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Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis en heces
de bovinos del municipio de Sincelejo, Sucre, Colombia

Mpycobacterium avium subsp. paratuberculosis IN BOVINE FAECES FROM THE
MUNICIPALITY OF SINCELEJO, SUCRE, COLOMBIA
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la presencia de Mycobacterium avium subspecie
paratuberculosis (MAP) en heces de bovinos del municipio de Sincelejo, Sucre, Colom-
bia. Se realizé un estudio bacterioldgico directo por técnicas de microscopia y reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para pooles de heces con dos marcadores moleculares,
uno especifico para MAP (IS900) y otro basado en 16S del género Mycobacterium. La
presencia de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) se dio en el 21.1% de las muestras
de heces tefiidas con Ziehl Neelsen. Tres pooles resultaron positivos con IS900 y tres
con 168S. La secuenciacion indico la presencia de tres especies de bacterias: MAP,
Mycobacterium abscessus y Dietzia timorensis. Se identifica por primera vez la presen-
cia de MAP en el departamento de Sucre.

Palabras clave: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis; PCR; enfermedades
del ganado; Sincelejo; paratuberculosis

The objective of the study was to determine the presence of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP) in cattle facces from the municipality of Sincelejo, Sucre,
Colombia. A direct bacteriological study was performed by microscopy techniques and
polymerase chain reaction (PCR) for pools of faeces with two molecular markers, one
specific for MAP (IS900) and another based on 16S of the genus Mycobacterium. The
presence of acid-fast bacilli occurred in 21.1% of the faecal samples stained with Ziehl
Neelsen. Three pools were positive with IS900 and three with 16S. The sequencing
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indicated the presence of three species of bacteria: MAP, Mycobacterium abscessus and
Dietzia timorensis. The presence of MAP in the department of Sucre is identified for the

first time.

Keywords: Mycobacterium avium subsp paratuberculosis; PCR; cattle discases;

Sincelejo; paratuberculosis

INTRODUCCION

El agente causal de la paratuberculosis
o enfermedad de Johne’s es un Mycobac-
terium del complejo avium (MAC), conocido
como Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP). Es una bacteria
pequeia, acido alcohol resistente y no
tuberculosa (McNees et al., 2015). En el
bovino causa una enteritis cronica
granulomatosa que se caracteriza por largos
periodos de incubacion, pérdida de peso, dia-
rrea, caquexia progresiva y muerte (Gilardoni
etal.,2016). Anivel economico, MAP indu-
ce grandes pérdidas en el sector ganadero,
inducidos principalmente por la disminucion
de la produccion de leche, los efectos adver-
sos en el rendimiento reproductivo y el au-
mento de las tasas de sacrificio (Britton et
al.,2016).

Existe un amplio rango de técnicas usa-
das para detectar la infeccion por MAP en
bovinos, pero su funcionalidad puede variar
dependiendo de la etapa de la infeccion de la
enfermedad. Whitlock et al. (2000) descri-
ben tres estados de infeccion con MAP: (1)
los bovinos no excretan MAP en las heces y
no presentan signos clinicos, (2) los bovinos
excretan MAP en las heces, pero no exhiben
signos clinicos de la enfermedad, y (3) los
bovinos excretan MAP y presentan signos
clinicos de la enfermedad (Britton et al.,
2016). Es por esto que se debe tener presen-
te la clinica presentada por el bovino para
utilizar una prueba diagndstica que arroje re-
sultados acordes con la infeccion del animal.

Lareaccion en cadena de la polimerasa

(PCR, por su sigla en inglés) ofrece un méto-
do répido, rentable y de alto rendimiento para
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evaluar el estado del MAP en una serie de
muestras, incluyendo cultivos, heces, tejidos
y leche. Esta técnica puede adaptarse para
detectar diferentes dianas genéticas, tales
como la secuencia de insercion (IS) IS900 o
IS1311. LaIS900-PCR se utiliza comiinmente
para analizar muestras, debido a que es una
secuencia con aproximadamente 15 copias
dentro del genoma de MAP, lo cual la hace
altamente sensible, aunque también puede ser
encontrada en otras especies de
micobacterias, de alli que sea necesario em-
plear otro gen diana o blanco al momento de
hacer el diagnostico por PCR.

