la fase 

acuosa de la orgánica, donde se situarían las micobacterias. 

- Transcurrido el tiempo, recoger con micropipeta la fase orgánica, de 

aproximadamente 1 ml y de color blanquecino y transferirla a un vial de 1,5 ml. 

 

 

III.1.4.2.3.1.2. Purificación de las micobacterias 

 

El protocolo utilizado para purificar las micobacterias fue el siguiente: 

- Centrifugar el vial a 11600g durante 10 min, tras lo cual aparecen tres capas.   

- Retirar las dos capas superiores con micropipeta, dejando el sedimento. 

- Resuspender el sedimento en 500 µl de NaOH 0,2 M con el agitador mecánico 

el tiempo necesario hasta el homogeneizado completo. 

-Centrifugar con las mismas condiciones durante 5 min, tras lo que vuelven a 

aparecer tres fases.  

- Desechar el sobrenadante y repetir los pasos anteriores 

- Resuspender finalmente en 200 µl de NaOH 0,2 M. 

- Conservar en refrigeración a 4ºC. 

 

 

III.1.4.2.3.1.3. Lisis y extracción del ADN micobacteriano 

 

Para la lisis y extracción del ADN micobacteriano, se siguió el mismo protocolo 

que el descrito para las muestras fecales (apartado III.1.4.1.3.2.2). 

 

 

III.1.4.2.3.1.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

Se llevó a cabo siguiendo el mismo método descrito para muestras fecales 

usando como cebadores otros oligonucleótidos específicos de la secuencia IS900 de 217 
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pares de bases utilizados por Collins et al. (1993) y el protocolo descrito en el apartado 

III.1.4.1.4.2. 

 

 

III.1.4.2.3.2. PCR de tejidos incluidos en parafina 

 

Las mismas muestras de intestino y nódulos linfáticos asociados que se tomaron 

en la necropsia de los terneros para el estudio histopatológico, fueron las empleadas 

para su estudio mediante PCR según la técnica seguida por Miller et al., 1999. 

 

III.1.4.2.3.2.1. Lisis y extracción del ADN micobacteriano 

 

De los tejidos incluidos en parafina se cortaban, en condiciones de esterilidad, 

dos secciones de 6 µm que se colocaban en un vial de 1,5 ml estéril tras lo que se 

procedía a: 

-Centrifugar los viales a 4000g durante 5 min para compactar la parafina. 

- Añadir 200 µl de Tween 20 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) al 0,5% y 

exponer a tres ciclos de congelación-hervido, iguales a los descritos en la lisis y 

extracción de ADN micobacteriano de muestras fecales. 

- Centrifugar las muestras a 3000g durante 20 min. Tras la centrifugación se 

obtenían tres capas: en la inferior el sedimento, en la intermedia una fase acuosa y en la 

superior un anillo de parafina.  

- Recoger la fase acuosa perforando el anillo de parafina delicadamente y 

transferir el mismo a un vial. 

- Conservar en refrigeración hasta su amplificación. 
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III.1.4.2.3.2.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El protocolo, cebadores y programa seguidos en el caso de las muestras de tejido 

incluido en parafina fueron idénticos a los descritos para las muestras de tejido fresco. 

III.1.4.2.4. Valoración de la producción de IFN-γ por linfocitos 
tisulares. 

Esta prueba se llevó a cabo mediante la incubación de dos tipos de muestras: 

linfocitos extraídos y purificados a partir de órganos linfoides, y la incubación directa de 

fragmentos de órganos, según las condiciones descritas a continuación. 

III.1.4.2.4.1. Extracción y purificación de linfocitos de los órganos 

En la necropsia de los 12 terneros sacrificados a los 330 dpv, se tomaban 

muestras de nódulo linfático ileal, placa de Peyer ileal, placa de Peyer yeyunal y nódulo 

linfático preescapular en medio de trabajo a base de RPMI-1640, suplementado con 

penicilina-estreptomicina y suero fetal bovino (tabla III.17) e inmediatamente se 

procedía a realizar los siguientes pasos: 

- Limpiar los órganos lo mejor posible, retirando los posibles restos de grasa y 

reservando un pedazo de cada órgano de aproximadamente 0,5 cm2. 

- Triturar los nódulos linfáticos con tijeras y raspar la mucosa con una hoja de 

bisturí (Paramount Surgiment Ltd., India) en el caso de las placas de Peyer, en una placa 

de Petri de 9 cm de diámetro (Deltalab, España), hasta obtener un macerado fino. 

- Añadir 5 ml del medio de trabajo a la placa de Petri, e introducir la mezcla de 

cada órgano en una bolsa de plástico para Stomacher. 

- Homogenerizar con el Stomacher durante 2 minutos y medio a máxima 

velocidad. 

- Transferir el homogeneizado obtenido a un tubo cónico de 50 ml (Eurotubo®, 

Deltalab, España) haciéndolo pasar en la boca del mismo por lana de vídrio (Merck, EE. 

UU.) para filtrar los restos de tejido y mucosa. 

- Completar hasta 50 ml con el medio de trabajo. 
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- Centrifugar a 2200 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 

- Retirar el sobrenadante y añadir 7 ml del medio de trabajo y resuspender con 

una pipeta Pasteur (Eurotubo®, Deltalab, España). 

- Transferir la mezcla a un tubo cónico de 15 ml (Eurotubo®, Deltalab, España) 

cuidadosamente (dejando resbalar por la pared del mismo), sobre 7 ml de 

Lymphoprep® (Nicomed-Pharma AS, Noruega), que se añadían previamente. 

- Centrifugar a 4100 rpm durante 30 min a 4ºC. 

- Extraer el halo de linfocitos que queda entre el Lymphoprep® y el medio de 

cultivo con una pipeta Pasteur y trasferir a un tubo cónico de 15 ml. 

- Rellenar el tubo hasta un total de 15 ml con el medio de trabajo. 

- Centrifugar 5 min a 2100 rpm a temperatura ambiente. 

- Tirar el sobrenadante y añadir 10 ml del medio de trabajo.  

- Resuspender y tomar 2 ml de la suspensión de linfocitos. 

Tabla III.17. Reactivos empleados para la elaboración del medio de 
trabajo 

• RPMI-1640 con glutamina-L (Gibco, Invitrogen
Corporation , EE. UU.): 600 ml 

• Penicilina (10.000UI)/Estreptomicina (10 mg)
(Seback-FontLab, Alemania): 600 μl 

• Suero fetal bovino inactivado (56ºC-30 minutos)
(Seback-FontLab, Alemania): 12 ml 

III.1.4.2.4.2. Incubación de linfocitos y órganos

Los linfocitos y los pedazos de órganos reservados se incubaban en una placa de 

cultivo celular (Nunc™, Dinamarca) según la figura III.15, durante 24 horas a 37ºC en 

una estufa con 5% de CO2, con medio de cultivo, tras lo que se tomaba éste en viales de 

1,5 ml que eran centrifugados a 13.000 rpm durante 10 min. Se recogía el sobrenadante 

y se guardaba en viales de 1,5 ml a -20ºC hasta su utilización para medir la secreción de 

IFN-γ. 
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Figura III.15. Esquema de la disposición de linfocitos y órganos 
para su incubación en estufa a 37ºC 

M: 0,5 ml de medio de trabajo; L: 1 ml de linfocitos suspendidos en medio de cultivo; 
O; porción de órgano de 0,5cm2; 1-4: órganos, donde 1 es nódulo linfático ileal, 2 es 
placa de Peyer ileal, 3 es placa de Peyer yeyunal y 4 es nódulo linfático preescapular; 
P: 100 μl de PBS del Kit BovigamTM Bovine (Prionics Ag, Suiza). A: 30μg de PPA 
aviar (CZ Veterinaria, España) diluida en 60 μl de PBS. 

III.1.4.2.4.3. Valoración de la producción de IFN-γ 

La producción de IFN-γ por los linfocitos se cuantificó mediante un ELISA de 

captura utilizando el kit comercial “BOVIGAM™ Bovine γ Interferon Test Kit” 

(Prionics AG, Suiza) que utiliza un anticuerpo monoclonal frente a dicha citoquina 

bovina. 

La realización de este test se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del 

fabricante tal y como se ha descrito en el apartado III.1.5.1.2.2.2. 

M MP L1P L2P 

L3P L4P 01P 

02P 03P 04P 

L1A L2A 

L3A L4A 01A 

02A 03A 04A 
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III.2. MATERIAL ÓPTICO, FOTOGRÁFICO E   

INFORMÁTICO 

Para el estudio de lassecciones histológicas se empleó un microscopio Leitz 

Diaplan® con óptica PL Fluotar con cabezal múltiple de discusión, alternando entre los 

distintos objetivos 4X, 10X, 25X, 40X y 63X según el caso.  

La cuantificación de micobacterias para la preparación del inóculo (apartado 

III.1.2.2.1.) se realizó en un microscopio Leitz Laborlux 11 con objetivo de 100X y

aceite de inmersión. 

Las microfotografías fueron obtenidas en un microscopio Olympus Provis Ax70 

(Tokio, Japón) con una cámara digital Nikon Digital Camera DMX 1200  

Para la realización de fotografías macroscópicas se empleó una cámara Nikon D-

100. 

Los programas informáticos empleados para la realización de este estudio fueron 

el MS Word, el MS Excel como hoja de cálculo y para la obtención de gráficos, así 

como el MS PowerPoint, todos incluidos en el paquete Microsoft Office XP de 

Windows XP. 

III.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas de contrastación de hipótesis 

mediante análisis de varianza, comparación de medias y frecuencias. Los datos 

cuantitativos obtenidos mediante de las técnicas de ELISA indirecto, producción de 

IFN-γ y recuento del número de granulomas fueron sometidos a una transformación 

logarítmica de base e para ajustar los datos a una distribución normal. Las 

comparaciones de medias se hicieron mediante la prueba de la t de Student para las 
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medias ajustadas. Dado que los datos del área lesionada en los nódulos linfáticos se 

obtuvieron como porcentajes que no siguen una distribución normal, que es la condición 

para aplicar las pruebas paramétricas de análisis de varianza clásica, estos fueron 

sometidos a una transformación del tipo arco seno raíz cuadrada de la proporción (Steel 

y Torrie, 1980). Los datos de tipo frecuencia, como los obtenidos en las pruebas de 

detección de Map o en la IDGA se analizaron mediante la prueba de comparación de 

frecuencias Chi-cuadrado.  

 

En todos los casos se consideró como límite de significación estadística una 

probabilidad del 95%. La entrada de datos se realizó mediante una hoja de cálculo Excel 

en la que se ordenaban y depuraban los datos brutos. Estos se extraían en formato texto 

y se transferían al procedimiento DATA del paquete estadístico SAS (SAS Institute 

Inc., Cary, NC, EE. UU., Versión 9.1). Las pruebas de inferencia estadística se 

realizaron con los procedimientos GLM (variables dependientes con datos cuantitativos 

log-normales) y FREQ (variables dependientes con datos cualitativos) de dicho paquete 

estadístico. 

 

Los modelos que se ensayaron tuvieron en consideración las variables 

independientes “tratamiento” (VI, NVI, VNI, NVNI), “fecha de sacrificio” y “fecha de 

muestreo”, así como todas sus posibles combinaciones, en el caso del análisis de los 

datos obtenidos mediante las pruebas de ELISA y del test de IFN-γ. Además, para el 

análisis de la detección de Map en tejidos, así como para el recuento de granulomas, y 

área ocupada por los mismos, también se tuvieron en cuenta las variables “localización” 

y “presencia de tejido linfoide”. Así mismo, para el estudio estadístico de los resultados 

de la secreción in vitro de IFN-γ también se consideró la variable “linfocitos/tejido” 

Por otro lado, se llevó a cabo un análisis del grado de concordancia entre las 

diferentes pruebas de detección de Map realizadas tanto en tejido fresco (cultivo 

bacteriológico y PCR) como a partir de tejido incluido en parafina (PCR) con las 

pruebas inmunológicas o los diferentes tipos lesionales. Para ello, se calculó el índice 

kappa (k) de concordancia entre pruebas mediante el programa informático Win 

Episcope Ver. 2.0 

(http://www.clive.ed.ac.uk/cliveCatalogueItem.asp?id=B6BC9009-C10F-4393-A22D- 

48F436516AC4),  
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con un nivel de confianza del 95% (Smith, 1995; Thrusfield et al., 2001). Esta variable 

estadística kappa puede oscilar entre -1 y +1, donde +1 indica concordancia total, -1 

equivale a la discordancia total, mientras que 0 indica que la posible concordancia 

observada es debida exclusivamente al azar. Por convención, los valores comprendidos 

entre 0 y 0,2 indican una concordancia débil; aquellos entre 0,2 y 0,4 se interpretan 

como concordancia escasa; entre 0,4 y 0,6 concordancia moderada; entre 0,6 y 0,8 

concordancia significativa, y finalmente valores de k entre 0,8 y 1 sugieren una 

concordancia casi perfecta (Smith, 1995). 
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IV.1.ESTUDIOS “IN VIVO” 
 

En este apartado se van a exponer los resultados obtenidos en el seguimiento 

clínico y en la valoración de la respuesta inmunitaria periférica. Los resultados 

obtenidos en la detección de Map o su ADN en heces o suero, a pesar de ser estudios 

llevados a cabo en el animal vivo, se incluyen dentro del capítulo de estudios 

bacteriológicos (apartado IV2.2).  

 

IV.1.1. Seguimiento clínico 
 

No se apreciaron signos clínicos evidentes durante el periodo de realización del 

estudio que pudieran estar relacionados bien con reacciones anafilácticas tras la 

inoculación de la vacuna o con cualquier otro proceso patológico. Únicamente en algún 

animal se observó que las heces eran más pastosas de lo normal, sin que esta situación 

durara más de uno o dos días, resolviéndose por sí sola. 

 

Uno de los terneros (7461, grupo VI) murió de forma repentina antes de la 

finalización del periodo experimental, a los 250 dpv. No había mostrado signos clínicos 

hasta la hora anterior a la muerte, cuando se observó una ligera apatía. Se le practicó la 

necropsia y se comprobó que la muerte fue debida al shock endotóxico y septicémico 

asociado a una peritonitis aguda causada por una úlcera y perforación del abomaso con 

el consiguiente paso de contenido gástrico a la cavidad abdominal. 

 

Tras el desafío con Map, no se observaron signos compatibles con 

paratuberculosis en ninguno de los animales hasta el momento de su sacrificio. 

 

 

IV.1.2. Valoración de la temperatura corporal 

 

Se comprobó que la vacunación no inducía incrementos sobre el rango de 

temperatura considerado normal en terneros (39,0-40,5ºC), excepto en algún caso 

aislado que presentaba algunas décimas por encima de este valor, sin que esos 
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incrementos fueran estadísticamente significativos (Tabla IV.1 y Gráfica IV.1). Las 

diferencias de temperatura media entre el grupo vacunado y no vacunado (Gráfica IV.1) 

no fueron significativas en ningún momento.  

 

 

Tabla IV.1. Valoración de la temperatura corporal 

Animal 0 hpv 8 hpv 24 hpv 48 hpv. 72 hpv 96 hpv 120 hpv 

Animales vacunados 
3301 39,00 40,30 39,00 39,10 39,10 39,90 39,30 
3303 39,20 41,00 40,90 40,40 40,20 40,20 38,80 
5931 39,20 40,80 39,90 39,80 39,40 39,40 39,00 
5953 39,80 40,30 39,70 40,40 39,90 40,20 39,80 
5954 38,90 39,10 39,30 40,50 39,50 39,20 39,20 
7461 39,30 41,00 40,10 41,20 40,60 39,10 38,90 
7930 38,90 40,80 40,30 40,90 39,50 39,50 39,50 
9106 39,50 40,20 40,50 40,20 40,30 39,40 39,50 
9108 39,20 40,40 39,80 39,50 39,80 39,90 39,40 
9109 38,90 39,40 39,60 39,50 40,10 39,90 39,30 

Media 39,19 40,33 39,91 40,15 39,82 39,91 39,27 
Animales no vacunados 

3300 39,20 39,20 39,90 40,30 40,00 39,60 39,10 
3302 39,00 38,90 38,80 39,10 39,40 39,40 38,90 
5932 39,20 38,90 38,80 39,80 39,60 39,60 39,20 
5933 39,30 40,60 40,30 39,80 39,10 39,60 39,40 
5956 39,30 38,90 38,90 40,10 39,20 39,00 38,80 
7460 39,00 39,80 39,20 40,20 41,40 40,20 39,50 
7931 39,60 40,00 40,00 40,90 39,40 39,60 39,20 
9107 39,00 39,80 39,40 39,00 39,30 39,50 39,20 

Media 39,21 39,50 39,46 39,80 39,62 39,54 39,21 
Valores expresados en ºC de las mediciones de la temperatura a las 0, 8, 24, 48, 72, 96 y 
120 horas post vacunación (hpv). 
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Gráfica IV.1. Evolución de la temperatura en las primeras 120 horas post-
vacunación

 
 

 

IV.1.3.Valoración del nódulo vacunal 

 
Todos los animales vacunados mostraron un nódulo subcutáneo en el lugar de 

inoculación de la vacuna que no afectó al estado general del animal. La gráfica IV.2 

muestra la evolución del tamaño del nódulo vacunal, expresado como la media del 

grupo, del máximo valor en cm alcanzado en cualquiera de las tres dimensiones 

medidas. El nódulo vacunal fue apreciable ya en la inspección realizada a los 15 días de 

haber inoculado el producto vacunal, con diferencias significativas (p<0,05) respecto al 

día del inicio del experimento que se mantuvieron hasta el final. El valor máximo (5,5-

6,5 cm) se alcanzó entre los días 150 y 240 post-vacunación (Tabla IV.2 y Gráfica IV.2) 

y posteriormente fue disminuyendo. No se observaron diferencias significativas entre 

ambos grupos de animales vacunados (VI, VNI) en los diferentes momentos post-

vacunación sin que, por lo tanto, la infección oral por Map influyera sobre el tamaño del 

nódulo. 
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Tabla IV.2. Valoración del tamaño del nódulo vacunal (continúa) 
Animal 0* 15* 30* 45* 60* 90* 105* 120* 

Animales vacunados e infectados 
3301 0 4 5 6 6 6 6 5 
3303 0 3 3 4 5 5 5 6 
5931 0 3 3 3 3 3 4 4 
5953 0 3 3 6 5 5 5 5 
7461 0 3 3 5 6 6 6 6 
7930 0 3 3 3 4 4 4 4 
9108 0 4 4 3 3 3 3 3 
9109 0 3 3 3 4 4 4 3 

Media 0 3,25 3,38 4,13 4,50 4,50 4,63 4,50 
  Animales vacunados no infectados 

5954 0 3 4 4 4 4 5 6 
9106 0 3 3 3 3 3 3 5 

Media 0 3 3,50 3,50 3,50 3,50 4 5,50 
Valores expresados en cm de la mayor dimensión del nódulo vacunal en los diferentes muestreos  
*: días post-vacunación. 

 

 

Tabla IV.2. Valoración del tamaño del nódulo vacunal (continuación) 
Animal 135* 150* 180* 210* 240* 270* 300* 330* 

Animales vacunados e infectados 
3301 7 7 7 sd 12 12 8 8 
3303 7 5 6      
5931 4 4 4 6 sd 4 3 2 
5953 5 6 6      
7461 6 7 8 sd 6    
7930 4 4 5 sd 3 4 4 4 
9108 4 4 3      
9109 4 5 5 5 5 5 8 4 

Media 5,13 5,25 5,50 5,50  6,50 6,25 5,75 4,50 
  Animales vacunados no infectados  

5954 6 7 7 8 6 6 7 6  
9106 6 6 6 5 4 4 0 0  

Media 6 6,50 6,50 6,50 5 5 3,50 3 
Valores expresados en cm de la mayor dimensión del nódulo vacunal en los diferentes muestreos. 
*: días post-vacunación. sd.: sin dato. 
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Gráfica IV.2: Evolución del tamaño del nódulo vacunal en los animales 
vacunados. 

 
El tamaño del nódulo vacunal fue medido al tiempo indicado post-vacunación (dpv), en el 
que se tuvo en cuenta el máximo valor alcanzado en cm en cualquiera de las tres 
dimensiones.          : Momento de la infección 

 

En cuanto al aspecto macro y microscópico del nódulo, no se observaron 

diferencias entre animales. En todos los casos se trataba de nódulos duros, fríos, bien 

delimitados y sin adherencias, con una superficie lisa. La forma que presentaban a la 

palpación era oval, esférica o semi-esférica. En ninguno de los diez animales vacunados 

se observó ulceración ni ninguna otra alteración en la zona del nódulo. En la necropsia, 

tras la escisión y sección de los nódulos, se observaba que presentaban un aspecto 

fibroso homogéneo con focos de necrosis en número variable (entre 2-10), de distinto 

tamaño y color blanco-amarillento (Figura IV.1). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura IV.1. 
Estudio 
macroscópico del 
nódulo vacunal.. 
Nódulo vacunal de forma 
oval de aspecto fibroso, 
con varios focos de 
necrosis caseosa bien 
delimitados y 
distribuidos de forma 
irregular por la superficie 
de corte 
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La valoración histológica de los nódulos vacunales reveló que estaban formados 

principalmente por varios focos de necrosis caseosa que llegaban a confluir, rodeados 

de una intensa reacción inflamatoria de tipo granulomatoso (Figura. IV.2). En ellos, se 

observaban abundantes neutrófilos, muchos de ellos degenerados, asociados a la 

necrosis. En la mayoría de ocasiones se observaban focos de calcificación distrófica en 

la zona necrótica. También era frecuente encontrar, en el centro de los granulomas, 

restos del producto vacunal. Tanto los focos de necrosis como los restos de la vacuna 

aparecían rodeados por una reacción granulomatosa intensa, formada por macrófagos y 

células gigantes con abundantes linfocitos, todo ello delimitado por una intensa reacción 

fibrosa (Figura. IV.3). Cuando aparecían restos del producto vacunal, éste se observaba 

como gotas oleosas conteniendo abundantes BAAR (Figura. IV.4). La imagen 

histológica de los nódulos vacunales de los terneros sacrificados a los 180 o 330 dpv era 

similar, diferenciándose únicamente en que la capa fibrosa que demarcaba los 

granulomas era más evidente en los nódulos de los animales eutanasiados a los 330 dpv.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.2. Estudio histológico del nódulo vacunal. 
Focos de necrosis caseosa, rodeados de una intensa reacción 
inflamatoria de tipo granulomatoso, demarcados por una cápsula 
fibrosa. H-E. 40x. 
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Figura IV.3. Estudio histológico del nódulo vacunal. 
Zona de necrosis conteniendo abundantes neutrófilos (parte 
izquierda de la figura) y áreas de calcificación distrófica (flechas), 
rodeadas de un infiltrado inflamatorio granulomatoso, con células 
gigantes. HE. 100x. 
 

Figura IV.4. Estudio histológico del nódulo vacunal.  
Restos del producto vacunal, en el centro de la imagen, que aparece 
como gotas oleosas conteniendo abundatnes BAAR, rodeados de una 
reacción inflamatoria granulomatosa. Ziehl-Neelsen. 200x. 
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IV.1.4. Estudio de la respuesta inmunitaria periférica 
 

 

IV.1.4.1. Respuesta inmunitaria humoral 

 

 

IV.1.4.1.1. ELISA indirecto 

 

 

IV.1.4.1.1.1. ELISA indirecto frente a paratuberculosis 

 

En la tabla IX.1 (Anexo) se detallan los resultados individuales para el ELISA 

indirecto frente a paratuberculosis obtenidos en los diferentes momentos del 

experimento. Dichos resultados se representan como el valor medio en cada grupo y 

muestreo en la gráfica IV.3. Igualmente, en la Gráfica IV. 6 se muestran los resultados 

de la relación de la respuesta inmunitaria valorada mediante las técnicas de ELISA e 

IDGA, en los diferentes grupos a lo largo de toda la infección experimental. 

 

Gráfica IV.3: Evolución de la producción de anticuerpos a lo largo del experimento 
medidos mediante el test ELISA indirecto frente a paratuberculosis.  

 
La tasa de anticuerpos se expresa como la media aritmética del índice de DO (densidad óptica) de cada 
animal (cociente de densidad óptica) en los distintos grupos experimentales. VI: vacunado e infectado, 
NVI: no vacunado e infectado; VNI: vacunado y no infectado; NVNI: no vacunado y no infectado).      : 
Momento de la infección. Las flechas naranjas indican el momento en el que se realizó la prueba de la 
intradermorreacción (IDR). 
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Se observó que los grupos de animales vacunados mostraban una tasa de 

anticuerpos séricos superior a la de los no vacunados (Gráfica IV.3, Tabla IX.1 de 

Anexos). Además, en ambos lotes de animales vacunados (VI, VNI), a partir de los 90 

dpv, se obtuvieron valores por encima del índice que se considera positivo para el 

diagnóstico de esta enfermedad (ELISA ≥ 800). Tanto los terneros del grupo VI como 

del VNI, produjeron una cantidad significativamente mayor de anticuerpos que los 

grupos no vacunados a partir de los 60 dpv (p<0,05), incrementándose las diferencias 

(p<0,001) a partir del día 90 post-vacunación y hasta el final del estudio. Entre ambos 

grupos de animales vacunados (VI, VNI) no se observaron diferencias significativas en 

la producción de anticuerpos en ningún momento del estudio. 

En cuanto a la evolución de la producción de anticuerpos a lo largo del tiempo, 

se observó que fue a los 240 dpv cuando se alcanzaron los valores más elevados en 

ambos grupos (Gráfica IV.3; Tabla IV.3). Se observaron diferencias significativas entre 

la producción de anticuerpos a los 240 dpv con la de los muestreos realizados desde el 

inicio del estudio hasta los 45 dpv (p<0,001) o hasta los 135 dpv (p<0,05). 

Posteriormente, las diferencias no fueron significativas entre muestreos hasta el final del 

experimento.  

 

El grupo de terneros no vacunados e infectados (NVI) presentó valores de 

anticuerpos significativamente más altos (p<0,05) que los controles no infectados 

(NVNI) a los 210 dpv, permaneciendo más elevados hasta el final del experimento, pero 

sin llegar a alcanzar en ningún momento valores considerados como positivos en el 

diagnóstico serológico habitual de paratuberculosis en la infección natural, como se 

muestra en la gráfica IV.3 y en la tabla IX.1 del anexo, si bien el ternero 5956 mostró un 

resultado positivo en el muestreo de los 240 dpv (Tabla IX.1). 

 

Respecto a los momentos de realización de la prueba de IDR, tras su ejecución 

no se observaron modificaciones significativas (incrementos o disminuciones) en la 

producción de anticuerpos frente a paratuberculosis a lo largo del experimento. 
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Tabla IV.3. Producción de anticuerpos en los diferentes momentos post-
vacunación. 

 Prueba 

Días post-vacunación ELISA PTB ELISA TB 

0 263,68 180,96 
15 255,22 183,03 

30 317,48 245,58 

45 435,17 276,79 

60 604,06 328,75 

90 591,49 381,60 

105 608,93 377,31 

120 679,81 453,98 

135 675,43 388,75 

150 774,47 375,19 

180 749,47 371,99 

210 766,71 623,59 

240 835,99 517,40 

270 710,13 443,44 

300 711,75 525,63 

330 722,38 544,56 

Valores medios del índice de DO (densidad óptica) de todos los animales en los diferentes 
muestreos. ELISA PTB: prueba ELISA frente a paratuberculosis. ELISA TB: prueba ELISA 
frente a tuberculosis. El resultado se obtuvo al dividir el valor medio de la DO de cada suero 
problema entre el valor medio de los controles positivos de cada placa de ELISA 

 

 

IV.1.4.1.1.2. ELISA indirecto frente a tuberculosis 

 

En la tabla IX.2 (Anexo) se detallan los resultados individuales para el ELISA 

indirecto frente a tuberculosis obtenidos en los diferentes momentos del experimento. 

Dichos resultados se representan como el valor medio de cada grupo a lo largo del 

tiempo en la gráfica IV.4.  

 

 

 

278 
 



IV. Resultados 
 

Gráfica IV.4: Evolución de la producción de anticuerpos a lo largo del 
experimento medidos mediante el test ELISA indirecto frente a tuberculosis.  

 

 
La tasa de anticuerpos se expresa como la media aritmética del índice de DO (densidad óptica) de cada 
animal (cociente de densidad óptica) en los distintos grupos experimentales. VI: vacunado e infectado; 
NVI: no vacunado e infectado; VNI: vacunado y no infectado; NVNI: no vacunado y no infectado).      : 
Momento de la infección. Las flechas naranjas indican el momento en el que se realizó la prueba de la 
intradermorreacción (IDR). 

 

 

Como se observa en la gráfica IV.4, los animales de los grupos vacunados 

mostraron niveles mayores de anticuerpos frente a M. bovis que los no vacunados. 

Concretamente, los terneros del grupo VI produjeron significativamente mayor cantidad 

de anticuerpos que los grupos no vacunados a partir de los 60 dpv (p<0,001), 

manteniéndose la diferencia hasta el final del estudio. El grupo VNI, formado por dos 

animales, empezó a mostrar diferencias significativas (p<0,001) con los animales no 

vacunados a los 120 dpv, que se mantuvieron hasta el final del experimento. 

 

Entre ambos grupos vacunados (VI, VNI), también se apreciaron diferencias 

significativas en la produción de anticuerpos medidos mediante ELISA frente a 

tuberculosis. El grupo VI produjo mayor cantidad de anticuerpos a los 60 dpv (p<0,05) 

que el grupo VNI. Sin embargo, fueron los animales de este último grupo los que 

mostraron niveles más elevados a los 120 (p<0,05), 210 y 240 (p<0,001) dpv. 

 

En cuanto a la evolución a lo largo del experimento de la producción de 

anticuerpos frente a M. bovis, los valores más elevados se obtuvieron a los 210 dpv en 
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los terneros de los grupos vacunados (Gráfica IV.4). Las diferencias fueron muy 

significativas (p<0,001) entre la producción de anticuerpos a los 210 dpv con la de los 

muestreos realizados desde el inicio del estudio hasta este momento. A partir de 

entonces se produjo un descenso hasta el final del estudio.  

 

Entre los animales no vacunados (NVI, NVNI), en ningún momento se 

observaron diferencias significativas en la producción de anticuerpos medidos con esta 

técnica. 

 

Respecto a los momentos de realización de la prueba de IDR y tras su ejecución 

no se encontraron modificaciones significativas (incrementos o disminuciones) en la 

producción de anticuerpos frente a tuberculosis a lo largo del experimento. 

 

Como se puede apreciar en la tabla IV.3, y aunque debe de tenerse en cuenta que 

se trata de técnicas diferentes, los niveles del índice de densidad óptica fueron siempre 

inferiores en el ELISA frente a tuberculosis que a paratuberculosis. De forma 

individual, en escasas ocasiones el índice del ELISA-tuberculosis fue superior en 

algunos terneros (Tabla IX.2 de anexo). 

 

 

IV.1.4.1.2. IDGA 

 

Los resultados obtenidos con esta prueba se muestran en la tabla IV.4 y se 

representan en la gráfica IV.5. Sólo se observaron reacciones positivas en los animales 

vacunados, tanto infectados como no infectados, que se detectaron únicamente entre los 

60 y 180 dpv. La positividad fue inconstante incluso para el mismo animal, variando los 

resultados de positivo a negativo a lo largo de los muestreos. Es de destacar que en el 

grupo VI seis de los ocho animales fueron ya positivos a los 60 dpv, aunque no se 

mantuvo después dicho resultado. En el grupo VNI, los resultados positivos aparecieron 

más tardíamente, a los 105 dpv, destacando el ternero 5954 que fue constantemente 

positivo entre los días 105 y 180 dpv. En cualquier caso, no se apreciaron diferencias 

significativas entre los dos grupos de terneros vacunados. Todos los terneros no 

vacunados, tanto del grupo NVI, como NVNI fueron negativos en todos los muestreos.  
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Tabla IV.4. Resultados del test de inmunodifusión en del de agar en los 
muestreos con algún animal positivo 

 Días post-vacunación 
Animal 60 90 105 120 135 150 180 

 Animales vacunados e infectados (VI) 
3301 P P N N N N N 
3303 P N N N N N N 
5931 N N N N N N N 
5953 N N N N N N P 
7461 P P N P N N N 
7930 P N N N N N N 
9108 P N N N N N N 
9109 P N N N P N N 

 Animales no vacunados e infectados (NVI) 
3300 N N N N N N N 
3302 N N N N N N N 
5933 N N N N N N N 
5956 N N N N N N N 
7460 N N N N N N N 
9107 N N N N N N N 

 Animales vacunados y no infectados (VNI) 
5954 N N P P P P P 
9106 N N P P N N N 

 Animales no vacunados y no infectados (NVNI) 
5932 N N N N N N N 
7931 N N N N N N N 

(P: Positivo. N: negativo. ) .  
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Gráfica IV.5. Porcentaje de animales positivos a la presencia de anticuerpos 
detectados mediante Inmunodifusión en gel de agar (IDGA). 

 
VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado; VNI: vacunado y no infectado; NVNI: no 
vacunado y no infectado.        : Momento de la infección. 

 

 

En la gráfica IV.6 se muestra la comparación entre el porcentaje de terneros 

positivos a ELISA frente a paratuberculosis y a IDGA. Se observa que el número de 

animales positivos medidos mediante la IDGA fue mucho menor (p<0,001) que en el 

caso del ELISA, considerando los valores de DO superiores a 800 como positivos. En el 

grupo NVNI no hubo animales positivos a ninguna de las dos técnicas. 
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Gráfica IV. 6 Comparación entre los porcentajes de animales positivos a la 
presencia de anticuerpos frente a Map detectados mediante ELISA e IDGA, en 
los diferentes grupos con algún animal positivo. 
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IV.1.4.2. Respuesta inmune celular 

 

 

IV.1.4.2.1. Intradermorreacción (IDR) comparada 

 

En la tabla IV.5 y en la gráfica IV.7 se muestran los resultados del test de IDR 

comparada tras la inoculación de PPD bovina y aviar a los 0, 45, 150 y 330 dpv.. Al 

inicio del estudio (0 dpv), ningún animal presentó incremento alguno tras la inoculación 

de ambas tuberculinas. 

 

A los 45 dpv, todos los animales vacunados, tanto del grupo infectado (VI) 

como del grupo no infectado (VNI) resultaron positivos a la inoculación cutánea de 

PPD aviar, mostrando incrementos que oscilaban desde 6 mm, en el animal con menor 

incremento, hasta 23 mm, en el animal dónde este fue mayor (Tabla IV.5). Dichos 

incrementos fueron significativamente superiores a los de los grupos no vacunados 

(p<0,001). En cuanto a la reacción frente a la PPD bovina, también se obtuvieron 

resultados positivos aunque no en todos los terneros vacunados, siendo además, en estos 

casos, la respuesta significativamente menor (p<0,05) que la obtenida para la PPD aviar 

(Gráfica IV.7 y tabla IV.5). Los terneros del grupo VNI mostraron incrementos 

superiores (p<0,001) del grosor cutáneo que los del grupo VI tras la inoculación de la 

PPD bovina. 

 

En las dos siguientes lecturas (150 y 330 dpv) se observó una disminución 

progresiva en el incremento de grosor cutáneo en los terneros vacunados inoculados con 

PPD aviar, si bien el valor medio fue siempre positivo y superior al obtenido con la PPD 

bovina. A los 150 dpv, un ternero del grupo VI (7461) mostró un resultado negativo a la 

prueba de IDR frente a la PPD aviar, con 1 mm de incremento de grosor, mientras que 

en el resto oscilaba entre 2 mm y 24 mm. A pesar de ello, el conjunto de animales del 

lote VI seguían mostrando diferencias significativas con los animales no vacunados 

(p<0,001) en la respuesta a la inoculación con ambas tuberculinas. A los 330 dpv, el 

incremento del grosor cutáneo tras la inoculación de PPD aviar arrojó valores que se se 

situaban entre los 3 mm y 13 mm en todos los animales vacunados sometidos a la 

prueba (Tabla IV.5). En el caso de la PPD bovina, al igual que en los casos anteriores, el 

incremento de grosor cutáneo fue siempre inferior al obtenido con la PPD aviar.  
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Tabla IV.5: Resultados de la IDR comparada a los 0, 45, 150 y 330 dpv, 
después de las 72 horas de inocular la PPD aviar (Aviar) o bovina 
(Bovina), expresados en mm. 

Días post-vacunación 

Animal 
0 45 150 330 

Aviar Bovina Aviar Bovina Aviar Bovina Aviar Bovina 

Vacunados e infectados (incremento en mm) 

3301 0 0 23 10 23 7 6 6 
3303 0 0 14 5 24 8 - - 
5931 0 0 8 3 8 5 3 0 
5953 0 0 17 5 19 4 - - 
7461 0 0 18 4 1 0 - - 
7930 0 0 10 3 6 5 13 1 
9108 0 0 6 1 11 6 - - 
9109 

Media 
0 0 13 5 11 6 3 1 
0 0 13,63 4,50 12,88 5,13 6,25 2 

No vacunados e infectados (incremento en mm) 

3300 0 0 1 0 3 2 1 1 
3302 0 0 0 0 2 1 sd sd 
5933 0 0 0 0 5 2 - - 
5956 0 0 1 0 1 0 4 2 
7460 0 0 1 0 11 4 - - 
9107 0 0 0 3 2 1 4 1 

Media 0 0 0,50 0,50 4 1,67 3 1,34 

Vacunados y no infectados (incremento en mm) 

5954 0 0 16 9 20 4 6 5 
9106 0 0 20 10 6 4 4 2 

Media 0 0 18 9,50 13 4 5 3,50 

No vacunados y no infectados (incremento en mm) 

5932 0 0 0 0 0 0 0 0 
7931 0 0 1 1 0 0 0 0 

Media 0 0 0,50 0,50 0 0 0 0 
sd:sin datos 

 

 

 

En cuanto a los animales no vacunados (NVI y NVNI), la respuesta a ambas 

tuberculinas fue negativa a los 45 dpv, cuando aún no se había procedido al desafío, 

obteniéndose únicamente incrementos de 1 mm en 4 animales, tanto infectados (NVI) 
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como controles (NVNI) (Tabla IV.5); no obstante, un animal de grupo NVI (9107) 

mostró 3 mm de incremento a la inoculación de la tuberculina bovina. Sin embargo, a 

los 150 dpv (90 dpi) el incremento de grosor cutáneo medio obtenido tras la inoculación 

de la PPD aviar en el grupo NVI ofreció valores considerados como positivos (4 mm), 

oscilando entre 1 y 11 mm, y siempre significativamente mayores (p<0,05) que los 

obtenidos frente a la PPD bovina. A los 330 dpv (270 dpi), de nuevo se obtuvieron 

incrementos mayores para la tuberculina aviar que para la bovina, sin que se observaran 

diferencias con el muestreo anterior. En el grupo NVNI no se observaron incrementos 

para las dos tuberculinas en ninguno de los dos animales (Tabla IV.5). 

 

Gráfica IV.7. Incremento del grosor cutáneo detectado en el test de 
intradermorreacción (IDR) comparada realizado a los 0, 45, 150 y 330 
días post-vacunación. 

 
Av: Incremento del grosor cutáneo tras la inoculación de PPD aviar. Bov: Incremento del grosor 
cutáneo tras la inoculación de PPD bovina. VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e 
infectado; VNI: vacunado, no infectado; NVNI: no vacunado, no infectado. (Barras: desviación 
típica). 
 

 

IV.1.4.2.2. Valoración de la producción de IFN-γ 

 

Los resultados de la producción de IFN-γ tras la estimulación de la sangre 

heparinizada con PPD aviar y PPD bovina se muestran detallados individualmente en 

las tablas IX.3 y IX.4 (Anexo), respectivamente. Estos resultados se muestran como el 

valor medio de cada grupo y muestreo, en las gráficas IV.8 y IV.9. Igualmente, la 

liberación media de IFN-γ tras la estimulación de los linfocitos circulantes con PPD 
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aviar y bovina por parte de los terneros de los cuatro grupos (VI, NVI, VNI, NVNI) así 

como su desviación estándar se encuentran reflejados en la tabla IV.6. 

 

Respecto a la producción de IFN-γ por las células sanguíneas tras su 

estimulación con PPD aviar, se observa que los animales de los grupos vacunados 

mostraron un incremento significativo en la producción de esta citoquina respecto al 

grupo NVNI a lo largo de todo el experimento. En los terneros del lote VI dicho 

incremento fue significativamente superior a los 45 dpv (p<0,05), alcanzando los 

mayores niveles a los 120 dpv (p<0,001), manteniéndose con diferencias 

significativamente más altas hasta los 240 dpv (p<0,05) respecto a los controles no 

vacunados, momento a partir del cual disminuyen paulativamente hasta el final del 

experimento. En el grupo de animales VNI las primeras diferencias significativas 

(p<0,05) con el grupo NVNI aparecieron a los 60 dpv, y se mantuvieron hasta los 240 

dpv, alcanzando su máximo nivel a los 135 dpv. 

 

En ambos grupos vacunados (VI y VNI) los niveles de IFN-γ se mantuvieron 

elevados hasta el final del experimento, con valores máximos entre los 120 y 180 dpv 

(Tabla IV.6 y gráfica IV.8), descendiendo a partir de entonces. Entre ambos grupos 

hubo diferencias significativas (p<0,001) en la producción de esta citoquina tan solo a 

los 135 dpv, siendo mayor en el grupo de terneros no infectados (VNI) (Gráfica IV.8). 

En relación con el grupo NVI, todos los animales vacunados mostraron niveles más 

elevados de IFN-γ, excepto a los 210 y 300 dpv, en que los NVI produjeron mayor 

cantidad de esta citoquina, aunque las diferencias no fueron significativas.  

