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Resumen:

En este trabajo se describen los avances mas significativos obtenidos en el mar-
co de la tesis doctoral titulada “Marcadores inmunoldgicos y genéticos asociados a
infecciones causadas por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en ganado
bovino” que fue realizada por Maria Canive en el departamento de Sanidad Animal
de NEIKER bajo la supervisiéon de la Dra. Marta Alonso-Hearn y defendida el 25
de marzo de 2022 en la Facultad de Medicina y Enfermeria de la Universidad del
Pais Vasco, programa Doctorado en Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia.
La Tesis Doctoral obtuvo la calificacion de Sobresaliente cum laude y ha sido re-
cientemente galardonada con un accésit del Premio Syva a la mejor Tesis Doctoral
defendida en Espafia, México y Portugal en el afio 2022. En la Tesis, se ha utilizado
una aproximacién multidisciplinar empleando metodologias microbiolégicas, in-
munoldgicas, genéticas, “6micas”, y bioinformaticas. Es este enfoque innovador y
original de las técnicas utilizadas lo que ha sido valorado muy positivamente por
el Tribunal de la empresa farmacéutica SYVA.
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosiak eragindako infekzioekin lotutako
markatzaile immunologiko eta genetiko berriak aplikatzea behien paratuberkulo-
siaren diagnostikoan eta kontrolean

Lan honetan, "Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis behi-aziendak eragindako in-
fekzioei lotutako markatzaile immunologikoak eta genetikoak" izeneko doktoretza-tesiaren
esparruan lortutako aurrerapen esanguratsuenak deskribatzen dira. Maria Canivek egin
zuen tesia NEIKEReko Animalien Osasun Sailean, Marta Alonso-Hearn doktorearen ikus-
karitzapean, eta 2022ko martxoaren 25ean defendatu zen Euskal Herriko Unibertsitateko
Medikuntza eta Erizaintza Fakultatean, Immunologia, Mikrobiologia eta Parasitologiako
Doktoretza Programan. Doktorego Tesiak Bikain cum laude kalifikazioa lortu zuen eta berri-
ki Espainian, Mexikon eta Portugalen defendatutako Doktorego Tesi Onenaren Syva Sariko
akzesit bat jaso du 2022an. Tesian, diziplina anitzeko hurbilketa bat erabili da metodologia
mikrobiologikoak, immunologikoak, genetikoak, "omikoak" eta bioinformatikoak erabiliz.
Erabilitako tekniken ikuspegi berritzaile eta original hori oso positibotzat jo du SYVA enpre-
sa farmazeutikoaren Auzitegiak.
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Applying new immunological and genetic markers associated with infections caused
by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis is essential for the diagnosis and
control of paratuberculosis

In this work, the most significant advances achieved within the framework of the docto-
ral thesis titled "Immunological and genetic markers associated with infections caused
by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in cattle" are described. The thesis was
conducted by Maria Canive in the Department of Animal Health at NEIKER under the su-
pervision of Dr. Marta Alonso-Hearn. It was defended on March 25, 2022, at the Faculty of
Medicine and Nursing of the University of the Basque Country, as part of the Ph.D. program
in Immunology, Microbiology, and Parasitology. The doctoral thesis received the qualifi-
cation of Outstanding cum laude and was recently honored with a mention of the Syva
Award for the best doctoral thesis defended in Spain, Mexico, and Portugal in 2022. The
thesis employed a multidisciplinary approach, utilizing microbiological, immunological,
genetic, "omics," and bioinformatics methodologies. The innovative and original nature of
the techniques used in this approach was highly appreciated by the Tribunal of the phar-
maceutical company SYVA.
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Uno de los principales problemas sanitarios del ga-
nado vacuno lechero que condiciona la fertilidad, la
produccién lechera y la longevidad de los animales
es la paratuberculosis (PTB). La PTB es una enteritis
granulomatosa crénica causada por Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) que supone un
importante problema econémico y social por las pér-
didas econ6émicas tan importantes que genera en las
explotaciones de vacuno de leche a nivel mundial. Se
ha calculado que mas del 50% de las explotaciones de
vacuno de leche en Europa estan infectadas. La inges-
tion de MAP a través de la comida, leche o agua conta-
minada con las heces de los animales infectados cons-
tituye la principal via de transmisiéon de MAP. La PTB es
un proceso de curso predominantemente subclinico,
estimandose que por cada animal que presenta clinica
en el rebafo, al menos otros 25 animales podrian estar