Conocido el impacto de la ganaderia en
la economia nacional y los problemas que
genera MAP al sector ganadero, se justifica
tener métodos de diagndstico que permitan
una deteccion temprana de hatos con vacas
infectadas a fin de desarrollar estrategias que
permitan controlar los brotes y pérdidas para
los ganaderos. Ademas, conociendo la rela-
cion aparente entre MAP y la enfermedad
de Crohn, y que la leche y sus derivados son
una via de transmision del microorganismo,
se requiere desarrollar estrategias de vigilan-
cia para un monitoreo de la leche que sale de
los predios ganaderos.

MATERIALES Y METODOS

Zona de Estudio

El estudio se realizo en el departamento
de Sucre, municipio de Sincelejo, en fincas
de los corregimientos de San Antonio, Saba-
nas de Potrero, Las Huertas, Buena Vista,
Buenavistica, San Jacinto, via a Chocho, via
a Las Palmas y La Garita. El municipio de
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Sincelejo tiene un area de 292 km?. Las acti-
vidades econdmicas de mayor importancia
son la ganaderia, especialmente de vacunos,
la agricultura y el comercio. Sincelejo es uno
de los municipios ganaderos mas importan-
tes en todo el departamento (IGAC, 1996).

Tamaio de Muestra

El tamafio de muestra se calcul6é con
base a una poblacion de 31 376 de vacunos
en el municipio de Sincelejo, con un error del
5%, un nivel de confianza del 95% y consi-
derando que 50% de la poblacion se encuen-
tra en riesgo de padecer la enfermedad. El
numero de muestra resultante fue de 268 in-
dividuos. Las fincas se agruparon por con-
glomerados y de cada grupo se hizo un
muestreo aleatorio simple.

Recoleccion de Muestras

Se muestrearon bovinos de todas las
edades, con previa firma de un consentimien-
to informado por los duefios o encargados de
los predios, donde se explicaban los fines,
beneficios, objetivos del estudio y potencia-
les riesgos segun lo establecido en la resolu-
cion 08430 de 1993 del Ministerio de Salud
de Colombia.

Se recolectaron muestras de heces di-
rectamente del recto de cada animal, intro-
duciendo el brazo protegido con un guante
desechable que lo cubria hasta por encima
del codo. A unos 20 cm de haber introducido
el brazo se cogia la muestra y al sacar el
brazo se invertia el guante para evitar con-
tacto de las heces con el medio exterior. Se
sellaba y mantenia a 4 °C en una caja de
poliestireno expandido con gel refrigerante
hasta su procesamiento.

Identificacion de Bacilos Acido Alcohol
Resistentes (BAAR)

Se realizaron frotis de heces, se colo-

rearon con el reactivo de Ziehl Neelsen y
fueron observados al microscopio a 100X
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para la identificacion de bacilos acido-alco-
hol resistentes (Bernardelli, 2000).

Extraccion de ADN y PCR

Las muestras de heces fueron agrupa-
das en pooles de cinco individuos segin la
finca donde fueron colectadas. A cada pool
se le hizo extraccion de ADN empleando el
método desarrollado por Garrido et al. (2000),
con algunas modificaciones. En breve, del
método indicado solo se utilizo la parte co-
rrespondiente a la precipitacion del ADN con
SDS al 5% y lavados consecutivos con PBS
1X. Seguido a esto, se procedio a extraer el
ADN con TRIzol® Reagent, siguiendo las
indicaciones del inserto del reactivo. Los ex-
tractos de ADN fueron cuantificados en un
NanoDrop 2000 y diluidos 1/10 para la reac-
cién de PCR (Cuadro 1). Los productos fue-
ron corridos en un gel de agarosa al 1.8%,
teflidos con Gel Start durante 40 minutos a
80 v. Luego fueron visualizados haciendo uso
de un fotodocumentador. Una muestra se
considero positiva al presentar el tamafio del
fragmento génico de interés y, ademas, por
ser similar al control positivo utilizado (ADN
de MAP aislado de un bovino en Antioquia).
Como control negativo se utilizo agua ultra
pura. Los productos PCR positivos fueron
enviados a secuenciar a Macrogen (Corea
del Sur).