 

Entre ambos grupos de animales no vacunados (NVI y NVNI) tan solo se 

observó una mayor producción (p<0,05) de IFN-γ en sangre circulante de los terneros 

del grupo infectado (NVI) a partir de los 120 dpv (60 dpi), manteniéndose con niveles 

mayores que los controles hasta el final del experimento. 
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Tabla IV.6. Resultados de la prueba de liberación de IFN-γ en los terneros de los 

diferentes grupos experimentales (continúa) 
 VI NVI 

Dpv Av d.e.a Bov d.e.b Av d.e.a Bov d.e.b 

0 1,56 0,61 1,54 0,73 1,30 0,13 1,33 0,21 

15 2,13 1,09 4,34 2,29 2,03 2,32 2,13 1,90 

30 4,68 2,49 3,31 1,87 1,41 0,75 1,68 0,88 

45 16,02 7,62 13,54 5,65 2,16 1,07 2,65 1,65 

60 25,14 6,80 21,38 9,34 1,66 0,78 3,44 2,21 

90 13,49 8,20 11,65 7,55 1,73 0,89 2,14 1,22 

105 29,49 20,61 24,60 20,57 2,62 2,61 3,00 2,49 

120 42,65 17,44 43,12 17,6 15,54 11,82 29,19 23,61 

135 29,28 14,92 26,39 14,45 11,33 19,73 4,87 2,78 

150 36,01 15,98 30,25 17,01 14,64 13,18 13,05 9,65 

180 34,93 12,55 32,45 21,52 14,72 15,90 16,03 15,05 

210 20,59 13,93 13,53 8,12 26,91 25,76 23,24 23,67 

240 23,98 13,82 16,26 20,44 12,98 12,37 6,57 7,09 

270 3,08 3,13 2,31 1,67 2,55 1,16 2,50 1,16 

300 5,12 3,04 3,79 3,15 12,99 8,55 4,19 1,68 

330 13,92 9,48 12,02 9,83 13,80 12,61 9,86 12,98 

Valores medios de cada grupo experimental (VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado; 
VNI: vacunado, no infectado; NVNI: no vacunado, no infectado) en los diferentes días post-vacunación 
(dpv). Av: nivel de IFN-γ producido tras la estimulación de los linfocitos sanguíneos con PPD aviar, y se 
obtuvo dividiendo el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD aviar entre la densidad 
óptica del mismo plasma estimulado con PBS. d.e.a: desviación estándar de los valores Av. Bov: nivel de 
IFN-γ producido tras la estimulación de los linfocitos sanguíneos con PPD bovina, y se obtuvo dividiendo 
el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD bovina entre la densidad óptica del mismo 
plasma estimulado con PBS. d.e.b: desviación estándar de los valores Bov. 
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Tabla IV.6. Resultados de la prueba de liberación de IFN-γ en los terneros de los 
diferentes grupos experimentales (continuación) 

 VNI NVNI 

Dpv Av d.e.a Bov d.e.b Av d.e.a Bov d.e.b 

0 1,29 0,01 1,22 0,12 1,03 0,11 1,15 0,02 

15 0,85 0,13 0,84 0,16 1,23 0,12 1,75 0,52 

30 2,38 1,91 1,58 0,38 0,83 0,26 1,24 0,24 

45 1,21 0,21 1,35 0,03 1,67 0,52 0,96 0,29 

60 15,96 10,19 20,74 14,69 1,65 0,06 3,29 0,14 

90 18,54 14,80 13,99 8,37 1,04 0,01 1,49 0,30 

105 32,55 0,07 31,14 2,06 0,70 0,57 1,17 0,81 

120 50,13 3,54 50,13 3,54 22,68 8,38 32,26 21,93 

135 61,94 35,73 58,94 27,53 1,12 0,58 1,38 0,20 

150 35,95 21,14 35,01 25,83 1,07 0,18 1,38 0,35 

180 45,74 4,30 41,09 10,88 1,06 0,08 1,24 0,11 

210 10,25 4,87 10,13 7,96 2,18 1,65 4,42 4,77 

240 15,75 4,97 9,28 3,86 4,49 4,65 4,22 4,29 

270 5,88 6,59 5,31 5,78 0,87 0,26 1,33 0,48 

300 4,32 1,15 2,36 1,23 14,01 18,46 10,89 14,07 

330 9,70 3,51 10,18 2,27 2,45 0,33 2,05 0,23 

Valores medios de cada grupo experimental (VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado; 
VNI: vacunado, no infectado; NVNI: no vacunado, no infectado) en los diferentes días post-vacunación 
(dpv). Av: nivel de IFN-γ producido tras la estimulación de los linfocitos sanguíneos con PPD aviar, y se 
obtuvo dividiendo el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD aviar entre la densidad 
óptica del mismo plasma estimulado con PBS. d.e.a: desviación estándar de los valores Av. Bov: nivel de 
IFN-γ producido tras la estimulación de los linfocitos sanguíneos con PPD bovina, y se obtuvo dividiendo 
el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD bovina entre la densidad óptica del mismo 
plasma estimulado con PBS. d.e.b: desviación estándar de los valores Bov. 
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Gráfica IV.8. Evolución de la producción de IFN-γ tras la estimulación de 
sangre periférica con PPD aviar. 

 
Los valores representados se obtuvieron calculando la media hallada en los diferentes muestreos 
dentro de cada grupo (VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado; VNI; vacunado y no 
infectado; NVNI: no vacunado y no infectado). Los resultados se expresan como un cociente de 
desnsidad óptica entre el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD aviar y la 
densidad óptica del mismo plasma estimulado con PBS.      : Momento de infección. Las flechas 
naranjas indican el momento en el que se realizó la prueba de la intradermorreacción (IDR). 

 

 

Si se tiene en cuenta el momento de realización de la IDR, se observa que 15 y 

30 días después de realizarse esta prueba a los 45 y 150 dpv respectivamente, hay un 

incremento significativo (p>0,05) en la producción de IFN-γ respecto al muestreo 

anterior en los animales vacunados.  

 

En la gráfica IV.9 se muestran los resultados obtenidos para la producción de 

IFN-γ tras la estimulación de la sangre con PPD bovina. Se observa que la cinética fue 

similar a la observada con la PPD aviar, de forma que los animales de los grupos 

vacunados mostraron un incremento en la producción de esta citoquina, pero los valores 

del índice de de densidad óptica fueron, en la mayoría de los muestreos, inferiores a los 

obtenidos para la estimulación de las mismas sangres con la PPD aviar (Tabla IV.6), y 

cuando los valores fueron mayores estas diferencias no resultaron significativas. 
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Gráfica IV.9. Evolución de la producción de IFN-γ tras la estimulación de sangre 
periférica con PPD bovina. 

 
Los valores respresentados se obtuvieron calculando la media hallada en los diferentes muestreos 
dentro de cada grupo (VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado; VNI: vacunado, no 
infectado; NVNI: no vacunado, no infectado). Los resultados se expresan como un cociente de 
desnsidad óptica entre el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD bovina y la 
densidad óptica del mismo plasma estimulado con PBS.        : Momento de infección. Las flechas 
naranjas indican el momento en el que se realizó la prueba de la intradermorreacción (IDR). 

 

En cuanto a los niveles de IFN-γ mostrados por los diferentes grupos tras la 

estimulación con PPD bovina, al comparar ambos lotes vacunados con el control NVNI, 

se observó que los terneros del grupo VI mostraron niveles significamente más elevados 

de esta citoquina a partir de los 45 dpv (p<0,05), alcanzando el nivel máximo a los 120 

dpv (p<0,001). A partir de entonces, los niveles de IFN-γ fueron descendiendo hasta los 

270 dpv, momento en el cual las diferencias con el grupo control no son significativas. 

En cuanto a los animales del grupo VNI, es a los 60 dpv (p<0,05) cuando comienzan a 

mostrar diferencias significativas respecto al grupo NVNI, alcanzando los niveles más 

elevados de producción de esta citoquina a los 135 dpv (p<0,001), descendiendo hasta 

los 270 dpv.  

 

En relación con el grupo NVI, los niveles de esta citoquina fueron siempre más 

elevados en el grupo de individuos vacunados a partir de los 45 y 60 dpv para los 

grupos VI y VNI respectivamente, excepto a los 210, 300 y 330 dpv, que fueron 

mayores en el grupo NVI, aunque las diferencias no fueron significativas. 
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Al comparar ambos grupos vacunados, no se observaron diferencias 

significativas en los niveles de IFN-γ a lo largo del experimento, excepto a los 45 dpv, 

donde fueron superiores en el grupo VI (p<0,05) y a los 135 dpv donde los niveles eran 

mayores en los terneros del grupo VNI (p<0,05).  

 

En los terneros del grupo NVI y respecto a los controles del lote NVNI, se 

observa un incremento en la producción de IFN-γ tras el estímulo con PPD bovina 

(p<0,05) a los 150 dpv (90 dpi), alcanzando el máximo a los 210 dpv (150 dpi) y 

manteniéndose a niveles más elevados hasta el final del experimento.  

Únicamente a los 300 dpv, los terneros del grupo NVNI mostraron niveles de 

IFN-γ más elevados que los del resto de grupos.  

 

Al igual que sucedió en el caso de la estimulación con PPD aviar, en el primer 

muestreo llevado a cabo tras las realización de la prueba de IDR a los 45 y 150 dpv (a 

los 15 y 30 días respectivamente), se observó un incremento significativo de la 

producción de IFN-γ tras la estimulación con PPD bovina respecto al muestreo previo 

(p<0,05) en los grupos de terneros vacunados. 

 

También se estudió la evolución de la producción basal bruta de IFN-γ (IFN-

γ0), expresada como valor de la absorbancia de los plasmas tras la incubación de las 

muestras de sangre únicamente con PBS, como reflejo de la respuesta inmune celular 

inespecífica desarrollado en cada grupo de terneros (Gráfica IV.10). Los valores 

concretos de cada ternero están recogidos en la tabla IX.5 de los Anexos. 
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Gráfica IV.10. Evolución de los niveles de IFN-γ basal (IFN-γ0) lo largo del 
estudio en cada grupo experimental. 

 
Los valores respresentados se obtuvieron calculando la media hallada en los diferentes muestreos 
dentro de cada grupo (VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado; VNI: vacunado, no 
infectado; NVNI: no vacunado, no infectado). Los resultados se expresan como el valor de la 
absorbancia de cada plasma incubado con PBS.          : Momento de infección. D.O: densida óptica. 
Las flechas naranjas indican el momento en que se realizó la intradermorreacción (IDR). 

 

Se observan picos de secreción de IFN-γ0 en el grupo de animales NVNI a los 

15, 105 y 270 dpv, muestreo este último en que los niveles de esta citoquina son 

elevados en todos los grupos. Salvo estas excepciones, se observa como en todos los 

grupos la producción de la citoquina tras la estimulación con PBS se incrementa 

ligeramente desde el inicio del estudio hasta llegar a los 105 dpv, y, en términos 

generales, desciende gradualmente para comenzar a elevarse ligeramente a partir de los 

210 dpv hasta el final del estudio.  

 

En cuanto a las diferencias entre grupos, los animales de los grupos vacunados 

(VI, VNI), secretaron, de forma inespecífica, una menor cantidad de IFN-γ que los 

terneros del grupo control NVNI, de manera significativa a los 15 y 105 dpv (p<0,05); 

sin embargo, los animales de ambos grupos vacunados produjeron mayor cantidad de 

esta citoquina a los 300 dpv (p<0,001).  

 

Entre ambos grupos de animales vacunados no hubo diferencias significativas 

en ningún muestreo, lo que parece indicar que la infección, en este caso, no tuvo 

influencia en la liberación basal de IFN-γ. 
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Los animales del grupo NVI, no mostraron diferencias con los terneros del 

grupo NVNI, excepto en los dos momentos ya señalados (15 y 105 dpv) cuando los 

individuos de este último grupo mostraron valores más elevados (p<<0,001). 

 

Respecto a la prueba de IDR, no se han observado variaciones en los niveles 

basales de IFN-γ relacionados con la realización de dicha prueba.  
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IV.2. Estudios post-mortem 
 

 

IV.2.1.Estudios anatomopatológicos 
 

El sacrificio de los animales fue llevado a cabo en dos momentos de la 

experiencia, a los 180 dpv (120 dpi), cuando se sacrificaron cinco animales, dos del 

grupo no vacunado e infectado (NVI) y tres del grupo vacunado infectado (VI), y a los 

330 dpv (270 dpi), cuando se sacrificó el resto de terneros, es decir 12, tal y como se 

muestra en la tabla III.4 del capítulo de material y métodos. Uno de los animales del 

grupo VI (7461) murió a los 250 dpv, debiendo haberse sacrificado a los 330 dpv, por 

una úlcera abomasal y debido a elevada autolisis de las muestras se ha excluído del 

estudio de lesiones.  

 

Tras el sacrificio se realizó la necropsia completa y reglada en todos los 

animales y se procedió al estudio macroscópico y a la toma de muestras, tal como se ha 

detallado en el apartado III. 1.4.2.1.1 (Material y métodos). 

 

 

IV.2.1.1. Lesiones macroscópicas asociadas a paratuberculosis 

 

En el momento del sacrificio, todos los animales presentaban buen estado de 

carnes. En los terneros eutanasiados a los 180 dpv no se observaron lesiones 

macroscópicas relacionadas con paratuberculosis en ningún animal, ni tampoco en el 

animal muerto a los 250 dpv. Sin embargo, en el sacrificio realizado a los 330 dpv, en 

uno de los animales perteneciente al grupo VI (ternero 5931) se observaron alteraciones 

visibles. Este animal mostraba linfangiectasias y linfangitis de los vasos linfáticos 

localizados principalmente en la serosa ileal, que se observaban como cordones 

blanquecinos de trayecto sinuoso sobre la pared intestinal (Figura IV.5). Además, la 

pared intestinal se encontraba engrosada en unos 6-8 tramos de íleon y yeyuno, a modo 

de placas de unos 10-15 cm de longitud, siendo este incremento de grosor más evidente 

en tramos más distales del intestino delgado. Las zonas afectadas mostraban el aspecto 

de un tubo rígido y carnoso (Figura IV.5). A la apertura del intestino, en la lámina 
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propia se observaba la formación de pliegues que al tratar de estirar apenas desaparecían 

(Figura IV.6). Además, se apreció la tumefacción de los nódulos linfáticos mesentéricos 

que a la sección presentaban un aspecto edematoso con la zona la medular, de color 

parduzco, incrementada de tamaño y la presencia de nodulaciones blanquecinas de 

pequeño tamaño en la cortical. No se observaron focos de necrosis ni en los nódulos 

linfáticos ni en las zonas de intestino lesionadas.  

No se encontró ningún otro tipo de alteraciones macroscópicas asociadas a esta 

enfermedad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.5. Intestino delgado del animal 5931. 
Lesiones macroscópicas. Linfangiectasias y linfangitis de 
los vasos linfáticos de la serosa ileal, donde los vasos linfáticos 
aparecen como cordones blanquecinos de trayecto sinuoso sobre la 
pared intestinal. Engrosamiento del intestino que toma el aspecto 
de un tubo rígido y carnoso. 
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IV.2.1.2. Lesiones microscópicas asociadas a la paratuberculosis 

 

En todos los animales estudiados se pudo constatar la presencia de tejido 

linfoide intestinal, formando las denominadas placas de Peyer, en diferentes tramos 

intestinales, desde el yeyuno proximal hasta la válvula ileocecal. Este tejido estaba 

constituido por la agrupación de folículos linfoides de morfología esférica u ovoidea 

delimitados por una fina cápsula de tejido conjuntivo, localizados en la mucosa y 

submucosa intestinales. Además, los folículos estaban separados unos de otros por un 

espacio interfolicular en el que abundaban los linfocitos así como los capilares 

sanguíneos y linfáticos. Sobre las placas de Peyer aparecía la lámina propia intestinal, 

conteniendo glándulas que en ocasiones se extendían hasta el tejido linfoide, situándose 

entre los folículos. Sobre los folículos, según la sección examinada, en vez de glándulas 

se observaban abundantes linfocitos, formando la zona denominada cúpula, que 

aparecía recubierta por un epitelio simple cúbico. Los folículos linfoides presentes en la 

válvula ileocecal y en el yeyuno (placa de Peyer yeyunal) se caracterizaban por 

presentar mayor densidad de células en las partes periféricas de los mismos. En el íleon, 

sin embargo, no se apreciaba esa clara diferencia de densidad linfocitaria entre las partes 

Figura IV.6. Intestino delgado del animal 5931. 
Lesiones macroscópicas. Aspecto de la mucosa intestinal, 
donde se observa la formación de pliegues que al tratar de estirar 
apenas desaparecían. 
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centrales y periféricas de los folículos, y estos se encontraban separados unos de otros 

por una capa de tejido fibroso que representaba la zona interfolicular, que incluso en 

algunos cortes histológicos se había separado físicamente al llevar a cabo el tratamiento 

de las muestras para su estudio. 

 

 

IV.2.1.2.1. Estudio y clasificación de las lesiones histológicas 

 

Once de los trece animales infectados (cinco de los ocho del grupo VI y todos 

los del lote NVI) presentaban lesiones histológicas asociadas a paratuberculosis. En los 

animales utilizados como contol del experimento, no infectados, no se encontraron 

lesiones. 

 

Las lesiones observadas fueron clasificadas en diferentes categorías (apartado 

III. 1.4.2.1.3. del capítulo de material y métodos), siguiendo los criterios establecidos 

por Pérez et al (1996) en ovino, Corpa et al., (2000a) en caprino y, principalmente, 

González et al., (2005) en bovino, que son los siguientes:  

- Presencia de lesiones granulomatosas características de paratuberculosis. 

- Localización de las lesiones en las diferentes estructuras de la pared intestinal y 

nódulos linfáticos asociados. 

- Intensidad y extensión de las lesiones. 

- Tipos celulares predominantes en el infiltrado inflamatorio. 

- Presencia y cantidad de BAAR. 

 

 

• Lesiones observadas en el tejido linfoide intestinal 

 

En la mayoría de los animales se observaron lesiones clasificadas como de tipo 

focal o multifocal. En estos casos, la lesión en el tejido linfoide se caracterizaba por la 

presencia de pequeños granulomas, bien delimitados, formados por 5-30 macrófagos 

con citoplasma abundante, pálido y ligeramente espumoso y con núcleo grande y de 

cromatina poco densa, localizados en esta región (Figura IV.7). En ocasiones podían 

observarse linfocitos entre los macrófagos que formaban la lesión. Asimismo, podían 

aparecer células gigantes de tipo Langhans de forma aislada en el tejido linfoide o 
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formando parte de los granulomas (Figura IV.8). En los animales con lesión multifocal 

el número de estos granulomas solía ser más elevado (Figura IV.9). El infiltrado 

granulomatoso se localizaba en las áreas interfoliculares de las placas de Peyer. En muy 

pocas ocasiones se observaban BAAR en el citoplasma de los macrófagos mediante la 

técnica de ZN, incrementándose el número de lesiones con un resultado positivo cuando 

se llevó a cabo la tinción inmunohistoquímica frente a antígenos de Map (Figura IV.10).  

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.7. Lesión de tipo focal. Placa de Peyer. 
Tejido linfoide con pequeños granulomas, bien delimitados, 
formados por 5-30 macrófagos con citoplasma abundante, pálido y 
ligeramente espumoso y con núcleo grande y de cromatina poco 
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Figura IV.8. Lesión de tipo focal. Placa de Peyer. Tejido 
linfoide con pequeños granulomas, en los que aparecen células gigantes 
de tipo Langhans formando parte de los granulomas (flecha). HE. 40x. 

Figura IV.9. Lesión de tipo multifocal. 
Placa de Peyer. Granulomas bien delimitados, 
en número mayor que en las lesiones focales, en la 
zona interfolicular de la placa de Peyer. HE. 40x. 
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En otros animales, las lesiones fueron clasificadas como de tipo difuso. En estos 

casos la lesión granulomatosa del tejido linfoide era más extensa que la observada en las 

de tipo focal o multifocal. El infiltrado granulomatoso presentaba las mismas 

características anteriormente descritas, pero los granulomas eran más numerosos y 

confluían, ocupando amplias áreas del tejido linfoide, especialmente las regiones 

interfoliculares. En algunos terneros con este tipo de lesión los granulomas llegaban a 

invadir la cápsula y los folículos linfoides, ocupando la mayoría de la placa de Peyer, y 

alterando notablemente su arquitectura histológica normal (Figura. IV.11). En estas 

lesiones se pudieron detectar BAAR en cantidad variable según el animal, mediante la 

técnica de ZN (Figura. IV.12), siendo la positividad más evidente al realizar la técnica 

inmunohistoquímica con el anticuerpo frente a Map (Tablas IV.7 y 8). 

 

 

 

 
 

Figura IV.10. Lesión de tipo focal. Placa de Peyer. Ausencia de BAAR, ZN, 200x (a). 
Escasa inmunotinción frente a antígenos de Map, IHQ frente a Map, 200x (b).  

a b 
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Figura IV.11. Lesión de tipo difuso. Placa de Peyer. 
Numerosos granulomas en el tejido linfoide que confluyen 
ocupando amplias áreas en las regiones interfoliculares con 
invasión de la cápsula y los folículos linfoides, alterando 
notablemente la arquitectura histológica normal de la placa de 
Peyer. HE, 40x. 
 

 

Figura IV. 12. Lesión de tipo difuso. Placa de Peyer. 
Cantidad moderada de BAAR (++) en los granulomas. ZN, 200x. 
 

302 
 



IV Resultados 

 

• Lesiones en la lámina propia intestinal 

 

Dentro de las categorías de lesión anteriormente referidas, en las de tipo focal no 

se encontraron infiltrados granulomatosos en la lámina propia, estando restringidas 

únicamente al tejido linfoide. De esta forma, solo en las lesiones multifocales o difusas 

se encontraba afectada la lámina propia, tal y como se describe a continuación: 

 

-Lesiones de tipo multifocal: En este caso, se observaban pequeños granulomas 

bien definidos, en número variable, en la lámina propia de la mucosa intestinal, 

similares a los descritos en el tejido linfoide para este tipo de lesión, sin llegar a alterar 

la morfología normal de las vellosidades intestinales (Figura. IV.13). En ocasiones, se 

podían encontrar células gigantes aisladas en lugar de granulomas bien formados. Estas 

lesiones se localizaban generalmente en la parte apical de las vellosidades y se 

encontraban rodeadas por un número variable de linfocitos y células plasmáticas 

(Figura. IV.13). Como se ha señalado, en este tipo de lesión no se modificaba la 

arquitectura normal del intestino; de hecho, un hallazgo muy común era la presencia de 

una vellosidad normal adyacente a otra afectada. Estos granulomas se observaron 

mayoritariamente en la lámina propia intestinal asociada al tejido linfoide (placa de 

Peyer) pero en algunos casos también se apreciaban en la lámina propia no relacionada 

con el mismo. Por ello, y según la localización de los granulomas en la lámina propia, 

se definieron dos subtipos de este tipo de lesión, independientemente del número de 

vellosidades afectadas o de granulomas encontrados: la denominada multifocal a, 

cuando los granulomas aparecían únicamente en la lámina propia adyacente al tejido 

linfoide, y la multifocal b cuando además también se observaban en zonas de lámina 

propia no asociada con las placas de Peyer (Figura. IV.14). En este tipo de lesión se 

podían detectar ocasionalmente BAAR mediante la tinción de ZN (Tablas IV.7 y 8). 

Los resultados de la inmunotinción frente a Map eran similares a los obtenidos con el 

ZN. 
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Figura IV.13. Lesión de tipo multifocal a. Lámina 
propia intestinal.  Pequeños granulomas bien definidos, 
localizados tanto en el tejido linfoide como en la lámina propia, 
entre las glándulas i, sin llegar a alterar la morfología normal de las 
vellosidades intestinales. Ocasionalmente se aprecia alguna cripta 
dilatada conteniendo material necrótico. HE, 40x. 
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Lesiones de tipo difuso: los animales con este tipo de alteración mostraban una 

enteritis granulomatosa grave y difusa que se podía observar de forma simultánea en 

varias secciones del intestino delgado. Estaba caracterizada por un infiltrado 

inflamatorio formado principalmente por macrófagos y linfocitos que invadían la 

lámina propia, provocando la separación de las glándulas intestinales y el 

engrosamiento de las vellosidades (Figura. IV.15). Aunque en algunas localizaciones 

los granulomas se observaban bien delimitados, en la mayoría de muestras la lesión 

estaba caracterizada por la presencia de un infiltrado de macrófagos bien diferenciados 

(células epitelioides), así como por algunos linfocitos, células plasmáticas y células 

gigantes de Langhans, que invadían la zona basal de las lámina propia de las 

vellosidades, extendiéndose en los casos más graves hasta las zonas más apicales, 

provocando el engrosamiento de dichas vellosidades (Figura. IV.16). En esta lesión se 

observaba una cantidad variable de BAAR, según el tipo de lesión, en el citoplasma de 

Figura IV.14. Lesión de tipo multifocal b. 
Lámina propia intestinal. Granulomas de pequeño 
tamaño (flechas) en los ápices de las vellosidades de zona 
de yeyuno no relacionada con tejido linfoide. Se observa 
la dilatación de los vasos linfáticos de la vellosidad. HE, 
100x.  
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macrófagos y células gigantes, que se evidenciaban mejor mediante la técnica 

inmunohistoquímica frente a Map. En algunas áreas, se podían observar criptas 

intestinales dilatadas y llenas de restos de células necróticas (Figura. IV.16) rodeadas 

del intenso infiltrado granulomatoso. Además, en algunas localizaciones de la 

submucosa y especialmente de la serosa, se apreciaba una marcada dilatación de los 

vasos linfáticos, cuya pared aparecía engrosada y desestructurada debido a la presencia 

de un infiltrado inflamatorio formado principalmente por linfocitos y macrófagos que 

también se podía encontrar en la región perivascular (Figura. IV.17). 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

Figura IV.15. Lesión de tipo difuso. Lámina propia 
intestinal. Inflitrado inflamatorio granulomatoso formado 
principalmente por macrófagos y linfocitos que invaden toda la 
lámina propia, provocando la separación de las glándulas 
intestinales y el engrosamiento de las vellosidades. HE. 40x. 
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Figura IV.16. Lesión de tipo difuso. Lámina propia 
intestinal. Infiltrado de macrófagos bien diferenciados (células 
epitelioides), linfocitos y células gigantes de Langhans, invadiendo 
la zona basal de las lámina propia de las vellosidades, 
extendiéndose hasta las zonas más apicales, provocando la fusión 
de vellosidades y el engrosamiento de toda la zona. Se observan 

       
 

Figura IV.17. Lesión de tipo difuso. Serosa 
intestinal. Linfangitis grave, caracterizada por la presencia de 
un intenso infiltrado inflamatorio formado por macrófagos y 
linfocitos, en el que se aprecian áreas de necrosis, alrededor del 

     

307 
 



IV Resultados 

De acuerdo a la clasificación de lesiones antes mencionada (González et al., 

2005), los casos de lesión de tipo difuso encontrados se encuadrarían dentro del 

denominado subtipo intermedio o linfocítico. En ambos casos, el infiltrado estaba 

formado por abundantes linfocitos, entre los cuáles, en las denominadas formas 

intermedias se observaban numerosos grupos de macrófagos y células gigantes (Figura. 

IV.18), con abudantes BAAR evidenciados tanto mediante la tinción de ZN como 

inmunohistoquímica (Figura. IV.19). Sin embargo, en la lesión de tipo linfocítico, 

predominaban los linfocitos, mientras que los granulomas presentes contenían 

abundantes células gigantes y eran de escasa entidad, apareciendo entre los linfocitos, 

sobre todo en los ápices de las vellosidades (Figura. IV.20). La cantidad de BAAR era o 

nula o muy escasa con todas las técnicas empleadas (Figura. IV.21). En los animales 

con este tipo de alteración, la enteritis granulomatosa fue observada desde las 

localizaciones proximales del yeyuno hasta la válvula ileocecal. Aunque existía una 

ligera variabilidad entre las distintas muestras estudiadas, a cada animal se le adjudicó 

un tipo de lesión según cuál fuera la imagen predominante en todas las secciones de 

intestino examinadas.  

 

 
 
 

 

 

 

Figura IV.18. Lesión de tipo difuso intermedio. 
Lámina propia intestinal. Infiltrado formado por 
abundantes linfocitos, numerosos grupos de macrófagos y células 
gigantes que provocan el engrosamiento de la lámina propia. HE, 
100x.  
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a b 

Figura IV.19. Lesión de tipo difuso intermedio. Lámina propia intestinal. 
Abundante cantidad de BAAR evidenciados tanto mediante la tinción de ZN (a) 
como inmunohistoquímica (b). 200x. 

Figura IV.20. Lesión de tipo difuso linfocítico. Ápice 
de vellosidad con presencia abundante de linfocitos y granulomas 
albergando abundantes células gigantes de escasa entidad entre los 
linfocitos, sobre todo en los ápices de las vellosidades. 
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• Lesiones en los nódulos linfáticos 

 

La lesión de los nódulos linfáticos se caracterizaba por una linfadenitis 

granulomatosa, donde podían encontrarse infiltrados formados por macrófagos y células 

epitelioides localizados preferentemente en la región paracortical. La gravedad e 

intensidad de la lesión en estos órganos estaba estrechamente relacionada con el tipo de 

lesión intestinal. En aquellos animales con lesión de tipo focal, localizada 

exclusivamente en el tejido linfoide intestinal, los nódulos linfáticos no presentaban 

lesión o bien mostraban pequeños granulomas similares a los descritos en el tejido 

linfoide intestinal, localizados en la zona cortical, rodeando a los folículos linfodes, en 

relación con los senos subcapculares o corticales (Figura IV.22) y, en mucha menor 

medida, en la región paracortical. Ocasionalmente se observaron células gigantes de 

Langhans, tanto formando parte de los granulomas como aisladas. No se observaron 

BAAR en ninguno de los nódulos linfáticos con lesión focal mediante la técnica de ZN; 

sin embargo, alguna de las secciones fue positiva empleando la técnica 

inmunohistoquímica frente a Map. 

 

 

 

 

 

a b 

Figura IV.21. Lesión de tipo difuso linfocítico. Lámina propia intestinal. 
Ausencia de BAAR (a) o presencia muy escasa (flecha) (b) en los granulomas presentes en la lámina 
propia. ZN 200 x (a), 400 x (b). 
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En los animales que presentaban lesiones de tipo multifocal en el intestino, los 

granulomas encontrados en el nódulo linfático eran similares a los descritos, pero 

normalmente aparecían en mayor número (Figura IV.23). Podían apreciarse BAAR, 

aunque generalmente en un número muy escaso, evidenciándose más fácilmente al 

realizar la tinción inmunohistoquímica frente a Map en estas secciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.22. Lesión de tipo focal. Nódulo linfático. 
Pequeños granulomas bien delimitados localizados en la zona 
cortical, rodeando a los folículos linfodes, en relación con los 
senos subcapculares. HE, 100x.  
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En los casos con lesión de tipo difuso en el intestino, los nódulos linfáticos 

mostraban una linfadenitis granulomatosa difusa caracterizada por la presencia de un 

intenso infiltrado granulomatoso, con características similares al encontrado en la 

mucosa intestinal pero más intenso y localizado no solo en la cortical, donde llegaba a 

invadir los folículos linfoides, sino que también aparecía en la región paracortical de los 

nódulos linfáticos, donde los granulomas podían confluir llegando a alterar la 

arquitectura normal de estos órganos (Figura. IV.24). Además, se observaba un 

incremento de macrófagos en la medular. En todos los casos se detectaron BAAR 

mediante la técnica de ZN o antígenos de Map mediante métodos inmunohistoquímicos, 

generalmente en número moderado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.23. Lesión de tipo multifocal.  Nódulo 
linfático. Granulomas bien definidos, algunos con células 
gigantes, en número moderado ocupando la zona interfolicular y 
paracortical del nódulo linfático. HE, 100x.  
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IV.2.1.2.2. Distribución de los animales según el tipo de lesión 

 

Para llevar a cabo la clasificación de los animales en función del tipo de lesión, 

se otorgó una categoría de las ya mencionadas a cada tramo de intestino o nódulo 

linfático examinado. Finalmente, cada animal fue clasificado como poseedor de una 

lesión de tipo focal, multifocal o difuso en función de la lesión más grave encontrada en 

los diferentes tramos de intestino examinados. Igualmente, para asignar un valor 

(apartados III.1.4.2.1.2. y III.1.4.2.1.5 del capítulo de material y métodos) a cada animal 

según la cantidad de BAAR o antígenos de Map puestos en evidencia mediante la 

técnica de ZN o IHQ, se ha tenido en cuenta la mayor intensidad de tinción encontrada 

en alguna sección de las estudiadas.  

 

 

 

 

 

Figura IV.24. Lesión de tipo multifocal. Nódulo 
linfático. Granulomas en número elevado localizados en las 
zonas cortical,  y paracortical. El infiltrado inflamatorio invade 
los folículos linfoides, alterando la arquitectura histológica 
normal del nódulo linfático. Se observan zonas de necrosis 
caseosa y abundantes células gigantes. HE, 40x.  
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Sacrificio a los 180 días post-vacunación (120 días post infección) 
 

 

Animales no vacunados e infectados (VI) 

 

De los tres animales del grupo VI, tan solo uno de ellos mostró lesión y fue de 

tipo focal (3303), mientras que los otros dos (5953 y 9108) no presentaron lesión 

granulomatosa alguna. 

Las lesiones en el animal 3303 se localizaron únicamente en el tejido linfoide de 

la placa de Peyer yeyunal media (PPYM), y consistían en la presencia de dos 

granulomas bien delimitados (Figura IV.25). En este caso, en el interior de los pocos 

macrófagos que formaban estos granulomas no se apreció la presencia de BAAR ni 

antígenos de Map en su citoplasma, otorgando por tanto, el valor “0” tanto para la 

técnica de ZN como la IHQ frente a Map. En los nódulos linfáticos de este animal no se 

apreció lesión granulomatosa alguna. Por tanto, y atendiendo a la lesión intestinal, este 

animal fue clasificado como focal (Tabla IV.7). 

 

 

 
 

 

 

 

Figura IV.25. Animal 3303. Placa de Peyer yeyunal 
media. Lesión de tipo focal. resencia de dos granulomas de 
pequeño tamaño y bien delimitados (flechas). HE, 100x.  
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Animales no vacunados e infectados (NVI) 

 

Los dos animales del grupo NVI sacrificados en este momento de la experiencia 

(5933, 7460) fueron clasificados según el tipo de lesión como se muestra en la tabla 

IV.7 de forma que uno de ellos (7460) presentaba lesión de tipo focal mientras que el 

otro ternero (5933) mostraba el tipo multifocal b. 

En el caso del animal con identificación 7460 no se observaron granulomas ni 

células gigantes en la lámina propia de ninguna de las localizaciones examinadas. No 

obstante, aparecían granulomas de pequeño tamaño y bien delimitados en el tejido 

linfoide de la válvula ileocecal (VIC) y de las placas de Peyer yeyunales distal (PPYD) 

y media (PPYM) (Figura IV.26), generalmente en número reducido como se describe en 

el apartado IV.2.1.2.3. Asimismo, se observó algún granuloma en los nódulos linfáticos 

ileal y yeyunal caudal, de características similares a los presentes en el tejido linfoide 

intestinal. La morfología de estos granulomas no difería de los encontrados en el ternero 

3303 del grupo VI. Con la tinción de ZN, tan sólo se observaron BAAR en lesiones 

granulomatosas de una de las tres secciones del nódulo ileal y en dos secciones del 

nódulo yeyunal caudal, catalogadas como “+” en ambos casos. Con la tinción IHQ la 

tinción fue más intensa, de carácter moderado, clasificándose como “++”  

 

 

 
 

 

Figura IV.26. Animal 7460. Placa de Peyer yeyunal 
media. Lesión de tipo focal. Granulomas de pequeño tamaño y 
bien delimitados en el tejido linfoide de la placa de Peyer yeyunal 
media. HE, 100x. 
 

315 
 



IV Resultados 

Respecto al otro animal de este grupo, el ternero 5933, en el tejido linfoide 

intestinal se observaban granulomas focales, bien delimitados, de similares 

características a las descritas anteriormente; sin embargo, en este ternero estos 

granulomas también se extendían a la lámina propia intestinal, sin modificar 

sustancialmente su arquitectura microscópica (Figura IV.27). Las lesiones en el tejido 

linfoide aparecían en el íleon distal (ILD), en la PPYM y placa de Peyer yeyunal 

proximal (PPYP), donde ocupaban el espacio interfolicular así como los folículos 

linfoides y cúpulas. En la lámina propia, los granulomas, similares a los del tejido 

linfoide, se observaron en la PPYM y PPYP, tanto asociados al tejido linfoide como en 

tramos no relacionados con la placa de Peyer. Además, también se encontraron en zonas 

de yeyuno que no contenían tejido linfoide (Figura IV.28), en los tramos medio (YYM), 

y proximal (YYP). Por todos estos hallazgos, la lesión de este animal fue clasificada 

como tipo multifocal b. En el intestino no se observó ningún BAAR mediante ZN, si 

bien empleando la tinción IHQ frente a Map se encontró inmunotinción positiva en 

algunos granulomas de la lámina propia, por lo que el animal se clasificó como “+”. Los 

nódulos linfáticos en los que se pudieron observar lesiones compatibles con la infección 

por paratuberculosis fueron el ileocecal, ileal (Figura IV.29) y los yeyunales que 

presentaban escasos granulomas bien delimitados. En algunas de las secciones afectadas 

de nódulos linfáticos pudieron apreciarse macrófagos con 1 a 6 BAAR, otorgando una 

valoración de “+” tanto en la tinción de ZN como IHQ.  

 

 

 

 

 

 

Figura IV.27. Ternero 5933. Placa de Peyer yeyunal 
media. Lesión multifocal. Granulomas de pequeño tamaño, bien 
delimitados y localizados en el tejido linfoide y lámina propia intestinal 
(flechas). HE, 200x..  
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Figura IV.28. Animal 5933. Yeyuno medio. Lesión 
multifocal b. Granulomas en lámina propia entre las glándulas 
intestinales, con células gigantes y rodeados de linfocitos. HE, 200x. 
 

Figura IV.29. Animal 5933. Nódulo linfático ileal. 
Lesion multifocal. Granuloma bien delimitado y de pequeño tamaño en la 
zona paracortical. HE, 200x.  
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Tabla IV. 7. Clasificación de los animales sacrifiados a los 180 dpv en función del 
tipo de lesión, y valoración de las pruebas de ZN e IHQ. 

 Clasificación 

Identificación Tipo de lesión ZN IHQ 

Animales vacunados e infectados 

3303 Focal 0 0 

5953 Sin lesión 0 0 

9108 Sin lesión 0 0 

Animales no vacunados e infectados 

5933 Multifocal b + + 

7460 Focal + ++ 

ZN: Tinción de Ziehl-Neelsen. IHQ: tinción inmunohistoquímica frente a Map. 0: ausencia de BAAR. +: 
escasa tinción; ++: tinción de intensidad moderada. 
 

 

Sacrificio a los 330 días post-vacunación (270 días post infección) 
 

En el segundo sacrificio fueron eutanasiados el resto de animales pertenecientes 

al estudio, salvo el 7461 que como ya se ha citado, murió a causa de una úlcera 

abomasal a los 250 dpv y no se ha tenido en cuenta para el estudio anatomopatológico 

debido a que el nivel de autolisis de las muestras de intestino impidieron su correcta 

valoración. La clasificación de las lesiones por animales, así como la valoración en los 

mismos de las técnicas de ZN e IHQ frente a Map se presentan en la tabla IV.8.  

 

Animales de los grupos control 
 

Los animales de los grupos control, es decir de los grupos que no fueron 

infectados, tanto vacunados (VNI) como no vacunados (NVNI), no mostraron ninguna 

lesión compatible con la infección por Map en ningún tramo intestinal examinado. Por 

tanto, todos ellos fueron clasificados como sin lesión.  
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Animales vacunados e infectados 
 

En cuanto al grupo vacunado (VI), cuatro terneros (3301, 5931, 7930 y 9109) 

fueron sacrificados a los 330 dpv (270 dpi). Tres de ellos (3301, 7930 y 9109), 

clasificados como de tipo focal (tabla IV.8), mostraron lesiones asociadas a 

paratuberculosis localizadas únicamente en el tejido linfoide intestinal y nódulos 

linfáticos. Estas consistían en la presencia de granulomas de pequeño tamaño y bien 

delimitados o en ocasiones únicamente células gigantes aisladas, con características 

similares a las descritas anteriormente en estas localizaciones. Como se detalla en el 

capítulo siguiente (IV.2.1.2.3), la intensidad lesional variaba entre los animales. En el 

caso de los terneros 3301 y 9109 las lesiones eran escasas y se localizaban tan sólo en la 

PPYD, NLYc o PPYM, NLYc, NLIl respectivamente (Figura IV.30). El animal 7930 

presentaba lesiones más numerosas y en mayor número de localizaciones, en concreto 

en la VIC, ILD, PPYD, PPYM, PPYP, así como en todos los nódulos linfáticos 

examinados. En cuanto a la detección de BAAR mediante ZN, tan sólo pudo ser posible 

en una de las células gigantes aislada de ILD en el animal 3301 y en un granuloma de la 

PPYP del 9109. De igual forma, la técnica IHQ no reveló nuevas localizaciones de 

inmunotinción positiva, por lo que los animales fueron categorizados como “+” en 

cuanto a la presencia de BAAR o antígenos de Map. 

 

 

 
Figura IV.30. Ternero 9109. Nódulo linfático ileal. 
Lesión focal. Granulomas de pequeño tamaño en la zona cortical y 
paracortical. HE, 100x. 
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El último animal de este grupo, el 5931, mostró una enteritis granulomatosa 

grave que fue clasificada como de tipo difuso intermedio (Tabla IV.8). Se caracterizaba 

por la presencia de un intenso infiltrado inflamatorio de carácter granulomatoso que 

afectaba a numerosos tramos del intestino (tanto al tejido linfoide como a la lámina 

propia intestinal) y a los nódulos linfáticos estudiados. Aunque todas las localizaciones 

examinadas se encontraban afectadas, salvo el YYP y la PPYP, no todas las secciones y 

localizaciones presentaban la misma intensidad de lesión. Mientras en unas secciones 

tan solo algunas vellosidades estaban afectadas por un infiltrado formado 

mayoritariamente por linfocitos, algún macrófago y células gigantes aisladas , siendo la 

presencia de BAAR escasa, en otras muestras la lesión era difusa, afectando a todas las 

vellosidades intestinales que aparecían engrosadas debido a la presencia de numerosos 

linfocitos entre los que se encontraban grupos de macrófagos con alguna célula gigante. 

El número de BAAR era numeroso en el citoplasma de estos macrófagos y la tinción 

IHQ intensa, clasificando al animal para ambas tinciones como “+++” (Figura IV.31). 

Asimismo, en la submucosa  y serosa se observó un infiltrado celular similar al de la 

mucosa, apreciándose una grave linfangitis granulomatosa con presencia de linfocitos y 

macrófagos así como trombos y émbolos de estas mismas células y células gigantes en 

su luz (Figura IV.32), con BAAR en el citoplasma de las células macrofágicas. El 

edema de la submucosa era muy intenso en las secciones donde se apreciaban las 

linfangitis graves, incrementando varias veces el grosor de la pared intestinal. Por todo 

ello y según los criterios anteriormente expuestos, la lesión del animal se clasificó como 

de tipo difuso intermedio.  
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Figura IV.31. Ternero 5931. Vellosidad intestinal. 
Lesión difusa intermedia. Presencia de numerosos BAAR en el 
citoplasma macrófagos (“+++”). ZN, 200x. 

Figura IV.32. Ternero 5931. Serosa. Lesión difusa 
intermedia. Linfangitis granulomatosa grave, donde se observa un 
intenso infiltrado inflamatorio formado por abundantes linfocitos, 
macrófagos y células gigantes alrededor de los vasos linfáticos. 
HE, 40x.  
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Animales no vacunados e infectados 

 

De los animales infectados que no fueron inmunizados (NVI), tres (3300, 3302 y 

5956) presentaron lesión de tipo multifocal b, con presencia de granulomas en la lámina 

propia no asociada al tejido linfoide (Tabla IV.8 y 11), mientras que el ternero restante 

(9107), presentó una lesión de tipo difuso linfocítico (Tabla IV.8).  

Con respecto a los animales con lesión multifocal b, es de destacar que en el 

ternero 3300 no se observaron granulomas en el tejido linfoide, presentando como única 

lesión escasos y pequeños granulomas en la lámina propia del YYM (Figura IV.33); 

además, y en mayor medida se observaron granulomas en todos los nódulos linfáticos 

examinados (Tabla IV.11).  