infectados y son en muchos casos dificilmente detec-
tables por las técnicas de diagnéstico tradicionales. La
infeccion por MAP afecta principalmente a los tltimos
tramos del intestino delgado, yeyuno e ileon, y a los
linfonodos mesentéricos asociados. Los signos clini-
cos en el ganado vacuno se caracterizan por un lento
y progresivo deterioro y adelgazamiento del animal,
con disminucién de la produccién lactea y diarrea, en
un principio intermitente pero que se hace constante y
severa en los estados mas avanzados de la enfermedad.
Estos signos se van agravando y conducen a un esta-
do de malnutricién, debilitamiento y, por ultimo, a la
muerte del animal.

Importancia econémica y social de la paratuber-
culosis

Por tratarse de una infeccidn intestinal crénica es fa-
cil comprender que tendra una repercusién en la ca-



pacidad productiva del animal, con pérdidas de produc-
cién de leche que se han estimado entre los 500 y 3.000
Kg por lactacién, y con una disminucién significativa de la
longevidad. También se ha documentado una mayor in-
cidencia de mamitis y de otras enfermedades y pérdidas
de fertilidad en las vacas infectadas. Por todo ello, la pa-
ratuberculosis es una enfermedad que preocupa tanto a
ganaderos como a los veterinarios. De singular importan-
cia es la asociacion de MAP con la enfermedad de Crohn
y otras enfermedades gastrointestinales y autoinmunes
en los humanos y la sospecha de que MAP pueda trans-
mitirse al ser humano fundamentalmente a través del
agua y leche contaminadas. La enfermedad de Crohn es
una afeccion inflamatoria intestinal, crénica, que presen-
ta caracteristicas clinicas y patoldgicas muy similares a
la paratuberculosis. MAP ha sido encontrada en muestras
de enfermos de Crohn, aunque no en todos, por lo que es
un tema objeto de controversia en la comunidad cientifi-
ca internacional’. El impacto sanitario y socio-econémico
de la paratuberculosis ha sido reconocido por la Organi-
zacién Internacional de Sanidad Animal que la incluye en
la lista del Codigo Sanitario para los Animales Terrestres
estableciendo la obligatoriedad de su notificacién.

Diagnéstico y control de la paratuberculosis bovina
No existe un tratamiento eficaz para esta enfermedad y la
vacunacién estd prohibida en la mayoria de paises debi-
do a su interferencia con el diagndstico de la tuberculosis
bovina. Por ello, en la actualidad el control de la paratu-
berculosis bovina se lleva a cabo mediante la instaura-
cién de medidas higiénico-sanitarias y de bioseguridad
en las explotaciones ganaderas, dirigidas a evitar que los
animales mas susceptibles, generalmente los menores de
un afo, entren en contacto con las heces de los animales
infectados y mediante la deteccién y eliminacién de ani-
males positivos a las técnicas de diagndstico. Las técnicas
laboratoriales mas comunmente utilizadas son el ELISA
para la deteccién de anticuerpos anti-MAP en el suero
de los animales infectados y la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para la deteccién de DNA de MAP en
heces. Uno de los problemas de los programas de control
de MAP basados en el saneamiento de los animales infec-
tados es que las técnicas de diagnéstico actuales no son
suficientemente sensibles para detectar animales que no
muestran signos de enfermedad y en los que la carga bac-
teriana y los niveles de anticuerpos producidos estan por
debajo de los niveles de sensibilidad de las técnicas de
diagnostico actuales. El método diagnostico ideal tendria
que ser rapido y sensible de tal forma que permitiese a
los ganaderos detectar de manera rapida a los animales
que estan excretando la micobacteria y asegurarse de que
los animales que compra estén libres de infeccién.