Los resultados de la secuenciacion fue-
ron analizados con el programa MEGA 6
(Tamura et al., 2013) y la comparacion de
homologia de secuencias se realizo con la base
de datos GenBank.

Al momento de la toma de muestras se
tomaron datos sobre el sexo, edad, ocurren-
cia de cuadros diarreicos y estado fisico del
animal, tipo de explotacion ganadera, manejo
de las excretas, fuentes de agua para el con-
sumo animal, asi como la poblacion total y
destino de la produccion, con la finalidad de
evaluar la asociacion de estos factores con
la presencia de la enfermedad (Sénchez-
Villalobos et al., 2009).
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Cuadro 1. Cebadores y programas utilizados para las pruebas de PCR

Tamafio del Concentraciones y

Cebadores  Secuencias producto voltmenes finales Programas
1S900 IS900F 5°-CCG CTA ATT GAG 229 pb Mix 25 pl, 57a 94 °C,
(Sanderson et AGA TGC GAT TGG-3’ buffer 10X 2.5 pl, 35 ciclos

al., 1992; IS900R 5’-AAT CAA CTC CAG MgCl, a1l mM 1 pl, (45”294 °C,

Stabel et al, CAG CGC GGC CTC G-3’
2004)

16SrRNA  KY 75 5'GCC CGT ATC GCC
(Tevereet  CGC ACG CTC ACA-3'
al., 1996; KY 18 5'"CAC ATG CAA GTC

Hsiao et al, GAA CGG AAA GG-3'
2003)

dNTPs a 0.2 mM 2.5 ul, 30" a 60 °C,
cebador a 10 pmol (c/u) 45" a 72 °C)

0.25 ul, y10>a72°C
Taq 1U/ul 0.2 pl,
ADN 3 pl

565-590pb  Mix 25 pl, 57a95°C,
buffer 10X 2.5 pl, 35 ciclos

MgCl,a 1.5 mM 1.5 ul, (20”a 94 °C,
dNTPs a 0.2 mM 2.5 ul, 30" a 65 °C,

cebador a 10 pmol (c/u) 45" a 72 °C)

0.25 ul, y10>a72°C
Taq 1U/ul 0.2 pl,

ADN 3 pl

Cuadro 2. Distribucién porcentual de las 26
fincas seleccionadas para el muestreo de
Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis, segin el corregimiento,
Municipio de Sincelejo, Colombia

Corregimiento Porcentaje
Buenavista 19.2
Buenavistica 7.7
La Garita 3.8
Las Huertas 15.4
Sabana del Potrero 23.1
San Jacinto 7.7
Via a Chochd 19.2
Via Las Palmas 3.8
Total 100

Analisis Estadistico

Se hizo un analisis descriptivo de los
datos, seguido de una prueba exacta de Fisher
para determinar posibles asociaciones entre
las variables con los resultados del PCR. El
valor de significancia utilizado fue de p<0.05.
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El analisis fue corrido en el programa InfoStat,
version estudiantil.

RESULTADOS

Se visitaron 26 fincas correspondientes
a ocho corregimientos del municipio de
Sincelejo (Cuadro 2), tomandose muestras de
heces a 275 bovinos. Las muestras se agru-
paron en 57 pooles. La mayor proporcion de
animales estuvo en los rangos de>1y 3 (36%)
y >3 y 5 (40%) (Figura 1). Asi mismo, el
98.9% (272/275) fueron hembras, dado que
se trabajo con ganado lechero.

Del total de las muestras coloreadas con
latécnica de Zielh Neelsen, 58 de 275 (21.1%)
resultaron sospechosas al visualizarse la pre-
sencia de los bacilos de una tonalidad rosa en
las placas (Figura 2).