El ternero 3302 persentaba lesiones en la lámina propia y tejido linfoide en todos 

los tramos de íleon y yeyuno examinados (Figura IV.34), además de en el tejido linfoide 

de la VIC y PPYM y en los nódulos linfáticos ileal, yeyunal caudal y yeyunales. En el 

ternero 5956, se observaron lesiones en la lámina propia del ILD, YYD, YYM y en la 

PPYP; además, en este animal se apreciaron lesiones granulomatosas en el tejido 

linfoide de la VIC, de todos los tramos del íleon así como en todos los nódulos lináticos 

(Tabla IV.11). 

En cuanto a la presencia de micobacterias en las lesiones intestinales, tan solo el 

animal 3302 mostró BAAR en el citoplasma de los macrófagos que formaban los 

granulomas y las células gigantes de la lámina propia (Figura IV.35). La cantidad de 

BAAR oscilaba entre 1 y 20 en la misma sección, y el animal fue catalogado como “+” 

para esta técnica. Mediante la tinción inmunohistoquímica, se detectaba mejor la 

positividad, observándose inmunotinción en otras localizaciones, por lo que se clasificó 

como “++”. Los otros dos terneros fueron negativos.  

Con respecto a los nódulos linfáticos, los granulomas, como se ha descrito 

anteriormente, se localizaban principalmente en la zona cortical relacionados con los 

senos corticales y subcapsulares y en la zona perifolicular. En estas localizaciones se 

observaron escasos BAAR; en el caso de los nódulos linfáticos ileocecales del animal 

3300 se apreció un bacilo en una de sus secciones, y en los nódulos linfáticos ileales y 

yeyunales caudales del animal 3302 se observaron de 3 a 20 BAAR; en ambos casos se 

valoró como “+” a esta técnica. En el animal 5956, aunque es el que presentaba mayor 
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lesión en los nódulos linfáticos, no se observaron BAAR mediante la técnica de ZN en 

ninguno de ellos. La inmunotinción frente a Map fue débil (“+”) en el caso del animal 

3300, moderada (“++”) en el 3302y nula (“0”) en el 5956.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.33. Ternero 3300. Lámina propia. Lesión 
multifocal b. Células gigantes, rodeadas de abundantes linfocitos, 
en el ápice de las vellosidades intestinales. HE, 100x.  

Figura IV 34. Ternero 3302. Lámina propia. Lesión 
multifocal b. Engrosamiento focal de las vellosidades intestinales, 
debido a un incremento del número de linfocitos, con presencia de 
células gigantes, en una zona de yeyuno sin tejido linfoide. HE, 
100x.  
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El otro animal de este grupo (9107) mostró una lesión de tipo difuso linfocítico. 

Todas las secciones, sin excepción, tanto aquellas de intestino como las de nódulos 

linfáticos mostraron lesiones compatibles con la infección por Map, caracterizadas por 

infiltrado celular intenso localizado en la lámina propia que afectaba a la mayoría de las 

vellosidades de cada sección, provocando su engrosamiento y formado principalmente 

por linfocitos y células gigantes aisladas o en grupos, junto con un escaso número de 

células epitelioides, localizadas (Figura IV.36) en el ápice de las vellosidades. También 

se observaron lesiones granulomatosas en todas las localizaciones con tejido linfoide La 

serosa apenas se encontraba afectada, observándose linfangitis leves formadas por 

linfocitos y algún macrófago, de localización focal, y esporádicamente émbolos de estas 

células en la luz de los vasos mencionados, sin detectarse BAAR. En la mayoría de las 

secciones tan solo se pudieron observar BAAR en muy bajo número, apareciendo de 

forma esporádica, en las células gigantes. Por ello, el animal se clasificó como “+”, 

tanto mediante la técnica de ZN como inmunohistoquímica (Figura IV.37).  

Los nódulos linfáticos mostraron una gran cantidad de granulomas localizados 

tanto en la región cortical como en la paracortical, que aunque eran muy numerosos se 

encontraban bien diferenciados y con características similares a los ya descritos (Figura 

IV.38). La presencia de BAAR en ellos era variable, pero en general aparecían en baja 

cantidad (Figura IV.39). 

Figura IV 35. Ternero 3302. Lámina propia. Lesión 
multifocal b. Granulomas con escasos BAAR (+), en la lámina 
propia del yeyuno. ZN, 200x. 
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Figura IV 36. Ternero 9107. Lámina propia. Lesión de 
tipo difuso linfocítico. Infiltrado celular intenso en la lámina propia 
que afectaba a la mayoría de las vellosidades de cada sección, 
provocando su engrosamiento y formado principalmente por 
linfocitos y células gigantes aisladas o en grupos, junto con un 
escaso número de células epitelioides en el ápice de las 
vellosidades. HE, 100x. 

Figura IV 37. Ternero 9107. Lámina propia. Presencia 
de BAAR en número muy bajo (+) en las células gigantes que 
forman el granuloma. ZN, 400x.  
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Figura IV 38. Ternero 9107. Nódulo linfático. Lesión 
de tipo difuso linfocítico. Varios granulomas bien diferenciados y 
células gigantes, localizados tanto en la región cortical como en la 
paracortical. HE, 100x. 

Figura IV 39. Ternero 9107. Nódulo linfático. Lesión 
de tipo difuso linfocítico. Presencia de BAAR en baja cantidad en 
el citoplasma de los macrófagos que forman un granuloma. HE, 
400x.  
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Tabla IV.8. Clasificación de los animales sacrifiados a los 330 dpv en función del 
tipo de lesión, y valoración de las pruebas de ZN e IHQ 

 Clasificación 

Identificación Tipo de lesión ZN IHQ 

Animales vacunados e infectados 

3301 Focal + + 

5931 Difusa intermedia +++ +++ 

7930 Focal 0 0 

9109 Focal + + 

Animales no vacunados e infectados 

3300 Multifocal b + + 

3302 Multifocal b + ++ 

5956 Multifocal b 0 0 

9107 Difusa linfocítica + + 

ZN: Tinción de Ziehl-Neelsen. IHQ: tinción inmunohistoquímica frente a Map. 0: ausencia de BAAR. 
+: escasa tinción; ++: tinción de intensidad moderada. 
 

Al tener en cuenta los sacrificios, se aprecia que en todos los grupos infectados 

la gravedad de las lesiones aumenta con el tiempo, incrementándose el número de 

animales con lesiones y siendo éstas más extensas a los 330 dpv (Tablas IV.7 y 8). Al 

comparar los dos grupos de animales infectados, se observa que la categorización de las 

lesiones en los no vacunados (NVI) es más grave que en los vacunados (VI) en los dos 

momentos del sacrificio, ya que a los 180 dpv hay dos terneros sin lesiones en el gurpo 

VI, mientras que todos las tenían en el grupo NVI, y a los 330 dpv, a pesar de que un 

ternero del grupo VI mostró una lesión difusa, en el resto de animales la lesión fue focal 

o no se encontró, mientras que todos los terneros del grupo NVI presentaban lesiones de 

carácter más grave (multifocales b y difusas).  

 

 

IV.2.1.2.3. Recuento del número de granulomas 

 

Para valorar la gravedad y extensión de las lesiones, además de clasificarlas, se 

procedió al recuento de los granulomas presentes en las tres secciones de cada 

localización estudiada, tal y como se ha explicado en el capítulo de material y métodos. 
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En las tablas IV.9 a 14, y en las gráficas IV.11 a 18, se expresan los resultados de dicho 

recuento por cada localización examinada (como la media de las tres muestras 

valoradas), animal y momento del sacrificio. 

Como se ha indicado, en ambos grupos control (VNI y NVNI) no se observaron 

lesiones, por lo que se analizarán y compararán los datos de los otros dos grupos, donde 

sí se encontraron lesiones.  

 

Sacrificio a los 180 días post-vacunación (120 días post infección) 
 

Como se observa en la tabla IV.9, en el grupo VI únicamente el ternero 3303 

presentaba 2 granulomas, localizados únicamente en el tejido linfoide de la PPYM. Sin 

embargo, los dos animales del grupo NVI sacrificados en esta fecha presentaban 

lesiones granulomatosas en mayor número que en el grupo anterior (tablas IV.9 y 

IV.10), observándose en zonas de lámina propia desprovistas de tejido linfoide. 

En la gráfica IV.11 y tabla IV.10 se muestra el número medio de granulomas por 

animal en los terneros sacrificados a los 180 dpv. Se puede apreciar que la cantidad de 

granulomas era significativamente mayor (p<0,001) en los terneros del grupo NVI (46,6 

+ 16,96) que en los del grupo VI (0,67 + 1,15).  

 
Tabla IV.9. Número medio de granulomas por sección en los diferentes tejidos 
intestinales y nódulos linfáticos examinados de los animales sacrificados a los 
180 dpv (continúa). 

 Recuento de granulomas en tejidos 

 VIC Íleon Yeyuno sin placa 

de Peyer   

T.L 

 

L.P 

Tejido linfoide Lámina Propia 

Identificación D M P D M P D M P 

Animales vacunados e infectados a los 60 dpv 

3303 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5953 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Media 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Animales no vacunados e infectados a los 60 dpv 

5933 0 0 1,33 0 0 0 0 0 0 0,33 1,33 

7460 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Media 2 0 0,67 0 0 0 0 0 0 0,17 0,67 

VIC: Válvula ileocecal; T.L.: tejido linfoide; LP: lámina propia; D: distal; M: medio; P:proximal; 
Ic: ileocecal; I: ileal; Yc: yeyunal caudal; Yy: yeyunales 
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Tabla IV.9. Número medio de granulomas por sección en los diferentes 
tejidos intestinales y nódulos linfáticos examinados de los animales 
sacrificados a los 180 dpv (continuación). 

 Recuento de granulomas en tejidos 

 Placa de Peyer yeyunales 
Nódulos linfáticos 

 Tejido linfoide Lámina propia 

Identificación D M P D M P Ic I Yc Yy 

Animales vacunados e infectados a los 60 dpv 

3303 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

5953 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Media 0 0,67 0 0 0 0 0 0 0 0 

Animales no vacunados e infectados a los 60 dpv 

5933 0 18,33 9,67 0 14,33 6,67 4,33 1,33 0 1 

7460 14 14 0 0 0 0 0 0,67 2 0 

Media 7 16,17 4,84 0 7,17 3,34 2,17 1 1 0,5 

VIC: Válvula ileocecal; T.L.: tejido linfoide; L.P: lámina propia; D: distal; M: medio; P: proximal; 
Ic: ileocecal; I: ileal; Yc: yeyunal caudal; Yy: yeyunales 

 
 
 
 
 
Gráfica IV.11. Número total de granulomas por animal en el sacrificio a los 
180 días post vacunación. 

 
VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado. (Barras de error: desviación estándar). 
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En la gráfica IV.12 se muestra la distribución media del número de granulomas 

por animal en función de las distintas localizaciones examinadas, incluyendo todos los 

granulomas independientemente de su presencia en el tejido linfoide o en la lámina 

propia. Se observa que la localización donde aparecen las lesiones con más frecuencia 

es la PPYM (p<0,001), que en los terneros del grupo VI es la única muestra donde se 

encontraron granulomas (0,67) y en los animales del grupo NVI fue donde aparecieron 

más frecuentemente (23,33). En este último grupo también destaca el resto de placas de 

Peyer yeyunales y la válvula ileocecal, frente a las muestras de íleon, donde únicamente 

se encontraron granulomas en el ILD. Respecto a los nódulos linfáticos, el número de 

lesiones fue inferior al de cualquiera de las PPY, no encontrándose diferencias 

significativas entre ellos. Cuando se comparan los dos grupos, hay un mayor número de 

granulomas (p<0,001) en los terneros del grupo NVI frente a los del grupo VI en todas 

las localizaciones. 

 

Gráfica IV.12. Número medio de granulomas por localización y animal en 
los terneros sacrificados a los 180 días post-vacunación. 

 
VIC: válvula ileocecal; ILD:íleon distal; ILM: íleon medio; ILP: íleon proximal; YYD: yeyuno 
distal; YYM: yeyuno medio; YYP: yeyuno proximal; PPYD: placa de Peyer yeyuna distal; 
PPYM: placa de Peyer yeyuna media; PPYP: placa de Peyer yeyual proximal; NL: nódulo 
linfático; Ic: ileocecal; Il: ileal; Yc: yeyunal caudal; Yy: yeyunales. 
 

 

En la tabla IV.10 y gráfica IV.13 se muestra la distribución de los granulomas 

según su presencia en zonas de tejido linfoide, lámina propia asociada o no al tejido 

linfoide intestinal y nódulos linfáticos, independientemente de la localización. Se 

observa que el número mayor de granulomas aparece, en ambos grupos, en el tejido 
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linfoide intestinal (p<0,001), seguido de la lámina propia asociada al mismo y los 

nódulos linfáticos. El menor número se encontró en las zonas de lámina propia 

intestinal sin tejido linfoide. En todas las localizaciones apareció un mayor número de 

granulomas en los terneros del grupo NVI (p<0,001) respecto al VI. 

 

 

Tabla IV.10. Número total y medio de los granulomas encontrados en la lámina 
propia asociada y no asociada al tejido linfoide intestinal, tejido linfoide 
intestinal y nódulos linfáticos en los animales animales sacrificados a los 180 
días post-vacunación. 

Identificación 

LP no 

asociada a 

T.L 

LP asociada 

a T.L 

Tejido 

linfoide 

intestinal 

Nódulos 

linfáticos 
Total 

Animales vacunados e infectados 

3303 0 0 2 0 2 

5953 0 0 0 0 0 

9108 0 0 0 0 0 

Media 0 0 0,67 0 0,67 

Animales no vacunados e infectados 

5933 1,66 21 29,33 6,66 58,65 

7460 0 0 32 2,67 34,67 

Media 0,83 10,5 30,67 4,67 46,66 

L.P: lámina propia; T.L: tejido linfoide. 
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Gráfica IV.13. Valor medio del número de los granulomas en la lámina 
propia asociada y no asociada a tejido linfoide intestinal, tejido linfoide 
intestinal y nódulos linfáticos en los animales animales sacrificados a los 180 
días post-vacunación. 

 
LP.N.A: lámina propia no asociada a tejido linfoide; LP.A: lámina propia asociada a tejido 
linfoide; T.L.I: tejido linfoide intestinal; N.L: nódulo linfático. (Barras de error: desviación 
estándar). 
 

 

Sacrificio a los 330 días post-vacunación (270 días post infección) 
 

El recuento de lesiones halladas en los terneros de los grupos VI y NVI 

sacrificados a los 330 dpv según la zona de tejido examinada, se muestra en la tabla 

IV.11. En la tabla IV.12 además figura el número total de granulomas que mostraba 

cada animal, que se muestra también en la gráfica IV.14. 

En todos los terneros del grupo VI se pudieron encontrar granulomas, con 

diferencias en su número entre los animales. Los valores totales por animal fueron 

bajos, oscilando entre 2 y 52 granulomas, excepto para el ternero 5931 que mostraba 

una lesión difusa, donde se llegaron a contabilizar 1287 granulomas. Excepto en este 

último caso, en el que se observaban granulomas en todas las localizaciones estudiadas, 

en el resto estaban restringidos al tejido linfoide del yeyuno, válvula ileocecal y nódulos 

linfáticos. 

En cuanto al grupo NVI, el número de granulomas encontrados por animal 

(sumando los que aparecían en cada localización, calculando para cada una la media de 

todas las muestres examinadas) fue mayor, oscilando entre 10,33 en el ternero 3300 y 
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los 1794,33 del animal 9107, que presentaba una lesión difusa. En los animales de este 

grupo (Tabla IV.11) los granulomas aparecían, además de en tejido linfoide, en la 

lámina propia asociada o no al mismo. Como ya se ha señalado antes, es de destacar que 

el ternero 3300 presentaba granulomas en muestras de yeyuno sin placa de Peyer y en 

nódulos linfáticos, pero no en áreas de tejido linfoide intestinal.  

 

Tabla IV.11. Número medio de granulomas por sección en los diferentes tejidos 
intestinales y nódulos linfáticos examinados de los animales sacrificados a los 330 
dpv (continúa). 

 Recuento de granulomas en tejidos 

 VIC Íleon Yeyuno sin placa 

de Peyer   

T.L 

 

L.P 

Tejido linfoide Lámina propia 

Identificación D M P D M P D M P 

Animales vacunados e infectados a los 60 dpv 

3301 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5931 48 12 125 125 125 75 75 75 17 12 0 

7930 12,67 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 

9109 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Media 15,17 3 31,25 31,25 32,5 18,75 18,75 18,75 4,25 3 0 

Media sin 5931 4,22 0 0 0 1,67 0 0 0 0 0 0 

Animales no vacunados e infectados a los 60 dpv 

3300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,67 0 

3302 4 0 24,67 24,33 84 22,67 13,33 46 7,67 64 1 

5956 2 0 18 6 5,67 7 0 0 0,67 0,33 0 

9107 17,67 32,33 125 125 125 75 75 75 18 58 14 

Media 5,92 8,08 41,92 38,83 53,67 26,17 22,08 30,25 6,58 30,75 3,75 

VIC: Válvula ileocecal; T.L: tejido linfoide; LP: lámina propia; D: distal; M: medio; P:proximal; Ic: 
ileocecal; I: ileal; Yc: yeyunal caudal; Yy: yeyunales. 
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Tabla IV.11. Número medio de granulomas por sección en los diferentes 
tejidos intestinales y nódulos linfáticos examinados de los animales 
sacrificados a los 330 dpv (continuación). 

 Recuento de granulomas en tejidos 

 Placa de Peyer yeyunal 
Nódulos linfáticos 

 Tejido linfoide Lámina propia 

Identificación D M P D M P Ic I Yc Yy 

Animales vacunados e infectados a los 60 dpv 

3301 1,67 0 0 0 0 0 0 - 0,33 0 

5931 125 125 0 75 75 0 46 43 109 - 

7930 1,67 12,33 0,67 0 0 0 1,33 2,33 10,67 5,33 

9109 0 1,67 0 0 0 0 0 4,67 1 0 

Media 32,09 34,75 0,17 18,75 18,75 0 11,84 16,67 30,25 1,78 

Media sin 5931 1,11 4,67 0,22 0 0 0 0,44 3,5 4 1,78 

Animales no vacunados e infectados a los 60 dpv 

3300 0 0 0 0 0 0 5,33 0,33 2,33 1,67 

3302 14 20,67 0 18,33 11,67 0 0 2,33 4,33 3,33 

5956 0 0 0 0 0 1 21 20,67 1 6 

9107 125 125 16 75 75 10 200 200 175 53,33 

Media 34,75 36,42 4 23,33 21,67 2,75 56,58 55,83 45,67 16,08 

VIC: Válvula ileocecal; T.l.: tejido linfoide; LP: lámina propia; D: distal; M: medio; P:proximal; Ic: 
ileocecal; I: ileal; Yc: yeyunal caudal; Yy: yeyunales. 
 

 

Al comparar los resultados del recuento en ambos grupos a los 330 dpv, se 

puede observar una diferencia estadísticamente significativa (p<0,001) entre el número 

de granulomas del grupo NVI (565,08 + 833,59) y del VI (337,09 + 633,67). Esta 

diferencia sería aún más evidente si se eliminaran los datos del ternero 5931 (20,45 

frente a 565,08).  
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Gráfica IV.14. Número total de granulomas por animal en el sacrificio a los 330 
días post vacunación, considerando todos los terneros del estudio (a) o eliminando 
el animal 5931 (b).  
 

 

 
VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado. (Barras de error: desviación estándar). 

 

 

En la gráfica IV.15 se muestra la distribución de los granulomas en cada una de 

las localizaciones examinadas en el intestino y en los nódulos linfáticos, tanto 

incluyendo (Gráfica IV.15a) como eliminando (Gráfica IV.15b) al ternero 5931 del 

gurpo VI. Se observa que en los terneros del grupo NVI aparecen granulomas en todas 

las muestras examinadas, mientras que en el grupo VI no se observan en el YYP. Si no 

a 

b 
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se tiene en cuenta al ternero 5931, se verían libres de lesión todas las secciones de 

yeyuno así como las de ILD e ILM.  

Se puede apreciar que en los animales sacrificados a los 330 dpv, tanto en el 

grupo VI como NVI, las localizaciones intestinales más afectadas son las muestras de 

íleon y las placas de Peyer yeyunales (proximales y medias), sin observarse diferencias 

significativas entre dichas localizaciones excepto para el ILP, que presenta un número 

mayor de granulomas (p<0,05) que las placas de Peyer yeyunales. La válvula ileocecal 

presenta un número menor de granulomas que el resto de zonas.  

En cuanto a los nódulos linfáticos, no se observan diferencias significativas entre 

estas localizaciones y el íleon o PPYP, PPYM, excepto para el NL yeyunal, que 

presenta una cantidad menor (p<0,05) de granulomas.  

Es de destacar la cantidad significativamente más elevada (p<0,05) de 

granulomas encontrada en las muestras de yeyuno sin placa de Peyer, especialmente en 

YYM, en los animales no vacunados frente a los vacunados, diferencia mucho más 

manifiesta si se eliminan los datos del ternero 5931. En cualquier caso, el número de 

granulomas en esta localización es siempre inferior (p<0,05) al encontrado en áreas de 

intestino con tejido linfoide (VIC, íleon o placas de Peyer yeyunales). 

 

Respecto a la comparación entre ambos grupos, se observa que el número de 

granulomas es siempre superior en los terneros del grupo NVI (p<0,05), si bien las 

diferencias no son significativas en las muestras de PPYM y PPYD, y son más 

marcadas en los nódulos linfáticos (p<0,001), especialmente el ileal. Si se prescinde del 

ternero 5931, las diferencias son muy significativas (p<0,001) en todas las 

localizaciones.  
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Gráfica IV.15. Número medio de granulomas por localización y animal en 
los terneros sacrificados a los 330 días post-vacunación, incluyendo a todos 
los animales (a) o eliminando los datos del ternero 5931 (b). 
 

 
VIC: válvula ileocecal; ILD:íleon distal; ILM: íleon medio; ILP: íleon proximal; YYD: 
yeyuno distal; YYM: yeyuno medio; YYP: yeyuno proximal; PPYD: placa de Peyer yeyunal 
distal; PPYM: placa de Peyer yeyunal media; PPYP: placa de Peyer yeyunal proximal; NL: 
nódulo linfático; Ic: ileocecal; Il: ileal; Yc: yeyunal caudal; Yy: yeyunales. (Barras de error: 
desviación estándar). 

 
 

 

b 
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Al valorar la localización de las lesiones en los diferentes compartimentos 

tisulares del intestino (tejido linfoide y lámina propia), se observa que el número de 

granulomas es significativamente mayor (p<0,05) en todas las localizaciones en los 

animales no vacunados que en los vacunados, como se refleja en la tabla IV.12; y en la 

gráfica IV.16a, b. Las mayores diferencias se encuentran en la lámina propia no 

asociada a la placa de Peyer, en la que el grupo NVI, supera más de 5,5 veces al grupo 

VI, seguido de los nódulos linfáticos (más de 3 veces superior) y lámina propia asociada 

a tejido linfoide y tejido linfoide intestinal (1,39 y 1,21 veces mayor respectivamente).  

Si no se tuviera en cuenta al animal 5931 del grupo VI, estas diferencias serían 

más acusadas, de forma que no existiría lesión en la lámina propia (asociada o no al 

tejido linfoide) y las diferencias entre las otras localizaciones se ampliarían más, 

superando en más de 18 veces el número de granulomas en el tejido intestinal y en más 

de 20 en nódulos linfáticos. 

 

Tabla IV.12. Número total y medio de los granulomas encontrados en la 
lámina propia asociada y no asociada a tejido linfoide intestinal, tejido linfoide 
intestinal y nódulos linfáticos en los animales animales sacrificados a los 330 
días post-vacunación (continúa). 

Identificación 

L.P no 

asociada a 

TL 

L.P 

asociada a 

T.L 

Tejido 

linfoide 

intestinal 

Nódulos 

linfáticos 
Total 

Animales vacunados e infectados 

3301 0 0 1,67 0,33 2 

5931 29 387 673 198 1287 

7930 0 0 32,34 19,66 52 

9109 0 0 1,67 5,67 7,34 

Media 7,25 96,75 177,17 55,92 337,09 

Media (sin 5931) 0 0 11,89 8,55 20,45 

Animales no vacunados e infectados 

3300 0,67 0 0 9,66 10,33 

3302 72,67 112 171,7 9,99 366,36 

5956 1 8 31,67 48,67 89,37 

9107 90 417,33 658,67 628,33 1794,33 

Media 41,09 134,33 215,51 174,16 565,08 

L.P: lámina propia; T.L.: tejido linfoide. 
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Gráfica IV.16. Valor medio de los granulomas por sección en lámina propia 
asociada y no asociada a tejido linfoide intestinal, tejido linfoide intestinal y 
nódulos linfáticos en los animales animales sacrificados a los 330 días post-
vacunación. 
 

 

 

L.P.A: lámina propia asociada a tejido linfoide; L.P.N.A: lámina propia no asociada a tejido 
linfoide; T.L.I: tejido linfoide intestinal; N.L: nódulo linfático. (Barras de error: desviación 
estándar). 

 
 

 

 

b 

a 
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Resultados comparativos entre los sacrificios a los 180 y 330 dpv. 

 

Los resultados comparativos de ambos grupos en los dos sacrificios se 

encuentran resumidos en la tabla IV.13 y representados en la gráfica IV.17. Se observa 

un incremento significativo (p<0,001) en el número de granulomas observado a los 180 

dpv y a los 330 dpv, tanto en el grupo NVI (46,66 frente a 565,08) como VI (0,67 frente 

a 337,09). Si se prescindiera de los datos del animal 5931 esta diferencia, aunque existe 

(0,67 frente a 20,45) es menor (p<0,05) en el lote VI. 

Se observa que en los animales vacunados el incremento que se produce en el 

número de granulomas entre los 180 y los 330 dpv es menor, en general, que en el 

grupo no vacunado (aunque en ambos, este incremento es significativo -p<0,001-), 

destacando la no ausenciade lesiones en la lámina propia en el primer sacrificio, y la 

aparición de muchas menos que en el grupo no vacunado en el segundo sacrificio, y 

debiéndose todas ellas al animal 5931, con lesión difusa. También, hay diferencias 

significativas (p<0,001) en el número de granulomas en el tejido linfoide intestinal y 

lámina propia asociada entre los dos grupos, tanto a los 180 como a los 330 dpv, siendo 

siempre mayor en el grupo NVI.  

 

Respecto a la evolución del número de granulomas a lo largo del experimento en 

las distintas localizaciones (Tabla IV.13 y gráfica IV.17a,b), se observa que en los 

terneros del grupo NVI, a los 180 dpv ya aparecen granulomas en todas las 

localizaciones, incrementándose su número significativamente (p<0,001) en los 

animales sacrificados a los 330 dpv. Es de destacar que el incremento de la lesión en los 

nódulos linfáticos se produce en relación con el aumento de la lesión en el intestino. En 

el grupo VI, a los 180 dpv no se observan granulomas en ninguna muestra de lámina 

propia. A los 330 dpv, todas las lesiones en esta localización se deben al ternero 5931. 

En el resto de localizaciones se produce también un incremento significativo (p<0,05), 

pero de menor entidad que el observado en el grupo NVI. 
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Tabla IV.13. Número medio de granulomas por sección en lámina propia no 
asociada y asociada al tejido linfoide, en tejido linfoide intestinal y en nódulos 
linfáticos en los dos sacrificios. 

 

LP no 

asociada a 

T.L 

LP asociada 

a T.L 

Tejido 

linfoide 

intestinal 

Nódulos 

linfáticos 
Total 

Animales vacunados e infectados  

180 dpv 0 0 0,67 0,67 0,67 

330 dpv 7,25 96,75 117,17 55,92 337,09 

330 dpv (sin 5931) 0 0 17,71 9,98 27,45 

Animales no vacunados e infectados  

180 dpv 0,83 10,50 30,67 4,67 46,66 

330 dpv 41,09 134,33 215,51 174,16 565,09 

L.P.: lámina propia; T.L.: tejido linfoide. 
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Gráfica IV.17. Valor medio del número de granulomas según su 
distribución en la lámina propia no asociada y relacionada con el 
tejido linfoide, en el tejido linfoide intestinal y nódulos linfáticos en 
ambos sacrificios, considerando todos los animales en el grupo VI (a) o 
eliminando los datos del 5931 (b). 
 

 

 
L.P.N.A: Lámina propia no asociada a tejido linfoide; L.P.A: lámina propia asociada a 
tejido linfoide; T.L.I.: tejido linfoide intestinal; N.L.: nódulo linfático. (Barras de 
error: desviación estándar). 
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Resultados globales 

 

Al comparar ambos grupos, sin tener en cuenta los momentos de sacrificio 

(Tabla IV.14 y gráfica IV.18), en los animales del grupo NVI el total de granulomas es 

significativamente superior (p<0,001), más del doble, que en el grupo VI. Si se analizan 

estos datos por compartimentos, se mantienen estas diferencias (p<0,05) en las cuatro 

regiones estudiadas. Al igual que se ha observado previamente, si se eliminan los datos 

correspondientes al ternero 5931, estas diferencias son mucho más acusadas en todas las 

localizaciones, especialmente en las zonas de lámina propia.  

 

Tabla IV.14. Número medio de granulomas por sección en lámina propia no 
asociada y asociada al tejido linfoide, en tejido linfoide intestinal y en nódulos 
linfáticos los grupos vacunado e infectado y no vacunado e infectado. 

 

LP no 

asociada 

a T.L 

LP 

asociada a 

T.L 

Tejido linfoide 

intestinal 

Nódulos 

linfáticos 
Total 

VI 4,14 55,29 101,53 31,95 192,91 

VI sin 5931 0 0 6,28 4,28 10,56 

NVI 27,67 93,06 153,90 117,66 392,28 

L.P: Lámina propia; T.L.: tejido linfoide; VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado 
 

 

Al comparar las localizaciones estudiadas entre ambos grupos se observa que en 

los terneros del grupo NVI el número de granulomas aparece en mayor cantidad en el 

tejido linfoide, seguido de los nódulos linfáticos y lámina propia asociada al tejido 

linfoide, sin diferencias significativas entre estas localizaciones, y en menor número en 

zonas de lámina propia sin tejido linfoide. Sin embargo, en el grupo VI el número de 

granulomas es mayor en el tejido linfoide seguido de la lámina propia asociada al 

mismo, con diferencias significativas respecto a los nódulos linfáticos y a la lámina 

propia sin relación con tejido linfoide.  
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Gráfica IV.18. Valor medio de los granulomas por sección en lámina propia 
asociada y no asociada al tejido linfoide intestinal, tejido linfoide intestinal y 
nódulos linfáticos en los dos grupos infectados, considerando (a) o excluyendo 
(b) los datos del ternero 5931. 
 

 

 
L.P.N.A: lámina propia no asociada a tejido linfoide; L.P.A: lámina propia asociada a 
tejido linfoide; T.L.I.: tejido linfoide intestinal; N.L.: nódulo linfático. (Barras de error: 
desviación estándar). 
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IV.2.1.2.4.Área ocupada por las lesiones granulomatosas en los 

nódulos linfáticos 

 

Con el objetivo de valorar la extensión de las lesiones, tal y como se ha 

explicado en el capítulo III.1.4.2.1.4 de material y métodos, en cada una de las tres 

secciones de cada nódulo linfático examinado (ileocecal, ileal, yeyunal caudal y 

yeyunal), se valoró el área ocupada por la lesión granulomatosa asociada a la infección 

por Map, que se expresó en relación con el área total del nódulo linfático, como el 

porcentaje de superficie lesionada en cada muestra.  

Al igual que en el recuento de ganulomas, no se encontraron lesiones en los 

nódulos linfáticos de los grupos control (VNI, NVNI), por lo que se analizarán y 

compararán los datos de los otros dos lotes.  

 

Sacrificio a los 180 días post-vacunación (120 días post infección) 
 

En la tabla IV.15 y en la gráfica IV.19 se muestra el área ocupada por las 

lesiones en los nódulos linfáticos de los animales sacrificados a los 180 dpv. En este 

momento ninguno de los tres animales del grupo VI presentaba lesión en los nódulos 

linfáticos. Sin embargo, en los dos animales de este sacrificio que no fueron 

inmunizados (grupo NVI), se observaron lesiones paratuberculosas. Cuando se tiene en 

cuenta el total de superficie lesionada, las diferencias entre grupos fueron significativas 

(p<0,001).  
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Tabla IV.15. Área ocupada por los granulomas en los nódulos linfáticos, por 
animal y sección en los terneros sacrificados a los 180 dpv 

Identificación 

Nódulo 

linfático 

Ileocecal 

Nódulo 

linfático 

Ileal 

Nódulo 

linfático 

Yeyunal 

caudal 

Nódulos 

linfáticos 

Yeyunales 

Total 

Animales vacunados e infectados 

3303 0,0000% 0,0000% 0,0000% 0,0000% 0,0000% 

5953 0,0000% 0,0000% 0,0000% 0,0000% 0,0000% 

9108 0,0000% 0,0000% 0,0000% 0,0000% 0,0000% 

Media 0,0000% 0,0000% 0,0000% 0,0000% 0,0000% 

Animales no vacunados e infectados 

5933 0,0032% 0,0151% 0,0000% 0,0090% 0,0068% 

7460 0,0000% 0,0040% 0,0236% 0,0000% 0,0069% 

Media 0,0016% 0,0096% 0,0118% 0,0045% 0,0069% 

 
 
 
 
 
 
Gráfica IV.19. Área lesionada por sección y animal en el sacrificio de los 180 dpv. 

 
VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado. (Barras de error: desviación estándar). 
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Los nódulos linfáticos con la lesión más extensa resultaron ser los yeyunales 

caudales, ocupando la lesión 1,23 veces más que en los ileales; 2,62 veces más que en 

los yeyunales y 7,38 veces más que en los ileocecales (Gráfica IV 20). 

 

 

Gráfica IV.20. Área lesionada por animal en cada uno de los nódulos 
linfáticos examinados en los terneros sacrificados a los 180 dpv. 

 
NLIc: nódulo linfático ileocecal; NLIl: nódulo linfático ileal; NLYc: nódulo linfático yeyunal 
caudal; NLYy: nódulos linfáticos yeyunales. (Barras de error: desviación estándar). 
 

 

 

Sacrificio a los 330 días post-vacunación (270 días post infección) 
 

En la tabla IV.16 y en las gráficas IV.21 y 22, se muestra el área ocupada por las 

lesiones en los nódulos linfáticos de los animales sacrificados a los 330 dpv. Aunque 

con variaciones en cuanto a su localización, se pudieron encontrar lesiones 

granulomatosas en algún nódulo infático de todos los animales de los grupos NVI y VI. 

Al valorar el área total ocupada por la lesión, en el caso de los NVI fue 

significativamente mayor (p<0,001), en concreto 2,66 veces más que la de los VI. 
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Tabla IV.16. Área ocupada por los granulomas en los nódulos linfáticos, por 
animal y sección en los terneros sacrificados a los 330 dpv 

Identificación 

Nódulo 

linfático 

Ileocecal 

Nódulo 

linfático 

Ileal 

Nódulo 

linfático 

Yeyunal 

caudal 

Nódulos 

linfáticos 

Yeyunales 

Total 

Animales vacunados e infectados 

3301 0,0000% - 0,0000% 0,0000% 0,0000% 

5931 0,1239% 0,3298% 0,3173% - 0,3235% 

7930 0,0036% 0,0341% 0,0405% 0,0531% 0,0328% 

9109 0,0000% 0,0087% 0,0039% 0,0000% 0,0032% 

Media 0,0319% 0,1503% 0,0904% 0,0177% 0,0732% 

Media (sin 5931) 0,0012% 0,0214% 0,0148% 0,0177% 0,0120% 

Animales no vacunados e infectados 

3300 0,0096% 0,0106% 0,0102% 0,0194% 0,0124% 

3302 0,0000% 0,1140% 0,0137% 0,0122% 0,0350% 

5956 0,0366% 0,1268% 0,0052% 0,0178% 0,0466% 

9107 0,0066% 2,1056% 0,4528% 0,1785% 06859% 

Media 0,0132% 0,5892% 0,1205% 0,0570% 0,1950% 

 

Si no se tuviera en cuenta al animal 5931, las diferencias entre ambos son aún 

más marcadas. En concreto, el área total ocupada por la lesión en los nódulos linfáticos 

de los NVI sería 16,25 veces mayor que en los VI (Tabla IV.16 y gráfica IV.21).  
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Gráfica IV.21. Área lesionada por sección y animal en el sacrificio de los 330 
dpv teniendo en cuenta a todos los animales del grupo VI (a) o eliminando los 
datos del ternero 5931 (b). 
 

 

 
VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado. (Barras de error: desviación estándar). 

 
 

 

En cuanto a la comparación de la extensión de las lesiones en los diferentes 

nódulos linfáticos, los granulomas ocupan un mayor área en los animales del grupo NVI 

(p<0,05) que en los VI (Tabla IV.16 y gráfica IV.22), excepto en el nódulo linfático 

a 

b 

349 
 



IV Resultados 

ileocecal, donde no se observan diferencias. La mayor extensión de lesión se observa en 

el nódulo linfático ileal en los terneros de ambos grupos.  

 

 

Gráfica IV.22. Área lesionada por animal en cada uno de los nódulos linfáticos 
examinados en los terneros sacrificados a los 330 dpv con los datos de todos los 
terneros del grupo VI (a) o eliminando los del animal 5931 (b) 
 
 

 

 
NLIc: nódulo linfático ileocecal; NLIl: nódulo linfático ileal; NLYc: nódulo linfático yeyunal 
caudal; NLYy: nódulos linfáticos yeyunales. (Barras de error: desviación estándar). 
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Resultados comparativos entre los sacrificios a los 180 y 330 dpv 

 

Al comparar los dos momentos de sacrificio (Tablas IV.15 y 16 y gráfica IV.23), 

la extensión ocupada por la lesión granulomatosa se incrementa significativamente 

(p<0,001) en los terneros del segundo sacrificio respecto al primero. Al comparar la 

evolución de cada grupo, en los terneros del lote VI en el sacrificio realizado a los 180 

dpv no se encontraron lesiones en ningún nódulo linfático mientras que a los 330 dpv 

el-área afectada ocupaba el 0,0732%; en los animales del grupo NVI dicho incremento 

fue más notable, incrementándose el porcentaje de lesión en 28,26 veces.  

Si no se tiene en cuenta al animal 5931, las diferencias entre el grupo vacunado 

y no vacunado son más manifiestas. 
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Gráfica IV.23. Área lesionada por animal y sacrificio incluyendo los datos de 
todos los animales del grupo VI (a) o eliminando los del ternero 5931 (b). 
 

 

 
VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado. (Barras de error: desviación 

estándar). 
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Resultados globales 

En cuanto a la comparación de la extensión de la lesión en los nódulos linfáticos 

entre animales vacunados (grupo VI) y no vacunados (grupo NVI) en el conjunto del 

estudio, independientemente del momento de sacrificio, se observó que era 

significativamente mayor (p<0,05) en los terneros del grupo NVI que en los del VI, 

diferencia que sería más amplia (p<0,001) si se excluyen los datos del animal 5931 

(Gráfica IV.24). 

 

Gráfica IV.24. Área lesionada por sección y animal en los dos grupos 
infectados, considerando los datos de todos los animales del grupo VI (a) o 
excluyendo los del ternero 5931 (b). 
 

 

 
NL: nódulo linfático; VI: vacunado e infectado; NVI: no vacunado e infectado. (Barras de 
error: desviación estándar). 
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Al estudiar la distribución de la extensión de las lesiones según la localización, 

se observa que el nódulo linfático ileal es el más afectado en ambos grupos, con 

diferencias significativas (p<0,05) respecto a los otros nódulos examinados (Gráfica 

IV.25). Así, las lesiones granulomatosas en los animales vacunados presentan una 

extensión en este nódulo linfático casi 7 veces mayor que la de los nódulos linfáticos 

yeyunales, 4,42 veces mayor que la de los nódulos linfáticos ileocecales y 1,20 veces 

mayor que el yeyunal caudal. No obstante, al no tener en cuenta al animal 5931 (Gráfica 

IV.25), los nódulos linfáticos más afectados serían los yeyuyales, aunque sin diferencias 

significativas respecto a los ileales (0,0003% más extensión de lesión).  

En el caso de los animales no vacunados, estas diferencias son aún más 

evidentes, ya que la extensión de la lesión en el nódulo linfático ileal supera en 45,28 a 

la del nódulo ileocecal, más de 10 veces a los nódulos yeyunales y 4,7 veces al nódulo 

yeyunal caudal (Gráfica IV.25). Al comparar ambos grupos de animales infectados, las 

diferencias significativoas solo aparecen cuando se consideran los datos del nódulo 

linfático ileal (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

354 
 



IV Resultados 

Gráfica IV.25. Área lesionada por animal en cada uno de los nódulos linfáticos 
examinados en los dos grupos infectados, tomando en cuenta los datos de todos los 
terneros del grupo VI (a) o excluyendo al animal 5931 (b). 
 

 

 
NL: nódulo linfático; NLIc: nódulo linfático ileocecal; NLIl: nódulo linfático ileal; NLYc: nódulo 
linfático yeyunal caudal; NLYy: nódulos linfáticos yeyunales. VI: vacunado e infectado; NVI: no 
vacunado e infectado. (Barras de error: desviación estándar). 
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IV.2.1.3. Lesiones microscópicas no asociadas a paratuberculosis 

 

 

Sacrificio a los 180 días post-vacunación (120 días post infección) 
 

No se observaron alteraciones significativas asociadas a ningún otro proceso. 

 

 

Sacrificio a los 330 días post-vacunación (270 días post infección) 
 

En el grupo de animales vacunados e infectados posteriormente, se encontraron 

focos inflamatorios linfocitarios miliares en el parénquima hepático de un ternero 

(3301), o un foco miliar o submiliar de degeneración grasa en este órgano en otro 

animal (5931). Asimismo, en el animal que murió debido a una úlcera abomasal a los 

250 dpv (7461) se observó peritonitis, perihepatitis y periesplenitis fibrinopurulentas. 

Además se observaron esporádicamente, algunas formas parasitarias, compatibles con 

Eimeria spp. en las células epiteliales del intestino delgado en los terneros 3301 y 5956, 

este último del grupo NVI. Este ternero y uno del grupo NVNI (7931), presentaron una 

leve neumonía intersticial caracterizada por el aumento de tamaño de los tabiques 

alveolares, en lo que se observaban células mononucleares y eosinófilos.  
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IV.2.2. Estudios bacteriológicos 
 

 

IV.2.2.1. Cultivo de material fecal 

 

De las muestras de material fecal recogidas en los momentos citados en el 

capítulo correspondiente de la sección de material y métodos, y cultivadas en los 

medios de Herrold y Löwestein-Jensen no se obtuvo ningún aislamiento positivo en 

ninguna de las lecturas de los tubos realizadas. 

 

 

IV.2.2.2. Cultivo de tejidos 

 

Como ya se ha señalado en el capítulo III.1.4.1.4.1 (material y métodos), el 

aislamiento bacteriológico se llevó a cabo en todos los terneros de este estudio en 

muestras de tejido de de válvula ileocecal (VIC), ileón distal (ILD) y placa de Peyer 

yeyunal distal (PPYD), así como en los nódulos linfáticos ileal (NLIl), y yeyunal caudal 

(NLYc), adyacentes a las tomadas para el estudio histológico. 