Nuevas estrategias para el diagndstico y control de
la paratuberculosis basadas en biomarcadores in-
munolégicos y genéticos

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han
dado lugar a cinco publicaciones?3*>¢ que proporcio-
nan informacién nueva y global acerca de los mecanis-

mos moleculares subyacentes a la susceptibilidad a la
infeccion por MAP y a la tolerancia a la PTB con apli-
caciones en el diagnoéstico y control de la enfermedad.
En cuanto a las metodologias empleadas, en esta Tesis
Doctoral se ha empleado secuenciacién masiva de RNA
(RNA-Seq) para la detecciéon de biomarcadores dirigi-
dos al diagnéstico temprano de la infeccién causada por
MAP en vacas de la raza Holstein? y se han identificado
marcadores genéticos asociados a la susceptibilidad y
tolerancia a la paratuberculosis (PTB) mediante estu-
dios de asociacién a genoma completo (genome-wide
asocation studies, GWAS* > ¢, Algunos de los biomarca-
dores identificados mediante la tecnologia de RNA-Seq,
como el transportador ABCA13 y la intelectina, han per-
mitido desarrollar nuevos métodos de diagndstico para
la deteccion de animales subclinicos dificilmente detec-
tables con las técnicas tradicionales de diagnéstico.

.Es posible seleccionar animales menos suscepti-
bles y mas tolerantes a la PTB bovina? ;Y a otras
enfermedades?

La genética especifica de cada animal es uno de los
factores mas importantes implicados en la suscepti-
bilidad/tolerancia/resistencia a la infeccién por MAP
por lo que una de las estrategias de control mas co-
munmente aceptada es la que se basa en la seleccién
de animales que por su genética son menos suscepti-
bles, mas resistentes y/o tolerantes a la PTB’. En este
sentido, en la presente Tesis Doctoral se han llevado
a cabo tres analisis de asociacién a genoma completo
utilizando datos de genotipado imputado a secuencia
completa de unas 1000 vacas frisonas y fenotipos pre-
mortem (ELISA para la deteccidn de anticuerpos frente
a MAP) y postmortem (PCR y cultivo de tejido para la
detecciéon de MAP, y andlisis histopatolégico de lesio-
nes intestinales). La combinacién de varios métodos
diagnosticos mejord las estimas de heredabilidad (h2)
respecto al uso de métodos individuales remarcando la
importancia de una correcta definicién del fenotipo. En
el primer estudio, la combinacién de ELISA-PCR-cultivo
(h2 =0,139) permiti6 identificar 159 polimorfismos de
nucleétido unico (single-nucleitide polymorphisms,
SNPs) asociados a la susceptibilidad a la infeccién por
MAP*. En el segundo estudio se identificaron un total
de 129 y 92 SNPs asocaciados con la presencia de le-
siones multifocales (h2 = 0,057) y difusas (h2 = 0,189),
respectivamente®. En el tercer estudio de asociacion
se buscaron variantes asociadas con la tolerancia a la
PTB®. Se considerd que un animal era tolerante si era
positivo a PCR y cultivo bacterioldgico de tejidos pero
no presentaba lesiones asociadas a la PTB en tejido
intestinal. La heredabilidad del fenotipo de tolerancia
fue alta (h2 = 0,55) identificAndose 40 SNPs y 98 ge-
nes candidatos asociados a este fenotipo que permitie-
ron definir un perfil inmunogenético especifico de los
animales tolerantes diseflado para reparar dafios en
el DNA, controlar la carga bacteriana, limitar el dafio
tisular y favorecer el establecimiento de una infeccién
persistente.



.Y a otras enfermedades?

Los mecanismos asociados con la tolerancia a la PTB,
parecen ser inespecificos, por lo que la seleccién gené-
tica de animales mas tolerantes a la PTB podria con-
ducir a mejoras simultaneas en otras enfermedades,
lo que repercutiria en una mayor productividad de las
explotaciones ganaderas al ser capaces de aumentar el
numero de lactaciones por animal y reducir el rempla-
zo de los animales en produccién.

