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Las enfermedades son responsables del 20% de las pérdidas de 
la producción animal y constituyen una de las barreras al comercio 
de animales vivos y alimentos de origen animal. En este contexto, 
cabe destacar la importancia estratégica de la sanidad animal, 
ya que garantiza la salud y el bienestar animal, la salud pública, la 
seguridad alimentaria, la producción sostenible de alimentos, la 
conservación del medio ambiente y la sostenibilidad y competitividad 
de la producción ganadera y la economía rural. (Rodríguez García 
y col., 2014). 
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Control de la paratuberculosis bovina: 

identificación y validación de biomarcadores 

de detección precoz de la enfermedad

Mycobacterium avium subsp. para-
tuberculosis (MAP) es la bacteria 

que causa la paratuberculosis 

(PTB) o enfermedad de Johne, y que 

afecta a rumiantes domésticos y silvestres. 

La PTB es una enteritis (inflamación del 

intestino delgado) crónica muy contagio-

sa. Esta enfermedad, endémica a nivel 

mundial, origina importantes pérdidas 

económicas en la industria láctea debido 

a que causa la reducción de la producción 

de leche, el adelgazamiento progresivo 

de los animales, el sacrificio prematuro 

de los casos clínicos, la venta selectiva 

prematura y el aumento de los costes 

veterinarios. Además, MAP tiene un claro 

potencial zoonótico (se puede transmitir 

a las personas), ya que esta micobacteria 

ha sido postulada como un posible factor 

desencadenante de varias enfermedades 

autoinmunes en humanos como la en-

fermedad de Crohn, la diabetes tipo I, la 

esclerosis múltiple y la artritis reumatoide 

(Feller et al., 2007; Mameli et al., 2016; 

Niegowska et al., 2016; Bo et al., 2018).

La PTB está presente en la mayoría de 

las explotaciones ganaderas, un estudio 

realizado en muestras de leche de tanque 

mediante un test que detecta anticuerpos 

específicos frente a MAP, estimó que el 

18% de las explotaciones lecheras en 

España estaban infectadas (Sevilla et al., 

2002). En Asturias, en 2019, el 32,6% de 

las explotaciones de ganado vacuno y el 

1,9% de las vacas analizadas, mediante un 

método de diagnóstico para la detección 

de anticuerpos específicos frente a MAP, 

estaban infectados (datos aportados por 

la Consejería de Medio Rural y Cohesión 

Territorial del Principado de Asturias).

La PTB presenta un periodo de incu-

bación muy largo, una vez infectados los 

animales pueden no manifestar signos 

clínicos durante un largo periodo de 

tiempo (dos a diez años), pero mientras 

tanto pueden estar eliminando MAP en 

las heces, calostro y leche y transmitien-

do la enfermedad a otros animales en la 

ganadería (Bastida y Juste, 2011). Varios 

estudios afirman que los terneros son 

más susceptibles a la infección volvién-

dose más resistentes con la edad (Larsen 

et al., 1962; Winsor & Wittington, 2010). 

La base de estas diferencias de suscep-

tibilidad dependientes de la edad no ha 

sido bien documentada, sin embargo, 

su correcta comprensión es fundamen-

tal para el desarrollo de programas de 

control efectivos (Mortier et al., 2013).

La PTB bovina se manifiesta bajo un 

amplio espectro de formas de infección 

que van desde formas latentes general-

mente asintomáticas y caracterizadas 

por la presencia de lesiones leves de tipo 

focal en el tejido intestinal, a formas más 

avanzadas de la enfermedad, en las que 

las lesiones son más severas (lesiones 

multifocales y difusas) (Vázquez et al., 
2014), y los animales presentan los signos 

clínicos típicos de la PTB. Estos signos 

consisten en trastornos diarreicos (inter-

mitentes al principio y progresivamente 

más severos) y pérdida progresiva de 

peso (figura 1).
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sencia de lesiones leves de tipo focal). 

Esto es debido a que los animales con 

infecciones latentes son asintomáticos, 

y tienen niveles bajos de bacterias y de 

anticuerpos difíciles de detectar (Bastida 

y Juste, 2011). Aunque existen también 

otros factores que han impedido el éxito 

de los programas de control de la PTB 

(Barkema et al., 2017), está claro que la 

detección de infecciones latentes sigue 

siendo un desafío y se necesitan nue-

vas herramientas de diagnóstico para 

poder controlar la propagación de la 

enfermedad.

PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO
Frente a las metodologías de diagnós-

tico clásicas (tabla 1) emergen nuevos 

métodos de diagnóstico basados en la 

detección y cuantifi cación de biomarca-

dores asociados a las distintas formas en 

las que se manifi esta una enfermedad. 