 

Se obtuvieron aislamientos positivos en muestras de cuatro animales del grupo 

no vacunado e infectado (NVI) y dos del grupo vacunado e infectado (VI). En los 

animales no infectados no se obtuvieron aislamientos de Map. En la tabla IV.17 se 

detallan los animales y muestras que resultaron positivos, y el medio en que se 

consiguió el aislamiento.  

 

El mayor número de cultivos positivos se obtuvo empleando el medio de 

Herrold suplementado con micobactina J, oscilando el número de colonias visibles entre 

1 y más de 50. En el medio de Löwestein-Jensen, aunque el número de muestras 

positivas fue menor, también se obtuvo, en un caso en el que no se detectó aislamiento 

en el medio de Herrold, un elevado número de colonias (30). El tejido en el que se logró 

un mayor número de aislamientos fue el ILD, donde se consiguió en cuatro de los seis 

animales con algún tejido positivo, mientras que la PPYD fue el órgano con menor 

número de resultados positivos, únicamente en un animal. Las localizaciones con un 
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aislamiento positivo de Map supusieron el 12,5% de las muestras examinadas en el 

grupo VI, mientras que en grupo NVI se consiguió aislar la micobacteria en el 16,67%, 

sin que estas diferencias fueran significativas. 

 

 

Tabla IV.17. Aislamientos de Map a partir de las muestras de tejido cultivadas 
en medios Herrold y Löwestein-Jensen. 

Identificación Tejido positivo Número de 
colonias Medio de cultivo 

Animales vacunados e infectados  

5931 PPYD 2 HEYM+MJ 
NLYc 4 HEYM+MJ 

9109 
VIC > 50 HEYM y LJ+MJ 
ILD 1 HEYM+MJ 

NLYc 1 HEYM+MJ 
Animales no vacunados e infectados  

3300 ILD 1 HEYM+MJ 
3302 ILD 1 HEYM+MJ 
7460 NLIl 1 HEYM+MJ 

9107 
VIC 15 HEYM+MJ 
ILD 3 HEYM+MJ 
NLIl 30 LJ+MJ 

PPY: Placa de peyer yeyunal; NLYc: nódulo linfático yeyunal caudal; IL: Íleon; VIC: válvula 
ileocecal; NLIl: nódulo linfático ileal. HEYM: medio Herrold; MJ: micobactina; LJ: medio 
Löwenstein-Jensen. 

 

 

Al comparar los resultados de los grupos VI y NVI (Gráfica IV.26a) se observa 

que solo en dos animales (5931 y 9109) de ocho (25%) del grupo VI se obtuvo un 

aislamiento positivo en algún tejido, mientras que en el grupo NVI fueron cuatro de seis 

(66,67%), siendo estas diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). En el caso 

del grupo VI, los dos terneros habían sido sacrificados a los 330 dpv, mientras que en el 

grupo NVI, uno de ellos lo fue a los 180 y el resto a los 330 dpv. En ambos grupos 

(Tablas IV.7 y 8), se trataba de animales con lesiones de tipo focal (7460, 9109), 

multifocal (3300, 3302) y difuso (5931, 9107).  
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Gráfica IV.26. Porcentaje total de animales con aislamiento positivo de Map 
en tejidos, incluyendo (a) o sin considerar (b) al ternero 5931. 
 
 

 

 
VI: vacunados e infectados; NVI: no vacunados e infectados. 
 

 

 

Al no considerar al animal 5931 -el animal con lesión difusa del grupo VI-, las 

diferencias entre ambos grupos se ampliarían, ya que tan solo en un animal de este lote 

(14,29%) se pudo aislar Map, frente al 66,67% de terneros con aislamiento positivo en 

el grupo NVI (Gráfica IV.26b). El número de localizaciones positivas, descendería, a su 

vez, del 12,5 al 7,5% en el grupo VI, en comparación con el 16,67% localizaciones del 

grupo NVI. 

a 

b 

359 
 



IV Resultados 
 

Respecto al número de colonias aisladas, se observa que entre los animales del 

grupo VI, en el ternero 5931 se llegan a aislar 6 colonias, y aproximadamente 52 en el 

animal 9109, mientras que en el grupo NVI, en tres de los animales se aísla una colonia, 

y en el restante 48, sin que existan diferencias significativas entre el número de colonias 

identificadas en ambos grupos. 

 
 

IV.2.2.3. Reacción en cadena de la polimerasa en muestras fecales 
 

La reacción de cadena de la polimerasa (PCR) realizada sobre las muestras 

fecales no arrojó ningún valor positivo en los muestreos realizados a lo largo de todo el 

experimento, en ningún animal. 

 

 

IV.2.2.4 Reacción en cadena de la polimerasa en muestras de tejidos 
 

 

IV.2.2.4.1. Tejidos frescos 
 

La PCR se llevó a cabo en todos los terneros de este estudio en muestras de 

tejido de válvula ileocecal (VIC), íleon distal (ILD) y placas de Peyer yeyunal distal 

(PPYD), media (PPYM) y proximal (PPYP), así como en los nódulos linfáticos ileal 

(NLIl), y yeyunal caudal (NLYc), adyacentes a las tomadas para el cultivo 

bacteriológico. Los resultados obtenidos en la PCR de tejidos frescos de los animales 

infectados se muestran en la tabla IV.18. Los tejidos procedentes de animales no 

infectados fueron negativos a esta técnica.  

 

Se pudo detectar la secuencia IS900 específica de Map (Figura IV.40), en 

terneros de ambos grupos infectados. En el grupo VI, fueron positivos 7 de los 8 

terneros (87,5%), siendo negativo un animal sacrificado a los 330 dpv. En el grupo 

NVI, se obtuvieron resultados positivos en 5 de los 6 terneros (83,34%) que formaban el 

grupo, siendo el negativo sacrificado a los 180 dpv. Estas diferencias no fueron 

estadísticamente significativas. 
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En cuanto a la distribución de tejidos en los que se pudo identificar una reacción 

positiva a esta técnica, fue variable según el animal (Tabla IV.18), desde únicamente 

una muestra como en el ternero 7930 (grupo VI) hasta en todos los tejidos examinados, 

como ocurrió en dos animales del grupo vacunado (el 5931 y el 3303) y en un animal 

del grupo no vacunado (3302). El número de muestras positivas en los terneros del lote 

NVI es del 64,29% de las examinadas, mientras que en el grupo VI es del 61,11%. Estas 

diferencias no fueron estadísticamente significativas. 

 

Figura IV. 40. Fotografía de los resultados de la PCR frente a Map en 
muestras de tejido congelado del animal 3302 del grupo no vacunado 
infectado (NVI) y del 5931 del grupo vacunado e infectado (VI), en un gel 
de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Carriles 1 y20: marcadores de peso molecular; 2: control positivo; 3-10: muestras de intestino 
y nódulos linfáticos del animal 3302; 11-18: muestras de intestino y nódulos linfáticos del 
animal 5931; 19: control negativo.*: banda positiva correspondiente a 217 pares de bases. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* 

3302 NVI 5931 VI 
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Tabla IV.18. Resultados de la PCR frente a Map en muestras de 
tejidos frescos de los animales infectados a los 60 dpv, según el 
momento de sacrificio. 

Animal VIC ILD PPYD PPYM PPYP NIl NLYc 

Animales vacunados e infectados 

Sacrificados a los 180 dpv 

3303 P s.m N N N N N 

5953 P P P P P P P 

9108 P P P P P P P 

Sacrificados a los 330 dpv 

3301 N N N N N N N 

5931 P P P P P P P 

7461 s.m P N N P N P 

7930 N N N N N N P 

9109 P P P P P P P 

Animales no vacunados e infectados 

Sacrificados a los 180 dpv 

5933 N N N N N N N 

7460 P P P P P P P 

Sacrificados a los 330 dpv 

3300 P N N N N P P 

3302 P P P P P P P 

5956 P N N N P P P 

9107 P P P P N P P 

VIC: válvula ileocecal; ILD: íleon distal; PPYD: placa de Peyer distal; PPYM: placa 
de Peyer media; PPYP: placa de Peyer proximal; NLIl: nódulo linfático ileal; NLYc: 
nódulo linfático yeyunal caudal; N: negativo; P: positivo; s.m: sin muestra; dpv: días 
post-vacunación. 
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Gráfica IV.27. Porcentaje de animales con reacción positiva a la PCR 
frente a Map en tejidos frescos de terneros infectados a los 60 dpv, 
considerando (a) o excluyendo (b) los datos del animal 5931. 

 

 

 
VI: vacunados e infectados; NVI: no vacunados e infectados. 
 
 

 

Si no se tuviera en cuenta, para esta prueba, al animal 5931 del grupo VI, el 

porcentaje de animales positivos a la prueba descendería del 87,5% al 85,71%, frente al 

83,34% de animales positivos en el grupo NVI. No obstante, el número de 

localizaciones positivas, al no tener en consideración al ternero 5931 sería de 55,31% 

frente al 64,29% de localizaciones positivas en los NVI. En cualquier caso, las 

diferencias no son significativas en ninguno de los casos. 

 

a 

b 
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Al tener en cuenta a todos los animales, se observa como la muestra en la que se 

encontró una mayor positividad fue el NLYc con el 78,57% de los animales positivos, 

seguido de la VIC con el 76,92%, sin diferencias entre ambas. La muestra con menor 

positividad fue la PPYD, a pesar de que en esta localización se detectó Map en la mitad 

(50%) de los terneros.  

 

 

IV.2.2.4.2. Tejidos incluidos en parafina 
 

La técnica de PCR también se llevó a cabo en todos los terneros de este estudio 

en los mismos tejidos incluidos en parafina empleados para el estudio histológico, en las 

tres tramos de válvula ileocecal (VIC), íleon distal (ILD), placas de Peyer yeyunal distal 

(PPYD), media (PPYM) y proximal (PPYP), así como en tres secciones de los nódulos 

linfáticos ileal (NLIl), y yeyunal caudal (NLYc). 

 

Los resultados obtenidos en las muestras de los animales infectados (grupos VI 

y NVI) se presentan en la tabla IV.19 y en la gráfica IV.28. En el caso de varias 

muestras del animal 5931 (Figura IV. 41) fue necesario diluir la concentración final 

del ADN por negativizar el resultado de la PCR, por su exceso de concentración.  

 

Figura IV. 41. Fotografía del resultado de la técnica de PCR frente a 
Map en muestras de tejido incluido en parafina del animal 5931 del 
grupo vacunado e infectado (VI) diluidas 1/100. 

 
Carril 1: marcador de peso molecular; 2: control positivo; 3-15: muestras de intestino y 
nódulos linfáticos del animal 5931 diluidas 1/100.*: banda positiva correspondiente a 217 
pares de bases. 
 

 

 

* 
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Tabla IV.19. Resultados de la técnica de PCR frente a Map en 
muestras de tejido incluido en parafina de los terneros infectados 
a los 60 dpv según el momento de sacrificio 

Animal VIC ILD PPYD PPYM PPYP NIl NLYc 

Animales vacunados e infectados 

Sacrificados a los 180 dpv 

3303 N N N N N N N 

5953 N N N N N N N 

9108 N P(2) N N N N N 

Sacrificados a los 330 dpv 

3301 N P(2) N N N s.m N 

5931 P(3) P(3) P(3) P(3) P(3) P(3) P(3) 

7461 N N N N N N N 

7930 N P(1) N N N N N 

9109 P(2) P(2) N N N N N 

Animales no vacunados e infectados 

Sacrificados a los 180 dpv 

5933 N N N P(1) N N N 

7460 N N N N N N N 

Sacrificados a los 330 dpv 

3300 N N N N N N N 

3302 N P(1) P(1) N N P P 

5956 N N N N N N N 

9107 N P(3) N N N P(3) P(3) 

VIC: válvula ileocecal; ILD: íleon distal; PPYD: placa de Peyer distal; PPYM: 
placa de Peyer media; PPYP: placa de Peyer proximal; NLIl: nódulo linfático 
ileal; NLYc: nódulo linfático yeyunal caudal; N: negativo; P: positivo; s.m: sin 
muestra; dpv: días post-vacunación. Entre paréntesis se muestra el número de 
secciones positivas. 

 

 

Cinco de los ocho (62,5%) animales del grupo VI ofrecieron resultado positivo a 

la PCR en alguna muestra mientras que en el grupo NVI se detectó reacción positiva en 

tres de seis (50%) animales (Gráfica IV.28), sin que dicha diferencia fuera 

estadísticamente significativa. El número de muestras positivas en cada animal variaba 

365 
 



IV Resultados 
 

desde una hasta la totalidad, observándose este hecho en un ternero con lesión difusa 

(5931). 

 

Gráfica IV.28. Porcentaje de animales infectados a los 60 días post-
vacunación positivos a la PCR en tejido incluido en parafina, 
considerando (a) o excluyendo (b) los resultados de las muestras del 
ternero 5931. 
 

 

 
VI: vacunados e infectados; NVI: no vacunados e infectados. 

 

 

 

Si no se tuviera en cuenta en el estudio al ternero 5931, el número de animales 

positivos descendería del 62,5 al 57,14% en el grupo VI, frente al 50% del grupo NVI. 

a 

b 
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El porcentaje de localizaciones positivas descendería del 12,37% al 5,15% en los 

animales del lote VI, siendo del 6,19% en los del grupo NVI, mientras que si se tiene en 

cuenta la totalidad de secciones en las que se ha llevado a cabo esta prueba (3 por 

localización) se aprecia que el porcentaje de positividad en los VI disminuiría del 10,31 

al 3,10% sin el 5931, frente al 4,12% en los terneros del grupo NVI, sin que estas 

diferencias sean estadísticamente significativas. 

 
Al tener en cuenta a todos los animales, se observa que la muestra en la que se 

encontraron más resultados positivos (p<0,05) fue el ILD, con el 50% de los animales y 

el 33,4% de las secciones estudiadas positivas. La muestra con menor positividad fue la 

de PPYP, apareciendo ésta tan sólo en el 7,14 % de los terneros y el 7,14% de las 

secciones estudiadas. 

 

 

IV.2.2.5. Reacción en cadena de la polimerasa en suero 
 

La PCR en suero se llevó a cabo cada 15 días desde el momento de la infección 

hasta el día 150 dpv (90 post-infección) y mensualmente hasta el final del experimento 

(330 dpv -270 dpi-). Las muestras fueron procesadas con los cebadoresRJ1-PT91 y C1-

C2 descritos en el material y métodos (Apartado III.1.4.1.5). Los resultados con los 

cebadoresRJ1-PT91 se muestran en la tabla IV.20 y en la gráfica IV.29 y con los 

cebadoresC1-C2 en la tabla IV.21 y gráfica IV.30. 

 

En los animales no infectados, no se pudo evidenciar la presencia de ADN 

micobacteriano en suero. En los animales infectados se obtuvieron reacciones positivas 

de forma esporádica, en mayor número de ocasiones en los animales no vacunados 

(36,76%) que en los animales vacunados (33,72%), en distintos momentos post-

infección (Tablas IV.20 y 21). 

 

Con los cebadoresRJ1-PT91, ocho animales, cuatro del grupo vacunado y cuatro 

del no vacunado mostraron positividad en algún muestreo del experimento. De ellos, 

cuatro lo hicieron en al menos dos ocasiones (dos en cada grupo), mostrando cuatro o 

más veces positividad dos animales (uno de cada grupo) (Tabla IV. 20). Es destacable 

que en el animal con mayor número de muestras de suero positivas (7461), aunque no 
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se le pudo hacer el estudio histológico, fue negativo a la PCR de secciones histológicas 

y cultivo, así como escasamente positivo a la PCR de tejido fresco. Los otros animales 

(7460 y 3302) con mayor número de muestras de suero positivas a la PCR presentaban 

lesiones de tipo focal o multifocal, no observándose positividad en esta técnica en los 

animales con lesiones de tipo difuso (5931 y 9107). Como se puede observar en la 

gráfica IV.29, no se observaron diferencias en el porcentaje de animales positivos entre 

los grupos VI y NVI, excepto a los 240 dpi, donde fue significativamente mayor 

(p<0,001) en el grupo NVI. 

 

Al realizar la PCR con los cebadores C1-C2, se consigue detectar la secuencia 

IS900 en cinco animales más (los cuatro restantes del grupo vacunado y uno más del 

grupo no vacunado). Además, en los animales en los que la técnica fue positiva lo fue, 

generalmente, en un mayor número de muestreos que con los cebadoresRJ1-PT91, 

coincidiendo, en la mayoría de casos, los muestreos positivos con ambos cebadores. En 

este caso, los animales con lesión de tipo difuso (5931 y 9107) presentaban positividad. 

Asimismo, animales sin lesión y con lesiones de tipo focal y multifocal eran positivos 

con esta técnica en algún momento post-infección. Además, como ocurría con los 

cebadores RJ1-PT91, con los C1-C2 el animal con mayor número de muestras positivas 

fue el 7461. El único animal, aparte de los no infectados, en el que no se detectó la 

secuencia IS900 con estos cebadores fue el 5933, animal que presentaba lesión de tipo 

focal. Como se observa en la gráfica IV.30, no se observaron diferencias significativas 

entre los grupos VI y NVI, excepto a los 60, 75 y 270 dpi, donde el número de terneros 

positivos fue mayor entre los del grupo NVI, y a los 150 y 180 dpi, donde lo fue en el 

lote VI (p<0,05). 
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Tabla IV.20. Resultados de la técnica de PCR frente a Map en 
muestras de suero utilizando los cebadores RJ1-PT91 en diferentes 
días post-infección (dpi) (continúa). 

Animal 0* 15* 30* 45* 60* 75* 90* 
Animales vacunados  

3301 N N N N N N N 
3303† N N N N N N N 
5931 N N N N N N N 
5953† N N N N N N N 
7461 N N P N P P N 
7930 N N N N N N N 
9108† N N N N N P N 
9109 N N N P P N N 

Positivos 0 0 1 1 2 2 0 
Animales no vacunados 

3300 N N N N N N N 
3302 N N N N N N N 
5933† N N N N N N N 
5956 N N N N N N N 
7460† N N N P P P P 
9107 N N N N N N N 

Positivos 0 0 0 1 1 1 1 
*: días post-infección; N: negativo; P: positivo. †: animal sacrificado a los 120 dpi. 

 
 
Tabla IV.20. Resultados de la técnica de PCR frente a Map 
en muestras de suero utilizando los cebadores RJ1-PT91 en 
diferentes días post-infección (dpi) (continuación). 

Animal 120* 150* 180* 210* 240* 270* 
Animales vacunados e infectados 

3301 N N N N P N 
3303† N      
5931 N N N N N N 
5953† N      
7461 N P P †   
7930 N N N N N N 
9108† N      
9109 N N N N N N 

positivos 0 1 1 0 1 0 
Animales no vacunados e infectados 

3300 N N N N P N 
3302 N N P P P N 
5933† N      
5956 N N N N P N 
7460† N      
9107 N N N N N N 

positivos 0 0 1 1 3 0 
*: días post-infección; N: negativo; P: positivo. †: animal sacrificado a los 

120 dpi. 
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Tabla IV.21. Resultados de la técnica de PCR frente a Map en 
muestras de suero utilizando los cebadoresC1-C2 en diferentes días 
post-infección (dpi) (continúa). 

Animal 0* 15* 30* 45* 60* 75* 90* 
Animales vacunados  

3301 N N P N N N N 
3303† N P N N N N N 
5931 N P N N N N P 
5953† N N P N N N N 
7461 N P P P P P P 
7930 N N N N N P N 
9108† N N N N N P N 
9109 N N P N N P N 

Positivos 0 3 4 1 1 4 2 
Animales no vacunados 

3300 N P P P N P N 
3302 N N N N N P P 
5933† N N N N N N N 
5956 N P N N P P N 
7460† N N P N P P N 
9107 N N N N P N N 

Positivos 0 2 2 1 3 4 1 
*: días post-infección; N: negativo; P: positivo. †: animal sacrificado a los 120 dpi. 
 

Tabla IV.21. Resultados de la técnica de PCR frente a Map 
en muestras de suero utilizando los cebadoresC1-C2 en 
diferentes días post-infección (dpi) (continuación). 

Animal 120* 150* 180* 210* 240* 270* 
Animales vacunados e infectados 

3301 N N N N P N 
3303† N      
5931 P N N N P N 
5953† N      
7461 N N N    
7930 P P P N P N 
9108† N      
9109 N P N P P N 

Positivos 2 2 1 1 4 0 
Animales no vacunados e infectados 

3300 N N N P N N 
3302 N N N N P P 
5933† N      
5956 P N N N P N 
7460† N      
9107 N N N N P P 

Positivos 1 0 0 1 3 2 
*: días post-infección; N: negativo; P: positivo. †: animal sacrificado a los 

120 dpi. 
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Gráfica IV.29. Porcentaje de animales positivos a la PCR frente a Map 
en muestras de suero utilizando los cebadores RJ1-PT91 de los 
infectados. 

 
VI: animales vacunados e infectados. NVI: Animales no vacunados e infectados 

 

 

Gráfica IV.30. Porcentaje de animales positivos a la PCR frente a 
Map en muestras de suero utilizando los cebadores C1-C2 de los 
infectados. 

 
VI: animales vacunados e infectados. NVI: animales no vacunados e infectados 
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IV.3. RESULTADOS GLOBALES 
 

 

IV.3.1. Relación entre los tipos de lesión y los resultados de 
las distintas pruebas diagnósticas 

 

En la tabla IV.22 se muestran los resultados de la valoración lesional y los 

resultados del aislamiento bacteriológico y las pruebas de PCR en tejido fresco e 

incluido en parafina de todos los animales del estudio. Además, en la tabla IV.23 se 

presentan los resultados globales donde se relaciona el tipo de lesión con el resultado de 

estas pruebas etiológicas. 
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*Tipo de lesión/resultado en el cultivo/resultado en la PC
R

 en tejido fresco/resultado en la PC
R

 en tejido incluído en 
parafina; V

IC
: V

álvula ileocecal; ILD
: Íleon distal; ILM

: Íleon m
edio; ILP: Íleon proxim

al; PPY
D

: Placa de Peyer  
yeyunal distal; PPY

M
: Placa de Peyer yeyunal m

edia; PPY
P: Placa de Peyer yeyunal proxim

al; N
IL: N

ódulo linfático 
ileal; N

Y
C

: N
ódulo linfático yeyunal caudal; †: sacrificado a los 180 días post-vacunación; ‡: sacrificado a los 330 días 

post-vacunación; sm
: sin m

uestra; sr: sin reultado por no procesar el tejido con esta técnica; -: negativo; +: positivo; SL: 
sin lesión;F: focal; M

F: m
ultifocal; D

IF: difusa. 
 

9107‡ 

7460† 

5956‡ 

5933† 

3302‡ 

3300‡ 

A
nim

ales no vacunados e infectados 

9109‡ 

9108† 

7930‡ 

5953† 

5931‡ 

3303† 

3301‡ 

A
nim

ales vacunados e infectados 

A
nim

al 

T
abla IV

.22. T
ipo de lesión y resultados obtenidos en cultivo, PC

R
 de tejido fresco e incluído en 

parafina en diferentes tram
os intestinales de los anim

ales infectados. 

M
F/+/+/- 

F/-/+/- 

F/-/+/- 

SL
/-/-/- 

F/-/+/- 

SL
/+/-/- 

SL
/+/+/+ 

SL
/-/+/- 

F/-/-/- 

SL
/-/+/- 

M
F/-/+/+ 

SL
/-/+/- 

SL
/-/-/+ 

V
IC

* 

D
IF/+/+/+ 

SL
/-/+/- 

M
F/-/-/- 

F/-/-/- 

M
F/+/+/+ 

SL
/+/+/- 

SL
/+/+/+ 

SL
/-/+/+ 

SL
/-/-/+ 

SL
/-/+/- 

D
IF/-/+/+ 

SL
/-/sm

/- 

SL
/-/-/+ 

IL
D

* 

D
IF/-/+/- 

F/-/+/- 

SL
/-/-/- 

SL
/-/-/- 

M
F/-/+/+ 

SL
/-/-/- 

SL
/-/+/- 

SL
/-/+/- 

F/-/-/- 

SL
/-/+/- 

D
IF/+/+/+ 

SL
/-/-/- 

F/-/-/- 

PPY
D

* 

D
IF/sr/+/- 

F/sr/+/- 

SL
/sr/-/- 

M
F/sr/-/+ 

M
F/sr/+/- 

SL
/sr/-/- 

F/sr/+/- 

SL
/sr/+/- 

F/sr/-/- 

SL
/sr/+/- 

D
IF/sr/+/+ 

F/sr/-/- 

SL
/sr/-/- 

PPY
M

* 

M
F/sr/-/- 

SL
/sr/+/- 

M
F/sr/+/- 

M
F/sr/-/- 

SL
/sr/+/- 

SL
/sr/-/- 

SL
/sr/+/- 

SL
/sr/+/- 

F/sr/-/- 

SL
/sr/+/- 

SL
/sr/+/+ 

SL
/sr/-/- 

SL
/sr/-/- 

PPY
P* 

D
IF/+/+/+ 

F/+/+/- 

M
F/-/+/- 

F/-/-/- 

F/-/+/- 

F/-/+/- 

F/-/+/- 

SL
/-/+/- 

F/-/-/- 

SL
/-/+/- 

M
F/-/+/+ 

SL
/sr/-/- 

s.m
/-/-/- 

N
IL

* 

D
IF/-/+/+ 

F/-/+/- 

F/-/+/- 

SL
/-/-/- 

F/-/+/- 

F/-/+/- 

F/+/+/- 

SL
/-/+/- 

F/-/+/- 

SL
/-/+/- 

D
IF/+/+/+ 

SL
/-/-/- 

F/-/-/- 

N
Y

C
* 

 

 

En la tabla IV.23 se muestra el tipo lesional en que ha sido clasificado cada 

animal infectado, así como el resultado encontrado en las diferentes pruebas 

diagnósticas en el momento del sacrificio.  
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Tabla IV.23 Tipos de lesión y resultado de las diferentes pruebas diagnósticas 
en el momento del sacrificio de los animales infectados. 

  Pruebas diagnósticas en el momento del sacrificio 

Animales Lesión ELISA IDR IFN-γ Cultivo PCR tf PCR tp PCR s 

Vacunados e infectados 

Sacrificados a los 180 dpv 

3303 F Pos Pos Pos Neg Pos Neg Neg 

5953 SL Pos Pos Pos Neg Neg Pos Neg 

9108 SL Neg Pos Pos Neg Pos Pos Neg 

3301 F Pos Pos Pos Neg Pos Neg Neg 

Sacrificados a los 330dpv 

5931 Dint Pos Pos Pos Neg Pos Pos Neg 

7461* - Pos Pos Pos Pos Pos Pos Neg 

7930 F Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos 

9109 F Neg Pos Pos Pos Pos Pos Neg 

No vacunados e infectados 

Sacrificados a los 180dpv 

5933 MFb Neg Pos Pos Pos Pos Neg Neg 

7460 F Neg Pos Pos Neg Pos Neg Neg 

Sacrificados a los 330 dpv 

3300 MFb Neg Neg Pos Neg Neg Pos Neg 

3302 MFb Neg Neg Pos Pos Pos Neg Neg 

5956 MFb Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos 

9107 Dlin Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos 

*Muerte a los 250 dpv a causa de una úlcera abomasal; ELISA: ELISA frente a paratuberculosis; 
IDR: intradermorreacción tras la inoculación con PPD aviar; IFN-γ: prueba de liberación de IFN-γ 
tras la estimulación con PPD aviar. PCR tf: PCR de tejido fresco; PCR tp: PCR de tejido incluído 
en parafina; PCR s: PCR de suero. F: Focal; Dint: difusa intermedia; SL: sin lesión; MFb: 
multifocal b; Dlin: difusa linfocítica. Pos: positivo; Neg: negativo. 
 
 

Para los resultados de la PCR de suero se ha tenido en cuenta el resultado 

obtenido con ambos pares de primers utilizados, de forma que el animal se considera 

positivo si lo es a cualquiera de los dos. 
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Las siguientes tablas (Tablas IV.24-27) muestran el resumen de los resultados 

mostrados en las tablas anteriores, en el total de los animales infectados, desglosados 

por grupos. 

 

Tabla IV.24. Resultado de las diferentes pruebas diagnósticas en el momento del 
sacrificio de los animales vacunados e infectados, según el tipo de lesión en que han 
sido clasificados. 

Vacunados e 

infectados 

Tipo lesional 

Sin lesión Focal Multifocal b Difusa 

Cultivo: (+/total) 
Positivos (%) 

0/2 
(0) 

1/4 
(25) - 1/1 

(100) 
PCR Fresco: (+/total) 

Positivos (%) 
2/2 

(100) 
3/4 
(75) - 1/1 

(100) 
PCR Parafina: 

(+/total) 
Positivos (%) 

1/2 
(50) 

3/4 
(75) - 1/1 

(100) 

PCR Suero: (+/total) 
Positivos (%) 

0/2 
(0) 

0/4 
(0) - 0/1 

(0) 
 

Tabla IV.25. Resultado de las diferentes pruebas diagnósticas en el momento del 
sacrificio de los animales no vacunados e infectados, según el tipo de lesión en que 
han sido clasificados. 

No vacunados e 

infectados 

Tipo lesional 

Sin lesión Focal Multifocal b Difusa 

Cultivo: (+/total) 
Positivos (%) - 1/1 

(100) 
2/4 
(50) 

1/1 
(100) 

PCR Fresco: (+/total) 
Positivos (%) - 1/1 

(100) 
3/4 
(75) 

1/1 
(100) 

PCR Parafina: (+/total) 
Positivos (%) - 0/1 

(0) 
2/4 
(50) 

1/1 
(100) 

PCR Suero: (+/total) 
Positivos (%) - 0/1 

(0) 
1/4 
(25) 

1/1 
(100) 
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Tabla IV.26. Resultado de las diferentes pruebas diagnósticas en el momento del 
sacrificio del total de animales infectados, según el tipo de lesión en que han sido 
clasificados. 

Infectados 
Tipo lesional 

Sin lesión Focal Multifocal b Difusa 

Cultivo: (+/total) 
Positivos (%) 

0/2 
(0) 

2/5 
(40) 

2/4 
(50) 

2/2 
(100) 

PCR Fresco: (+/total) 
Positivos (%) 

2/2 
(100) 

4/5 
(80) 

3/4 
(75) 

2/2 
(100) 

PCR Parafina: (+/total) 
Positivos (%) 

1/2 
(50) 

3/5 
(60) 

2/4 
(50) 

2/2 
(100) 

PCR Suero: (+/total) 
Positivos (%) 

0/2 
(0) 

0/5 
(0) 

1/4 
(25) 

1/2 
(50) 

 

 

Tabla IV.27. Resultado de las pruebas inmunológicas en el momento del sacrificio de 
los animales no vacunados e infectados, según el tipo de lesión en que han sido 
clasificados. 

No vacunados e 

infectados 

Tipo lesional 

Sin lesión Focal Multifocal b 
Difusa 

linfocítica 

ELISA: (+/total) 
Positivos (%) - 0/1 

(0) 
0/4 
(0) 

0/1 
(0) 

IDR: (+/total) 
Positivos (%) - 1/1 

(100) 
2/3* 

(66,67) 
1/1 

(100) 
IFN-γ: (+/total) 

Positivos (%) - 1/1 
(100) 

4/4 
(100) 

1/1 
(100) 

ELISA: ELISA frente a paratuberculosis; IDR: intradermorreacción tras la inoculación con PPD aviar; 
IFN-γ: prueba de liberación de IFN-γ tras la estimulación con PPD aviar. *: no se tiene dato de uno de los 
animales con lesión multifocal b  

 

 

Como se puede observar, los dos terneros sin lesión, que pertenecen al grupo 

vacunado, presentan resultados negativos al cultivo y a la PCR en suero mientras que 

los dos fueron positivos a la PCR en tejido fresco y uno a la PCR de tejidos incluidos en 

parafina. Únicamente en dos de los terneros con lesión focal se consiguió un 

aislamiento positivo mediante cultivo, mientras que este porcentaje fue superior cuando 

se empleó la técnica de PCR en tejido fresco (80% de los terneros) o en parafina (60%). 

Todos los animales fueron negativos a la PCR en suero. En las pruebas inmunológicas, 

valoradas en un solo animal con este tipo de lesión, los resultados fueron positivos a las 
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pruebas para la valoración de la respuesta celular, pero negativos a la producción de 

anticuerpos. Los animales con lesión multifocal b pertenecían todos al grupo no 

vacunado y dos de los cuatro con esta forma lesional (50%) fueron positivos al cultivo y 

a la PCR en muestras de tejido incluidas en parafina, llegando al 75% con la PCR de 

tejido fresco. Sólo un animal fue positivo a la PCR de suero. Los cuatro animales fueron 

negativos al test ELISA, mientras que todos fueron positivos al test de liberación del 

IFN-γ, y uno de ellos negativo a la IDR. El ternero vacunado con lesión difusa 

intermedia, resultó positivo a todas las pruebas excepto a la PCR de suero, mientras que 

el ternero no vacunado con lesión difusa linfocítica fue negativo tan solo al test ELISA. 

 

En la siguiente tabla (Tabla IV.28) se muestra la relación entre el tipo de lesión y 

el resultado para el cultivo, PCR en tejido fresco y PCR en tejido incluido en parafina 

del conjunto de muestras de intestino o nódulos linfáticos analizadas por cada una de las 

técnicas, que se detallan en la tabla IV.22. 

 

Tabla IV.28. Resultados globales donde se relaciona el tipo de lesión con el resultado 
de las pruebas de diagnóstico etiológico en el conjunto de muestras de intestino y 
nódulos linfáticos analizadas en los terneros infectados. 

Tipo de Lesión 

 

Nº de 
muestras 

(%) 

Cultivo 
(+/total) 

positivos (%) 

PCR Fresco 
(+/total) 

positivos (%) 

PCR parafina 
(+/total) 

positivos (%) 
Sin lesión 43 (47,48) 4/28 (13,79) 24/42 (57,14) 7/43 (16,28) 

Focal 26 (28,89) 2/21 (9,52) 16/26 (6,15) 0/26 (0) 

Multifocal a 12 (13,33) 2/7 (2,86) 8/12 (6,66) 5/12 (41,66) 

Difusa Intermedia 4 (4,44) 2/3 (66,67) 4/4 (100,00) 4/4 (100,00) 

Difusa linfocítica 5 (5,56) 2/4 (50,00) 5/5 (100,00) 3/5 (60,00) 

 

El mayor porcentaje de muestras con aislamiento positivo mediante cultivo se 

obtiene en aquellas que presentan una lesión de tipo difuso intermedia, seguidas de las 

secciones con lesión difusa linfocítica, mostrando menos porcentaje de aislamientos las 

muestras con lesión focal o multifocal b. Todas las muestras de tejido con lesión difusa, 

tanto intermedia como linfocítica, fueron positivas a la PCR de tejido fresco, siendo, 

como para la prueba anterior, los tramos clasificados como focales y multifocales b los 

menos positivos. Con la PCR de tejidos incluidos en parafina se detectaron como 
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positivos todos los tramos con lesión difusa intermedia, así como el 60% de aquellos de 

tipo difuso linfocítico y en ninguna sección con lesión de tipo focal (Tabla IV.28). 

 

En la siguiente figura (Figura IV.42) se muestra el análisis del grado de 

concordancia, por tipo de lesión, presentada entre las pruebas diagnósticas llevadas a 

cabo en los tramos que se presentan en la tabla IV.22. 
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Figura IV.42. Análisis del grado de concordancia, por tipo de lesión, presentada 
entre las pruebas diagnósticas llevadas a cabo en los tramos presentados en la tabla 
IV.22. 
 

Sin lesión 
CULTIVO 

κ 

 

Focal 
CULTIVO 

κ 
Pos Neg Pos Neg 

PCR 

Fresco 

Pos 3 13 
0,083 

PCR 

Fresco 

Pos 0 0 
0 

Neg 1 10 Neg 2 19 

PCR 

Parafina 

Pos 2 4 
0,276 

PCR 

Parafina 

Pos 0 0 
0 

Neg 2 20 Neg 2 19 
 

Multifocal a 
CULTIVO 

κ 

 

Difusa 

intermedia 

CULTIVO 
κ 

Pos Neg Pos Neg 

PCR 

Fresco 

Pos 1 3 
-0,077 

PCR 

Fresco 

Pos 2 1 
0 

Neg 1 2 Neg 0 0 

PCR 

Parafina 

Pos 1 3 
-0,077 

PCR 

Parafina 

Pos 2 1 
0 

Neg 1 2 Neg 0 0 
 

Difusa 

linfocítica 

CULTIVO 
κ 

 

     

Pos Neg      

PCR 

Fresco 

Pos 2 2 
0 Sin Lesión 

PCR Fresco 
κ 

Neg 0 0 Pos Neg 

PCR 

Parafina 

Pos 2 1 
0 

PCR 

Parafina 

Pos 4 3 
0 

Neg 0 1 Neg 20 15 
  

Focal 
PCR Fresco 

Κ 
 

Multifocal a 
PCR Fresco 

Κ 
Pos Neg  Pos Neg 

PCR 

Parafina 

Pos 0 0 
0 

 PCR 

Parafina 

Pos 4 1 
0,211 

Neg 16 10  Neg 4 3 
 

Difusa 

intermedia 

PCR Fresco 
Κ 

 Difusa 

linfocítica 

PCR Fresco 
Κ 

Pos Neg  Pos Neg 

PCR 

Parafina 

Pos 4 0 
- 

 PCR 

Parafina 

Pos 3 0 
0 

Neg 0 0  Neg 2 0 
Pos: positivo; Neg: negativo; κ: índice estadístivo Kappa. 
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Se observa cómo, en las secciones sin lesión, el cultivo presenta una 

concordancia débil con la PCR de tejido fresco, y escasa con la PCR de tejido incluido 

en parafina. Igualmente, en estos tramos la concordancia entre la PCR de tejido fresco y 

la PCR de tejido incluido en parafina sería debida al azar En los tramos con lesión focal, 

la concordancia que presenta el cultivo con la PCR de tejido fresco o con la de tejido 

incluido en parafina es debida exclusivamente al azar, al igual que ocurre con ambas 

PCR. En las secciones con lesión multifocal el cultivo muestra una débil discordancia 

con ambas PCR y entre estas pruebas la concordancia es escasa. En las secciones de 

lesión difusa intermedia el cultivo presentó concordancia exclusivamente debida al azar 

con ambas PCR; entre estas no pudo hallarse la concordancia, al presentar los cuatro 

tramos con este tipo de lesión iguales resultados para la PCR en tejido fresco y 

embebido en parafina (positivo). En los tramos con lesión difusa linfocítica, la 

concordancia del cultivo con la PCR de tejido fresco fue debida al azar, mientras que 

presentaba concordancia moderada con la PCR de tejido incluido en parafina. Entre las 

PCR la concordancia fue debida al azar (Figura IV.XX). 

 

 

IV.3.2. Relación entre las diferentes pruebas diagnósticas 
En la siguiente figura (Figura IV.43) se muestra el análisis de concordancia de 

las diferentes pruebas diagnósticas realizadas en el momento del sacrificio, incluida la 

histopatología. Para la histopatología se considera un resultado positivo el hallazgo de 

cualquier tipo de lesión. Para el resto de pruebas, se consideraba positivo o negativo en 

función de los parámetros expresados en el material y métodos. Las pruebas 

inmunológicas indicadas se refieren a su diagnóstico frente a paratuberculosis. Al igual 

que ocurría en el apartado anterior, para la PCR en suero, se considera positivo un 

resultado si lo ha sido a la técnica con cualquiera de los dos pares de cebadores 

utilizados. 

 

Las concordancias lesión con pruebas inmunológicas, al no haber animales sin 

lesión (dentro de los vacunados, que es sobre los que se reflejan las pruebas 

inmunológicas), no se pueden calcular. 
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Figura IV.43. Análisis del grado de concordancia entre las pruebas diagnósticas y la 
valoración histopatológica en los terneros infectados (continúa). 

            

 

Infectados 
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Pos Neg 

  

Infectados 

PCR 
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Lesión 

Pos 6 5 
0,270 

  Pos Neg  

 Neg 0 2   

Lesión 
Pos 9 2 

-0,182 
 

 PCR 
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0,222 

  Neg 2 0  

 Neg 0 2   PCR 

Parafina 

Pos 6 2 
0,163 

 

 PCR 

Parafina 

Pos 4 4 
0,160 

  Neg 6 0  

 Neg 2 4   PCR 

Suero 

Pos 3 0 
0,087 

 

 PCR 

Suero 

Pos 2 1 
0,222 

  Neg 9 2  

 Neg 4 7   

ELISA* 
Pos 0 0 

0 
 

 
ELISA* 

Pos 0 0 
0 

  Neg 5 1  

 Neg 4 2   

IDR* 
Pos 4 0 

1 
 

 
IDR* 

Pos 3 1 
0,545 

  Neg 0 1  

 Neg 0 1   

IFN-γ* 
Pos 5 1 

0 
 

 
IFN-γ* 

Pos 4 2 
0 

  Neg 0 0  

 Neg 0 0         

 Resultados en los que se toma al cultivo y la PCR de tejido fresco como referencia.*:Tan solo se 
tiene en cuenta a los seis animales del grupo no vacunado, para anular los resultados positivos a las 
diferentes pruebas debido al efecto de la vacunación. 
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Figura IV.43. Análisis del grado de concordancia entre las pruebas diagnósticas y la 
valoración histopatológica de los terneros infectados (continuación). 
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Infectados 

PCR 
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Lesión 

Pos 6 5 
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  Pos Neg  
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 PCR 
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Pos 2 2 
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Pos 2 2 
-0,364 

  Neg 0 1  

 Neg 1 0   

IFN-γ* 
Pos 2 4 

0 
 

 
IFN-γ* 

Pos 3 3 
0 

  Neg 0 0  

 Neg 0 0         

 Resultados en los que se toma la PCR de tejido incluido en parafina y la de suero como 
referencia.*:Tan solo se tiene en cuenta a los seis animales del grupo no vacunado, para anular los 
resultados positivos a las diferentes pruebas debido al efecto de la vacunación. 
 

 

 
 

Tomando como referencia el cultivo, se muestra que esta prueba presenta 

concordancia moderada con la prueba de la IDR,  débil con la PCR en tejido incluido en 

parafina, escasa concordancia con las lesiones, PCR en tejido fresco y en suero, 

concordancia moderada con la IDR y concordancia debida exclusivamente al azar con 

las pruebas de ELISA e IFN-γ. 

Al tomar como referencia a la PCR en tejido fresco, la concordancia es débil con 

la histopatología, PCR en tejido incluido en parafina, PCR en suero, escasa con el 

cultivo, perfecta con la IDR y debida al azar con el ELISA y el IFN-γ. 

Al tomar como referencia la PCR en tejido incluido en parafina, la discordancia 

es escasa con la IDR, débil con PCR de tejido fresco, con histopatología, lesión, cultivo 

y PCR de suero, y debida al azar con las pruebas de ELISA e IFN-γ.  
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Si la referencia es la PCR en suero, la concordancia con la presencia de lesiones, 

la PCR en tejidos incluidos en parafina y en suero es débil, escasa con cultivo e IDR y 

debida al azar con el test ELISA y de liberación de IFN-γ.  

