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Resumen:

La paratuberculosis bovina (PTB), causada por Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis (MAP), es una infeccion crénica de distribucion mundial que ge-
nera importantes pérdidas econdémicas en el sector ganadero. Esta tesis abor-
da tres aspectos clave en el control de la enfermedad: el diagndstico precoz, la
regulacion de la respuesta inmunitaria y la resistencia genética del hospedador.
El uso de la técnica droplet digital PCR (ddPCR) demostré una elevada sensibilidad
para detectar ADN de MAP en sangre y heces, permitiendo identificar animales en
fases subclinicas. Los estudios transcriptémicos mediante RNA-Seq revelaron mi-
croARN y eventos de splicing alternativo asociados a los distintos tipos de lesiones,
asi como la inhibicién de rutas inmunitarias y proinflamatorias especificas. Ademas,
se identificaron polimorfismos de expresidén génica (cis-eQTL) relacionados con la
activacion del factor NF-kf y con la aparicion de lesiones multifocales y difusas. Final-
mente, los analisis genéticos evidenciaron variantes y genes candidatos implicados
en la fagocitosis y eliminacion de MAP por macréfagos, asi como en la produccion
de interferon gamma, lo que permite definir perfiles inmunogenéticos asociados a
resistencia frente a la infeccidn. En conjunto, los resultados abren nuevas vias para el
diagndstico tempranoy la selecciéon genética de animales resistentes, contribuyendo
a mejorar el control de la paratuberculosis bovina.
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Diagnostiko goiztiarra, behien paratuberkulosiarekiko erresistentzia geno-
mikoa eta ostalariak infekzio honen aurka duen erantzunaren erregulazioa

Laburpena:

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) delakoak eragindako behien
paratuberkulosia (PTB) munduko banaketako infekzio kronikoa da, eta galera eko-
nomiko handiak eragiten ditu abeltzaintza-sektorean. Tesi honek gaixotasunaren
kontrolean funtsezkoak diren hiru alderdi jorratzen ditu: diagnostiko goiztiarra,
erantzun immunitarioaren erregulazioa eta ostalariaren erresistentzia genetikoa.
PCR (ddPCR) droplet digital teknikaren erabilerak erakutsi zuen MAParen DNA odo-
lean eta gorozkietan detektatzeko sentikortasun handia zegoela, fase subklinikoetan
dauden animaliak identifikatzeko aukera emanez. RNA-Seq bidezko azterketa trans-
kriptomikoek mikroARNak eta lesio mota desberdinei lotutako splicing alternatiboko
gertaerak errebelatu zituzten, baita ibilbide immunitario eta proinflamatorio espezi-
fikoen inhibizioa ere. Horrez gain, adierazpen genikoko polimorfismoak (cis-eQTLs)
identifikatu ziren, NF--de faktorea aktibatzearekin eta foku anitzeko lesioak eta lesio
lausoak agertzearekin lotutakoak. Azkenik, analisi genetikoek agerian utzi zituzten
fagozitosian eta makrofagoek eragindako MAParen ezabaketan inplikatutako aldae-
ra eta gene hautagaiak, baita gamma interferoiaren ekoizpenean ere, eta horrek in-
fekzioaren aurkako erresistentziarekin lotutako profil immunogenetikoak definitzea
ahalbidetzen du. Oro har, emaitzek bide berriak irekitzen dituzte animalia erresisten-
teen diagnostiko goiztiarrerako eta hautespen genetikorako, behien paratuberkulo-
siaren kontrola hobetzen lagunduz.
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Early diagnosis, genomic resistance to bovine paratuberculosis, and regula-
tion of the host response against this infection

Abstract:

Bovine paratuberculosis (PTB), caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculo-
sis (MAP), is a chronic infection of worldwide distribution that causes major economic
losses in the livestock sector. This thesis addresses three key aspects of disease con-
trol: early diagnosis, regulation of the immune response, and host genetic resistance.
The droplet digital PCR (ddPCR) technique showed high sensitivity for detecting MAP
DNA in blood and feces, enabling the identification of subclinical animals. Transcrip-
tomic analyses using RNA-Seq revealed microRNAs and alternative splicing events
associated with different lesion types, along with the inhibition of specific immune
and pro-inflammatory pathways. Moreover, expression regulatory polymorphisms
(cis-eQTLs) were found to be linked to NF-kf3 pathway activation and to the presence
of multifocal and diffuse lesions. Genetic analyses identified variants and candida-
te genes involved in MAP phagocytosis and clearance by macrophages, as well as
in interferon-gamma production, defining immunogenetic profiles associated with
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Introduccién

La paratuberculosis (PTB) bovina es una enteri-
tis granulomatosa crénica causada por infeccién
por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) que afecta a rumiantes y tiene una distri-
bucién mundial. Las medidas de control de la PTB
comunes con otras enfermedades infecciosas del

ganado son el saneamiento mediante la eliminacién
de animales infectados y la aplicaciéon de medidas de
bioseguridad de las granjas, asi como la vacunacién
que sufre algunas restricciones administrativas por
su interferencia con el control oficial de la tubercu-
losis. La seleccién genética viene utilizandose des-
de hace décadas para mejorar la productividad del



ganado bovino. Sin embargo, su aplicacion al control
de enfermedades esta todavia poco desarrollada. Las
nuevas técnicas de secuenciacién y estudios de aso-
ciacion de la variabilidad genética con el desarrollo de
enfermedades han abierto la posibilidad de seleccio-
nar en favor de animales resistentes y la eliminacién
de los mas sensibles. Aunque la infeccion por MAP es
un elemento esencial para la presentacion de la enfer-
medad clinica, no todos los animales expuestos permi-
ten el establecimiento de la infeccion y su evolucién
hacia formas patoldgicas responsables de enfermedad
clinica. El citado desarrollo de las técnicas de genética
molecular también permite estudiar los mecanismos
reguladores de la respuesta a la infecciénque combi-
nados con la exposicién a MAP y el sustrato genético
individual determinan el curso de la enfermedad.

En esta tesis, presentada en la UPV/EHU, hemos
abordado estos tres aspectos de la paratuberculosis
bovina publicados en seis articulos cientificos que se
resumen a continuacion.

Diagnéstico precoz de la paratuberculosis

Las técnicas actuales para la deteccién del agente cau-
sal de la paratuberculosis, MAP, son la real-time quan-
titative polymerase chain reaction (qQPCR) y el aisla-
miento bacterioldgico, este ultimo considerado como
el gold standard. Aun asi, las dos técnicas muestran
severas limitaciones para la deteccién de animales en
estados subclinicos de la infeccion, los cuales suelen
tener baja carga de MAP en tejidos y heces. La detec-
cion de estadios subclinicos es por tanto un desafio,
por lo que nuevas estrategias de deteccion del patoge-
no y control de la enfermedad son necesarias.

En el primer estudio se hizo una evaluacién de una
técnica molecular de detecciéon de MAP recientemen-
te desarrollada y de gran potencial diagndstico por su
alta sensibilidad. La droplet digital polymerase chain
reaction (ddPCR) es una PCR de tercera generaciéon
que muestra alta reproducibilidad para la cuantifica-
cion de bajas cantidades de DNA de MAP. En el primer
estudio de la tesis doctoral, se aisl6 DNA de sangre y
heces de vacas frisonas con resultados negativos de
enzyme-linked immunoassay (ELISA) y real-time qPCR
(N =75) y de animales con lesiones asociadas a la PTB
de tipo focal (N = 32), multifocal (N = 21), y difuso (N
= 17). Las muestras de heces de animales con lesiones
difusas mostraron mayores niveles de DNA de MAP
(13791 copias/ul) que las muestras de animales con
lesiones multifocales (78,8 copias/pl), lesiones focales
(177,1 copias/ul) o controles (4,8 copias/ul). En san-
gre, las muestras con mayores niveles de MAP fueron
las de los animales con lesiones focales (47,7 copias/
ul), comparadas con los de las muestras de animales
con lesiones multifocales (18,1 copias/ul) o difusas
(12,4 copias/pl). Ademas, la ddPCR de muestras de
sangre fue el método mas sensible de todos los mé-
todos cuantitativos para la deteccién de animales con