Un biomarcador o marcador biológico es 

una molécula del hospedador que puede 

medirse objetivamente y por la cual se 

puede identifi car un proceso fi siológico 

o patológico (ej. marcadores del cáncer), 

es decir, la presencia de ese biomarcador 

por encima de una cantidad determinada 

indicaría que el animal tiene PTB. Estos 

biomarcadores pueden utilizarse para el 

desarrollo de herramientas de diagnóstico 

específi cas (biomarcadores de diagnósti-

co), para monitorizar el curso y predecir 

el desenlace de la enfermedad (biomar-

cadores de pronóstico), para predecir la 

Como hemos mencionado la PTB es 

una infección subclínica (no se detectan 

síntomas) en la mayoría de los animales 

infectados, con un periodo de incubación 

muy largo, que hace que se detecten mu-

chos menos casos de los que en realidad 

están presentes en las ganaderías, enmas-

carando el impacto de la enfermedad 

sobre la productividad y el bienestar de 

los animales, y difi cultando enormemente 

su control. A pesar del posible efecto de 

la enfermedad sobre la salud pública y 

las enormes pérdidas económicas que 

ocasiona en las explotaciones no se han 

establecido estrategias de control de la 

PTB bovina exitosas. 

El control se ha visto obstaculizado 

por la falta de tratamientos y herramien-

tas de diagnóstico efi caces (Barkema et 
al., 2017). Además, la vacunación frente 

a la PTB bovina ha sido prohibida por 

parte de las autoridades sanitarias com-

petentes (Directiva 78/52/CEE) debido 

a su interferencia con los Programas de 

Erradicación de la Tuberculosis Bovina. 

Estas circunstancias hacen necesaria la 

búsqueda de nuevas estrategias de con-

trol de la PTB.

Actualmente, el control de la PTB a 

nivel de rebaño se basa fundamental-

mente en el saneamiento, así como en 

la utilización de técnicas de manejo y 

medidas higiénico-sanitarias adecuadas 

para prevenir nuevas infecciones y evitar 

la transmisión de MAP a animales sus-

ceptibles (Garry, 2011). El saneamiento 

consiste en la identifi cación de los ani-

males infectados, especialmente animales 

que no manifi estan signos clínicos pero 

que están infectados y eliminan MAP al 

medio ambiente (pastos y bebederos), 

y su retirada del grupo para suprimir las 

fuentes de infección, disminuir la conta-

minación ambiental y maximizar la vida 

productiva del resto de los animales. 

La efi cacia de estos programas de 

control está fuertemente condicionada 

por la baja sensibilidad de los métodos 

de diagnóstico utilizados para identifi car 

infecciones latentes (infecciones asin-

tomáticas y caracterizadas por la pre-

Figura 1. Vaca con PTB mostrando delgadez extrema. 

Tabla 1. Técnicas de diagnóstico utilizadas actualmente para detectar la PTB

Técnica Detección MAP Diana Muestra

Métodos de diagnóstico ante-mortem

Aislamiento Directa Bacteria MAP Heces

PCR a tiempo real Directa Genoma MAP Heces

ELISA IDEXX Indirecta Anticuerpos MAP Suero/leche

Interferón Indirecta Interferón Sangre

Métodos de diagnóstico post-mortem

Aislamiento Directa MAP Tejidos

PCR a tiempo real Indirecta Genoma MAP Tejidos

Histología (HE) Indirecta Lesiones microscópicas Tejidos

ZN Directa Bacterias ácido-resistentes Tejidos
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respuesta a tratamientos terapéuticos e 

intervenciones basadas en vacunas (bio-

marcador predictivo) y para el desarrollo 

de terapias (biomarcador terapéutico) 

(Seth et al., 2009; Carlomagno et al., 2017).

En estudios previos de nuestro equipo 

de investigación (proyecto RTA2014-

00009-C02-00) se identifi caron y selec-

cionaron cinco biomarcadores bovinos 

con niveles de expresión elevados en 

sangre de animales con lesiones focales 

y difusas en comparación con anima-

les control no infectados sin lesiones 

(Alonso-Hearn et al., 2019). El potencial 

diagnóstico de esos cinco biomarcadores 

para detectar ganado vacuno de la raza 

frisona infectado de forma natural fue 

evaluado utilizando muestras de suero 

(n=155) procedentes de nuestras ga-

naderías colaboradoras. Las muestras 

se recogieron a partir de 94 animales 

Figura 2. Lesiones macroscópicas en una vaca frisona con lesiones difusas. La pared intestinal aparece muy engrosada, lo que le otorga al intestino un 
aspecto externo de tubo de goma (A). La mucosa y la submucosa intestinal presentan gruesos pliegues que asemejan las circunvoluciones cerebrales 
con una ligera congestión en los ápices de los mismos (B).