La concordancia entre las pruebas inmunológicas y las lesiones no han podido 

ser calculadas debido a que no existen animales que hayan sido infectados y no 

inmunizados (NVI) y que no presenten lesión. 

 

En la siguiente figura (Figura IV.44) se muestra la concordancia entre las 

pruebas inmunológicas entre sí en los animales del grupo NVI. 

 

Figura IV. 44. Análisis del grado de concordancia entre las pruebas de diagnóstico 
inmunológico de los terneros infectados y no vacunados. 
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Pos: positivo; Neg: negativo; κ: índice estadístico Kappa. 

 

Se observa que en todos los casos la concordancia existente es debida 

exclusivamente al azar. 

 

 

IV.3.3. Producción in vitro local de IFN-γ  
 

La producción “in vitro” de IFN-γ por parte de los linfocitos extraídos, 

purificados de los tejidos y cultivados fue siempre significativamente mayor (p<0,05) 

que cuando se empleó el tejido completo en todos los grupos experimentales, tal y como 

se muestra en las tablas IV.29 y en la gráfica IV.31.  
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Tabla IV.29. Producción total de IFN-γ por parte de los 
tejidos y linfocitos extraídos de los mismos en los diferentes 
grupos experimentales, tras la estimulación con PPD aviar e 
incubación durante 24 horas. 

Grupos Tejido Linfocitos 

VI 2,09 56,64 

NVI 3,41 10,81 

VNI 3,43 19,04 

NVNI 5,51 33,48 

Los resultados están expresados como cocientes de densidad óptica. VI: 
vacunados e infectados; NVI: no vacunados e infectados; VNI: vacunados no 
infectados; NVNI: no vacunados, no infectados. 

 

 

Gráfica IV.31. Producción total de IFN-γ por parte de los tejidos y 
linfocitos extraídos de los mismos en los diferentes grupos 
experimentales, tras la estimulación con PPD aviar e incubación durante 
24 horas. 

 

 
VI: vacunados e infectados; NVI: no vacunados e infectados; VNI: vacunados no 
infectados; NVNI: no vacunados, no infectados. (Barras de error: desviación estándar). 
 

 

Cuando se analizan los valores de IFN-γ en los diferentes grupos, no se han 

encontrado diferencias significativas entre ellos, tanto en los linfocitos purificados como 

en los tejidos. 
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Los resultados de la producción total de IFN-γ por parte de los linfocitos o de los 

tejidos de cada una de las localizaciones examinadas (NLIl, ILD, PPY, NLP) se 

muestran en la tabla IV.30 y en la gráfica IV.32. La producción de IFN-γ por parte de 

los linfocitos de NLIl, PPY y NLP fue mayor en los linfocitos que en los tejidos 

(p<0,05), no así en el ILD, donde la producción de esta citoquina por parte de los tejidos 

superó a la producida por los linfocitos extraídos de los mismos, si bien la diferencia no 

fue significativa. 

 

 

Tabla IV.30. Producción total de IFN-γ por parte de los tejidos y 
linfocitos extraídos de los mismos en las diferentes localizaciones 
examinadas, tras la estimulación con PPD aviar e incubación durante 24 
horas. 

 NLIl ILD PPY NLP 

Tejidos 2,85 1,85 1,88 6,70 

Linfocitos 13,95 1,56 2,47 106,14 

Los resultados están expresados comococientes de densidad óptica. NLIl: nódulo linfático ileal; 
ILD: íleon distal; PPY: placa de Peyer yeyunal; NLP: nódulo linfático preescapular. 

 

 

Gráfica IV.32. Producción total de IFN-γ por parte de los tejidos y 
linfocitos extraídos de los mismos en las diferentes localizaciones 
examinadas, tras la estimulación con PPD aviar e incubación de 24 
horas. 

 

 
NLIl: nódulo linfático ileal; ILD: íleon distal; PPY: placa de Peyer yeyunal; NLP: 
nódulo linfático preescapular.(Barras de error: desviación estándar). 
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Al comparar la producción de IFN-γ entre las diferentes localizaciones, no se 

observaron diferencias significativas en ninguno de los dos protocolos. 

 

Los resultados de la producción de esta citoquina por parte de los tejidos en las 

diferentes localizaciones y en los diferentes grupos se muestran en la tabla IV.31 y en la 

gráfica IV.33. Se observa como los valores más altos de densidad óptica se obtienen en 

el NLP, en todos los grupos excepto en el VI, donde este valor corresponde al NLIl. 

Para los grupos VNI y NVNI el NLIl es el segundo tejido en el que se produce más 

IFN-γ, no así para el grupo NVI, donde sucede en el ILD. Únicamente se observan 

diferencias significativas entre grupos entre localizaciones concretas, como se muestra 

más adelante. 

 

 

Tabla IV.31. Producción de IFN-γ por parte de los tejidos del nódulo 
linfático ileal (NLIl), íleon distal (ILD), placa de Peyer yeyunal (PPY) y 
nódulo linfático preescapular (NLP) de los terneros de todos los grupos 
experimentales, tras la estimulación con PPD aviar e incubación durante 
24 horas. 

Grupos  Linfocitos de los órganos 
 NLIl ILD PPY NLP 

VI 3,20 1,86 2,20 1,12 
NVI 1,70 2,15 1,75 8,05 
VNI 4,95 1,55 1,65 5,55 

NVNI 2,55 1,50 1,70 16,30 
Los resultados vienen expresados en cocientes de densidad óptica. VI: vacunados e 
infectados; NVI: no vacunados e infectados; VNI: vacunados no infectados; NVNI: no 
vacunados, no infectados. 
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Gráfica IV.33. Producción de IFN-γ por parte de e los tejidos NLIl, PPI, 
PPY, NLP de los terneros de todos los grupos experimentales, tras la 
estimulación con PPD aviar e incubación durante 24 horas. 

 
VI: grupo vacunado e infectado; NVI: grupo no vacunado e infectado; VNI: grupo 
vacunado y no infectado; NVNI: grupo no vacunado y no infectado.(Barras de error: 
desviación estándar). 
 

 

Los resultados de la producción de IFN-γ por parte de los linfocitos extraídos de 

tejidos en las diferentes localizaciones tras su estimulación con PPD aviar y en los 

diferentes grupos se muestran en la tabla IV.32 y en la gráfica IV.34. Se observa como 

los valores más altos de densidad óptica se obtienen, independientemente del 

tratamiento recibido, como ya ocurría con el cultivo de los fragmentos de tejido, en el 

NLP seguido del NLIl, con diferencias respecto al resto de localizaciones (p<0,05), en 

todos los grupos, siendo el NLIl es el segundo tejido en el que se produce más IFN-γ, 

también para todos los grupos. Únicamente se observan diferencias significativas entre 

grupos entre localizaciones concretas, como se muestra más adelante. 
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Tabla IV.32. Producción de IFN-γ por parte de los linfocitos extraídos de 
los tejidos del nódulo linfático ileal (NLIl), íleon distal (ILD), placa de 
Peyer yeyunal (PPY) y nódulo linfático preescapular (NLP) de los 
terneros de todos los grupos experimentales, tras la estimulación con 
PPD aviar e incubación durante 24 horas. 

Grupos 
Animales Linfocitos de los órganos 

 NLIl ILD PPY NLP 

VI 23,94 1,24 2,76 198,63 
NVI 5,79 2,19 2,83 32,46 
VNI 23,48 1,10 2,00 49,60 

NVNI 5,80 1,40 1,63 125,10 
Los resultados vienen expresados en cocientes de densidad óptica. VI: vacunados e 
infectados; NVI: no vacunados e infectados; VNI: vacunados no infectados; NVNI: no 
vacunados, no infectados. 

 

 

Gráfica IV.34. Producción de IFN-γ por parte de los linfocitos extraídos 
tras la necropsia de los tejidos NLIl, ILD, PPY y NLP de los terneros de 
todos los grupos experimentales, tras la estimulación con PPD aviar e 
incubación durante 24 horas. 

 
VI: vacunados e infectados; NVI: no vacunados e infectados; VNI: vacunados no 
infectados; NVNI: no vacunados, no infectados.(Barras de error: desviación estándar). 
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Para una mejor visualización de los resultados, en las siguientes gráficas 

(Gráficas IV.35-39) se muestra las diferencias en la producción de IFN-γ en las 

diferentes localizaciones, en los diferentes grupos, entre la cantidad producida por los 

tejidos y por los linfocitos. 

 

Gráfica IV.35. Producción de IFN-γ por parte de las muestras de tejido 
y linfocitos extraídos del nódulo linfático preescapular (NLP), tras la 
estimulación con PPD aviar e incubación durante 24 horas. 

 
VI: grupo vacunado e infectado; NVI: grupo no vacunado e infectado; VNI: 
grupo vacunado y no infectado; NVNI: grupo no vacunado y no infectado 

 

Se observan diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos VI y los NVI y 

VNI en la producción de IFN-γ por parte de los linfocitos del NLP (Gráfica IV.35). 
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Gráfica IV.36. Producción de IFN-γ por parte de las muestras de 
tejido y linfocitos extraídos del nódulo linfático preescapular (NLP), 
tras la estimulación con PPD aviar e incubación durante 24 horas, en 
terneros vacunados (V) y no vacunados (NV). 

 
Barras de error: desviación estándar. 
 

 

Dado que la infección no influiría sobre la liberación de IFN-γ en el NLP, se han 

agrupado los lotes según sean vacunados (V) o no vacunados (NV) y se han observado 

diferencias significativas en la producción de IFN-γ entre ambos grupos (p<0,05) 

(Gráfica IV. 36). 
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Gráfica IV.37. Producción de IFN-γ por parte de muestras de tejido y 
linfocitos extraídos del nódulo linfático ileal (NLIl), tras la estimulación 
con PPD aviar e incubación 24 horas. 

 
VI: grupo vacunado e infectado; NVI: grupo no vacunado e infectado; VNI: grupo 
vacunado y no infectado; NVNI: grupo no vacunado y no infectado. (Barras de error: 
desviación estándar) 

 

Se observa un incremento de producción de IFN-γ por parte de los linfocitos 

purificados en las muestras de NLIl de los dos grupos vacunados respecto al resto 

(p<0,05), que no se aprecian en el cultivo de fragmentos tisulares (Gráfica IV.37). 
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Gráfica IV.38. Producción de IFN-γ por parte de secciones de tejido y 
linfocitos extraídos del íleon distal (ILD), tras la estimulación con PPD 
aviar e incubación 24 horas. 

 
VI: grupo vacunado e infectado; NVI: grupo no vacunado e infectado; VNI: grupo 
vacunado y no infectado; NVNI: grupo no vacunado y no infectado. (Barras de error: 
desviación estándar) 

 

 

Gráfica IV.39. Producción de IFN-γ por parte de tejido y linfocitos 
extraídos de la placa de Peyer yeyunal (PPY), tras la estimulación con 
PPD aviar e incubación 24 horas. 

 
VI: grupo vacunado e infectado; NVI: grupo no vacunado e infectado; VNI: 
grupo vacunado y no infectado; NVNI: grupo no vacunado y no infectado. 
(Barras de error: desviación estándar) 
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Los terneros del grupo NVI mostraron una mayor producción de esta citoquina 

que el grupo control NVNI (p<0,05), en linfocitos extraídos a partir de muestras de 

intestino (placa de Peyer yeyunal e ileal), no observándose dichas diferencias en el 

cultivo de fragmentos de tejido (Gráfica IV.39). Sin embargo, no se encontraron 

diferencias significativas con los grupos de animales vacunados (Gráfica IV.39). 
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V. Discusión 
 
 

V.1. DISCUSIÓN 
 

El hecho de que la vacunación se haya demostrado ya, en estudios previos, como 

un procedimiento exitoso para el control de la paratuberculosis, a pesar de los 

inconvenientes que presenta, fue el principal motivo que propició el que se realizaran 

las experiencias que componen esta Tesis Doctoral, cuyo objetivo general fue valorar la 

eficacia de una nueva vacuna, Silirum®, en el control de la infección por Map en un 

modelo experimental en terneros.  

 

La principal conclusión de este estudio es que esta nueva formulación vacunal 

ha demostrado su eficacia en cuanto al control de la infección paratuberculosa, 

provocando una reducción en el número y extensión de las lesiones, así como en la 

colonización por Map de los distintos tejidos. Sin embargo, y como ya se había 

demostrado con la administración de otros productos vacunales en estudios 

experimentales en ovino (Brotherston y Gilmour, 1961b; Nisbet et al., 1962; Juste et al., 

1994; Begg y Griffin, 2005; Reyes, 2007; Griffin et al., 2009), pero también en bovino 

(Hagan, 1935; Stuart, 1965b; Larsen et al., 1974; Uzonna et al., 2003; Koets et al., 

2006; Kathaperumal et al., 2008; Sweeney et al., 2009), caprino (Marly et al., 1988; 

Hines II et al., 2007a; Singh et al., 2007; Kathaperumal et al., 2009; Hines II et al., 

2014) e incluso en trabajos de campo al vacunar ovinos jóvenes (Eppleston et al., 2005; 

Reddacliff et al., 2006), la inoculación de Silirum® en el modelo experimental 

empleado, no previene la infección. Además, la protección no es completa, habiéndose 

demostrado que un animal vacunado desarrolló formas lesionales avanzadas y graves de 

paratuberculosis.  

 

En este trabajo, se ha empleado un método de valoración histopatológica de las 

lesiones basado en el estudio de su localización, extensión y morfología, así como su 

cuantificación, para estudiar la eficacia de la vacunación. Las lesiones asociadas a 

paratuberculosis pudieron apreciarse en once de los catorce animales infectados del 

estudio. Los tres animales que no presentaron lesión pertenecían al grupo vacunado, por 

lo que en todos los animales que no fueron inmunizados pudieron encontrarse lesiones 

asociadas a paratuberculosis, indicando ya una eficacia de la vacunación en la 

prevención del desarrollo de lesiones. No solo la proporción de animales con afectación 
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histológica fue mayor en el grupo no vacunado, sino que la gravedad de las lesiones 

también. Así, de los cinco animales que presentaban lesión en el grupo inmunizado, 

salvo el animal 5931 que desarrolló una lesión difusa, el resto presentó lesiones de tipo 

focal. De los terneros del grupo no vacunado, sin embargo, tan sólo uno de los 

sacrificados a los 180 dpv presentaba lesión focal restringida al tejido linfoide mientras 

que el resto presentaba afectación de la lámina propia intestinal, con lesiones 

multifocales en 4 casos y lesión difusa en otro. Además, se ha comprobado que, tanto en 

el sacrificio realizado a los 180 dpv como en el que se llevó a cabo a los 330 dpv, el 

número de granulomas contados en los tejidos de los animales vacunados fue mucho 

menor que el de los no vacunados, incluso incluyendo el ternero 5931, en el que el 

recuento de granulomas fue muy numeroso. Por otra parte, en el grupo no vacunado los 

granulomas eran evidentesen un mayor número de localizaciones y estas lesiones se 

encontraban mucho más extendidas, como ha quedado constatado al valorar el área que 

ocupaban  en los nódulos linfáticos. Estos resultados apoyan también la eficacia de la 

vacuna, de manera que no sólo se consigue que aparezcan menos animales con lesión, 

sino que cuando ésta existe, es menos grave ya que, en la mayor parte de los terneros no 

vacunados, las lesiones progresaron hacia formas más extensdidas. Atendiendo a estos 

hallazgos se podría contemplar la hipótesis de que, en la mayoría de los animales 

inmunizados y posteriormente infectados, la vacuna habría inducido una regresión de 

las lesiones, hasta su desaparición, o al menos su contención en formas focales, 

evitando su progresión. 

 

El número de trabajos previos sobre valoración de la eficacia de la vacunación 

mediante el estudio de lesiones es escaso en la especie bovina. En cuanto a estudios 

experimentales, tan sólo se han encontrado, en la bibliografía consultada, dos trabajos 

(Hagan, 1935; Larsen et al., 1974) donde se demuestra que en los animales vacunados 

hay menos lesiones. En el caso de estudios de campo,  hay más evidencias tanto en 

animales vacunados al mes de edad (Kalis et al., 1992; Wentink et al., 1994; van Shaik 

et al., 1996) como en los vacunados de diferentes edades (García Pariente et al., 2005; 

Alonso-Hearn et al., 2012). En cualquier caso, en ninguno de ellos se ha llevado un 

estudio detallado del número de lesiones y extensión de las mismas como el que se ha 

realizado en el presente estudio.  
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En la especie ovina, sin embargo, si se han realizado estudios más exhaustivos, 

en los que se hace un recuento de lesiones, apreciándose un número menor de ellas en 

corderos vacunados e infectados experimentalmente (Juste et al., 1994). Esta 

observación también ha sido comunicada en otros trabajos (Nisbet et al., 1962; Gowzdz 

et al., 2000a) si bien en ellos no se lleva a cabo un recuento detallado. En otro trabajo 

llevado a cabo por nuestro grupo de investigación, en el que además de la vacuna 

Gudair® se probó una vacuna similar a la de este trabajo en corderos, se comprobó la 

ausencia absoluta de lesiones en los animales infectados y que habían sido vacunados, 

otorgando a la vacunación frente a Map una protección completa en cuanto al desarrollo 

de lesiones (Reyes, 2007). No obstante, en esta especie se han probado soluciones 

vacunales como AquaVax (vacuna viva de la cepa 316F y con adyuvante salino) sin 

ningún valor protector ya que los animales vacunados presentan el mismo patrón de 

lesiones que los animales no vacunados (Begg y Griffin, 2005), aunque si encontraban 

diferencias positivas achacables a la vacunación cuando se realizaba con Neoparasec® 

(Begg y Griffin, 2005), con Gudair® u otras formulaciones elaboradas con el lípido K 

(Griffin et al., 2009). En esta especie también han sido numerosos los trabajos 

realizados en condiciones de campo para valorar la eficacia de la vacunación con muy 

buenos resultados al comparar las lesiones encontradas en los animales vacunados con 

respecto a los controles (Sigurdsson, 1960; Aduriz, 1993; Sommerville et al., 1995; 

Dimareli-Mali et al., 1997; Eppleston et al., 2005; Thonney et al., 2005; Reddacliff et 

al., 2006; Toribio et al., 2007). En ganado caprino, aunque en un menor número de 

trabajos, también se ha comprobado la efectividad vacunal al medir la diferente 

presentación de lesiones entre animales vacunados y controles, tanto en infecciones 

experimentales (Singh et al., 2007; Hines II et al., 2007a, 2014; Kathaperumal et al., 

2009) como en animales con infección natural y vacunados a edades diferentes, de 1 

mes (Saxegaard y Fodstad, 1985), de 6 meses a un año (Singh et al., 2013) o incluso 

adultos (Corpa et al., 2000b). En otras experiencias, también en condiciones de campo, 

aunque no se ha encontrado una disminución del número de animales con lesión, si se 

ha observado que los individuos vacunados presentaban lesiones de tipo focal mientras 

que en los no inmunizados las lesiones eran más extensas y graves (Pérez et al., 1995; 

García Pariente et al., 2004), sugiriendo que la vacunación controla el desarrollo 

lesional hacia formas focales o evitaría su progresión hacia tipos más graves, lo que 

apoyaría nuestros resultados.  
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En nuestro estudio, las lesiones histológicas no solo eran significativamente más 

numerosas en los animales no vacunados en ambos momentos de sacrificio, como ya se 

ha descrito, sino que las diferencias en su localización también sugerirían que la 

vacunación habría modificado su desarrollo. Así, en el sacrificio realizado a los 180 

dpv, las lesiones solo aparecieron en uno de los tres animales vacunados, y estaban 

localizadas en el tejido linfoide, concretamente 2 granulomas en el tejido linfoide de la 

PPYM, mientras que en los dos terneros sacrificados en el grupo no vacunado las 

lesiones, además de ser más numerosas, afectaban diferentes localizaciones, destacando 

la lámina propia intestinal, lo que se ha asociado a una progresión hacia formas más 

avanzadas de la infección (Stamp y Watt, 1954; Buergelt et al.,1978; Nisbet et al., 

1962; Van Kruingen et al., 1986; Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; García-Marín 

et al., 2000; Kurade et al., 2004; Valheim et al., 2002b; González et al., 2005; Delgado 

et al., 2013; Fernández et al., 2014a). De igual forma, en el sacrificio llevado a cabo a 

los 330 dpv, todos los animales vacunados, a excepción del animal con lesión difusa, 

presentaban lesiones restringidas al tejido linfoide (formas focales). Este tipo de lesión 

se ha asociado a formas de resistencia o latencia de la infección (Pérez et al., 1996; 

Corpa et al., 2000a; González et al., 2005; Delgado et al., 2013; Fernández et al., 

2014a), indicando que la vacunación sería capaz de conseguir, en la mayoría de los 

animales infectados, una limitación del desarrollo lesional, o incluso una regresión, 

hacia formas de resistencia localizadas exclusivamente en el seno del tejido linfoide. 

Esta hipótesis se vería apoyada por el hecho de que, si se exceptúa el ternero vacunado 

con lesión difusa, sólo se ha encontrado lesión en zonas de yeyuno no relacionadas con 

tejido linfoide en los animales no vacunados; este hallazgo, como ya se ha indicado, se 

asocia a la progresión de la infección hacia formas más avanzadas. 

 

Al igual que el recuento de granulomas, el estudio de valoración de la extensión 

de las lesiones llevado a cabo en los nódulos linfáticos también ha mostrado una acción 

beneficiosa de la vacunación. En el primer sacrificio realizado, ninguno de los tres 

animales del grupo vacunado presentaba lesiones en los nódulos linfáticos, diferencias 

que también son evidentes en el segundo sacrificio, en el que los animales no vacunados 

presentan una extensión de las lesiones 2,66 veces mayor que la de los vacunados;como 

en el caso anterior, se ampliarían sustancialmente si no se tuviera en cuenta el animal 
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vacunado con lesión difusa. Estos hallazgos concuerdan con lo observado a nivel 

intestinal y refuerzan la hipótesis planteada en cuanto a la acción de la vacunación sobre 

las lesiones. 

 

Cuando se analiza la intensidad lesional en los dos momentos del sacrificio, el 

número de lesiones detectadas en los animales sacrificados a los 330 dpv fue siempre 

mayor, además de ser éstas más extensas que las encontradas a los 180 dpv en ambos 

grupos, si bien el incremento producido de un sacrificio a otro es menos acentuado en el 

grupo vacunado que en el grupo no vacunado, con lo que se podría atribuir este efecto  a 

la vacuna. Además, en el grupo de terneros no vacunados se encuentran afectadas todas 

las localizaciones examinadas, mientras que en el grupo vacunado hay localizaciones 

sin afectación, destacando el menor número de lesiones encontrado en los nódulos 

linfáticos. Teniendo en cuenta estos hallazgos, y ante lo sugerido en párrafos anteriores 

sobre que la vacunación podría causar una limitación o incluso regresión de las lesiones, 

estos resultados comparativos entre los dos momentos de sacrificio apuntan a que la 

vacunación no sería capaz de paralizar la progresión de las lesiones, a la vista de que en 

el segundo sacrificio eran mayores y más extensas, pero sí de frenarla y de enlentecer su 

desarrollo, ya que eran menos numerosas en los vacunados que en los no vacunados. 

Esto estaría parcialmente de acuerdo con lo encontrado en otros trabajos experimentales 

en la especie ovina (Juste et al., 1994, García-Marín et al., 1997; Reyes, 2007) que 

indican que la vacunación limita la progresión de las lesiones, lo que en nuestro estudio 

habría ocurrido de forma parcial, ya que han continuado progresando.  

 

En los estudios anteriormente mencionados en la especie ovina (Juste et al., 

1994; Reyes, 2007) se ha señalado que la vacunación, además, podría provocar una 

regresión en las lesiones ya inducidas, al encontrar que los granulomas de los animales 

vacunados, además de reducirse en número, presentan fenómenos de fibrosis asociada a 

un mayor intento de restringir la lesión. Hallazgos similares en ovejas adultas infectadas 

experimentalmente (Delgado et al., 2013) o en corderos inoculados con cepas bovinas 

de Map (Verna et al., 2007; Fernández et al., 2014a) también se han asociado a una 

respuesta más intensa del hospedador en esas circunstancias, capaz de provocar la 

regresión de las lesiones. Sin embargo, en nuestro estudio los granulomas observados en 

los animales vacunados presentan una morfología similar a la de los no vacunados y no 
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se observan esos fenómenos de fibrosis señalada por estos investigadores, lo cual estaría 

más de acuerdo con la hipótesis formulada anteriormente de que, en este caso, la 

vacunación habría producido un enlentecimiento en la progresión lesional más que una 

regresión o limitación clara de las lesiones. 

 

De todo lo anteriormente expuesto se puede concluir que el método de 

valoración histopatológica propuesto en esta Tesis Doctoral, basado en el estudio de la 

extensión, localización y cuantificación de las lesiones, ha demostrado su utilidad para 

evaluar la eficacia de una vacuna en una infección experimental en terneros. 

 

La eficacia de la vacunación también ha sido constatada mediante los resultados 

obtenidos en los estudios bacteriológicos. En cuanto al cultivo y la PCR de heces, no se 

pueden comparar los resultados de los animales vacunados y no vacunados en este 

trabajo ya que no se obtuvieron resultados positivos en ningún caso. Esta falta de 

detección podría deberse bien a la falta de rendimiento de los métodos empleados, ya 

que se ha señalado que la congelación de las muestras disminuiría la viabilidad de Map 

(Geijo, 2007), a la inactivación que puede sufrir  la bacteria durante los protocolos de 

descontaminación de las muestras fecales (Redacliff et al., 2003b), o más 

probablemente en nuestra opinión, a la escasa excreción fecal que se suele asociar a las 

fases subclínicas de la infección (Merkal, 1984; Thoen y Baum, 1988; Whipple, 1992; 

Sockett et al., 1992a; Whitlock et al., 1992, 2000; Whittington et al., 2000a), como 

sería el caso de los terneros de nuestro estudio. En ellos, tampoco se ha podido detectar 

la presencia de Map en heces ni siquiera en los animales con lesiones difusas, si bien la 

carga bacteriana en los tejidos de ambos no era excesivamente elevada, tratándose de 

formas intermedias y linfocíticas. Así pues, en ningún caso estos resultados estarían en 

contradicción con lo encontrado en otros estudios donde se observa una reducción 

significativa de la carga bacteriana fecal tanto en trabajos experimentales como de 

campo, en la especie bovina (Larsen et al., 1974; Hurley y Ewing, 1983; Jorgensen, 

1983b; Argenté, 1992; Kormendy, 1994; Mohr, 2000; Kalis et al., 2001; Klawonn et al., 

2001; Koets et al., 2006; Patton et al., 2006; Juste et al., 2009a; Alonso-Hearn et al., 

2012; Knust et al., 2013; Tewari et al., 2014), ovina (Dimarelli-Malli et al., 1997; 

Eppleston et al., 2005; Reddacliff et al., 2006; Toribio et al., 2007; Griffin et al., 2009; 

Eppleston et al., 2011; Hüttner et al, 2012; Dhand et al., 2013; Windsor et al., 2014) o 
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caprina (Marly et al., 1988; Leslie et al., 1988; Dimarelli-Malli et al., 1997; Singh et al., 

2007, 2013). 

 

En cuanto a la eficacia de la vacunación sobre el aislamiento e identificación de 

Map en tejidos, se ha comprobado que los animales vacunados de este estudio presentan 

una notable reducción del número de colonias al compararlos con los animales no 

inmunizados. Además, resultaron positivas un mayor número de localizaciones en los 

animales no vacunados. Estos resultados apoyarían los obtenidos en estudios previos 

que han demostrado la eficacia de la vacunación mediante la valoración de la reducción 

de la carga bacteriológica en tejidos (Brotherston et al., 1961; Nisbet et al., 1962; Hore 

et al., 1971; Larsen et al., 1974; Marly et al., 1988; Aduriz, 1993; Juste et al., 1994; van 

Schaik et al., 1996; Gwozdz et al., 2000a; Uzonna et al., 2003; Hines II et al., 2007a; 

Kathaperumal et al., 2008, 2009; Sweeney et al., 2009; Alonso-Hearn et al., 2012), 

aunque hay algunos trabajos en los que, a pesar de reconocer su eficacia en el control de 

los signos clínicos, no se ha encontrado una acción beneficiosa en la disminución del 

número de aislamientos a partir de tejido (Hagan, 1935; Wentink et al., 1994, Pérez et 

al., 1995; Hines II et al., 2007a), si bien en la gran mayoría de estos estudios no se hace 

una valoración exhaustiva de la reducción de la carga bacteriana en las muestras 

cultivadas ni del número de localizaciones donde se produce el aislamiento. En aquellos 

que sí lo hacen se obtuvieron resultados concordantes con los de este trabajo. Uzonna et 

al. (2003) aíslan colonias de Map de todos los terneros infectados, tanto vacunados 

como no vacunados, pero encuentran menos localizaciones afectadas y un menor 

número de colonias en los vacunados. En el estudio de Hines II et al. (2007a) se 

comprueba cómo uno de los antígenos vacunales probados produce una notable 

reducción de colonias por gramo de tejido intestinal, descendiendo de 222 colonias en 

los cabritos vacunados a 97 en los que no recibieron la inmunización, incluso a 83 en el 

caso de animales vacunados en los que la vacuna lleva alumbre como adyuvante. 

Igualmente, Katheperumal et al. (2008) o Sweeney et al. (2009), en un estudio en 

terneros neonatos, y Kathaperumal et al., (2009) o Hines II et al., (2014) en cabritos, 

observan una mayor proporción de animales positivos y mayor número de colonias en 

tejidos de los animales no inmunizados respecto a los que sí lo han sido. Estos buenos 

resultados también se obtienen en animales adultos, de forma que Alonso-Hearn et al 

(2012), en un estudio realizado en vacas lecheras que se destinan al matadero de forma 
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prematura, encuentran no solo que el número de animales positivos al cultivo de tejidos 

es superior en el caso de los no vacunados sino que el porcentaje de animales con 

elevada carga bacteriana en tejidos es 40% superior en las vacas no vacunadas. 

 

Otro aspecto a tener en cuenta es que el aislamiento se produjo antes en los 

animales no inmunizados, ya que uno de los cuatro terneros del grupo no vacunado con 

resultados positivos se había sacrificado 120 días después de la infección, mientras que 

los dos animales con aislamiento positivo en el grupo VI se sacrificaron a los 270 dpi, lo 

que no estaría en desacuerdo con el enlentecimiento de la progresión lesional 

encontrado en los estudios anatomopatológicos. En el estudio experimental de Juste et 

al. (1994) en corderos también se aísla un menor número de colonias en los animales 

vacunados pero a diferencia de nuestro estudio, el número de aislamientos fue mayor a 

los 45 dpi que en posteriores sacrificios (120 y 220 dpi). Como ya se ha señalado, en 

este trabajo además se observó una modificación de las lesiones hacia formas fibrosadas 

de carácter regresivo, no encontradas en nuestro estudio. Estos hechos diferenciales 

podrían estar asociados bien al hospedador (distintas especies o razas), al producto 

vacunal empleado, que aunque contenía la misma cepa de Map inactivada de la misma 

manera, el adyuvante era distinto, o a las condiciones experimentales en las que se 

desarrollaron los estudios. 

 

Sin embargo, en la identificación de Map mediante PCR, las variaciones entre 

grupos no son tan evidentes ya que, aunque las diferencias no fueron significativas, se 

ha encontrado un mayor número de resultados positivos en tejidos de animales 

vacunados, si bien en un menor número de localizaciones que en los no inmunizados, en 

contraste con los resultados del aislamiento bacteriológico. Además, el número de 

terneros con resultado positivo fue mayor, en todos los grupos, que empleando el 

cultivo bacteriológico, tanto en el caso de la PCR llevada a cabo en tejido fresco como 

en parafina. Debe tenerse en cuenta que la PCR pone de manifiesto la presencia de 

ácidos nucleídos de Map, siendo por lo tanto un signo de infección, sin que ello 

signifique que las bacterias sean viables como en el cultivo (Garrido et al., 2000a).  

 

Los resultados de la PCR sugieren la posibilidad de que los animales vacunados 

se habrían infectado de forma similar a los no inmunizados pero la vacunación habría 
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sido capaz de inducir una mayor destrucción de bacilos, llegando a reducirse también el 

número de localizaciones colonizadas. Por lo tanto estarían de acuerdo con los hallazgos 

lesionales, donde la vacunación ha mostrado una reducción en la gravedad y extensión 

de las lesiones e incluso la ausencia de las mismas en algunas secciones y animales, a 

pesar de resultados positivos de PCR. En este sentido, la demostración de ADN de Map 

en ausencia de lesiones se ha constatado previamente en otras infecciones 

experimentales en corderos (Delgado et al., 2013; Fernández et al., 2014a). 

 

En numerosos estudios que han valorado la eficacia de la vacunación, 

especialmente en trabajos de campo en bovino (Doyle, 1956, 1964; Wilesmith, 1982; 

Hurley y Ewing, 1983; Argenté, 1988; Benedictus, 1988; Kalis et al., 1992; Wentink et 

al., 1994; van Shaik et al., 1996) y ovino (Aduriz, 1993; Cranwell, 1993; Pérez et al., 

1995) se ha comprobado que su principal efecto es lograr una reducción de los signos 

clínicos asociados a paratuberculosis en el rebaño. En nuestro estudio, este hecho no ha 

podido ser comprobado ya que no se han encontrado manifestaciones clínicas evidentes 

en ninguno de los animales, incluso en aquellos que mostraron lesiones de carácter 

difuso. Este hecho no es de extrañar ya que los animales experimentales tenían, en el 

momento del sacrificio, poco más de un año de edad y los signos clínicos asociados a 

paratuberculosis suelen observarse entre los 2 y los 5 años de edad, durante la primera o 

segunda lactación en ganado bovino (Chiodini et al., 1984a; Stabel, 1998; Pérez et al., 

2000; Brown et al., 2007; Radostits et al., 2007).  

 

A pesar de las limitaciones que el tipo de experimentos desarrollados en esta 

tesis tiene para valorar parámetros como los signos clínicos, se ha señalado lo oportuno 

de llevar a cabo una evaluación de la vacunación a corto plazo mediante histopatología 

y estudios bacteriológicos (Nisbet et al., 1962; Juste et al., 1992) más que un estudio a 

largo plazo en el que se valore el efecto de la vacunación mediante cultivo fecal y 

seguimiento de signos clínicos.  

 

 

Como era de esperar teniendo en cuenta estudios previos (Larsen, 1973; 

Chiodini et al., 1984a; Marly et al., 1988; Spangeler et al., 1991a; Aduriz, 1993; Juste 

et al., 1994; García Marín et al., 1999; McDonald et al., 1999; Gwozdz et al., 2000a; 
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Corpa et al., 2000b; Köhler et al., 2001; García Pariente et al., 2002; Muskens et al., 

2002; Valheim et al., 2002a; Begg y Griffin, 2005; García Pariente et al., 2006; 

Reddacliff et al., 2006; Geijo, 2007; Hines II et al., 2007a; Nedrow et al., 2007; Reyes, 

2007; Gillan et al., 2010; Stabel et al., 2011b; Pérez del Val et al., 2012; Coad et al., 

2013; Hines II et al., 2014; Tewari et al., 2014), la vacunación indujo una respuesta 

humoral periférica significativamente superior en los terneros vacunados que en el 

grupo control, ya a partir de los 60 dpv. Además, considerando el umbral de positividad 

de la técnica ELISA indirecto cuando se emplea con fines diagnósticos, a partir de los 

90 dpv la mayor parte de los terneros vacunados se considerarían positivos. En otros 

estudios experimentales en los que se ha llevado a cabo la vacunación frente a 

paratuberculosis, la respuesta inmunitaria humoral de los animales vacunados con 

respecto a los no vacunados, en cuanto a su intensidad e inicio, varía mucho en función 

del diseño del experimento, apareciendo ya a los 28 dpv (Thakur et al. 2013), a los 2 

meses (Spangler et al., 1991) como en nuestro estudio, a los 98 días tras la 

inmunización (Koets et al., 2006), a los 4 meses (Stabel et al., 2011b) o incluso se ya 

observado la ausencia de respuesta durante 72 días (Sweeney et al., 2009) o incluso 18 

meses post-vacunación (Geijo, 2007), si bien los productos vacunales empleados no son 

los mismos en todos los estudios. En estudios de campo en la especie bovina (Tewari et 

al. 2014) se ha encontrado producción de anticuerpos tras la vacunación con Mycopar® 

durante 7 años en dos granjas, si bien no se detectó respuesta en todos los animales 

vacunados, de forma que un 29,4% y el 36,2% de los animales de cada granja no 

produjeron anticuerpos, apuntando a la existencia de variaciones en la respuesta entre 

individuos, como también se ha podido comprobar en nuestro trabajo. Hay otros 

estudios en los que se ha citado una persistencia de anticuerpos también muy 

prolongada en un número notable de animales vacunados (Thomsen et al. 2012; 

Muskens et al., 2002; García Pariente et al.¸2005), aunque en otras experiencias a los 2 

años de la vacunación ya no se detectan anticuerpos (McDonald et al., 1999) o las 

diferencias dejan de ser significativas con los controles al año y medio de vacunar 

(Geijo, 2007) o incluso a los 12 meses (Köhler et al., 2001), lo cual no sucede en 

nuestro estudio.  
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Esta respuesta inmune humoral tan rápida e intensa asociada a la vacunación, se 

produciría tras el reconocimiento de los antígenos micobacterianos, que se introducen 

en gran número con la vacuna, y posterior estimulación de los linfocitos T CD4+, 

poniendo en marcha la respuesta Th2, mediada por la IL-14, y la estimulación de los 

linfocitos B para la producción de determinados isotipos de IgG, inmunoglobulina que 

detecta el test ELISA empleado en este estudio (Juste et al., 1994; Gwozdz et al., 

2000b; Stabel, 2000a, 2006; Coussens, 2001, 2004). 

 

Los resultados de este trabajo confirman la interferencia que la vacunación 

produce en el diagnóstico serológico de la paratuberculosis (Griffin et al., 2005; Geijo, 

2007; Coad et al., 2013) de forma que la vacunación interferiría con el test ELISA 

frente a paratuberculosis a partir de los 90 y hasta los 330 dpv al menos. Este resultado 

es el motivo de que en E.E.U.U. se haya desaconsejado la participación de rebaños 

vacunados en los programas de certificación, ya que diagnosticaron animales positivos 

mediante ELISA en rebaños tres años después de haber sido inmunizados (Muskens et 

al., 2002). El empleo de IDGA se ha sugerido como una alternativa para diferenciar 

animales vacunados de los no vacunados (Nedrow et al., 2007) aunque según nuestros 

resultados, la utilidad de esta técnica no sería tal ya que, si bien la positividad 

encontrada a IDGA es menor que al ELISA, también se han encontrado terneros con 

resultados positivos a lo largo del estudio.  

 

Es sabido que la inoculación intradérmica de las PPDs que se emplean en la 

prueba de IDR influye en la respuesta inmunitaria del animal frente a diferentes 

micobacterias, pudiendo alterarse tanto la respuesta celular (Harboe et al., 1990; Rothel 

et al., 1990; 1992; Buddle et al., 1994, 1995, 1999; Monaghan et al., 1994; Wood y 

Rothel, 1994; Whipple et al., 2001; Palmer et al., 2006; Stabel et al., 2007) como la 

humoral (Harboe et al., 1990; Hanna et al., 1992; Monaghan et al., 1994; Lightbody et 

al., 1998; Lyashchenko et al., 2000, 2004; Thom et al., 2004; Palmer et al., 2006). Se 

han observado falsos positivos en el diagnóstico serológico de tuberculosis mediante 

ELISA, tanto en casos naturales como experimentales en bovino (Olsen et al., 2001a; 

Marassi et al., 2005) y también en paratuberculosis (Varges et al., 2009), tras haberse 

practicado la IDR, recomendándose que no se saque sangre a los animales para el 

diagnóstico de paratuberculosis mediante ELISA en un periodo de al menos 90 días 
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después de haberse realizado dicha prueba (Varges et al., 2009). Sin embargo, en 

nuestro estudio no se ha encontrado ningún cambio significativo en la producción de 

anticuerpos tras las pruebas de IDR en ninguno de los grupos experimentales. En el caso 

de la producción de anticuerpos asociada a la vacunación, al ser ésta tan elevada, es 

probable que no se aprecie el efecto de la IDR. Sin embargo, en los animales 

únicamente infectados, tampoco se han encontrado individuos que hubieran 

seroconvertido de forma transitoria tras la IDR, por lo que parece que, con las PPDs y 

las técnicas de ELISA indirecto o IDGA empleadas en este estudio, diferentes de los 

trabajos mencionados, dicha interferencia no se produciría.  

 

En la valoración de la respuesta inmunitaria celular mediante la técnica de IDR, 

todos los animales vacunados de este estudio muestran una respuesta mayor que los 

terneros a los que no se ha administrado la vacuna tras la inoculación intradérmica de 

PPD aviar en los tres momentos post-vacunación en que se ha realizado, a los 45, 150 y 

330 dpv. Esta mayor respuesta a la PPD aviar ha sido señalada en otros estudios en los 

que se vacunan bovinos tanto con Mycopar ® (Stabel et al., 2011b) como con Gudair ® 

(Coad et al., 2013; Garrido et al., 2013) y estaría relacionada con el efecto que producen 

las micobacterias inoculadas con la vacuna al provocar una hipersensibilidad de tipo 

retardado similar a una infección con gran cantidad de Map (Merkal et al., 1973). En 

nuestro caso la respuesta mayor se obtiene a los 45 dpv y después disminuye 

progresivamente, como también ha sido descrito por otros autores (Coad et al., 2013). 

 

En lo que respecta a la acción de la vacunación sobre la respuesta celular medida 

por la liberación de IFN-γ tras la estimulación de linfocitos circulantes con PPD aviar, 

los animales vacunados de este estudio mostraron valores superiores de producción de 

esta citoquina, al compararlos con los no vacunados, de manera que los VI empiezan a 

mostrar diferencias significativas a los 45 dpv, mientras que los VNI lo hacen a los 60 

dpv, pero en cualquier caso las diferencias significativas se mantienen hasta los 240 dpv 

(Tablas IV.6 y IX.3, gráfica IV. 8). Este efecto de la vacunación sobre la respuesta 

celular ya había sido señalado en estudios de campo en esta especie (Geijo, 2007). En 

las infecciones frente a micobacterias, tradicionalmente se ha considerado que la 

respuesta inmunitaria de tipo celular sería la que tiene un carácter protector (Clarke, 

1997; Stabel, 2006), siendo por lo tanto su inducción uno de los indicadores de eficacia 
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vacunal que se pueden considerar. En este sentido, es precisamente a los 240 dpv 

cuando los nódulos vacunales alcanzan su mayor tamaño, existiendo cierta correlación 

entre la intensidad de la respuesta inmune celular y el tamaño del nódulo vacunal, lo que 

apoyaría lo que ya fue sugerido por Vallée (1924) y Doyle (1964) quienes afirman que 

la acción de la vacuna es paralela a la duración del nódulo vacunal.  