lesiones focales (AUC = 0,78), tipicas en estadios sub-
clinicos.

Regulacion de la respuesta a la paratuberculosis

La técnica de secuenciacion de RNA (RNA-Seq) es un
método que permite estudiar todo el transcriptoma
de una muestra o grupo de muestras, por lo que puede
proveer de informacién sobre cdmo un animal esta res-
pondiendo a una infeccién y ser una fuente de biomar-
cadores de diagndstico. Los biomarcadores que pueden
ser identificados por RNA-Seq pueden incluir RNA men-
sajero, pero también RNAs no codificantes (ncRNAs),
los cuales incluyen a su vez los micro RNAs (miRNAs).
Los miRNAs regulan la expresion de genes mediante la
union a sus respectivos mRNAs. Los estudios 2 y 3 pre-
sentan sendos estudios sobre marcadores de miRNA y
splicing alternativo asociados al tipo de lesiones patolo-
gicas que caracterizan la enfermedad.

En el segundo estudio, se us6 RNA-Seq para compa-
rar la expresion de miRNAs en sangre y valvula ileoce-
cal de vacas sin lesiones (N = 4) versus (vs) vacas con
lesiones focales (N = 5) y difusas (N = 5). Se identifica-
ron un total de 8 miRNAs diferencialmente expresados
en muestras de sangre, en la comparacion difusas vs
controles, y 3 de ellos (bta-miR-19a, bta-miR-144, bta-
miR-32) también aparecian en la comparacion difusas
vs focales. En valvula ileocecal, se identificaron 4, 5y
18 miRNAs diferencialmente expresados en las com-
paraciones de casos de lesiones focales vs controles,
de casos de lesiones difusas vs controles y de casos de
lesiones difusas vs casos de lesiones focales, respecti-
vamente. Analisis funcionales de los genes diana de los
miRNAs identificados en valvula ileocecal mostraron
inhibicién de la respuesta inmune frente DNA foraneo
en vacas con lesiones focales e inhibicién de la ruta
pro-inflamatoria de la Mitogen-activated protein kinase
(MAPK) en lesiones difusas.

Otros biomarcadores que podrian mejorar el control
de MAP incluyen eventos de splicing alternativo (alter-
native splicing, AS). E1 AS del pre-mRNA consiste en la
eliminacién de intrones y reordenamiento de exones
presentes en los genes eucariotas. Los eventos de AS
son capaces de influenciar la estructura y estabilidad de
los transcritos, y puede tener consecuencias fisiologicas
importantes. En el tercer estudio incluido en la tesis, se
usaron datos de RNA-Seq para identificar eventos de
AS con diferentes frecuencias en muestras de sangre y
valvula ileocecal de vacas con lesiones focales, difusas
y controles. En sangre periférica de vacas con lesiones
focales, se identificaron eventos de AS asociados a en-
docitosis y reconocimiento de antigenos, por lo que el
AS podria estar contribuyendo a la tolerancia inmune
a antigenos de MAP, como se observa en las infecciones
de los virus de Epstein-Barr y del sarcoma de Kaposi.
En vacas con lesiones difusas, el AS de genes asociados
a desgranulacion de neutroéfilos, activacidon plaquetaria
y apoptosis podria estar facilitando la formacion del
granuloma y la apoptosis de las células de la mucosa, lo