Tabla 2. Valoración del estado infeccioso (PTB) de las 155 vacas de raza frisona incluidas en el estudio

Método diagnóstico Focal
 (n=55)

Multifocal
(n=18)

Difuso
(n=15)

Sin Lesiones
(n=6)

Ganadería libre de 
PTB (n=61)

ZN 49,1% 94,4% 100% 0,0% ND

IDEXX ELISA 5,5% 27,8% 73,3% 0,0% 0,0%

PCR FECAL 9,1% 33,3% 73,3% 0,0% 0,0%

AISLAMIENTO FECAL 5,5% 16,7% 26,7% 0,0% 0,0%

PCR TEJIDO 28,3% 44,4% 73,3% 0,0% ND

AISLAMIENTOTEJIDO 28,3% 44,4% 66,7% 0,0% ND

SIGNOS CLÍNICOS 0.0% 21,4% 64,3% 0,0% 0,0%

ND, no determinado (animales vivos, no hay disponibilidad de tejidos para realizar esas pruebas diagnósticas); el cálculo del porcentaje de animales que 
muestran signos clínicos se basa únicamente en aquellos animales en los que se conocía su estado clínico (focal n=28, multifocal n=14, difuso n=14, sin 
lesiones n=4 y ganadería libre de PTB n=61).

A B

El aislamiento se refi ere al cultivo del agente causal de la enfermedad (la micobacteria MAP); la PCR a tiempo real, detecta dos dianas en el genoma 
de MAP, una de ellas específi ca de esta bacteria; Histología (HE): tinción hematoxilina-eosina del tejido intestinal e identifi cación de las lesiones 
microscópicas típicas de la PTB; ZN, tinción de Ziehl-Neelsen para la visualización de los bacilos ácido-alcohol resistentes de MAP.
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sacrifi cados procedentes de ganaderías 

con alta prevalencia de PTB y 61 animales 

obtenidos en una ganadería libre de PTB.

Para empezar teníamos que valorar 

cual era el estado infeccioso de cada 

animal utilizado en el estudio y para ello 

se hicieron cultivos bacteriológicos de he-

ces y tejido intestinal, se valoró el estado 

inmunológico de esas vacas mediante el 

ELISA de IDEXX (una técnica utilizada 

para detectar la presencia de anticuerpos 

específi cos frente a MAP), se hicieron 

análisis moleculares mediante PCR de 

heces y tejidos para detectar el ADN 

de la bacteria, y por último, se realizaron 

análisis histopatológicos (tabla 2). 

El examen patológico de las secciones 

del tejido intestinal permitió la observa-

ción de lesiones macroscópicas (fi gura 2) 

y la clasifi cación de los animales en cuatro 

grupos según el tipo y la extensión de las 

lesiones microscópicas observadas, así y 

en orden creciente de gravedad serían 

los siguientes (González et al., 2005; re-

visado en Balseiro et al., 2019): sin lesio-

nes histológicas detectables, grupo focal, 

multifocal, y difuso, (fi gura 3). 

La mayoría de las vacas presentaban 

lesiones focales (58,51%) que podríamos 

encontrar en animales con infecciones la-

tentes o con formas de resistencia que no 

progresan hacia formas más severas de 

la infección. En este grupo, ningún animal 

presentó signos clínicos asociados con la 

enfermedad. En el grupo de animales con 

lesiones multifocales (19,14%), el 100% de 

los animales fueron positivos al menos 

por una de las técnicas de diagnóstico 

empleadas y el 21,43% de los animales 

presentaron signos clínicos. 

Por último, en el grupo con lesiones 

difusas (15,95%) la bacteria se detectó 

en el 100% de los animales por tinción 

ZN. En este grupo, se observó la mayor 

proporción de animales con signos clí-

nicos asociados a la PTB (64,28%). Sólo 

seis animales (6,38%) de los 94 analizados 

mediante histopatología no mostraron 

lesiones detectables. Dada la difi cultad 

que tuvimos para encontrar animales sin 

lesiones para realizar nuestro estudio se 

estableció un grupo control no-infectado 

formado por estos seis animales sin le-

siones y los 61 animales de la ganadería 

libre de PTB.

POTENCIAL DE LOS 
BIOMARCADORES 
SELECCIONADOS PARA EL 
DIAGNÓSTICO DE LA PTB

Una vez valorado el estado infeccioso 

de los animales se investigó la concentra-

ción de los cinco biomarcadores bovinos 
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(MMP8, ABCA13, FAM84A, SPARC y 

DES) en las muestras de suero de los 155 

animales mediante técnicas ELISA dise-

ñadas específicamente para la detección 

y cuantificación de esos biomarcadores. 

Los resultados obtenidos (tabla 3) indi-

caban que para detectar animales con le-

siones focales el método más eficiente era 

el basado en la detección del biomarcador 

ABCA13, mientras para la detección de 

animales con lesiones multifocales el más 

eficiente era el basado en la detección del 

biomarcador SPARC, y para la detección 

de animales con lesiones difusas el MMP8. 