 

La respuesta celular a la vacunación se ha señalado que aparece ya de forma 

temprana en bovino (McDonald et al., 1999; Muskens et al., 2002; Sweeney et al., 

2009; Stabel et al., 2011b), concretamente a la semana o dos semanas post-vacunación 

en terneros inmunizados, previa a la humoral y con mayor persistencia que ésta, al 

menos dos años tras el inicio del experimento (Köhler et al., 2001) lo que coincidiría, al 

menos en parte, con lo encontrado en nuestro estudio y reproduciría lo que sucede en la 

infección natural por Map, donde la respuesta inmunitaria de tipo celular es anterior a la 

humoral (Stabel, 2000a). En ovino, sin embargo parece que la diferencia en la 

producción de IFN-γ por parte de los animales vacunados con respecto a los controles 

deja de ser significativa a los 6 meses tanto en animales infectados experimentalmente 

(Corpa et al., 2000b) como en infecciones naturales (Geijo, 2007) aunque también se ha 

descrito la persistencia de respuesta celular en ovejas vacunadas respecto a los controles 

durante un año e incluso 54 meses post-vacunación (García Pariente et al., 2002). En 

nuestro caso ha persistido hasta los 8 meses (240 dpv). 

 

La realización de la prueba de la IDR si parece influir en la producción de IFN-γ 

específico en este trabajo ya que, como muestran los resultados, se observa que 15 y 30 

días después de realizarse esta prueba a los 45 y 150 dpv respectivamente, hay un 

incremento significativo en la producción de IFN-γ respecto al muestreo anterior en los 

animales vacunados, que desaparece posteriormente. Este hecho ya había sido señalado 

por otros autores en diferentes micobacteriosis (Harboe et al., 1990; Rothel et al., 1992; 

Buddle et al., 1994; 1995; Monaghan et al., 1994; Wood y Rothel, 1994; Monaghan et 

al., 1997; Whipple et al., 2001; Barbosa et al., 2003; Palmer et al., 2006; Stabel et al., 

2007) y debería ser tenido en cuenta cuando se empleen estas pruebas diagnósticas. 

 

A tenor de nuestros resultados no se han observado variaciones en la respuesta 

inmunitaria asociada a la vacunación en relación con la infección de los terneros, como 
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ya había sido apuntado previamente (Uzonna et al., 2003). Posiblemente la elevada 

intensidad de la respuesta que ya había sido inducida por la vacunación hace que la que 

posteriormente pueda ser iniciada por la infección con Map quede enmascarada. 

 

En cuanto a la producción inespecífica de IFN-γ (IFN-γ0) en los animales 

vacunados, la tendencia a lo largo del estudio fue similar en todos los grupos, sin 

observarse diferencias significativas entre ellos, excepto a los 15 y 105 dpv, cuando se 

producen incrementos elevados únicamente en el grupo NVNI. Estos resultados no 

permiten extraer conclusiones respecto a la influencia de la vacunación sobre la 

producción basal de esta citoquina. Los incrementos elevados se producen únicamente 

en el grupo NVNI formado solo por 2 animales, por lo que posiblemente se deban a 

respuestas individuales de difícil valoración en relación con los parámetros 

considerados en este estudio. Sin embargo, el estudio llevado a cabo por Geijo (2007) la 

vacunación en vacas adultas en explotaciones libres y con paratuberculosis produjo una 

reducción de la respuesta celular inespecífica (Geijo, 2007).  

 

Los niveles basales de IFN-γ se han asociado a la producción inespecífica de 

esta citoquina por parte de las células NK del sistema inmune innato (Olsen y Storset, 

2001; Olsen et al., 2005). En nuestro trabajo no hubo diferencias significativas en la 

producción de IFN-γ0 entre ambos grupos vacunados lo que hace suponer que la 

infección no tenga influencia en la liberación inespecífica de IFN-γ en animales 

vacunados. Sin embargo, Geijo (2007) atribuye la alta producción de IFN-γ0 a la 

elevada exposición a Map, ya que hay vacas que presentan valores elevados ya antes de 

la vacunación, fenómeno que se ha asociado con las diferentes formas 

inmunopatogénicas propuestas para la paratuberculosis (Geijo, 2007) o incluso para la 

enfermedad de Crohn (Juste et al., 2009b), de forma que su producción sería más 

elevada en aquellos animales con daño tisular. En cualquier caso, nuestros resultados no 

permiten confirmar ninguna de las hipótesis mencionadas, al no haberse encontrado, 

mediante la metodología empleada, variaciones en los niveles basales de esta citoquina 

en relación con la vacunación, infección o extensión lesional. Un resultado similar lo 

obtiene Delgado (2010) al no encontrar ninguna relación con el grado de lesión tisular 

en corderos infectados experimentalmente. 
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La respuesta inmune local fue medida en los nódulos linfáticos preescapular, e 

ileal, así como en las placas de Peyer ileales y yeyunales, mediante la valoración de la 

liberación de IFN-γ por parte de estos tejidos y de linfocitos extraídos de los mismos. 

En general, se observó que en todos los grupos esta liberación siempre fue mayor por 

parte de los linfocitos extraídos que por los propios tejidos, lo que indica que sería más 

recomendable emplear las células libres que fragmentos de tejido, aunque Gwozdz y 

Thompson (2002) señalan que este último procedimiento es igualmente útil. En cuanto a 

la valoración de la acción de la vacunación sobre la producción de IFN-γ local, si bien 

no se encontraron diferencias a nivel global, cuando se analizan las distintas 

localizaciones se observa una mayor producción de IFN- γ en los linfocitos extraídos de 

los nódulos linfáticos preescapular e ileal en los animales vacunados. Estos resultados 

sugieren que los linfocitos de ambos nódulos linfáticos jugarían un importante papel en 

la respuesta inmune inducida por la vacunación frente a paratuberculosis y contribuirían 

al incremento de la producción de IFN-γ que se produce tras su administración. En el 

caso del nódulo linfático preescapular parece esperable dicha respuesta ya que es allí 

donde el antígeno inoculado se dirigiría en primera instancia, y ya ha sido mencionada 

previamente (Sweeney et al., 2009; Uzonna et al., 2013). En el caso del nódulo linfático 

ileal, podría estar relacionado con la importancia que tiene esta localización concreta en 

la presencia de lesiones focales o latentes en bovinos infectados de forma natural 

(González et al., 2005) y con el menor número de lesiones encontradas en dicho órgano 

en los terneros vacunados de este estudio. 

 

 

A pesar de la eficacia de la vacunación para el control de la paratuberculosis, 

han sido señalados diferentes efectos adversos asociados a ella que hemos tratado de 

analizar en este estudio. Como se ha expuesto en el capítulo de resultados, no se 

observó ninguna reacción anafiláctica ni de otro tipo tras la inoculación de la vacuna, 

como también se observó previamente en un trabajo de nuestro grupo al inmunizar 

corderos con un producto similar al empleado en este estudio (Reyes, 2007). Tampoco 

nos consta, en la bibliografía consultada que esto se haya producido en otros trabajos 

experimentales o de campo. 
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Recientemente, en un estudio llevado a cabo en cabritos vacunados con 

diferentes productos inmunizantes frente a paratuberculosis (Hines II et al., 2007a) se 

han detectado elevaciones significativas de la temperatura corporal entre las 48 y 96 

horas post-vacunación. En nuestro estudio, este parámetro se evaluó hasta las 120 sin 

encontrarse variaciones. En el mismo trabajo antes mencionado (Hines II et al., 2007a) 

encuentran que dicho incremento de la temperatura variaba según la cepa de Map 

presente en la vacuna o el adyuvante, por lo que dichos resultados no contradicen los 

nuestros, donde la diferente respuesta podría asociarse a la vacuna empleada y al ser una 

especie diferente de la caprina. 

 

Uno de los principales efectos señalado como adverso en vacunación es el 

desarrollo de un nódulo vacunal. En nuestro estudio, en todos los animales vacunados se 

comprobó la presencia de dicho nódulo en el sitio de inoculación de la vacuna, 

apreciable a los 15 dpv, como ha sido descrito en otros estudios con la misma 

formulación vacunal que la nuestra (Hines II et al., 2014) o con otras diferentes  en 

caprino (Hines II et al., 2007a) y ovino (Reyes, 2007). El tamaño del nódulo fue 

creciendo hasta alcanzar su mayor tamaño entre los 150 y 240 días, después de lo 

indicado para ovino (Reyes, 2007), con tamaños medios máximos de entre 5,5 y 6,5 cm 

y que fueron disminuyendo hasta que al final del estudio, se obtenían valores de 4,5 cm 

en los animales infectados y de 3 en los no infectados, diferencias que no fueron 

significativas, por lo que la infección no influiría sobre el tamaño del nódulo vacunal. 

En ningún momento y en ningún animal se han llegado alcanzar los tamaños de 15 cm 

descritos por otros autores en bovinos (Stuart, 1962; Benedictus et al., 1988), ni 

tampoco se ha observado la aparición de fístulas como se ha recogido en la especie 

ovina (Sigurdsson y Tryggvadóttir, 1949; García Marín et al., 1999b; Reyes, 2007; 

Griffin et al., 2009) o caprina (Hines II et al., 2007a) pero en consonancia con lo 

encontrado por Hines II et al (2014). Ya se ha señalado que el tipo de vacuna y el 

adyuvante empleados influye mucho en el desarrollo y las características del nódulo 

vacunal (García Marín et al., 1999b; Hines II et al., 2007a; Reyes, 2007). En el caso de 

la especie bovina, en otros estudios de campo llevados a cabo (García Pariente et al., 

2005; Garrido et al., 2013) empleando esta misma vacuna tampoco se han registrado 

casos de nódulos fistulizados. En trabajos anteriores se ha señalado que los animales 

que desarrollan un nódulo sin tendencia a la supuración serían considerados como 
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efectivamente vacunados (Doyle, 1964). Además señalan que habría resistencia a la 

infección mientras el nódulo persista y contenga bacilos ya que, en su experiencia, 

ningún animal vacunado con microorganismos en el nódulo presenta síntomas clínicos 

(Doyle, 1964). En nuestro estudio, el nódulo en los animales permaneció mientras duró 

este, y presentaba bacilos en su interior, como se pudo comprobar con el estudio 

histológico; sin embargo, y aunque los animales no presentaron signos clínicos, no se 

puede decir que su persistencia se relacione con una mayor protección ya que  el ternero 

5931, con lesiones difusas, aún presentaba un nódulo vacunal visible en el momento del 

sacrificio, si bien es cierto que era el de menor tamaño de todo el grupo.  

 

 

La auto-inyección de la persona que realiza la inoculación es un problema a 

tener en cuenta (Jorgensen, 1983b; Sherman, 1985; Patterson et al., 1988; Juste y Sáez 

de Ocáriz, 1990), ya que puede ocasionar una inflamación granulomatosa prolongada en 

el lugar del incidente por inoculación del producto vacunal, requiriéndose en este caso 

la escisión quirúrgica e incluso drenaje del material inoculado para evitar la progresión 

a necrosis extensas (Windsord et al., 2005; Richardson et al., 2005). Afortunadamente, 

en este estudio no se ha presentado ese problema. 

 

Un efecto adverso importante señalado para la vacunación frente a Map ha sido 

su interferencia con el diagnóstico de la tuberculosis mediante técnicas basadas en la 

detección de la respuesta inmunitaria. En este trabajo se ha observado que, tras la 

realización del test ELISA frente a tuberculosis en los diferentes momentos post-

vacunación, los animales vacunados muestran títulos de anticuerpos frente a M. bovis 

superiores a los de los terneros no vacunados (Gráfica IV.4). En concreto, los terneros 

del grupo VI mostraron una mayor cantidad de anticuerpos que los no vacunados a 

partir de los 60 dpv, mientras que los VNI lo hicieron a partir de los 120 dpv, y las 

diferencias se mantuvieron hasta el final del experimento. Sin embargo, entre ambos 

grupos vacunados no hay una tendencia, en la que unos muestren más títulos que otros, 

alternándose la superioridad en los diferentes muestreos y por tanto, no pudiendo 

atribuir a la infección con Map la producción de anticuerpos frente a M. bovis.  
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Entre los animales vacunados y de forma individual, se obtuvo algún resultado 

superior al test de ELISA frente a tuberculosis con respecto al de paratuberculosis, si 

bien los resultados globales de los grupos siempre fueron superiores a la prueba frente a 

paratuberculosis. Por ello, aunque la vacunación interfiera en la respuesta inmunitaria 

humoral, cabría la posibilidad, en la mayoría de casos, de diferenciar un animal 

vacunado frente a paratuberculosis y un animal infectado con M. bovis al realizar estas 

dos pruebas. Sin embargo, si se llevara a cabo únicamente la prueba de ELISA indirecto 

frente a tuberculosis, la mayoría de los terneros vacunados ofrecerían un resultado 

positivo. En cualquier caso, hay que tener en cuenta que no son técnicas similares, por 

lo que su uso para realizar el diagnóstico diferencial debe tomarse con reservas. En un 

estudio similar (Coad et al., 2013) en el que se realiza ELISA frente a paratuberculosis 

y frente a tuberculosis en animales vacunados frente a paratuberculosis, los autores 

comprueban que los animales vacunados reaccionan positivamente a ambos tests (Coad 

et al., 2013). Sin embargo debe tenerse en cuenta que las pruebas realizadas son 

diferentes (Idexx para ELISA frente a tuberculosis y Paracheck® para ELISA frente a 

paratuberculosis) y con diferentes puntos de corte lo que hace difícil comparar los 

resultados para ambas pruebas, aunque la representación de los resultados hace ver que 

la positividad al ELISA frente a paratuberculosis es mayor, como ocurre en nuestro 

estudio. Se han llevado a cabo estudios en el caso inverso al nuestro, es decir, con 

animales vacunados frente a tuberculosis y a los que se practica el test para valorar la 

respuesta humoral frente a paratuberculosis (Paracheck®), comprobando que la prueba 

no otorga falsos positivos (Coad et al., 2013).  

 

Existen numerosos estudios que señalan que la vacunación frente a 

paratuberculosis interfiere con las campañas de erradicación de la tuberculosis mediante 

la prueba de IDR (Doyle, 1945; Vallé y Rinjard, 1926; Stuart, 1962; Doyle, 1964; 

Huitema, 1967; Larsen et al., 1978; Chiodini et al., 1984a; Merkal, 1984; Sherman, 

1985; Wentink et al., 1988; Köhler et al., 2001), motivo por el cual en países como 

España esta práctica se encuentra prohibida. Como se ha señalado, este hecho estaría 

causado por la existencia de antígenos comunes a Map y M. bovis en la PPD bovina (de 

la Rua-Domenech et al., 2006; Aagaaard et al., 2013). La influencia negativa de la 

vacunación frente a Map en la especificidad de la IDR simple ya había sido precisada 

antes por Lesslie et al., (1975) y posteriormente por Coad et al. (2003), si bien en un 
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estudio en casos naturales en cabras, donde se compara el aislamiento de M. bovis o M. 

caprae en explotaciones sacrificadas por presentar tuberculosis, algunas de las cuales 

habían estado vacunadas, se ha observado una menor sensibilidad de la prueba de IDR 

comparada frente a la IDR simple en el diagnóstico de tuberculosis en todos los 

rebaños, sin que existieran diferencias significativas en aquellas explotaciones 

vacunadas (Bezos et al., 2014). 

 

Para eliminar estas interferencias se ha señalado que los animales pueden ser 

diferenciados utilizando la IDR comparada (Valleé y Rinjard, 1926; Stuart, 1962; 

Doyle, 1964; Huitema, 1967; Larsen, 1973; Lesslie et al., 1975; Naim et al, 1985; 

Corpa et al., 1998; García Marín et al., 1999; Nedrow et al., 2007; Geijo, 2007; Garrido 

et al., 2013; Coad et al., 2013 A nivel experimental, la IDR comparada se ha 

demostrado útil para diferenciar cabritos vacunados frente a paratuberculosis y 

posteriormente infectados con M. caprae (Pérez de Val et al., 2012), en los que 

empleando la prueba simple aparecerían falsos positivos. En nuestro estudio, los 

animales vacunados también muestran incrementos positivos a la PPD bovina, pero los 

incrementos cutáneos tras la inoculación de esta tuberculina, salvo en un caso puntual, 

fueron inferiores a los obtenidos al inocular la PPD aviar, y por tanto, la aplicación de la 

IDR comparada permitiría diferenciar a los animales vacunados frente a 

paratuberculosis de los infectados de tuberculosis. Esta utilidad también se ha puesto de 

manifiesto en estudios de campo empleando un gran número de animales (Garrido et 

al., 2013), donde se estima que solamente en un 0,10% y 0,03% de los animales 

vacunados o no inmunizados podrían darse falsos positivos a tuberculosis empleando 

esta prueba. En este estudio también encuentran una notable reducción en el número de 

animales positivos a medida que aumenta el tiempo post-vacunación, al igual que en 

nuestro trabajo, donde a los 330 dpv la diferencia entre los incrementos producidos tras 

la inoculación de la PPD aviar y bovina se reducen notablemente. Así y apoyando los 

resultados de Garrido et al. (2013) y Coad et al. (2013), si la interferencia con el 

diagnóstico de tuberculosis medido mediante la IDR comparada es ya baja, si se realiza 

cuando pasa un  tiempo desde que se han vacunado a los animales, prácticamente se 

anularía. 
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Algunos autores sugieren que lo que ocurre al vacunar frente a paratuberculosis 

podría ser extrapolado a vacas infectadas por Map, de especial importancia en las 

granjas en que ambas enfermedades, tuberculosis y paratuberculosis, coexisten (Coad et 

al., 2013). Al igual que la vacunación de Map, la infección con esta micobacteria dará 

lugar al desarrollo de una fuerte respuesta a la PPD aviar en vacas (Barry et al., 2011) 

por lo que en granjas infectadas por Map cabría la posibilidad de que los animales 

infectados por tuberculosis bovina pudieran dar falsos negativos a la IDR comparada 

como consecuencia de una elevada respuesta a la PPD aviar inducida por la 

sensibilización a antígenos de Map. De la misma forma, en cabras, se ha demostrado 

que la coinfección de Map y tuberculosis puede reducir la sensibilidad al test de IDR e 

IFN-γ para detectar tuberculosis (Álvarez et al., 2008; Bezos et al., 2012). En nuestro 

estudio, aunque de carácter limitado en el tiempo, la gran mayoría de los terneros 

infectados por Map hubiera ofrecido un resultado negativo a la IDR simple con 

tuberculina bovina, al ser las reacciones menores de 4 mm. En cualquier caso, todos 

estos resultados sugieren que no convendría vacunar frente a paratuberculosis si la 

explotación no está previamente saneada de tuberculosis. Así pues, la IDR comparada 

se considera una herramienta útil en la cual la interferencia causada por la vacunación 

frente a Map no es diferente que la provocada por  la infección natural en las granjas no 

vacunadas (Santema et al., 2009; Chartier et al. 2012; Bezos et al., 2014) y al aplicarla 

se reducen los diagnósticos erróneos como se ha citado anteriormente (Garrido et al., 

2013). 

 

En este estudio, la producción de IFN-γ tras la estimulación de la sangre con 

PPD bovina presenta una cinética similar a la observada con la PPD aviar, de forma que 

los animales de los grupos vacunados mostraron un incremento en la producción de esta 

citoquina, pero los valores del índice de densidad óptica fueron, en la mayoría de los 

muestreos, inferiores a los obtenidos para la estimulación de las mismas sangres con la 

PPD aviar (Tabla IV.6), y cuando los valores fueron mayores estas diferencias no 

resultaron significativas. Resultados similares son los que obtienen Muskens et al. 

(2002) al hacer el seguimiento durante más de 10 años de terneros vacunados frente a 

paratuberculosis y en el estudio de campo realizado por Geijo (2007), con duración de 

18 meses. En algunos estudios se ha indicado que la presencia de la infección por Map o 

la vacunación en algunos animales podría ocasionar la aparición de falsos positivos en 

416 
  



V. Discusión 
 
 
la prueba de liberación del INF-γ simple para el diagnóstico de tuberculosis (Köhler et 

al., 2001; Walravens et al., 2002; Dunn et al., 2005; Coad et al., 2013), hecho que en 

nuestro trabajo sólo ocurre de forma puntual, eliminándose la interferencia cuando se 

realiza de forma comparada. Los pocos casos donde la respuesta fue mayor a la PPD 

bovina podrían estar relacionados con la edad de los terneros, ya que se ha señalado en 

varios estudios la existencia de reacciones inespecíficas en la producción de IFN-γ en 

terneros jóvenes (Olsen et al., 2005; Coad et al., 2013). Hay otros autores que asocian la 

positividad al test de liberación de IFN-γ en animales vacunados con que éstos 

presenten elevados los niveles de IFN-γ inespecífico (en respuesta al PBS) o INF-γ0, 

(Dunn et al.¸ 2005; Geijo, 2007). En nuestro estudio, sin embargo, esta citoquina no es 

más elevada en los animales vacunados respecto a los controles.  

 

Aunque la realización del test de liberación de IFN-γ con ambas PPDs (bovina y 

aviar) sería suficiente, en la mayoría de los casos, según nuestros resultados para 

diferenciar animales infectados con M.bovis de los vacunados frente a paratuberculosis, 

se ha propuesto la utilización de los test DIVA con el empleo de antígenos específicos 

como ESAT-6 y CFP-10 para diferenciar la tuberculosis tanto de animales infectados 

con Map (Hope et al., 2005; Aagaard et al., 2010) como de vacunados frente 

paratuberculosis con Gudair® (Coad et al., 2013) o Mycopar® (Stabel et al., 2011b) en 

bovino o con Silirum® en caprino (Pérez del Val et al., 2012). Como la especificidad de 

los antígenos DIVA no se ve comprometida por la sensibilización a antígenos de Map, 

se recomiendan sobre todo en explotaciones con prevalencia de tuberculosis baja o 

media (Aagaard et al., 2010).  

 

 

En este experimento la vacunación no ha proporcionado una protección 

completa ya que un ternero vacunado desarrolló lesiones graves, visibles tanto 

macroscópicamente como a nivel histológico, que contenían una cantidad apreciable 

deBAAR y que se han relacionado con formas avanzadas de la infección por Map 

(Pérez et al., 2000; González et al., 2005; Brown et al., 2007). Que la vacunación frente 

a paratuberculosis no confiere una protección total es un hecho ya conocido. A nivel 

experimental se ha demostrado repetidas veces que la vacunación, tanto con vacunas 

vivas o inactivadas empleando cepas similares, no previene la infección (Brotherston et 
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al., 1961b; Nisbet et al., 1962; Juste et al., 1994; Begg y Griffin, 2005; Reyes, 2007; 

Griffin et al., 2009). Además, algunos de estos estudios (Begg y Griffin, 2005) reflejan 

la aparición de corderos vacunados e infectados experimentalmente que desarrollan 

signos clínicos graves, aunque los autores no encuentran lesiones en la mayor parte de 

ellos. Este hecho puede ser debido a que en dicho estudio, el número de muestras de 

tejido que examinan histológicamente es muy limitado. Algo similar podría haber 

pasado con el ternero 5931 si no se hubiera realizado un muestreo exhaustivo, ya que a 

pesar de tener lesiones difusas, no todas las zonas muestreadas estaban afectadas. Otro 

estudio experimental de este mismo grupo en ganado ovino refleja la aparición de 

lesiones multibacilares en animales vacunados con Gudair® y con nuevas 

formulaciones lipídicas (Griffin et al., 2009) y en algunas ocasiones en mayor 

porcentaje que en los controles. En caprino, también se han probado formulaciones 

vacunales con Gudair® (Singh et al., 2007), con células defectivas de pared y alumbre 

como adyuvante (Hines II et al., 2007a) o elaboradas con diferentes cepas de Map 

(Hines II et al., 2014) en las que se han observado lesiones graves, similares a las de los 

animales no vacunados. Además, es posible que existan otros estudios donde se hayan 

producido fallos vacunales en los que la falta de precisión al describir las lesiones de los 

animales s (Begg y Griffin, 2005; Kathaperumal et al., 2009) hace difícil la 

comparación con nuestros resultados. En estudios de campo donde se ha vacunado a 

todos los animales de una explotación, independientemente de su edad, se han 

encontrado animales con lesiones graves incluso a los tres años post-vacunación (Pérez 

et al., 1995; Corpa et al., 2000; García Pariente et al., 2004; Reddacliff et al., 2006), si 

bien en estos estudios se desconocía si esos animales, en el momento de la vacunación, 

habían desarrollado ya formas avanzadas de la infección. En ninguno de estos trabajos 

los autores plantean hipótesis o explicación alguna que pudiera justificar el por qué en 

algunos animales la vacunación no los protege de la evolución de la infección por Map.  

 

En algunas enfermedades en las que se han producido fallos vacunales éstos se 

han relacionado con un cambio en la secuencia del genoma del agente causal como es el 

caso de la circovirois porcina en EEUU (Xiao et al., 2012). En nuestro caso, el 

desconocimiento de la cepa con la que se ha infectado el animal vacunado con lesiones 

difusas es un hándicap para poder discutir este aspecto. La infección se llevó a cabo con 

un homogeneizado procedente del intestino de tres vacas afectadas de paratuberculosis, 
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por lo que es posible que existieran diferentes cepas de Map en el inóculo, con lo cual 

este animal pudiera haberse infectado con una cepa de mayor virulencia que el resto de 

forma que la inmunización no hubiera sido capaz de detener la progresión de la 

infección, como en el resto de animales. En este sentido, hay evidencias previas que 

refieren diferente patogenicidad dentro de las cepas de Map (Verna et al., 2007; Begg y 

Whittington, 2008; Fernández et al., 2014a). 

 

Un fallo en la respuesta inmunitaria del ternero 5931 debido a factores 

individuales podría ser otra razón para que la vacuna en este animal no produjera el 

efecto protector esperado. En la vacunación frente a otras enfermedades, como en el 

caso de la influenza humana, se han reconocido fallos en algunos pacientes asociados al 

desencadenamiento de una menor respuesta inmunitaria de tipo humoral en esos 

individuos concretos, que habrían desarrollado signos clínicos y excreción de virus en 

heces (Ng et al., 2014). En el caso de nuestra experiencia, si bien el ternero había 

desencadenado una potente respuesta humoral, en el momento del sacrificio la 

producción de IFN-γ en la sangre estimulada era muy baja (índice=3,65), siendo 

únicamente inferior la mostrada por los terneros del grupo NVNI, sugiriendo que este 

animal habría desarrollado una respuesta celular baja, facilitando la progresión de la 

infección. Como ya se ha señalado, la respuesta protectora frente a las infecciones por 

micobacterias es la de tipo celular (Clarke, 1997; Stabel, 2006). Se ha descrito la 

existencia de defectos parciales en la expresión de genes receptores de IFN-γ (IFNGR) 

que podrían limitar en diferente medida la capacidad de los animales para controlar la 

infección paratuberculosa. En algunos casos, una causa por la que se puede producir el 

bloqueo de estos genes sería la propia infección micobacteriana como se ha visto en 

ratones infectados por M.avium (Hussain et al., 1999; Álvarez et al., 2003). También se 

han señalado diferencias en la producción de IFN-γ según la cepa infectiva, o lo que es 

lo mismo, la cepa determinaría la respuesta inmune celular (Verna et al., 2007), también 

sugerido por otros autores con cepas bovinas (Kluge et al., 1968), de ciervo (Begara-

McGorum et al., 1997, 1998) y de origen ovino (Gwozdz y Thompson, 2002; 

Reddacliff y Whittington, 2003), lo cual como se ha señalado anteriormente también 

podría haber ocurrido en nuestro estudio; sin embargo, el que la vacuna sí haya sido 

capaz de inducir una respuesta muy intensa en el resto de animales, hace que el hecho 
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de una interferencia entre la cepa infectante y la vacunal en la producción de IFN-γ 

parezca poco probable.  

 

Una posibilidad a tener también en cuenta es el hecho de que este ternero 

presentara una susceptibilidad especialmente elevada a padecer paratuberculosis. En 

este sentido, se conoce la existencia de una base genética que podría condicionar las 

variaciones individuales en cuanto a la susceptibilidad o resistencia a la infección con 

Map. Se ha realizado un estudio en ciervos de la descendencia de animales susceptibles 

y resistentes a paratuberculosis en el que se ha observado la significativa heredabilidad 

de la susceptibilidad/resistencia a padecer la enfermedad de forma que los animales 

resistentes presentan mayores niveles de IFN-γ, títulos bajos de anticuerpos y menos 

Map en tejidos (Mackintosh et al., 2011), situación inversa a la que ha ocurrido en el 

ternero 5931, que podría haber mostrado una especial susceptibilidad a la infección. 

Aunque en dicho trabajo no determinan qué gen puede ser el responsable de dicha 

resistencia, hay numerosos trabajos en los que se relaciona la susceptibilidad a padecer 

paratuberculosis con el polimorfismo de nucleótidos de algún gen (SNP). En concreto, 

en la especie bovina, hay autores que han sugerido la asociación de la infección con la 

aparición de un SNP en el gen de reconocimiento de antígenos de lecucocitos bovino 

(BoLA) DRB3 (Rastislav y Mangesh, 2012), en el gen de la proteína 1 de 

reconocimiento de peptidoglicano bovino (Pant et al., 2011), en el gen CARD15 (Ruiz-

Larrañaga et al., 2010a) o en el gen SP110 (Ruiz-Larrañaga et al., 2010b). De la misma 

forma, los polimorfismos SNP c.1067C>G y c. 1157-91A>T del gen SLC11A1 (Solute 

carrier family 11 member), que además están implicados en la inmunidad innata, 

parecen estar implicados en esta susceptibilidad de vacas a padecer paratuberculosis 

(Ruiz-Larrañaga et al., 2010c). Cambios en este último gen también se han asociado a 

paratuberculosis en cabras (Taka et al., 2013). En el ternero de nuestro estudio no se han 

llevado a cabo estudios de caracterización genética, por lo que la hipótesis de que se 

tratara de un animal particularmente sensible que fuera incapaz de desarrollar una 

respuesta protectora frente a Map (tanto inoculado vivo por vía oral como inactivado 

por vía subcutánea en la vacuna) no sólo no puede ser descartada, sino que parecería 

bastante plausible. 
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En este trabajo los terneros se han inoculado con una cantidad muy elevada de 

micobacterias (6,7x1010) lo cual podría haber sido la causa de que en algunos animales 

hubiera tenido lugar una infección intensa en diversas partes del intestino que hubiera 

provocado una evolución más rápida hacia formas lesionales difusas y graves que la 

vacunación no hubiera podido controlar. Aunque es cierto que otros terneros recibieron 

la misma dosis y la evolución no ha sido similar, no debe descartarse la posibilidad de 

que, al realizarse la inoculación en varias tomas y ante la tendencia de Map a formar 

grumos, el ternero 5931 hubiera recibido una dosis mayor. La existencia de una relación 

directa entre la dosis administrada y la gravedad de las lesiones inducidas se ha puesto 

de manifiesto en repetidas ocasiones (Reddacliff y Whittington, 2003; McGregor et al., 

2012; Delgado et al., 2013).  

 

La existencia de variaciones individuales en la respuesta a la infección por Map 

manifestadas en el desarrollo de diferentes lesiones en cuanto a su morfología y 

gravedad, es un hecho bien conocido en esta enfermedad tanto en casos naturales como 

experimentales (Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; González et al., 2005; Reyes, 

2007; Delgado et al., 2013), sin que esté aclarada suficientemente la razón. Dicha 

variabilidad ha podido ser comprobada en este trabajo en el grupo de terneros NVI, 

habiendo un animal (9107) que ha llegado a desarrollar lesiones difusas y graves. Algo 

similar podría haber sucedido en el grupo de terneros VI, de forma que el animal 5931 

habría desarrollado, ya desde el inicio, formas lesionales más graves, por alguna o 

varias de las razones expuestas, que la vacunación no habría podido frenar.  

 

Tampoco se puede descartar totalmente un fallo en la aplicación de la vacuna en 

este animal. Sin embargo, el hecho de que desarrollara un nódulo vacunal evidente así 

como una respuesta de tipo humoral, no apoyarían esta posibilidad. Además, en este 

animal no se observaron lesiones en órganos linfoides que pudieran sugerir la existencia 

de algún proceso inmunosupresor, incluyendo la infección por el virus de la diarrea 

vírica bovina, siendo negativa la prueba serológica practicada.  

 
 

Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral, motivado por la escasez de estudios 

experimentales en bovinos, ha sido estudiar la patogenia de la paratuberculosis en esta 

especie, especialmente en lo que se refiere al desarrollo de lesiones, en el modelo de 

421 
  



V. Discusión 
 
 
infección experimental llevado a cabo en este trabajo. Dicho estudio no estaba enfocado 

directamente a estudiar la entrada de Map en el organismo, pero la ausencia de lesiones 

granulomatosas en tonsilas y su presencia en tejido linfoide intestinal indicaría que, de 

acuerdo con otros estudios (Momotani et al., 1988; Liebler et al., 1988a, 1988b; García 

Marín et al., 1992a; Sigurdardotir et al., 2001), la entrada de Map se produciría por el 

tejido linfoide intestinal más que por las tonsilas y nódulos linfáticos retrofaríngeos, 

sugerida por otros autores (Payne y Rankin, 1961a; Lugton, 1999). De todas formas, 

que estas localizaciones se hubieran colonizado por Map no puede descartarse 

completamente ya que se ha sugerido que el paso de la bacteria por estos sitios sería 

transitorio, no desarrollándose lesiones (García Marín et al., 2000), a diferencia de las 

placas de Peyer y nódulos linfáticos mesentéricos que es donde aparecenen las fases 

iniciales de las infecciones experimentales en ovino y caprino (Brotherson et al., 1961a; 

Nisbet et al., 1962; Chiodini et al., 1984a; Van Kruiningen et al., 1986; García Marín et 

al., 1992a; Juste et al., 1994; Pérez et al., 1994b; Lugton, 1999; Sigurdardottir et al., 

1999; Valheim et al., 2002b; Verna et al., 2007; Reyes, 2007; Delgado et al., 2013; 

Fernández et al., 2014a), apoyando lo que se observa en este ensayo en el cual siempre 

se han encontrado lesiones en el tejido linfoide, especialmente en las placas de Peyer 

yeyunales, y cuando han aparecido en zonas desprovistas del mismo, las zonas de tejido 

linfoide presentaban lesión de carácter más grave. Únicamente en un ternero no 

vacunado del estudio (3300) se encontró como única localización intestinal lesionada 

una muestra de yeyuno medio donde se observaron células gigantes aisladas en la 

lámina propia. A la vista de que este hallazgo sólo se ha producido en este animal, que 

también presentaba lesiones en los nódulos linfáticos (Tabla IV.11), parece probable 

que la entrada de la bacteria y las primeras lesiones también se hubieran producido a 

nivel del tejido linfoide del yeyuno, desde donde se habrían extendido hacia zonas de 

yeyuno sin placas de Peyer, al igual que ha ocurrido en el resto de terneros. El no haber 

detectado lesiones granulomatosas en dichas placas de Peyer es probable que se haya 

debido a una deficiencia en el muestreo, en el cual no debe pasarse por alto que se 

examinan secciones de pocas micras de espesor, de forma que no se haya elegido la 

zona de tejido linfoide afectada. No obstante, no se puede descartar que las lesiones en 

zonas de yeyuno sin tejido linfoide hayan sido la consecuencia de la entrada de Map por 

los enterocitos, como ya se había señalado (García Marín et al., 1992a; Sigurdardottir et 

al., 2001). El hecho de que, a excepción de este ternero, las lesiones en zonas de yeyuno 
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sin tejido linfoide siempre estuvieran acompañadas de lesiones en el tejido linfoide, que 

han aparecido antes que en la lámina propia, hace que esta posibilidad, de ser cierta, 

tendría una importancia residual.  

 

Los resultados más destacables de este trabajo ponen de manifiesto que el 

modelo experimental utilizado para infectar terneros con Map ha sido capaz de inducir 

lesiones granulomatosas en terneros de 5 meses de edad al administrar un inóculo con 

6,7x1010 bacterias por vía oral procedente de un raspado de intestino de casos clínicos, 

siguiendo la técnica de Ratnamohan y Spencer (1986), cuya eficacia ya había 

demostrado nuestro grupo de trabajo en anteriores infecciones experimentales en la 

especie ovina (Reyes, 2007; Verna et al., 2007; Delgado et al., 2012, 2013). A pesar de 

que se ha recomendado el uso de cepas de Map cultivadas en laboratorio, como la cepa 

de referencia K-10 (Hines II et al., 2007b), por ser cepas más estandarizadas y con 

sabidas características del inóculo, se decidió el uso de esta técnica por varias razones: 

los pases en cultivo disminuyen la virulencia de las cepas (Radosevich et al., 2007); los 

inóculos procedentes de raspados de mucosa intestinal presentan mayor patogenicidad 

(Chávez, 1993; Strewart et al., 2004, 2006, 2007; Begg et al., 2005, 2009; Stabel et al., 

2009) con los que la infección se establece más fácil y rápidamente (Stewart et al., 

2004; Begg y Whittington, 2008) y se trata de inóculos más representativos de las 

bacterias con las que los animales se infectan en condiciones naturales, a pesar de que 

con ellos puedan ingerir otros microorganismos intestinales.  

 

En los últimos años nuestro grupo de investigación ha propuesto un modelo de 

desarrollo lesional basado en la valoración detallada de la aparición de lesiones 

granulomatosas en el tejido linfoide intestinal y su progresión hacia distintas zonas del 

intestino y nódulos linfáticos regionales a partir del estudio de casos naturales en varias 

especies de rumiantes (Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; González et al., 2005) 

que ya ha sido validado en infecciones experimentales en la especie ovina (Reyes, 2007; 

Delgado et al., 2013; Fernández et al., 2014a). En él se propone que las diferentes 

formas patológicas encontradas en animales adultos, posiblemente infectados cuando 

eran jóvenes, representan diferentes estadios de la infección, donde el estado 

inmunológico del animal juega un papel muy importante (Pérez et al., 1996; Corpa et 

al., 2000a; González et al., 2005). Con el presente estudio, ha podido confirmarse que 
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dicho modelo de patogenia también sería válido para la especie bovina y se 

correspondería con las formas descritas en casos naturales en vacas (González et al., 

2005). En nuestro estudio, todos los terneros sacrificados a los 120 dpi tenían lesiones 

sólo en el tejido linfoide, excepto uno donde también se observaban en la lámina propia; 

en el segundo sacrificio el número de granulomas aumentó significativamente y ya se 

encontraron lesiones en zonas de mucosa carentes de tejido linfoide e incluso en 

algunos animales aparecieron formas difusas. Estos resultados indican que las primeras 

lesiones (focales) aparecerían en el tejido linfoide intestinal (placas de Peyer), como 

consecuencia de la entrada de Map por estas localizaciones, como ya se había señalado 

en otros trabajos experimentales (Nisbet et al., 1962; Juste et al., 1994; Kluge et al., 

1968; Pérez et al., 1996; Sigurdardóttir et al., 1999, 2001; Valheim et al., 2002b; 

Kurade et al., 2004; Verna et al., 2007; Delgado et al., 2012, 2013; Fernández et al., 

2014a) y a partir de aquí aumentarían en número y se extenderían en primer lugar hacia 

zonas de la lámina propia asociada al tejido linfoide (multifocal a) y posteriormente a 

zonas de mucosa carentes de él (multifocal b y difusas), tal y como se había verificado 

en la especie ovina y sugerido en el modelo establecido a partir de casos naturales 

(Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; González et al., 2005).  

 

Además, el haber encontrado lesiones focales en terneros sacrificados a los 270 

dpi y en un mayor número en los animales vacunados, confirmaría el papel que el tejido 

linfoide juega en la persistencia o latencia de las lesiones focales asociadas a la 

infección por Map que se había puesto de manifiesto en los estudios de campo (Pérez et 

al., 1996; Corpa et al., 2000a; González et al., 2005). Según este modelo, algunos 

animales que desarrollan una mayor capacidad de resistencia, son capaces de controlar 

la infección de manera que presentan lesiones focales, que podrían persistir por largos 

periodos de tiempo, localizadas exclusivamente en el tejido linfoide intestinal, sin 

asociarse a la aparición de signos clínicos. El mayor número de animales con formas 

focales en los terneros vacunados respecto a los testigos infectados a los 330 dpv 

sugiere que la vacunación lograría un incremento de la resistencia de los animales a la 

infección, de forma que aunque se hubieran infectado, las lesiones granulomatosas de 

tipo focal permanecerían bajo esta forma y en esta localización durante un periodo de 

tiempo mayor que si no se hubieran inmunizado. Esta importancia del tejido linfoide 

como asiento de lesiones latentes había sido ya referida en otros estudios en casos 
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experimentales (Nisbet et al., 1962; Juste et al., 1994; Reyes, 2007) o naturales (Pérez 

et al., 1996; Corpa et al., 2000a; García Pariente et al, 2002, 2004, 2005; González et 

al., 2005) o incluso en ovejas infectadas en edades adultas que mostraron una mayor 

resistencia a la infección, en las que sólo aparecieron lesiones focales localizadas en las 

placas de Peyer (Delgado et al., 2013).  

 

En todos estos estudios llevados a cabo en la especie ovina, además de una 

mayor persistencia de las lesiones focales, se observó que la mayor resistencia de los 

animales, bien asociada a la edad o conferida por la vacunación, se asociaría a la 

aparición de granulomas de tipo regresivo, con un mayor grado de fibrosis (Nisbet et 

al., 1962; Juste et al., 1994; Gwozdz et al., 2000a; Reyes, 2007; Delgado et al., 2013) 

que indicarían que dichas lesiones podrían ir disminuyendo hasta llegar a desaparecer. 

Como se ha indicado, este hallazgo no ha sido verificado en este estudio. Sin embargo, 

ello no implica que la vacunación no haya provocado una latencia de las lesiones, ya 

que granulomas similares a los encontrados en las formas focales de los terneros 

vacunados son los que también aparecen en animales adultos, presumiblemente 

infectados en edades tempranas, que no han desarrollado la enfermedad (González et 

al., 2005). 

 

Los resultados de este estudio indican que la zona de tejido linfoide donde 

aparecen más lesiones iniciales son las placas de Peyer yeyunales, especialmente la 

PPYM, lo que estaría en consonancia con los hallazgos de Reyes (2007) y Delgado et 

al. (2013) en los corderos infectados experimentalmente de sus estudios. En otros 

estudios con corderos (Verna et al., 2007) o con ovejas adultas (Delgado et al., 2013) 

las lesiones paratuberculosas iniciales aparecían mayoritariamente en la placa de Peyer 

de la VIC, que es la segunda zona afectada en el primer sacrificio. Ambos tejidos 

linfoides han sido descritos como los más afectados en estudios previos en pequeños 

rumiantes (García Marín et al., 1992a, Juste et al., 1994, Pérez et al., 1996, Valheim et 

al., 2002b; Fernández et al., 2014a). Esto pudiera ser debido a las similitudes 

morfológicas y funcionales que existiría entre el tejido linfoide de ambas localizaciones, 

que son además las que persisten en los individuos adultos, y que serían diferentes a la 

placa de Peyer del íleon (Mutwiri et al., 1999; Corpa et al., 2001; Valheim et al., 2002b; 

Delgado et al., 2013). Además, según los resultados de nuestro estudio, en los terneros 
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sacrificados a los 270 dpi ya se observan lesiones más abundantes en otras PPY y en el 

íleon, lo que indicaría que las lesiones progresarían desde la VIC o PPYM hacia el resto 

de localizaciones según avanza la infección.  