cual podria alterar la estructura de la mucosa intestinal,
tal y como se ve en la infeccion por Entamoeba histolyti-
ca. A parte de su uso en el diagnostico de infeccidn sub-
clinica, conocer los miRNAs y eventos de AS implicados
en la respuesta inmune frente a MAP puede permitir el
desarrollo de nuevas medidas de control de la infeccidn.
En el cuarto estudio, se investigaron las asociaciones
entre genotipos imputados, datos de RNA-Seq y presen-
cia delesiones asociadas ala PTB mediante el método de
Summary-data based Mendelian randomization (SMR),
y se identificaron un total de dos cis-eQTLs asociadas
a la expresién del gen early growth response factor 4
(EGR4) y del gen bovine neuroblastoma breakpoint fa-
mily member 6-like protein isoform 2 (MGC134040) y a
la presencia de lesiones multifocales y lesiones difusas,
respectivamente. El gen EGR4 participa como inhibidor
de la proliferacion de células T mediante su interaccién
con el gen nuclear factor Kappa 8 (NF-xf3), mientras que
el gen MGC134040 es una diana de la ruta de la NF-kf3.

Resistencia genética a la paratuberculosis

La genética asociada a susceptibilidad a PTB se ha esta-
do investigando a fondo en los dltimos afios, pero solo
pocos estudios han identificado variantes asociadas a
resistencia contra la infeccién por MAP. Definir qué ras-
go o conjunto de rasgos observables podria definirse
como resistencia a la infeccién por MAP es el principal
reto para la identificacién de animales resistentes. Los
enfoques reduccionistas se basan en el estudio de un
subsistema bioldgico aislado, por lo que disminuyen la
complejidad y variabilidad que puede tener un fenoti-
po, y esta funcion estudiada puede usarse como crite-
rio para clasificar a la poblaciéon en mas susceptible o
resistente.

Los single nucleotide polymorphisms (SNPs) también
pueden regular la respuesta inmune, y por tanto tam-
bién la respuesta a la infeccion. Los SNPs con efecto en
un fenotipo incluyen los expression qualitative trait loci
(eQTLs), asociados a la expresidon de genes concretos.
En los estudios 5 y 6 de la tesis, se investigaron las aso-
ciaciones entre la genética del huésped y la capacidad
de los macrofagos de fagocitar y eliminar MAP y la pro-
duccioén de interferon gamma (IFN-y) en muestras de
sangre estimuladas con avian purified protein derivative
(aPPD). Se identificaron 6 SNPs, 5 genes candidatos y
un miRNA asociados a una baja carga de MAP dentro
de macréfagos a las dos horas post infeccién (p.i.) con
MAP. Los genes candidatos incluian Oxysterol Binding
Protein Like 6, Cysteine and Serine Rich Nuclear Protein
3, y Coiled-Coil Domain Containing 92, los cuales regulan
trafico de colesterol, apoptosis y produccion de inter-
ferén, respectivamente. La produccion de IFN-y se aso-
ci6 con 71 SNPs y 104 genes candidatos implicados en
respuesta inmune innata y necroptosis. Por tanto, como
la apoptosis suele estar inhibida en el contexto de la in-
feccion por MAP, la necroptosis podria resultar positiva
para la eliminacién de la bacteria y la limitacién de su

replicacion intracelular. Los resultados de los dos estu-
dios genéticos definen un perfil inmunogenético con-
creto con la capacidad de eliminar mas eficientemente
la bacteria y producir mayores niveles de interferén
tras la infeccién por MAP. Ademas, abren la posibilidad
a usar la carga de MAP en macrdfagos y la produccion
de IFN para clasificar a los animales segun su resisten-
cia frente a la infeccién por MAP, lo cual se traduciria en
la disminucién de pérdidas econémicas debidas a PTB,
reduciria la prevalencia de la enfermedad, y aumentaria
la vida productiva de los animales.
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