Para la detección global de animales con 

cualquier tipo de lesión el ELISA basado 

en la detección del biomarcador ABCA13 

superó el valor diagnóstico de todos los 

biomarcadores e incluso el del ELISA co-

mercial de IDEXX. El ELISA ABCA13 es 

más sensible (detecta el 70,60% de los 

animales con lesiones) y más específico 

(detecta como negativos el 100% de los 

animales control sin lesiones) que el ELISA 

comercial de IDEXX (sensibilidad 28,40% 

y especificidad 100%).

El valor diagnóstico del biomarcador 

ABCA13 se mantuvo para todas las ca-

tegorías histopatológicas de animales 

infectados, mejorando ampliamente las 

prestaciones de cualquier prueba de diag-

nóstico actualmente disponible. Por ello, 

su uso en los programas de control de 

la PTB permitiría una detección rápida y 

sensible de infecciones latentes y paten-

tes, impidiendo la transmisión de MAP a 

otros animales de la explotación. 

CONCLUSIÓN
Los ELISAs actuales, basados en la de-

tección de anticuerpos específicos frente 

a MAP, son eficaces en la identificación 

de animales con infecciones patentes, sin 

LESIONES MULTIFOCALES
VÁLVULA ILEOCECAL

SIN LESIONES
VÁLVULA ILEOCECAL

LESIONES FOCALES
LINFONODO YEYUNAL

HE, 100X, barra: 100μm

HE, 100X, barra: 100μm

HE, 100X, barra: 100μm

HE, 40X, barra: 200μm

LESIONES DIFUSAS
VÁLVULA ILEOCECAL

Figura 3. Clasificación histopatológica de los animales. Los animales incluidos en este estudio se 
clasificaron, de acuerdo con la presencia-ausencia, localización y extensión de las lesiones presentes 
en los tejidos intestinales en grupo focal, multifocal, difuso y sin lesiones. Las fechas indican la 
localización de granulomas de PTB.  Los granulomas son áreas de inflamación formadas por el acúmulo 
de células inmunes como macrófagos y ocasionalmente células gigantes. Se forma cuando el sistema 
inmune intenta aislar sustancias/bacterias extrañas que ha sido incapaz de eliminar. 

Tabla3

ELISA SE (%) ES (%) VD (%)

LESION FOCAL (N=55) VS. CONTROL (N=67)

BIO. ABCA13 79,2 88,1 83,7

ELISA IDEXX 14,5 100 57,3

LESION MULTIFOCAL (N=18) VS. CONTROL (N=67)

BIO. SPARC 66,7 95,5 79,6

ELISA IDEXX 27,8 100 63,9

LESION DIFUSA (N=15) VS. CONTROL (N=67)

BIO. MMP8 100 71,6 85,8

ELISA IDEXX 86,7 97 91,8

CUALQUIER LESION (N=88) VS. CONTROL (N=67)

BIO. ABCA13 69,4 86,6 78

ELISA IDEXX 28,4 100 64,2

SE, sensibilidad; ES, especificidad; VD, valor diagnóstico (media aritmética de la sensibilidad y la 
especificidad); N, indica el número de animales por grupo. BIO, biomarcador..

Tabla 3. Valor diagnóstico de los ELISAs 
basados en la detección de los biomarcadores 
seleccionados para el diagnóstico de 
ganado con diferentes tipos de lesiones 
histopatológicas en tejido intestinal. 
Comparación con los resultados obtenidos con 
el ELISA de IDEXX para la detección específica 
de anticuerpos anti-MAP.
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embargo, las infecciones latentes pasan en 

su mayoría desapercibidas obstaculizando 

el control de la PTB y su erradicación. 

La alternativa que hemos presentado en 

este artículo, los ELISAs basados en la 

detección de biomarcadores bovinos, y 

más concretamente el basado en la detec-

ción del biomarcador ABCA13, parecen 

tener el potencial de convertirse en una 

nueva herramienta de diagnóstico que 

mejore enormemente la sensibilidad en la 

detección de animales con formas latentes 

de infección. 

No obstante, la limitada casuística a la 

que se ha aplicado hasta la fecha requiere 

que se realice una validación a gran escala 

de este ELISA para confirmar su utilidad 

en la práctica. Una vez realizada, estos 

ELISAs podrían utilizarse: 1) en campa-

ñas de erradicación para identificar vacas 

eliminadoras antes de que empiecen a 

contaminar el medio y transmitir el pa-

tógeno, 2) para prevenir la compra de 

ganado infectado y evitar la difusión de 

MAP entre ganaderías y 3) para reducir la 

transmisión potencial de esta micobacteria 

a otras especies domésticas y animales 

silvestres susceptibles a la infección. 
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