 

La aparición de lesiones iniciales mayoritariamente en la PPYM, sin embargo, 

no estaría en consonancia con lo recogido en anteriores estudios en bovino en los que 

parece que las primeras lesiones se producen de forma más numerosa en los nódulos 

linfáticos ileoceal y yeyunal caudal (Larsen et al., 1975a). En nuestro trabajo, aunque 

terneros sacrificados a los 120 dpi también presentaban lesiones en los nódulos 

linfáticos, estas aparecían en menor número que en las placas de Peyer. Además, de 

nuevo, y de acuerdo a Verna et al. (2007), Delgado et al. (2013) y Fernández et al. 

(2014a), las lesiones en nódulos linfáticos mesentéricos y su intensidad están 

directamente relacionadas con las lesiones en el intestino. Debe tenerse en cuenta que en 

los estudios que refieren un mayor predominio de los nódulos linfáticos como 

localización de lesiones o bien no se ha estudiado de forma exhaustiva el tejido linfoide 

intestinal (Larsen et al., 1975) o bien se han llevado a cabo en casos de infección natural 

(González et al., 2005), asociándose a formas latentes, lo que podría indicar que en esas 

fases de latencia este tipo de lesiones predominaría en los nódulos linfáticos, algo a lo 

que aún no habría dado tiempo en los terneros de nuestro estudio. De hecho, en los 

animales sacrificados a los 270 dpi, son los nódulos linfáticos ileales una de las 

localizaciones donde se observa un  mayor grado de lesión, especialmente lesiones 

focales, apoyando esta hipótesis. Tampoco debe descartarse que la dificultad que en 

ocasiones presenta la localización y muestreo de las placas de Peyer yeyunales en 

animales adultos haya provocado una infravaloración de las lesiones en esta 

localización, mientras que en nuestro estudio se han recogido y valorado un porcentaje 

muy elevado de las placas presentes en los terneros. 

 

En cuanto a la distribución de las lesiones en los distintos nódulos linfáticos 

examinados y aunque no había diferencias significativas en el número de granulomas 

entre las distintas localizaciones en los animales sacrificados a los 120 dpi, los nódulos 

en los que había un mayor área ocupada por lesiones eran los yeyunales caudales, 

seguidos de los ileales, yeyunales e ileocecales, en ese orden. En bovinos (Larsen et al., 

1975) y ovinos experimentalmente infectados con cepas bovinas que han desarrollado 
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lesiones focales, los granulomas aparecen principalmente en los nódulos linfáticos ileal 

y yeyunal y menos frecuentemente en los ileocecales (Verna et al., 2007). En general 

estos resultados serían coincidentes con los nuestros y las diferencias pudieran deberse 

al número de nódulos linfáticos y secciones examinadas en cada uno de los estudios. 

 

 

En el segundo sacrificio las lesiones estaban presentes principalmente en el íleon 

y en las PPYP y PPYM, mientras que la VIC era la que menor afectación presentaba de 

las diferentes localizaciones intestinales. Además, el tejido linfoide seguía estando más 

afectado que la lámina propia. A ello contribuía la mayor afectación de los nódulos 

linfáticos yaque, como se ha descrito previamente, el número de lesiones en ellos 

guarda una relación directa con la cantidad de lesiones intestinales, al igual de lo 

observado en otros estudios experimentales en la especie ovina (Verna et al., 2007; 

Delgado et al., 2013; Fernández et al., 2014a). Los nódulos linfáticos con mayor 

extensión de lesión eran los ileales, seguidos del yeyunal caudal, que era el más alterado 

en los animales sacrificados a los 120 dpi. Precisamente en el estudio llevado a cabo por 

González et al. (2005) sobre 116 vacas de casos naturales de paratuberculosis, con y sin 

clínica, se señaló la importancia de tomar como muestra los nódulos ileal y yeyunal 

caudal, por ser estos los que se encontraron más lesionados en los animales examinados.  

 

Finalmente, dos de los terneros desarrollaron lesiones de carácter difuso, uno de 

tipo linfocítico, en el grupo NVI y el otro de tipo intermedio (lote VI). Ya se ha 

discutido previamente las posibles causas que habrían inducido la aparición de estas 

formas en el ternero vacunado. Las mismas hipótesis podrían ser válidas para el caso del 

animal del grupo NVI. En ambos casos, el que se hayan desarrollado estas formas tan 

pronto como a los 270 dpi pudiera estar relacionado con la elevada cantidad de 

micobacterias que formaban parte del inóculo. 

 

Además, la aparición de dos tipos diferentes de lesiones difusas confirmaría la 

validez del modelo lesional propuesto por González et al. (2005) a partir de casos 

naturales, donde ya describe tanto las formas intermedias como las linfocíticas. No está 

suficientemente aclarado por qué se desarrollan unas u otras formas. Se ha sugerido que 

estarían en relación con la diferente respuesta inmunitaria de los animales, de forma que 
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las formas linfocíticas se relacionarían con una mayor respuesta de tipo celular, como ha 

podido ser confirmado en este ternero. En cualquier caso resulta llamativo que el ternero 

vacunado haya desarrollado una forma intermedia, asociada a una mayor carga 

bacteriana. Este resultado estaría de acuerdo con la baja respuesta celular mostrada, en 

el momento del sacrificio, por este ternero. 

 

Respecto a la presencia de BAAR en los distintos tipos lesionales, en las 

lesiones focales y multifocales, aparecen pocas bacterias, tanto identificadas por ZN 

como por IHQ, como ya ha sucedido en otros estudios (Pérez et al., 1996; González et 

al., 2005; Verna et al., 2007; Delgado et al., 2013; Fernández et al., 2014a). La técnica 

de ZN sólo detecta bacilos completos y no aquellos deficientes de pared como los 

esferoplastos (Condron et al., 1994), que son los que pudieran encontrarse en este tipo 

de lesiones. Además,  la IHQ que sí sería capaz de teñir micobacterias previamente 

degradadas (Pérez et al., 1990; García Marín et al., 1992a; Thorensen et al., 1994; 

Plante et al., 1996; Stabel et al., 1996; Coetsier et al., 1998; Brees et al., 2000; Balseiro 

et al., 2003; Kheirandish et al., 2008; Delgado et al., 2009), tampoco identificó Map en 

mayor medida que el ZN, como ha ocurrido en otras infecciones experimentales en 

lesiones de este tipo (Delgado et al., 2013). La baja sensibilidad de estas técnicas en las 

lesiones localizadas en tejido linfoide se debería a la escasa cantidad de BAAR 

presentes en ellas, en comparación a las que se observan en lámina propia, donde suelen 

ser más abundantes (Chávez, 1993; Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; Valheim et 

al., 2002b; González et al., 2005; Reyes, 2007). 

 

La cantidad de bacterias en las lesiones multifocales fue similar a las de las 

focales, detectadas tanto por ZN como por IHQ, a pesar de que en otros trabajos se 

considera que en este tipo lesional se encontrarían con más frecuencia que en las formas 

focales, en las que estas técnicas, como hemos señalado, presentan menor sensibilidad 

(García Marín et al., 1992c; Pérez et al., 1996; Corpa et al., 2000a; González et al., 

2005; Kheirandish et al., 2008). En la lesión de tipo difuso había una gran diferencia en 

cuanto a la presencia de Map según fuera una forma linfocítica o intermediaEn las 

primeras, como se ha descrito, los BAAR o antígenos de Map mediante IHQ se 

observaban, pero en número muy reducido, mientras que la tinción con ambas técnicas 

en las lesiones de tipo intermedio era muy evidente en la mayoría de las localizaciones 
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como ya se ha observado en trabajos previos (Pérez et al., 1996; Clarke, 1997; Corpa et 

al., 2000a; González et al., 2005). 

 

Se ha propuesto que las diferentes formas patológicas representan diferentes 

estadios de la infección, donde el estado inmunológico del animal juega un papel muy 

importante (Little et al., 1996; Pérez et al., 1997, 1999: Stabel, 1996; Clarke, 1997; 

Burrells et al., 1998; Storset et al., 2001; Koets et al., 2002; Kurade et al., 2004; Kurade 

y Tripathi, 2008; Begg et al., 2009; Delgado et al., 2013). La respuesta innata frente a 

Map, de la cual se ha señalado que el IFN-γ0 podría ser un indicador (Olsen y Storset, 

2001; Geijo, 2007), se ha valorado en los terneros de este estudio, observándose un 

incremento paulatino en la liberación de IFN-γ0 hasta los 45 dpi, cuando desciende para 

volver a elevarse a los 150 dpi hasta el final del experimento. En el modelo patogénico 

propuesto por Geijo (2007) en paratuberculosis bovina y por Juste et al. (2009b) en 

enfermedad inflamatoria intestinal en humanos, los niveles de IFN-γ0 se relacionan 

directamente con la progresión de las lesiones. Los resultados de nuestro estudio, en el 

que los animales control, sin lesiones, son los que producen mayor cantidad de esta 

citoquina, no parecen estar en consonancia con los resultados de estos autores. Sin 

embargo, si lo están con los obtenidos por Delgado et al. (2012; 2013) que encuentra 

que esta citoquina solo se encontraba elevada en las ovejas adultas infectadas que sin 

embargo manifestaban lesiones focales, indicativas de control de la progresión de la 

infección, a diferencia de los corderos, donde la expresión de IFN-γ0 inespecífico fue 

menor y sin embargo manifestaban lesiones más graves. Una posible explicación 

propuesta por Delgado et al. (2012) y que se podría aplicar a este estudio es que bajo 

condiciones experimentales y con la inoculación de altas dosis de Map, el modelo 

patogénico puede no seguir el mismo patrón que bajo condiciones naturales, aunque las 

lesiones y la respuesta inmune adaptativa de los animales del estudio de Delgado et al. 

(2012, 2013) y de este, sí que sigan el patrón de las condiciones naturales (Clarke, 1997; 

Pérez et al., 1997, 1999; Stabel, 2006). Además puede que la respuesta inmunitaria 

innata no solo dependa del IFN-γ no específico, aunque sea considerada la principal 

citoquina involucrada en la patogenia de la paratuberculosis, y habría otros mecanismos 

innatos que no son analizados en estos trabajos que tengan su influencia (Delgado et al., 

2012).  
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En el espectro inmunopatológico propuesto para la paratubeculosis la respuesta 

inmune celular o de tipo Th1, con predominio de células CD4+ y secreción de IFN-γ, 

tiene lugar en las fases iniciales y subclínicas de la infección tras la exposición a Map y 

se asocia con lesiones focales y multifocales (Chiodini et al., 1984a; Clarke, 1997; 

Pérez et al., 1999; García-Marín et al., 2000; Stabel, 2000a; Coussens, 2001; Kurade y 

Tripathi, 2008). La respuesta inmune celular está considerada la respuesta más eficiente 

en el control de la infecciones micobacterianas (Clarke, 1997; Stabel, 2006). El IFN-γ, 

como la principal citoquina de tipo Th1, juega un papel crucial en la diferenciación de 

linfocitos T y la activación de macrófagos tras la infección por Map (Stabel, 2006), 

inhibiendo la multiplicación de las micobacterias y controlando la infección (Flesh y 

Kaufmann, 1990; Huygen et al., 1994). Aunque recientemente se ha sugerido que las 

respuestas inmunitarias periféricas elevadas estarían en relación con la extensión de la 

lesión (Vázquez et al., 2013; Fernández et al., 2014a), las lesiones focales y 

multifocales se han relacionado con una respuesta periférica de tipo celular (Juste et al., 

1994; Pérez et al., 1996; García Marín et al., 1999a; Pérez et al., 1999; González, 2003; 

Delgado et al., 2012, 2013). En nuestro estudio, la producción de IFN-γ fue mayor en 

los animales infectados (NVI) que en los controles (NVNI) a partir de los 60 dpi, 

manteniéndose en niveles elevados hasta el final del experimento, en consonancia con 

lo sugerido tradicionalmente en paratuberculosis, donde una respuesta de tipo celular se 

asociaría a las fases iniciales y subclínicas de la infección (Stabel, 2000a;). En cuanto a 

su relación con los tipos lesionales, en los terneros que mostraron lesiones focales en el 

momento del sacrificio la respuesta celular era elevada y la humoral baja, de acuerdo 

con lo señalado por otros autores (Pérez et al., 1999; González, 2003).  

 

En el único animal que presentaba lesión difusa en el grupo NVI -cuya respuesta 

inmune no se habría visto afectada por la vacunación-, ésta era de tipo linfocítico, 

asociada a un valor de IFN-γ en el momento del sacrificio elevado (DO=11,96), 

mientras que la respuesta al ELISA indirecto se encontraba por debajo del umbral de 

positividad (DO=664). Este resultado estaría de acuerdo con lo indicado en otros 

estudios (Clarke, 1997; Pérez et al., 1999) que relacionan este tipo de lesión con una 

respuesta de tipo Th1 elevada y descontrolada, asociada a un incremento de linfocitos 

CD4+ y γδ en las lesiones (Little et al., 1996), y a una baja respuesta de tipo humoral.  
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En cuanto a los diferentes tipos de técnicas empleadas para valorar la respuesta 

inmunitaria celular periférica, se ha sugerido que la IDR es más sensible que el test de 

IFN-γ tanto en ovino como en bovino (Pérez et al., 1999; Dunn et al., 2005; Fernández 

et al., 2014a). No obstante, en nuestro estudio el test de liberación de IFN-γ detecta más 

animales positivos que la IDR en los tres momentos post-vacunación en los que esta se 

llevó a cabo. Respecto a su relación con las lesiones, el único ternero con lesión focal a 

los 120 dpi fue el que ofreció una respuesta más intensa a la IDR (11 mm), apoyando lo 

descrito anteriormente acerca de que este tipo de lesión está asociada a mayores 

respuestas de tipo celular. En ningún caso el incremento de grosor cutáneo producido al 

inocular PPD bovina fue superior al inducido por la PPD aviar, excepto en el ternero 

9107 a los 15 dpi, que tenía 3 mm de incremento en el punto de inoculación de la PPD 

bovina y nada de incremento en el de la PPD aviar. Ya se ha señalado que la 

especificidad de esta prueba puede verse comprometida por la posibilidad de producirse 

reacciones cruzadas por contactos previos con otras micobacterias (Lauzi et al., 2000; 

Olsen et al., 2002). Al tratarse de una respuesta tan baja que posteriormente no se 

mantuvo, posiblemente incluso podría haberse debido a un error en la ejecución de la 

técnica.  

Se ha descrito que en animales infectados con M. bovis hay un incremento de 

producción de IFN-γ hasta 59 días después de realizar la IDR (Rothel et al., 1992; 

Wood y Rothel, 1994). En el caso de la paratuberculosis también se ha descrito una 

mayor producción de IFN-γ tras una re-exposición al antígeno (Stabel et al., 2007). 

Estos hallazgos no han podido ser confirmados en nuestro estudio, al no haberse 

encontrado modificaciones en la secreción de esta citoquina en los muestreos 

posteriores a la IDR, en consonancia con los señalado por Ryan et al. (2000) en 

tuberculosis bovina.  

 

 

La respuesta de tipo humoral suele observarse en los estadios finales de la 

enfermedad (Pérez et al., 1997; Stabel, 2006), relacionada con la aparición de lesiones 

graves normalmente con abundante carga bacteriana (Clarke, 1997, Pérez et al., 1997, 

1999; Kurade et al., 2004; Kurade y Tripathi, 2008; Begg et al., 2009) y asociada a una 

disminución de la respuesta de tipo Th1. En nuestro estudio, el grupo de terneros no 

vacunados e infectados (NVI) presentó valores de anticuerpos significativamente más 
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altos que los controles no infectados (NVNI) a los 150 dpi, y por tanto, después que la 

respuesta celular (60 dpi), permaneciendo más elevados hasta el final del experimento, 

pero sin llegar a alcanzar en ningún momento valores considerados como positivos en el 

diagnóstico serológico habitual de paratuberculosis en la infección natural (Gráfica 

IV.3), si bien uno de los terneros del grupo infectado (5956) mostró un resultado 

positivo en el muestreo de los 180 dpi (Tabla IX.1). El hecho de que este animal no 

mostrara lesiones graves con abundante carga bacteriana o presencia de Map en heces, y 

que este resultado no se mantuviera en el tiempo, hace pensar que pudiera tratarse de un 

problema en la ejecución de la técnica.  

 

Los resultados de este estudio están en consonancia con lo encontrado por otros 

autores y ya mencionado, que asocian niveles elevados de anticuerpos con los estadios 

finales de la infección, ya que los terneros de esta experiencia fueron sacrificados antes 

de llegar a dicha fase, sin haber tenido tiempo de desarrollar una marcada respuesta de 

tipo humoral. El único animal con lesión grave, asociada a formas avanzadas fue el 

ternero 9107 que mostró una forma linfocítica, la cual no se suele asociar a una 

respuesta humoral elevada (Clarke, 1997; Pérez et al., 1999; González, 2003). El otro 

ternero con lesión difusa y mayor carga bacteriana sí que presentaba una respuesta 

humoral intensa, pero al tratarse de un animal vacunado no se puede concretar si estaba 

relacionada con la infección o con la vacunación. 

 

Respecto al inicio de la respuesta humoral en el curso de la infección, hay 

estudios en terneros que señalan la aparición de anticuerpos de forma algo más 

temprana que en nuestro estudio, a los 134 dpi, antes incluso que la respuesta celular 

(Waters et al., 2003). De todas formas, los estudios no son comparables ya que difieren 

en la dosis de infección y en el antígeno empleado en la ejecución de la técnica ELISA. 

En ovino, aunque hay autores que señalan que los anticuerpos comienzan a elevarse a 

los 9 meses de haber sido inoculados, y justo previamente al inicio de los signos 

clínicos (Begg et al., 2005), hay otros que apuntan la aparición de respuesta humoral a 

los 110 (Delgado et al., 2012; 2013) o incluso a los 90 dpi (Kurade et al., 2004). La 

prueba de IDGA, como ya se había señalado previamente (Colgrove et al., 1989; Pérez 

et al., 1997; Whittington et al., 2003a), es menos eficaz en la detección de la respuesta 

inmune humoral que el ELISA indirecto. 
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Recientemente, también hay varios estudios que señalan que el cambio entre 

respuesta Th1 y Th2 no sería tan marcado, coexistiendo ambas en largos periodos de 

tiempo, sin necesidad de asociarse a la fase clínica (Stewart et al., 2004; Begg et al., 

2009, 2011; Vázquez et al., 2013; Fernández et al., 2014a). Nuestro trabajo, aún 

teniendo en cuenta las limitaciones del corto periodo de estudio, no parece estar de 

acuerdo con este hallazgo, ya que los animales desarrollaron una respuesta celular muy 

intensa a partir de los 120 dpi que comenzó a decrecer a los 240 dpi, sin que la respuesta 

humoral fuera aún muy elevada; no obstante, desde los 150 dpi ya era más alta que en 

los controles, por lo que no puede descartarse que, de haberse prolongado el 

experimento, pudieran haber coexistido ambas en niveles elevados. 

 

Respecto a los momentos de realización de la prueba de IDR, tras su ejecución 

no se observaron modificaciones significativas en la producción de anticuerpos frente a 

paratuberculosis a lo largo del experimento que pudieran atribuirse a la prueba en los 

animales infectados con paratuberculosis, al contrario de lo sucedido en otros estudios 

experimentales también en paratuberculosis bovina (Varges et al., 2009) y ovina 

(Delgado et al., 2012). Las diferencias en las condiciones experimentales (inóculo 

empleado, momentos de realización de la prueba, etc) podrían explicar estas diferencias. 

 

Además de la respuesta inmune periférica, se ha valorado la respuesta inmune 

local frente a Map mediante la evaluación de la producción in vitro de IFN-γ en 

muestras de tejido y linfocitos extraídos del NLP, NLIl, PPY e ILD. Como ya se ha 

indicado anteriormente, la valoración de la producción de citoquinas debería realizarse a 

partir de linfocitos extraídos de los tejidos y no de secciones de tejido como habían 

propuesto Gwozdz y Thompson (2002). 

 

Al comparar la producción de IFN-γ entre grupos, sólo se observaron diferencias 

en las muestras de linfocitos de PPY e ILD, donde los NVI mostraban mayor cantidad 

que los NVNI. Estos resultados son parcialmente coincidentes con los de Delgado 

(2010) que encuentra mayores niveles en PPY y nódulos linfáticos mesentéricos y que 

sugieren que los linfocitos del tejido linfoide intestinal participarían en el incremento de 

IFN-γ observado en los animales infectados. Se ha señalado incluso que la producción 
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de esta citoquina por parte del tejido linfoide intestinal podría superar a la sanguínea 

(Gowzdz y Thompson, 2002). Comparado con los hallazgos en los animales 

inmunizados, destaca que el efecto de la vacunación parece actuar sobre todo a nivel de 

los nódulos linfáticos, más que del tejido linfoide intestinal, donde si lo haría la 

infección por Map, sugiriendo la existencia de poblaciones de linfocitos con distinta 

respuesta según el antígeno de Map se localice directamente en el tejido o llegue por vía 

linfática o sanguínea tras la vacunación. Además, y en relación con la presencia de 

lesiones, podría plantearse la hipótesis de que, tras la infección por Map el 

establecimiento de la bacteria en zonas de tejido linfoide intestinal induciría una mayor 

liberación local de IFN-γ que podría ejercer su influencia en el posterior desarrollo de la 

infección. En los animales vacunados esa mayor respuesta se produciría en los nódulos 

linfáticos regionales y podría contribuir a frenar la progresión de las lesiones a estas 

localizaciones (que está además relacionada con su evolución en el intestino), ya que se 

ha encontrado un menor número de lesiones en dichas localizaciones en los terneros 

inmunizados en comparación con los únicamente infectados. 
 

Al igual que en el grupo de terneros vacunados e infectados, en los del grupo 

NVI tampoco se obtuvo ningún aislamiento positivo en el cultivo fecal. Como ya se ha 

señalado al hablar de la eficacia vacunal, es posible que al tratarse de animales en las 

fases iniciales de la infección aún no se haya producido la excreción fecal de Map 

(Merkal, 1973; Sockett et al., 1992a; Whipple, 1992; Whittington et al., 2000c). Otras  

causas probables como la posible inactivación de Map durante el proceso de 

descontaminación, junto con la menor viabilidad de las micobacterias debido a la 

congelación de las muestras hasta el procesado de las mismas (Redacliff et al., 2003) 

también deberían considerarse. 

 

De la misma forma que el cultivo, la PCR llevada a cabo sobre muestras de 

heces no arrojó ningún resultado positivo en este estudio. Las causas que se han 

señalado para el cultivo podrían aplicarse a los resultados de esta técnica. Además, la 

PCR sobre muestras de heces presenta el problema de la aparición de falsos negativos 

debido a la presencia de sustancias inhibidoras de la amplificación (Vary et al., 1990; 

Van der Giessen et al., 1992; Collins et al., 1993a, 1993b; Mori et al., 1999; Englund et 

al., 2001; Mason et al., 2001). No obstante, hay estudios en los que esta técnica es 
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considerada más sensible que el cultivo, aunque los resultados fueran muy variables en 

función de la edad (Geijo, 2007). 

 

En cuanto al cultivo de tejidos (VIC, ILD, PPY NLYc, NLIl) se obtuvieron 

resultados positivos en 4 de los 6 animales del grupo NVI, con el 16,67% de la muestras 

examinadas con algún aislamiento, mientras que no se obtuvo positividad en los 

terneros control (NVNI). El mayor número de resultados positivos se obtuvo cuando se 

empleó el medio de Herrold suplementado con micobactina frente al de Löwenstein-

Jensen. Esta mayor eficacia del medio de Herrold en la especie bovina ya había sido 

señalada por varios autores (Merkal et al., 1968; Juste et al., 1991b; Whipple et al., 

1992; Aduriz et al., 1995a; Eamens et al., 2000; Nielsen et al., 2004). Aunque el cultivo 

sea una técnica 100% específica (Whitlock et al., 1992), su sensibilidad es 

relativamente baja, sobre todo por los falsos negativos que ocasionan los animales con 

infección subclínica e incluso aquellos con formas lesionales graves con pocas 

micobacterias (Whittington et al., 2000c; Corpa et al., 2000a), si bien no es nuestro 

caso, donde se pudo aislar Map en los dos terneros con lesiones difusas. 

 

En los mismos tejidos utilizados para el cultivo se llevó a cabo la PCR a partir 

de tejido fresco consiguiéndose identificar Map en un mayor número de animales y 

muestras que con el cultivo en el grupo NVI. La mayor sensibilidad a la PCR realizada 

sobre muestras de tejido en lugar de heces también ha sido señalada (Garrido et al., 

2000a). Esto puede ser debido a que, como ya se ha indicado, la PCR identifica ácidos 

nucleicos de la micobacteria y por tanto, ésta no necesita estar viable ni mantener su 

integridad para que el resultado sea positivo (Garrido et al., 2000a). Sin embargo, 

cuando la técnica de PCR se aplicó sobre muestras de tejido incluidas en parafina, la 

sensibilidad fue inferior a la del tejido fresco, detectándose como positivos únicamente 

3 de 6 animales y un 6,10% de las muestras. Aunque las muestras estuvieron poco 

tiempo en formol antes de su procesado, esta pérdida de sensibilidad, además de a otras 

causas como las diferencias en las muestras analizadas por cada técnica, puede ser 

debida a la fragmentación que la fijación con formol produce en los ácidos nucleicos 

(Greer et al., 1991; Plante et al., 1996; Benavides et al., 2006). Una alternativa que se 

ha propuesto para incrementar la sensibilidad en estudios con este tipo de muestras ha 

sido la PCR anidada, que a pesar de ser más laboriosa, detectaría un mayor número de 
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animales positivos que la PCR convencional empleada en este estudio (Collins et al., 

1993b; Englund et al., 1999; Erume et al., 2001; Buergelt y Williams, 2004; Gao et al., 

2009; Soumya et al., 2009; Delgado, 2010). Posiblemente si hubiéramos empleado 

dicha PCR anidada se hubiera incrementado el porcentaje de muestras con resultado 

positivo, tal y como encuentra Delgado (2010) en un estudio experimental en la especie 

ovina, donde se analiza el mismo tipo de muestras que en el nuestro y se comparan 

ambos métodos. 

 

Un hecho destacable ha sido que, tanto en el cultivo de tejidos como en la PCR a 

partir de muestras incluidas en parafina, el mayor número de resultados positivos se 

encontrara en las secciones de ILD, a pesar de que la localización donde se observó un 

mayor número de lesiones fue PPYM. En el caso de las muestras incluidas en parafina 

la PCR se llevó a cabo en las mismas muestras de tejido que se examinaron 

microscópicamente para su valoración lesional. Además de que los procedimientos 

diagnósticos empleados detectan diferentes evidencias de la infección (lesiones y 

presencia de ácidos nucleicos de Map) que no tienen por qué guardar una correlación 

estrecha, el hecho de que las lesiones localizadas en PPYM, más numerosas, fueran 

mayoritariamente de tipo focal, con pocas evidencias microscópicas de presencia de 

Map o sus antígenos, mientras que las presentes en ILD tuvieran carácter multifocal o 

difuso, con mayor carga bacteriana, podría ser una explicación para este hallazgo. En el 

caso de la PCR a partir de tejido fresco, sin embargo, la muestra que ofreció mayor 

positividad fue el NLYc, que no se correspondía con el mayor número de lesiones. 

Posiblemente el hecho de que no se analizaran las mismas muestras que en la valoración 

lesional, o diferencias inherentes a ambas técnicas, pudieran explicar este resultado. En 

otros estudios en ovino, esta localización junto con la VIC han sido señaladas como las 

muestras en las que se obtienen mejores resultados (Gwozdz et al., 1997; Delgado, 

2010). 

 

También se llevó a cabo la prueba de detección de ADN de Map en el suero de 

los animales experimentales, ofreciendo un resultado positivo 5 de los 6 terneros 

infectados (NVI) y ninguno de los terneros utilizados como control de la infección 

(NVNI). Para la realización de esta técnica se usaron dos parejas de cebadores (RJ1-

PT91 y C1-C2) siendo más sensibles los C1-C2. El porcentaje de animales positivos a 
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lo largo de los diferentes muestreos fue variando, pero se pudieron detectar a lo largo de 

todo el experimento, indicando que habría paso de ADN de Map a sangre circulante, 

posiblemente a partir del intestino o nódulos linfáticos regionales, que es donde estaría 

presente en las lesiones, que por otra parte no se encontraron en ninguna otra muestra de 

tejido extraintestinal examinada. La presencia de ADN de Map en sangre periférica ya 

había sido puesta de manifiesto en estudios previos, como el llevado a cabo por Geijo 

(2007) donde identifican ADN en un 17% de bovinos de un rebaño con 

paratuberculosis, o en el caso de la enfermedad inflamatoria crónica intestinal de la 

especie humana, donde mediante una PCR anidada se llegó a evidenciar con más 

frecuencia ADN de Map en controles sanos de la enfermedad que en enfermos, como 

resultado contrario al paradigma de la etiología de las enfermedades infecciosas (Juste 

et al., 2009b). 

 

 

Finalmente, se ha llevado a cabo un estudio comparativo entre los diferentes 

métodos de detección del agente etiológico o la respuesta inmunitaria en relación con 

las lesiones presentadas por los animales. En general nuestros resultados confirman la 

existencia de una baja concordancia entre las pruebas empleadas, como ya había sido 

puesto de manifiesto anteriormente, debido a las variaciones que existen en los animales 

a lo largo del espectro inmunopatológico de la paratuberculosis (Jorgensen, 1965; 

Garrido, 2001; Balseiro, 2004; Geijo, 2007). 

 

En cuanto a la valoración de la respuesta inmune humoral mediante IDGA y 

ELISAse ha observado que ninguno de los animales infectados y no vacunados, a pesar 

de presentar lesión, muestra reacción positiva a estas pruebas de diagnóstico al 

sacrificio. No obstante, las lesiones presentadas por estos terneros son en un caso de 

tipo focal, en cuatro de tipo multifocal y en otro de tipo difuso linfocítico, que como ya 

se ha señalado al discutir la respuesta inmune asociada a la infección, presentarían sobre 

todo una respuesta inmune celular, de tipo Th1 (Clarke, 1997; Pérez et al., 1999; 

García-Marín et al., 2000; Stabel, 2000a; Coussens, 2001; Kurade y Tripathi, 2008) y 

no de tipo Th2 o humoral (Clarke, 1997; García-Marín et al., 2000; Stabel, 2000a; 

Coussens, 2001; Delgado, 2010). Precisamente en todos los animales se observa una 

gran respuesta celular al sacrificio y aunque haya uno de los animales con lesión 
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multifocal en el que no se produce un incremento positivo a la inoculación de la PPD, 

todos presentan positividad al test de liberación del IFN-γ, confirmando el modelo 

propuesto que asocia una mayor respuesta celular a las fases iniciales de la infección 

(Bendixen, 1978; Chiodini et al., 1984a; Chiodini, 1996; Clarke, 1997; García-Marín et 

al., 2000; Stabel, 2000a). 

 

En lo que respecta al cultivo de tejido fresco, y teniendo en cuenta a todos los 

animales infectados de este estudio, se observa que no detecta a ningún animal sin 

lesión, mientras que sí se consigue el aislamiento en tejidos en el 40% de los animales 

con lesión focal, el 50% de los de lesión multifocal y el 100% de lesión difusa. Aunque 

con estos resultados la concordancia entre ambas pruebas es débil (κ=0,270), serían 

resultados lógicos en los que la positividad aumenta al incrementarse la gravedad de las 

lesiones, como ya observaron otros autores (Pérez et al., 1996; González et al., 2005). 

Bien es cierto que el tejido en el que se aísla el mayor número de colonias es la VIC del 

ternero 9109, que no presenta lesión en ese zona (Tabla IV.22), lo que indicaría que la 

presencia de bacterias en el tejido no necesariamente provoca lesión como ya se ha 

señalado (Delgado et al., 2013; Fernández et al., 2014a) o que ésta no se ha podido 

detectar con la metodología empleada. También habría que considerar que este ternero 

está vacunado y muy probablemente ello haya impedido que se desarrollen más lesiones 

en el animal. Al estudiar las localizaciones pormenorizadamente, se aislaron colonias en 

el 13,79% de las muestras sin lesión, el 9,52% de las que presentaban lesiones focales, 

el 2,86% de las multifocales, 66,67% de las difusas intermedias y el 50% de las difusas 

linfocíticas (Tabla IV.22). Llama la atención el bajo número de aislamientos en 

muestras de tejido con lesiones focales y especialmente multifocales, a pesar de que en 

estas últimas se evidenciaron BAAR con más frecuencia que en las primeras. Ya se ha 

indicado (Delgado, 2010; Vázquez et al., 2013) que la sensibilidad del cultivo 

bacteriológico sería menor que la del método histopatológico para detectar evidencias 

de la infección, a pesar de que el primero se ha considerado como método gold 

standard.En este estudio donde se han estudiado animales infectados y manejados de 

manera controlada, las lesiones se han encontrado únicamente en terneros infectados, lo 

que apoyaría su especificidad y por lo tanto la mayor sensibilidad de la valoración 

lesional.  
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La PCR, tanto en tejido fresco como incluido en parafina, ha ofrecido niveles 

bajos de concordancia con el diagnóstico histopatológico (κ=-0,182), a pesar de que 

detecta el total de los animales con lesiones difusas y un porcentaje elevado de aquellos 

que muestran lesión focal y multifocal. Sin embargo, también se detectó ADN en los 

dos animales vacunados que no presentaban lesión. La explicación a estos resultados 

sería la misma que se acaba de discutir en el cultivo, apoyada por los hallazgos de 

Delgado et al. (2013) y Fernández et al. (2014a). Al estudiar de forma pormenorizada 

las distintas muestras analizadas de cada localización, el porcentaje de detección es 

elevado para aquellas con lesión difusa intermedia, algo inferior en las formas 

linfocíticas y bajo para las lesiones focales y multifocales, encontrándose asimismo un 

número considerable de muestras sin lesión positivas. Estos resultados mejoran los 

encontrados con el cultivo bacteriológico, pero aún así llama la atención el bajo 

porcentaje de detección en secciones con lesiones focales y multifocales, especialmente 

en comparación con los tejidos sin lesión. El que un gran porcentaje de los animales con 

lesiones focales fueran vacunados podría explicar que haya habido una mayor 

destrucción bacteriana asociada a la inflamación activa presente en esas zonas.  

 

La concordancia entre las lesiones y el diagnóstico mediante PCR en suero 

resultó escasa (κ=0,064) ya que tan sólo en el 25% de los animales con lesión multifocal 

y en el 50% de los animales con lesión difusa se detectó ADN en el suero en el 

momento del sacrificio. Se trata por tanto de la técnica con menor capacidad de 

detección de terneros con lesión e indica que la presencia de ADN en suero no estaría 

relacionada estrechamente con la existencia de lesiones, si bien el mayor porcentaje 

encontrado en los animales con lesión difusa apuntaría a que si existe relación con la 

cantidad de BAAR en el tejido. No obstante, debe tenerse en cuenta que el bajo número 

de animales analizados no permite extraer conclusiones determinantes. 

 

Finalmente, y por lo que respecta a las técnicas de diagnóstico etiológico 

empleadas, la concordancia mostrada entre el cultivo y la PCR de tejido fresco ha 

resultado escasa (κ=0,222), de manera que la PCR detecta dos animales infectados más 

que el cultivo. Este resultado sería razonable en vista de lo que ya se ha venido 

discutiendo de que la PCR identifica ácidos nucleicos de la micobacteria y que por 
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tanto, esta no necesita estar viable ni mantener su integridad para que el resultado sea 

positivo (Garrido et al., 2000a). 
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VI. Conclusiones 

 

VI.1. CONCLUSIONES 

 

1.- La vacunación con Silirum® se ha mostrado eficaz en el control de la infección 

experimental con Map en terneros, al provocar una reducción en la cantidad y 

extensión de las lesiones, y en el aislamiento bacteriológico de Map a partir de 

tejidos. Sin embargo, dicha protección no es absoluta ya que un ternero vacunado 

desarrolló formas lesionales graves con abundante carga micobacteriana.  

2.- La vacunación con Silirum® no previene la infección de los animales. Su efecto 

estaría en provocar un enlentecimiento en la progresión de las lesiones y la 

multiplicación de Map en los tejidos del animal. 

3.- La inoculación subcutánea de Silirum® en terneros no afecta a su estado general de 

salud, más allá de la aparición de un nódulo subcutáneo que persiste al menos hasta 

los 330 dpv. 

4.- La vacunación con Silirum® induce una respuesta inmunitaria celular periférica 

frente a paratuberculosis que no se ve afectada por la infección con Map y 

evidenciable mediante las técnicas de IDR y liberación de IFN-γ ya a los 45 dpv y 

que persistiría al menos hasta los 270 dpv, interfiriendo con el diagnóstico de la 

infección por Map con estas pruebas. Sin embargo, la vacunación no produce 

ningún efecto en la producción inespecífica de IFN-γ en sangre periférica. 

5.- La inmunización con Silirum® también provoca la aparición de una respuesta 

inmunitaria humoral periférica, que no se ve afectada por la infección con Map, a 

partir de los 60 dpv, que se mantiene al menos hasta los 330 dpv, y que interferiría 

con el diagnóstico serológico de la paratuberculosis. 

6.- Los animales vacunados desarrollan una respuesta inmunitaria periférica, tanto 

celular como humoral, frente a M. bovis que disminuye con el tiempo pero que 

podría dar lugar a interferencias con el diagnóstico in vivo de la tuberculosis 

bovina. Sin embargo, dichas interferencias podrían ser eliminadas en su mayor 

parte empleando las pruebas de IDR y de liberación de IFN-γ comparadas  
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7.- El método histopatológico de valoración de la morfología, extensión y cuantificación 

de lesiones empleado en este estudio ha mostrado su utilidad en la valoración de la 

eficacia de la vacunación con Silirum® en un modelo experimental en terneros. 

8.- El tejido linfoide intestinal, principalmente el de las placas de Peyer yeyunales, y los 

nódulos linfáticos ileales son las localizaciones más importantes en cuanto a la 

aparición de las lesiones granulomatosas iniciales o de carácter latente en la 

infección experimental por Map en terneros. Además, la intensidad de las lesiones 

en los nódulos linfáticos está relacionada con la extensión de las lesiones 

intestinales. 

9.- Los hallazgos lesionales en los terneros infectados experimentalmente por Map 

confirman la validez del modelo histopatológico de desarrollo y evolución de 

lesiones de la infección paratuberculosa anteriormente propuesto a partir del estudio 

de casos naturales. 

10.- La infección experimental por Map en terneros induce una respuesta inmunitaria 

humoral y celular periférica. Esta última está asociada predominantemente con 

animales que desarrollan lesiones de tipo focal, mulitifocal y difusa linfocítica.  

11.- La infección por Map induce una mayor liberación de IFN-γ a nivel local, en el 

íleon y placa de Peyer yeyunal, mientras que con la vacunación dicha respuesta se 

produce mayormente en los nódulos linfáticos preescapulares e ileal. Este hallazgo 

podría estar relacionado con la menor progresión de las lesiones hacia los nódulos 

linfáticos de la región intestinal encontrado en los animales vacunados.  

12.- Las pruebas de diagnóstico empleadas muestran, en general, una baja concordancia 

entre ellas. La valoración histopatológica tiene una mayor sensibilidad que el 

cultivo bacteriológico de tejidos o la PCR en tejidos incluidos en parafina o en 

suero, siendo similar a la PCR de tejido fresco.  
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VII.1. RESUMEN 

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad infecciosa 

causada por Mycobacterium avium subespecies paratuberculosis (Map), que afecta a 

numerosas especies de rumiantes tanto domésticos como silvestres, así como a 

diferentes especies de monogástricos. Los animales que la padecen presentan una 

enteritis y linfadenitis granulomatosa de curso crónico que provoca, como signos 

clínicos más frecuentes, adelgazamiento progresivo, diarrea, y finalmente la muerte de 

los individuos afectados. Para su control la vacunación se ha señalado como un método 

útil en ovino y caprino, sin embargo en la especie bovina es una práctica prohibida en 

nuestro país por la posible interferencia que ésta supone para las campañas de lucha 

contra la tuberculosis bovina. 

 

El principal objetivo de esta tesis ha sido valorar la eficacia de una nueva vacuna 

(Silirum®) frente a la paratuberculosis bovina en un modelo en terneros infectados 

experimentalmente con Map, empleando para ello un método de valoración 

histopatológica de las lesiones y la detección del agente etiológico. Adicionalmente, se 

han estudiado aspectos de la patogenia de las fases iniciales de la infección por Map y la 

utilidad de diferentes pruebas de diagnóstico etiológico.  

 

Para ello se han empleado 18 terneros de 3 meses de edad. Ocho de ellos (grupo 

VI) fueron vacunados con 1 ml de la vacuna inactivada frente a paratuberculosis 

Silirum® y, dos meses después, infectados con 6,9x1010 bacilos ácido-alcohol 

resistentes (BAAR). En otros seis terneros (grupo NVI) se practicó únicamente la 

infección. De los cuatro restantes, dos fueron solamente vacunados (lote VNI) y el resto 

(grupo NVNI) no recibieron ninguno de estos tratamientos. El inóculo infectante se 

obtuvo a partir del raspado de mucosa de fragmentos de intestino de tres vacas con 

paratuberculosis clínica, y se comprobó que se correspondía con cepas del patrón 

bovino. La infección se llevó a cabo por vía oral en 6 tomas en 20 días, con un intervalo 

mínimo de 2 días entre ellas. Se tomaron muestras de suero, sangre completa y heces a 

periódicamente entre los días 0 y 330 post-vacunación (dpv) con el fin de valorar la 

respuesta inmune humoral mediante el test de ELISA indirecto frente a paratuberculosis 

y tuberculosis, y la respuesta inmune celular, tanto específica frente a paratuberculosis y 

tuberculosis, como inespecífica, mediante la prueba de liberación del IFN-γ, así como 
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hacer cultivos y PCR de heces. Además, a los 0, 45, 150 y 330 dpv se realizó la prueba 

de la intradermorreacción (IDR) comparada. Se llevó a cabo la valoración de las 

posibles reacciones provocadas por la vacunación mediante el seguimiento clínico y 

valoración de la temperatura corporal en las primeras 120 horas, así como la formación 

y evolución del nódulo vacunal coincidiendo con la toma de muestras de sangre y heces. 

Un primer grupo de cinco animales, tres del grupo VI y dos del NVI, fue sacrificado a 

los 180 dpv (120 dpi), y el resto a los 330 dpv (270 dpi). Se practicó la necropsia 

reglada y se tomaron muestras de diferentes localizaciones de intestino y tejido linfoide 

relacionado (placas de Peyer y nódulos linfáticos) que fueron procesadas de forma 

convencional para su examen histológico. Los animales fueron clasificados en 

diferentes tipos de lesión en función de sus características morfológicas, localización, 

extensión y la presencia de BAAR detectados por la técnica de ZN y por métodos 

inmunohistoquímicos. Además, se realizó una valoración cuantitativa de las lesiones 

mediante el recuento de granulomas en los distintos compartimentos intestinales y 

nódulos linfáticos regionales, así como un análisis de la extensión relativa que dichas 

lesiones ocupaban en los nódulos linfáticos. También se llevaron a cabo estudios 

bacteriológicos para el aislamiento de Map en muestras de heces y tejidos, así como la 

técnica de PCR para la detección de ADN de Map en heces, tejido fresco e incluido en 

parafina, y suero sanguíneo. Finalmente, se valoró la respuesta inmune local mediante el 

análisis de la secreción in vitro de IFN-γ a partir de linfocitos del íleon, placas de Peyer 

yeyunales y nódulos linfáticos ileal y preescapular. 