Inclusién de la PTB como un caracter mas dentro
de los programas de seleccion de la raza frisona
Histéricamente la mejora genética en vacuno de leche
ha estado orientada a incrementar la produccién de le-
che, tanto en cantidad como en calidad. En la actuali-
dad, caracteres funcionales como la longevidad y el nu-
mero de dias abiertos se han incorporado en los indices
de seleccién como el indice genético combinado (ICO).
También se incluyen caracteres relacionados con la sa-
lud animal como el recuento de células somaticas para
evitar problemas de mamitis, otra de las enfermedades
que causa mayores pérdidas econémicas al ganadero, y
el indice de salud podal que nos indica la resistencia de
los animales a las cojeras por enfermedades en las pe-
zufias. En cuanto a la PTB, los polimorfismos identifica-
dos en esta tesis doctoral se han incluido en el Chip de
genotipado que habitualmente utiliza la Confederacion
Nacional de Frisonas Espafiolas (CONAFE) en sus pro-
gramas de mejora genética y se han generado modelos
predictivos que permiten clasificar a los animales de
cualquier poblacién de acuerdo a sus susceptibilidad y
tolerancia a la paratuberculosis.

Perspectivas

En colaboracién con CONAFE, los marcadores genéti-
cos identificados en esta Tesis Doctoral se integraran
en un futuro préximo en los programas de seleccién
genética de la raza frisona espafiola con el objetivo de
seleccionar animales menos susceptibles a la infeccién
por MAP y maés tolerantes a la PTB, y probablemente
también a otras enfermedades, los que redundara en
una mejora de la salud, longevidad y bienestar animal,
minimizaciéon del uso de agentes antimicrobianos y
aparicién de resistencias frente a los mismos, reduc-
cion de las pérdidas econémicas que soportan las ex-
plotaciones ganaderas ocasionadas por los desviejes
prematuros, descenso de la productividad, y las causa-
das por el elevado costo de las medidas de saneamiento
que son las Unicas de las que se dispone actualmente.
No se deberia escoger una vaca solo porque sea tole-
rante a la paratuberculosis, pero si ademas es 6ptima
para el resto de caracteres, ;por qué no escogerla? De
esta forma, la reposicién recaera en las novillas propias
de las explotaciones, sanas y productivas (considera-
das como “élite”) y de alta resiliencia a esta enferme-
dad. El fin tiltimo es potenciar la productividad de estas
explotaciones con un menor impacto en la emisién de
gases con efecto invernadero manteniendo las produc-
ciones con menos animales. La mejora genética basada

en la inclusién de marcadores genéticos de resistencia
a enfermedades es un proceso a medio-largo plazo que
depende de la presién selectiva que se le quiera dar al
caracter, pero sus resultados son acumulativos y per-
manentes a través de generaciones pudiendo conducir
ala erradicacion de enfermedades. La seleccion de ani-
males menos susceptibles y mas tolerantes a la paratu-
berculosis beneficiaria especialmente a aquellas areas
geograficas donde la enfermedad es muy prevalente y
donde la vacunacién no estd permitida por su interfe-
rencia con los métodos de diagnoéstico de la tuberculo-
sis bovina. Una posible futura certificacién a cerca del
estatus infeccioso respecto a esta enfermedad seria de-
seable desde todos los puntos de vista: de cara a ofre-
cer productos seguros al consumidor, obtener una po-
siciéon privilegiada para la venta de animales y a la vez
disponer de establos libres donde comprar animales.

El aumento de la fiabilidad de los nuevos marca-
dores genéticos asociados a la paratuberculosis que
se consigue con el empleo de las nuevas tecnologias
gendmicas y la mejora de la informacién aportada por
el genotipado de los animales a nivel de genoma com-
pleto haran que en un futuro préximo la incorporacién
de nuevos caracteres de salud como la resistencia ge-
nética a la paratuberculosis y a otras enfermedades al
indice de seleccién sea una realidad.
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