 

No se observaron reacciones que afectaran al estado de salud de los terneros tras 

la inoculación de la vacuna ni a lo largo del estudio. Los animales vacunados 

desarrollaron un nódulo vacunal  cuyo mayor tamaño se alcanzó entre los 150 y los 240 

dpv. Dichos nódulos eran firmes, sin adherencias y no se observó la formación de 

fístulas o supuración alguna. 

 

La valoración de la respuesta inmune periférica mediante el test de ELISA frente 

a paratuberculosis resultó significativamente mayor en los animales vacunados que la de 

los terneros no vacunados a partir de los 60 dpv, incrementándose las diferencias a los 

90 dpv, cuando en los animales inmunizados se alcanzaron valores considerados como 

positivos, alcanzando los mayores valores a los 240 dpv. Los animales que no fueron 

vacunados nunca alcanzaron positividad a esta técnica, siendo mayores los niveles de 
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anticuerpos séricos en el caso de los animales infectados a partir de los 210 dpv. En 

cuanto a los resultados obtenidos con el test ELISA frente a tuberculosis, los animales 

vacunados produjeron mayor cantidad de anticuerpos séricos que los no vacunados a 

partir de los 60 dpv, alcanzando las máximas diferencias a los 210 dpv. Los animales no 

vacunados no presentaron variaciones asociadas con la infección por Map. Mediante 

IDGA, solamente algunos animales vacunados ofrecieron respuestas positivas de forma 

esporádica entre los 60 y 180 dpv. La respuesta humoral periférica no se vio 

influenciada por la realización de la prueba de la IDR con ninguna de las dos pruebas. 

 

La valoración de la respuesta celular llevada a cabo mediante la prueba de la 

IDR proporcionó resultados positivos a la inoculación con la PPD aviar en los animales 

vacunados en todos los momentos en los que se llevó a cabo, siendo las reacciones 

mayores a los 45 dpv y disminuyendo progresivamente hasta el final del estudio. Los 

incrementos cutáneos con la PPD bovina también fueron superiores en los animales 

vacunados en todos los momentos en que se realizó esta prueba, y siempre con 

resultados inferiores a los obtenidos con la PPD aviar. Los terneros del grupo NVI 

mostraron resultados positivos en las dos inoculaciones realizadas tras la infección con 

incrementos superiores provocados por la PPD aviar que por la PPD bovina. En los 

animales NVNI no se obtuvo ningún incremento positivo. 

 

Mediante el test de liberación del IFN-γ tras el estímulo de los linfocitos 

sanguíneos con PPD aviar se observó un incremento significativo en la producción de 

esta citoquina por parte de los animales vacunados respecto al grupo NVNI a partir de 

los 45 dpv y hasta los 270 dpv, y de los NVI en todos los muestreos excepto a los 210 y 

300 dpv. Entre estos dos últimos grupos las diferencias comenzaron a aparecer a los 120 

dpv (60 dpi), con mayores niveles de IFNγ liberados en el grupo NVI, que se 

mantuvieron superiores hasta el final del estudio. Los valores de esta citoquina tras la 

estimulación de la sangre con PPD bovina presentaron una cinética similar a la 

observada con la PPD aviar, pero los niveles fueron superiores cuando se estimuló con 

PPD aviar en la mayoría de los casos, y cuando eran superados por los de la PPD 

bovina, las diferencias no fueron significativas. Tas la IDR se ha encontrado un 

incremento en la producción de IFN-γ tras la estimulación de las sangres con ambas 

tuberculinas en los animales vacunados. Según estos resultados, aunque podrían darse 
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interferencias de la vacunación con el diagnóstico de la tuberculosis, éstas podrían verse 

reducidas mediante el empleo de las pruebas de IDR y liberación de IFN-γ comparadas.  

 

También se valoró la producción basal de IFN-γ (IFN- γ0) como un marcador de 

la respuesta innata inespecífica. Se observó como en todos los grupos la producción de 

la citoquina tras la estimulación con PBS se incrementa ligeramente desde el inicio del 

estudio hasta llegar a los 105 dpv, y, en términos generales, desciende gradualmente 

para comenzar a elevarse ligeramente a partir de los 210 dpv hasta el final del estudio. 

Se encontraron picos de secreción de IFN-γ0 en el grupo de animales NVNI a los 15, 

105 y 270 dpv, muestreo este último en que los niveles de esta citoquina son elevados 

en todos los grupos. La infección no influyó en la producción de esta citoquina al no 

observarse diferencias entre los grupos VI y VNI, sin embargo hay una mayor 

producción del IFN-γ inespecífico por parte de los controles (NVNI) con respecto a los 

terneros vacunados a los 15 y 105 dpv, mientras que el resultado inverso se obtiene a los 

300 dpv. 

No se observaron signos clínicos a lo largo de toda la experiencia en ninguno de 

los animales. Sin embargo, se observaron lesiones macroscópicas asociadas a 

paratuberculosis en un ternero del grupo VI que fue sacrificado a los 330 dpv. Se 

observó que la vacunación produjo una reducción en el número animales con lesiones, 

de forma que se encontraron en cinco de los ocho terneros (62,5%) del grupo VI y en 

los seis terneros (100%)  del lote NVI. Además, también influyó sobre los tipos de 

lesión que mostraron los animales. En cuatro terneros de los cinco del grupo VI que 

presentaban lesiones (uno sacrificado a los 180 dpv y tres a los 330 dpv) y solamente en 

uno de los terneros NVI, sacrificado a los 180 dpv, éstas eran de tipo focal, 

caracterizadas por la presencia de granulomas bien definidos exclusivamente en el 

tejido linfoide intestinal o nódulos linfáticos. En cuatro animales del grupo NVI (uno 

sacrificado a los 180 dpv y el resto a los 330 dpv) las lesiones se clasificaron como de 

tipo multifocal b, donde además de granulomas en el tejido linfoide, también aparecían 

en la lámina propia asociada o no con el mismo, sin llegar a modificar sustancialmente 

la arquitectura intestinal. Finalmente, en los dos terneros restantes (uno de cada grupo 

infectado, sacrificados a los 330 dpv) la lesión fue de tipo difuso, con presencia de un 

infiltrado granulomatoso que afectaba a varios tramos del intestino, provocando el 

engrosamiento de la mucosa, y a los nódulos linfáticos. En el ternero del grupo NVI la 

lesión se clasificó como difusa linfocítica, por presentar un predominio de este tipo 
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celular en el infiltrado inflamatorio, donde podían verse pequeños granulomas con 

presencia escasa o nula de BAAR; en el ternero restante, del grupo VI, la lesión era de 

tipo difuso intermedio, con existencia tanto de macrófagos como de linfocitos 

infiltrando la pared intestinal, con abundantes BAAR. En cuanto a la morfología de los 

granulomas, no se han encontrado diferencias que sugirieran fenómenos regresivos 

asociadas a la vacunación. Además, la vacunación produjo una reducción en el número 

de granulomas, que fue significativamente mayor en el grupo NVI. Cuando se analizó 

su localización, se encontró que el número de granulomas se reducía en todas ellas en el 

grupo vacunado, pero especialmente en la lámina propia tanto asociada como no al 

tejido linfoide. En los nódulos linfáticos, la vacunación también produjo una 

disminución de la extensión de las lesiones en ambos sacrificios, siendo las diferencias 

con el grupo sin vacunar más marcadas en el segundo sacrificio. Cuando se analizó el 

recuento de granulomas según el momento de sacrificio, se observó que, a pesar de ser 

siempre menores en los terneros vacunados, aumentaron en número y extensión en los 

dos grupos entre los 180 y 330 dpv. Según estos resultados, se ha planteado la hipótesis 

de que el efecto de la vacunación resida en provocar un enlentecimiento o retraso en la 

evolución de las lesiones asociadas a la infección por Map, respecto a los animales no 

vacunados.  

 

La identificación de Map mediante cultivo o la detección de su ADN por PCR 

fueron negativas en heces tanto en los terneros infectados como vacunados, pero sí se 

observó una disminución significativa en el número de animales, muestras y colonias 

obtenidas en el grupo de terneros VI mediante cultivo de muestras de tejido. Sin 

embargo, mediante PCR tanto de tejido incluido en parafina pero sobre todo de tejido 

fresco, se identificó ADN en un mayor número de animales vacunados, sin que las 

diferencias fueran significativas. Estos resultados sugieren que la vacunación no 

previene la infección pero si reduce el número de formas viables de Map a pesar de que 

haya aún presente ADN en los tejidos. Respecto a la PCR en suero, fue menos sensible 

que las otras dos, aunque detectó en un momento u otro a todos los animales infectados, 

pero con un porcentaje ligeramente superior de muestreos positivos en los terneros no 

vacunados. 

 

En cuanto a la presencia de lesiones y su desarrollo, se ha encontrado que éstas 

se iniciarían principalmente en la placa de Peyer yeyunal, especialmente en la zona 
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media, y posteriormente se extenderían hacia otras zonas del intestino y nódulos 

linfáticos. En esta última localización, su mayor intensidad lesional está relacionada con 

la mayor gravedad de las lesiones intestinales. El conjunto de lesiones encontradas así 

como su progresión en el modelo experimental de Map en terneros ha supuesto la 

validación de la clasificación lesional de paratuberculosis propuesta anteriormente en 

bovinos infectados de forma natural. 

 

La producción de IFN-γ local, valorada a los 330 dpv, fue superior en los 

animales vacunados en los linfocitos extraídos de los nódulos linfáticos preescapular e 

ileal. Sin embargo, en los terneros infectados y no vacunados, los mayores niveles 

aparecían en íleon y placa de Peyer yeyunal. En relación con la presencia de lesiones, 

estos resultados sugerirían que la infección induciría una mayor producción de esta 

citoquina en el intestino, donde se asientan las primeras lesiones, mientras que la 

vacunación lo haría en los nódulos linfáticos, lo que podría estar relacionado con el 

menor número de lesiones encontrado en estos órganos en los terneros vacunados. 

 

Las pruebas diagnósticas utilizadas muestran, en general, una escasa 

concordancia entre ellas. En cuanto a la relación con los tipos lesionales encontrados, las 

formas focales, multifocales y difusas linfocíticas se han asociado con una respuesta inmune 

celular periférica más intensa. Tanto el cultivo como la PCR han identificado la mayor parte de 

secciones con lesión difusa, pero ha disminuido su eficacia en la detección de formas focales y 

multifocales. Además, se ha identificado ADN de Map en muestras sin lesión. La valoración 

histopatológica ha resultado ser  más sensible que el cultivo bacteriológico y que la 

PCR en tejido incluido en parafina o suero, para demostrar la infección por Map, 

mostrando niveles semejantes a la de la PCR a partir de tejidos frescos. 
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VII.2. SUMMARY 

Paratuberculosis or Johne´s disease, is a chronic infectious disease caused by 

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map), which affects a wide range 

of both domestic and wild ruminants, as well as several monogastric species. The 

affected animals show a chronic granulomatous enteritis and lymphadenitis, and the 

clinical signs are mostly characterized by progressive weight loss, diarrhoea, and finally 

death. Vaccination has been established as a good and effective control measure in the 

field in ovine and caprine. However, in our country, this strategy is not allowed in 

bovine, as it could interfere with the diagnosis of tuberculosis in the national 

tuberculosis eradication programs. 

 

The main objective of this thesis consists in evaluating the efficacy of a new 

vaccine (Silirum®) against paratuberculosis in a bovine experimental infection model 

with Map, by assessing the lesions and detecting the aetiologic agent. Besides, the 

pathogenesis of Map infection in the early stages, as well as the usefulness of different 

aetiological diagnostic tests, were studied. 

 

For this aim, eighteen three-month-old calves were used in this study. Eight of 

them (VI group) were subcutaneously injected with 1 ml of the heat-inactivated vaccine 

against paratuberculosis (Silirum®), and two months post-vaccination, were inoculated 

with oral doses of 6.9x1010 acid-fast bacteria (AFB).  Six other calves were only 

infected, but not vaccinated (NVI group). Among the four remaining animals, two of 

them were only vaccinated (VNI group), and the other two calves were kept as negative 

controls, non-vaccinated and non-infected (NVNI group). The challenge inoculum was 

obtained from intestinal mucosa scrapings of three clinically paratuberculosis affected 

cows, and was confirmed to be a bovine field strain of Map. The inoculum was 

administered in six oral doses at two days intervals.  

 

Samples of serum, whole blood and faeces were periodically collected between 0 

and 330 days post-vaccination (dpv), in order to assess the peripheral humoral response 

against tuberculosis and paratuberculosis by an indirect ELISA test, and to evaluate the 

cell-mediated specific and non-specific immune responses with the interferon-γ (IFN-γ) 

release test. Map faecal shedding was also assessed periodically by culture and PCR. 
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Furthermore, a comparative intradermal skin test (IDT) was also performed at 0, 45, 150 

and 330 dpv. Post-vaccination adverse reactions were also evaluated by a periodical 

clinical follow-up and body temperature assessment during the first 120 hours, as well 

as the evaluation of the development of vaccination nodules, at the same time of blood 

and faeces sampling. 

 

A first group of five animals (three VI and two NVI) were slaughtered at 180 

dpv (120 dpi), and the remaining calves at 330 dpv (270 dpi). Complete necropsies were 

performed, and samples of intestine and related lymphoid tissue (Peyer´s patches and 

lymph nodes) were systematically collected and routinely processed for histological 

examination. Animals were classified into different types of lesions according to their 

morphological changes, their distribution and extension, as well as the number of AFB 

detected by Ziehl-Neelsen (ZN) and immunohistochemical methods. Besides, lesion 

intensity was also assessed by counting the number of granulomas present in the 

different intestinal compartments and related lymph nodes, as well as evaluating the 

relative extension of those lesions through the aforementioned lymph nodes. 

Furthermore, bacteriological studies were conducted by culture in order to isolate Map 

from faeces and tissues, and PCR was also performed to detect Map DNA from faeces, 

fresh and paraffin-embedded tissues, and blood serum. Finally, the local immune 

response was also assessed measuring the in vitro IFN-γ secretion from the lymphocytes 

isolated from ileum, jejunal´s Peyer´s patches, ileal and prescapular lymph nodes. 

 

No adverse clinical reactions that could affect the animals´ overall health were 

observed in any case after the vaccination or throughout the experiment. A persistent 

vaccination nodule at the injection site appeared in all the vaccinated calves that reached 

the largest size between the 150 and 240 dpv. Those nodules were firm, with no 

adherence and did not show any ulceration.  

 

Regarding the peripheral humoral immune response assessed by ELISA, the 

anti-Map antibody level was significantly higher in the vaccinated calves than in the 

non vaccinated ones from 60 dpv, and the differences were especially significant at 90 

dpv. From then on, the immunized animals´ humoral response reached values 

considered as positive, and that became higher at 240 dpv. Unvaccinated calves never 

show positive results to this technique. Among the calves from the NVI group, antibody 
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levels increased from 210 dpv. Regarding the ELISA test for tuberculosis diagnosis, all 

the vaccinated animals showed higher levels of antibodies than the unvaccinated calves 

from 60 dpv, reaching the highest differences at 210 dpv. Unvaccinated animals did not 

show any variation related to Map infection. By using AGID method, only some calves 

showed positive responses sporadically, between 60 and 180 dpv. Peripheral humoral 

immune response was not affected by the IDT. 

 

All the vaccinated calves gave positive results to all the performed IDT tests 

after the inoculation of avian PPD. The highest reactions were observed at 45 dpv and 

they were decreasing until the end of the experiment. Vaccinated animals also showed 

positive reactions along the experiment, but the increases of the skin thickness were 

always lower than those seen after avian PPD injection. Calves from group NVI gave 

positive results to both PPDs in the two IDT tests performed after Map infection but 

they were always higher after avian PPD inoculation. Calves from NVNI group did not 

show any reaction. 

 

A significant increase in the IFN-γ production was seen in all the vaccinated 

calves after blood stimulation with avian PPD. Differences with the NVNI group were 

appreciated  from 45 to 270 dpv and with the NVI group in all the samplings except at 

210 and 300 dpv. In comparison with the controls, animals from NVI group also 

showed an increase from 120 dpv (60 days post-infection –dpi-) until the end of the 

experiment. IFN-γ production after blood stimulation with bovine PPD showed a 

similar kinetics but the levels were lower than those seen after avian PPD treatment. In 

those cases in which IFN-γ levels were higher in bovine PPD stimulated samples, 

differences were not statistically significant. After IDT performing, an increase in the 

IFN-γ production was observed in the blood stimulated with both PPDs in all the 

vaccinated animals. According to these results, although vaccination could cause 

interferences with tuberculosis diagnosis, those could be overcome by using 

comparative IDT and IFN-γ release tests.  

 

The basal, unspecific IFN-γ (IFN-γ0) was evaluated as a marker of the innate 

immune response. In all the groups, the production of this cytokine after PBS 

stimulation was moderately increasing from the beginning of the study up to 105 dpv. 

Then, it gradually decreased until 210 dpv, and from then on, it started to slightly 
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increase again until the end of the study. Significant increases of IFN-γ0 were seen in 

animals from NVNI group at 15, 105 and 270 dpv. In the latter sampling, IFN-γ0 levels 

were high in all the groups. Map infection did not show any influence on the IFN-γ0 

production, but an increase was seen in the control (NVNI) group in relation to 

vaccinated calves at 15 and 105 dpv whereas the opposite result was seen at 300 dpv. 

 

No evident paratuberculosis clinical signs were seen along the experiment in any 

of the animals. However, gross lesions related to paratuberculosis were detected in one 

calf from VI group culled at 330 dpv. Vaccination caused a significant reduction in the 

number of animals with lesions. These were detected in 5 out of the 8 calves (62.5%) 

from VI group and in the six (100%) calves from NVI group. Vaccination also showed 

an influence on the types of lesion observed in the animals. Four out of the five calves 

from VI group showed focal lesions, characterized by the presence of well-demarcated 

granulomas located exclusively in the intestinal lymphoid tissue or lymph nodes. In four 

animals of NVI group (one culled at 180 dpv and the remaining at 330 dpv), lesions 

were classified as multifocal b type. In those animals, besides the presence of 

granulomas in the lymphoid tissue, they were also detected in the lamina propria both 

related or not to the lymphoid tissue, without causing a substantial modification of the 

normal intestinal architecture. In the two remaining calves (one from each infected 

group, both culled at 330 dpv) lesions were classified as diffuse. They consisted of a 

severe granulomatous inflammatory infiltrate affecting several areas of the intestine that 

showed enlargement, and the lymph nodes. In the animal from NVI group, lesion was 

categorized as diffuse lymphocytic, characterized by the presence of large numbers of 

lymphocytes in the infiltrate, with some small granulomas scattered among them, with 

none of few AFB; the remaining calf, from VI group, showed a diffuse intermediate 

lesion, with a similar proportion of lymphocytes and macrophages in the infiltrate, and 

abundant AFB. No differences in the morphology of the granulomas associated with the 

vaccination, suggesting regressive changes, were detected. Vaccination also caused a 

significant decrease in the number of granulomas, which were more numerous in the 

NVI group. Regarding to their location, a significant decrease was observed in all the 

areas, but especially in the lamina propria both related or not to the Peyer’s patches. In 

the lymph nodes, a marked reduction in the number of granulomas was seen in the 

vaccinated animals, more evident in those killed at 330 dpv. When the effect of the time 

of culling was analysed, the number of granulomas increased in all the infected groups 
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between 180 and 330 dpv, but this increase was higher in the unvaccinated calves. 

According to these results the hypothesis that vaccination could induce a delay in the 

progression of the lesions caused by Map infection, was raised. 

 

All the faecal samples were negative for Map isolation or Map DNA 

identification by PCR. However, a significant decrease in the number of positive 

animals, samples, and in the amount of Map colonies identified by tissue culture in 

calves from VI group was observed. Nevertheless, Map DNA was identified in a higher 

number of vaccinated animals from paraffin embedded and especially from fresh tissue 

by PCR, although differences were not statistically significant. These results suggest 

that vaccination would not prevent Map infection but would cause a reduction in the 

number of viable Map organisms, although Map DNA would still be present in the 

tissues. Sensitivity of serum PCR was lower than the two other PCR methods. However, 

all the infected animals were detected as positive by this technique along the experiment 

in the different blood samplings performed, with a higher percentage in the 

unvaccinated animals. 

 

It has been found that the first lesions would take place in the jejunal Peyer’s 

patches, mainly in the medium region. From this location, lesions would spread to other 

areas of the intestine or lymph nodes. In the latter location, the intensity of the lesions 

was related to the severity of the intestinal changes. The types of lesion found, as well 

as their progression in the experimentally infected calves, has allowed the validation of 

the histopathological classification of paratuberculosis associated lesions already 

proposed in naturally infected bovines. 

 

Vaccinated animals showed a higher local production of IFN-γ, assessed at 330 

dpv, in the lymphocytes extracted from the preescapular and ileal lymph nodes. 

However, in the infected and unvaccinated lambs, the higher levels were seen in the 

ileum and jejunal Peyer’s patches. When considering the presence of lesions, these 

results could suggest that infection would induce a higher production of IFN-γ in the 

intestine, where the first lesions occur, while vaccination would stimulate its production 

in the lymph nodes. This fact could be related to the lower number of lesions 

encountered in this location in the vaccinated animals. 
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The paratuberculosis diagnostic tests used in this study showed a low agreement 

between them. Regarding the types of lesion found, focal, multifocal or diffuse 

lymphocytic forms were associated with a more intense cell peripheral immune 

response. Both the bacteriological culture and PCR have been able to identify Map or its 

DNA in most of the diffuse forms, but the efficacy of these techniques decreases in 

focal and multifocal lesions. Map DNA could also be identified in samples with no 

lesion. Histopathological examination showed higher sensitivity than bacteriological 

culture or paraffin-embedded tissue and serum PCR in Map detection in tissues. 

However, the sensitivity of histopathological methods and fresh tissue PCR was similar.  
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IX.1. ANEXOS 
Tabla IX.1. Resultados del test ELISA indirecto frente a paratuberculosis 
(continúa) 
Animales 0* 15* 30* 45* 60* 90* 105* 120* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 205 182 575 761 1044 1149 1123 1266 

3303 250 177 293 390 583 711 817 1085 

5931 165 170 229 363 852 965 896 946 

5953 420 484 761 536 691 1088 1018 1093 

7461 157 234 369 454 1009 1125 1189 1247 

7930 154 175 268 316 602 483 812 894 

9108 290 346 411 429 496 538 376 469 

9109 166 247 572 455 457 702 584 638 

Media 225,88 251,88 434,75 463,00 716,75 845,13 851,88 954,75 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 313 226 203 206 552 252 302 209 

3302 326 179 176 411 336 189 217 517 

5933 238 299 152 187 657 187 148 175 

5956 149 259 413 302 276 214 256 165 

7460 171 171 140 213 260 232 216 136 

9107 398 231 129 221 568 635 552 679 

Media 265,84 227,50 202,17 256,67 441,50 284,84 281,84 313,50 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 110 203 147 474 807 900 927 1063 

9106 400 354 196 791 769 911 926 1045 

Media 255 278,50 171,50 632,50 788,00 905,50 926,50 1054 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 233 286 603 536 593 441 428 445 

7931 383 240 320 241 347 220 323 349 

Media 308 263 461,50 388,50 470 330,50 375,50 397 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
resultado se obtuvo al dividir el valor medio de la densidad óptica de cada suero problema entre el valor 
medio de los controles positivos de cada placa de ELISA. *: días post-vacunación 

535 



IX. Anexos 
 
 
Tabla IX.1. Resultados del test ELISA indirecto frente a paratuberculosis 
(continuación) 
Animales 135* 150* 180* 210* 240* 270* 300* 330* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 1007 1069 1026 1150 849 1029 1061 1039 

3303 942 1010 913      

5931 1050 1148 1109 1070 1298 1090 1158 1049 

5953 1033 1190 1117      

7461 1176 1162 1244 1084 1325    

7930 958 1047 932 762 983 978 857 883 

9108 631 624 701      

9109 630 925 909 987 746 933 841 784 

Media 953,38 1021,88 993,88 1010,60 1040,20 1007,50 979,25 938,75 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 178 377 262 573 770 499 325 413 

3302 173 329 260 243 217 248 453 361 

5933 160 325 280      

5956 205 325 314 550 1343 491 378 355 

7460 191 374 335      

9107 757 760 752 577 271 580 531 664 

Media 277,34 415 367,17 485,75 650,25 454,50 421,75 448,25 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 1040 1111 1135 1090 1366 1144 1198 1126 

9106 1068 1120 1099 1242 1408 1074 1106 1220 

Media 1054 1115,50 1117 1166 1387 1109 1152 1173 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 493 541 544 300 203 214 312 335 

7931 341 550 492 509 330 325 276 324 

Media 417 545,50 518 404,50 266,50 269,50 294 329,50 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
resultado se obtuvo al dividir el valor medio de la densidad óptica de cada suero problema entre el valor 
medio de los controles positivos de cada placa de ELISA. *: días post-vacunación. 
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Tabla IX.2. Resultados del test ELISA indirecto frente a tuberculosis (continúa) 
Animales 0* 15* 30* 45* 60* 90* 105* 120* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 155 214 349 391 1000 801 749 745 

3303 185 160 455 422 639 608 487 472 

5931 159 158 195 256 588 513 438 480 

5953 160 223 242 279 758 788 647 763 

7461 146 166 387 225 602 653 577 575 

7930 152 176 186 263 482 519 370 495 

9108 176 146 329 194 213 273 184 222 

9109 171 186 169 190 202 287 218 122 

Media 163 178,63 289 277,50 560,50 555,25 458,75 484,25 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 184 190 551 452 581 555 366 426 

3302 167 153 163 170 156 206 156 453 

5933 160 169 143 181 142 202 229 172 

5956 190 169 272 255 178 252 195 238 

7460 156 136 146 255 143 328 261 309 

9107 192 221 134 200 195 273 263 338 

Media 174,84 173 234,84 252,17 232,50 302,67 245 322,67 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 149 174 174 178 173 305 656 760 

9106 192 233 338 489 465 503 496 768 

Media 170,50 203,50 256 333,50 319 404 576 764 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 189 160 202 233 200 260 266 266 

7931 242 194 203 255 206 269 193 224 

Media 215,50 177 202,50 244 203 264,50 229,50 245 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
resultado se obtuvo al dividir el valor medio de la densidad óptica de cada suero problema entre el valor 
medio de los controles positivos de cada placa de ELISA. *: días post-vacunación. 
 
 
 

537 



IX. Anexos 
 
 
Tabla IX.2. Resultados del test ELISA indirecto frente a tuberculosis 
(continuación) 
Animales 135* 150* 180* 210* 240* 270* 300* 330* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 620 555 762 1243 933 865 980 900 

3303 348 388 361      

5931 418 527 520 1008 618 560 734 785 

5953 699 825 828      

7461 555 531 625 683 243    

7930 398 339 339 486 335 371 622 606 

9108 303 280 264      

9109 327 313 282 588 269 495 534 544 

Media 458,50 469,75 497,63 801,60 479,60 572,75 717,50 708,75 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 243 272 243 295 226 270 333 356 

3302 218 186 201 164 219 203 267 319 

5933 200 170 162      

5956 197 210 176 211 181 177 244 237 

7460 247 189 163      

9107 317 269 281 281 234 278 298 350 

Media 237 216 204,34 237,75 215 232 285,50 315,50 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 598 625 641 1308 953 765 859 902 

9106 711 586 525 1231 1129 753 779 827 

Media 654,50 605,50 583 1269,50 1041 759 819 864,50 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 205 202 191 159 256 207 260 289 

7931 205 217 215 212 412 213 301 290 

Media 205 209,50 203 185,50 334 210 280,50 289,50 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
resultado se obtuvo al dividir el valor medio de la densidad óptica de cada suero problema entre el valor 
medio de los controles positivos de cada placa de ELISA. *: días post-vacunación. 
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Tabla IX.3. Resultados de la prueba de liberación de IFN-γ tras la estimulación de 
linfocitos sanguíneos con PPD aviar (continúa) 
Animales 0* 15* 30* 45* 60* 90* 105* 120* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 2,96 3,78 7,01 22,88 31 28,98 51,84 4,78 

3303 1,28 1,02 5,34 9,65 13,67 11,09 2,58 53,57 

5931 1,46 3,51 5,18 9,09 20,61 9,36 9,20 47,08 

5953 1,01 1,22 6,39 15,80 27,20 10,48 51,72 46,67 

7461 1,51 2,48 7,87 14,75 28,44 12,98 18,49 43,16 

7930 1,61 1,41 2,43 15,14 33,76 4,34 18,49 43,16 

9108 1,58 1,18 1,29 9,72 18,75 8,02 29,53 51,28 

9109 1,03 2,43 1,91 31,14 27,72 22,7 54,04 61,85 

Media 1,56 2,13 4,86 16,02 25,14 13,49 29,49 42,65 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 1,20 6,77 2,82 4,11 2,13 1,49 2,45 15,48 

3302 1,44 1,03 1,54 2,54 1,73 2,79 1,39 1,04 

5933 1,37 1,15 0,82 1,04 0,82 0,90 1,34 1,49 

5956 1,26 1,06 1,41 1,76 1,23 1,05 1,35 23,24 

7460 1,40 1,04 1 1,62 2,93 2,9 7,88 23,24 

9107 1,11 1,14 0,85 1,90 1,11 1,23 1,32 28,55 

Media 1,30 2,03 1,41 2,16 1,66 1,73 2,62 15,54 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 1,30 0,94 1,03 1,06 8,75 29 32,50 47,62 

9106 1,28 0,76 3,73 1,36 23,16 8,07 32,60 52,63 

Media 1,29 0,85 2,38 1,21 15,96 18,54 32,55 50,13 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 0,95 1,31 1,01 1,30 1,60 1,03 0,30 16,75 

7931 1,11 1,14 0,64 2,04 1,69 1,04 1,10 28,60 

Media 1,03 1,23 0,83 1,67 1,65 1,04 0,70 22,68 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
resultado se obtuvo al dividir el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD aviar entre la 
DO del mismo plasma incubado con PBS. *: días post-vacunación. 
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Tabla IX.3. Resultados de la prueba de liberación de IFN-γ tras la estimulación de 
linfocitos sanguíneos con PPD aviar (continuación) 
Animales 135* 150* 180* 210* 240* 270* 300* 330* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 37,26 49,18 36,14 41,50 33,15 2,10 2,09 20,10 

3303 33,15 5,42 42,50      

5931 11,73 22 27 18,8 26,01 1,05 8,63 3,65 

5953 14,45 43,16 18,07      

7461 48 50,42 52,63 23,90 40,32    

7930 10,18 38,17 18,48 3,32 6,38 1,43 6,62 8,29 

9108 42,85 30,12 43,63      

9109 36,58 49,58 41 15,43 14,03 7,72 3,12 23,62 

Media 29,28 36,01 34,93 20,59 23,98 3,08 5,12 13,92 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 5,75 5,77 5,08 3,55 3,71 2,58 24,98 4,09 

3302 2,51 12,08 6,89 48,38 18,36 2,81 13,19 7,05 

5933 3,27 36,21 25,92      

5956 1,67 4,92 4,50 50 27,90 3,81 7,70 32,08 

7460 51,50 25 42,25      

9107 3,29 3,84 3,68 5,69 1,96 1,015 6,10 11,96 

Media 11,33 14,64 14,72 26,91 12,98 2,55 12,99 13,80 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 36,67 21 42,70 6,80 19,26 10,54 5,13 12,18 

9106 87,20 50,90 48,78 13,69 12,23 1,22 3,51 7,21 

Media 61,94 35,95 45,74 10,25 15,75 5,88 4,32 9,70 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 1,53 0,94 1 1,01 1,20 1,05 0,96 2,68 

7931 0,71 1,20 1,12 3,35 7,78 0,68 27,06 2,22 

Media 1,12 1,07 1,06 2,18 4,49 0,87 14,01 2,45 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
resultado se obtuvo al dividir el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD aviar entre la 
DO del mismo plasma incubado con PBS. *: días post-vacunación. 
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Tabla IX.4. Resultados de la prueba de liberación de IFN-γ tras la estimulación de 
linfocitos sanguíneos con PPD bovino (continua) 
Animales 0* 15* 30* 45* 60* 90* 105* 120* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 1,12 7,88 5,56 18,48 35,60 28,98 51,84 4,78 

3303 1,15 5,10 2,74 10,00 12,77 8,90 2,58 53,57 

5931 2,96 3,57 4,60 4,82 8,43 7,50 3,77 48,38 

5953 1,03 1,91 2,12 15,33 26,77 9,29 51,72 49,13 

7461 1,98 5,39 6,14 15,20 28,46 9,72 14,98 43,16 

7930 2,09 6,71 2,56 14,60 18,73 5,27 15,45 32,78 

9108 0,95 1,80 1,31 7,88 13,90 8,28 14,75 51,28 

9109 1,00 2,35 1,48 21,98 26,36 15,25 41,72 61,85 

Media 1,54 4,34 3,31 13,54 21,38 11,65 24,60 42,12 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 1,18 6,00 3,32 2,76 7,19 1,36 2,23 24,68 

3302 1,30 1,46 1,34 3,53 2,54 4,09 1,93 1,30 

5933 1,18 1,46 1,25 1,15 1,09 1,66 1,53 1,51 

5956 1,65 1,19 2,01 1,18 2,34 1,13 1,87 48,00 

7460 1,52 1,22 1,11 1,86 4,89 3,22 8,05 52,75 

9107 1,13 1,45 1,03 5,43 2,60 1,35 2,36 46,88 

Media 1,33 2,13 1,68 2,65 3,44 2,14 3,00 29,19 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 1,30 0,95 1,31 1,37 10,35 19,91 29,68 47,62 

9106 1,13 0,73 1,85 1,33 31,12 8,07 32,60 52,63 

Media 1,22 0,84 1,58 1,35 20,74 13,99 31,14 50,13 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 1,13 1,38 1,41 0,75 3,39 1,28 0,60 16,75 

7931 1,16 2,11 1,07 1,16 3,19 1,70 1,74 47,76 

Media 1,15 1,75 1,24 0,96 3,29 1,49 1,17 32,26 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
resultado se obtuvo al dividir el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD bovina entre 
la DO del mismo plasma incubado con PBS. *: días post-vacunación. 
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Tabla IX.4. Resultados de la prueba de liberación de IFN-γ tras la estimulación de 
linfocitos sanguíneos con PPD bovino (continuación) 
Animales 135* 150* 180* 210* 240* 270* 300* 330* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 37,26 49,18 36,14 22,90 13,36 2,10 1,19 19,80 

3303 33,15 6,18 42,50      

5931 6,75 8,94 17,56 7,43 6,79 0,99 7,98 1,40 

5953 14,45 40,20 18,07      

7461 48,00 50,42 78,00 20,38 52,17    

7930 10,18 26,47 8,13 3,96 2,58 1,43 4,43 5,92 

9108 32,00 22,80 32,40      

9109 29,32 37,8 26,76 12,97 6,41 4,72 1,54 20,94 

Media 26,39 30,25 32,45 13,53 16,26 2,31 3,79 12,02 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 7,59 6,93 6,63 4,18 2,55 2,37 4,15 2,55 

3302 6,81 18,34 19,72 36,30 5,55 2,81 1,88 2,55 

5933 2,33 22,09 20,78      

5956 1,83 3,14 4,23 50,00 16,86 3,81 4,89 29,25 

7460 7,73 24,35 42,25      

9107 2,95 3,42 2,56 2,47 1,30 1,02 5,83 5,07 

Media 4,87 13,05 16,03 23,24 6,57 2,50 4,19 9,86 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 39,47 16,74 33,40 4,50 6,55 9,39 1,49 11,78 

9106 78,40 53,27 48,78 15,76 12,01 1,22 3,23 8,57 

Media 58,94 35,01 41,09 10,13 9,28 5,31 2,36 10,38 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 1,52 1,13 1,31 1,05 1,18 0,99 0,94 1,88 

7931 1,24 1,62 1,16 7,79 7,25 1,67 20,84 2,21 

Media 1,38 1,38 1,24 4,42 4,22 1,33 10,89 2,05 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
resultado se obtuvo al dividir el valor de la absorbancia de cada plasma estimulado con PPD bovina entre 
la DO del mismo plasma incubado con PBS. *: días post-vacunación. 
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Tabla IX.5. Resultados de la producción basal inespecífica del IFN-γ0  tras la 
estimulación de los linfocitos con PBS (continúa) 
Animales 0* 15* 30* 45* 60* 90* 105* 120* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 51,50 46,50 136,00 125,00 82,00 103,50 55,50 626,50 

3303 81,50 61,50 203,50 163,50 216,00 110,50 1162 56,00 

5931 53,00 70,00 130,00 134,50 145,50 277,00 82,00 62,00 

5953 65,50 63,50 200,00 163,00 107,50 243,50 58,00 53,50 

7461 64,50 88,00 134,00 157,00 99,50 109,00 131,50 69,50 

7930 64,00 99,00 251,50 183,50 84,50 5,69 62,00 91,50 

9108 56,00 111,00 155,00 101,00 86,50 128,50 56,00 58,50 

9109 68,00 133,00 131,50 82,00 103,50 65,50 55,50 48,50 

Media 63,00 84,06 167,69 138,69 115,63 200,81 207,81 133,25 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 66,50 53,00 90,50 150,50 77,50 106,50 66,00 59,50 

3302 66,00 56,00 157,00 95,50 81,50 222,50 60,00 63,00 

5933 102,00 53,00 145,50 151,00 542,50 414,00 63,00 63,00 

5956 57,50 56,50 166,00 125,00 96,50 57,00 59,00 51,50 

7460 62,00 62,50 133,50 196,50 81,50 68,00 89,00 54,00 

9107 68,00 63,50 237,50 81,50 91,50 79,50 74,50 46,00 

Media 70,33 57,42 155,00 133,33 161,83 157,92 68,58 56,17 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 52,00 53,50 129,50 120,50 94,00 62,00 83,00 63,00 

9106 62,00 81,50 97,50 169,50 82,00 371,50 92,00 57,00 

Media 57,00 67,50 113,50 145,00 88,00 216,75 87,50 60,00 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 61,00 1400,00 289,50 134,50 73,00 69,50 2320,50 179,00 

7931 59,00 54,50 146,50 112,00 89,00 61,00 53,00 50,00 

Media 60,00 727,25 218 123,25 81,00 65,25 1186,75 114,50 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
nivel del IFN-γ0 producido de obtuvo de la absorbancia de cada plasma incubado con PBS*: días post-
vacunación. 
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Tabla IX.5. Resultados de la producción basal inespecífica del IFN-γ0  tras la 
estimulación de los linfocitos con PBS (continuación) 
Animales 135* 150* 180* 210* 240* 270* 300* 330* 

Vacunados e infectados (VI) 

3301 80,50 61,00 83,00 67,00 90,50 1422,50 1127,00 133,50 

3303 90,50 461,00 71,00      

5931 125,00 71,50 65,50 58,50 58,50 1415,50 150,00 308,50 

5953 207,50 69,50 166,00      

7461 62,50 59,50 57,00 68,00 57,50    

7930 294,50 61,50 66,50 64,00 51,50 208,50 432,00 233,00 

9108 70,00 56,00 65,50      

9109 82,00 60,50 68,00 68,50 115,00 634,50 961,50 127,00 

Media 126,56 112,56 80,31 65,20 74,60 1389,38 667,63 200,50 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 65,50 65,50 61,50 58,00 52,00 464,50 145,00 86,00 

3302 56,50 50,50 63,50 62,00 55,00 1066,50 84,50 148,00 

5933 53,50 58,50 78,00      

5956 59,50 63,50 62,00 60,00 107,50 786,00 389,50 935,00 

7460 65,00 69,00 71,00      

9107 62,00 123,50 96,00 74,00 316,50 2954,00 268,00 192,00 

Media 60,33 71,75 72,00 63,50 132,75 1317,75 221,75 340,25 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 76,00 67,50 61,50 64,50 61,00 164,00 300,50 99,00 

9106 514,00 56,00 61,50 112,00 69,50 2443,00 854,50 180,50 

Media 295,00 61,75 61,50 88,25 65,25 1303,50 577,50 139,75 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 53,00 79,00 60,00 65,00 63,00 133,50 57,00 157,00 

7931 96,50 53,30 70,00 57,00 57,00 1794,00 108,50 89,50 

Media 74,75 66,15 65,00 61,00 60,00 963,75 82,75 123,25 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos. El 
nivel del IFN-γ0 producido de obtuvo de la absorbancia de cada plasma incubado con PBS*: días post-
vacunación. 
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Tabla IX.6. Secreción in vitro de IFN-γ por las secciones de tejidos (NLIl, ILD, 
PPY, NLP) y los linfocitos extraídas de las mismas estimulados con PPD aviar. 

 Tejidos Linfocitos 

Animales NLIl ILD PPY NLP NLIl ILD PPY NLP 

 Vacunados e infectados (VI) 

3301 3,50 2,10 1,60 1,20 0,90 1,00 2,60 7,90 

5931 s.d 2,14 2,30 1,10 s.d 2,00 1,86 1,40 

7930 1,30 2,00 1,50 0,90 1,30 1,00 2,30 50,00 

9109 4,80 1,20 3,40 1,26 69,60 0,96 4,26 735,20 

Media 3,20 1,86 2,20 1,12 23,94 1,24 2,78 198,63 

No vacunados e infectados (NVI) 

3300 1,60 1,60 1,30 28,60 3,60 1,80 1,60 5,12 

3302 2,50 2,10 2,10 0,90 6,50 3,20 3,40 1,00 

5956 1,30 2,20 2,10 1,30 2,75 2,20 4,73 122,00 

9107 1,40 2,70 1,50 1,40 10,30 1,55 1,58 1,70 

Media 1,70 2,15 1,75 8,05 5,79 2,19 2,83 32,46 

Vacunados, no infectados (VNI)  

5954 7,90 2,00 1,10 9,70 44,50 1,10 2,00 64,00 

9106 2,00 1,10 2,20 1,40 2,45 1,10 2,00 35,20 

Media 4,95 1,55 1,65 5,55 23,48 1,10 2,00 49,60 

No vacunados, no infectados (NVNI) 

5932 1,80 1,80 1,50 31,70 1,30 1,30 1,45 230,80 

7931 3,30 1,20 1,90 0,90 10,30 1,50 1,80 19,40 

Media 2,55 1,50 1,70 16,30 5,80 1,40 1,63 125,10 

Valores de cada animal y media de los diferentes grupos experimentales en los diferentes muestreos, 
obtenidos mediante el cociente de densidad óptica entre el pocillo estimulado con PPD aviar y el mismo 
estimulado con PBS, así como el valor promedio de cada grupo experimental en cada sacrificio. NLIl: 
Nódulo linfático ileal; ILD: íleon distal, PPY: placa de Peyer yeyunal, NLP: Nódulo linfático 
preescapular. 
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