La mayor cantidad de individuos con
sospecha de excrecion de MAP en las heces
provenian de fincas de los corregimientos de
Buenavista (16/61), Sabanas del Potrero (13/
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Figura 1. Distribucion porcentual de los gru-
pos etarios de bovinos muestreados
en el Municipio de Sincelejo

52) y Las Huertas (10/33). Asi mismo, la
mayor cantidad de individuos sospechosos por
Ziehl Neelsen se encontraba en el rango de
edad >1 y 3 (8.4%).

Mediante el analisis por PCR utilizando
los cebadores del la secuencia de insercion
IS900 se detectdo ADN de MAP en tres pooles

- &

de heces que correspondian a tres fincas
(11.5%, 3/26), dos del corregimiento de
Buenavista y una de la Via a Chocho (Figura
3). Por otro lado, al utilizar los cebadores ba-
sados en el gen 16S de Mycobacterium se
detecto ADN en tres muestras (11.5%, 3/26)
distintas a las obtenidas con IS900 (Figura 4).

Las muestras detectadas con IS900 in-
dican que, en efecto, el ADN extraido co-
rrespondia a MAP, indicando la presencia de
la bacteria en el municipio de Sincelejo y por
extension en el departamento de Sucre; he-
cho que fue sustentado por los resultados de
la secuenciacion, donde las secuencias obte-
nidas fueron homologas a secuencias regis-
tradas en la base de datos GenBank con un
99% de identidad. Por otro lado, la
secuenciacion del segmento del gen 16S in-
dico la presencia de Mycobacterium
abscessus 'y Dietzia timorensis, dos espe-
cies de bacterias dentro del orden
Actinomycetales.

El analisis de asociacion de las varia-
bles registradas durante la toma de las mues-
tras con la deteccion de MAP en heces no
mostro relacion estadistica.

Figura 2. Bacilos acido alcohol-resistentes en frotis de heces de bovinos del municipio de Sincelejo.

100X
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Figura 3. Electroforesis en gel de Agarosa para deteccion de MAP. MPM: marcador de peso
molecular de 100pb; C+: control positivo; M: muestras

MPM C+KY c-

200ph

P2

Figura 4. Electroforesis en gel de Agarosa para deteccion del gen 16S de Mycobacterium.
MPM: marcador de peso molecular de 100pb; C+: control positivo; C-: control negati-

vo; P: muestras

DiScUSION

La paratuberculosis se conoce en Co-
lombia desde 1924, cuando fue diagnostica-
da por primera vez en la hacienda E1 Hato en
Usme, cerca de Bogota. Posteriormente, el
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)
reporto casos entre 1986 y 1993 en el depar-
tamento del Meta (Gongora y Villamil, 1999).
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En afios mas recientes, se han reportado ca-
sos en el Municipio de San Pedro de los Mi-
lagros, Antioquia, en una de las fincas leche-
ras del departamento (Zapata Restrepo et al.,
2008), mientras que en Narifio se encontrd
un seroprevalencia del 94% (Benavides et
al., 2015); sin embargo, atin no existe un
pragrama de trabajo solido que ayude a com-
prender el comportamiento de la paratuber-
culosis en los hatos ganaderos del pais.

Rev Inv Vet Peru 2018; 29(3): 987-995
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En este estudio se determin6 por pri-
mera vez la presencia de MAP en heces de
bovinos del departamento de Sucre, con un
acercamiento inicial mediante la tincion de
Ziehl Neelsen, donde el 21.1% de las mues-
tras sugerian la presencia de BAAR. Dichos
resultados son consistentes con los trabajos
de Méndez et al. (2013), quienes obtuvieron
8.2% (6/136) de muestras de heces con la
presencia de bacilos sugestivos de MAP, y
con el estudio de Weber et al. (2009) con
27.3% (538/1968) de muestras positivas por
Ziehl Neelsen.

Hasta este punto, se tenia indicios de la
presencia de MAP en fincas ganaderas del
municipio de Sincelejo, lo cual enciende las
alarmas debido al problema de salud publica
que es la paratuberculosis. Los resultados lle-
van a sospechar que a través de la leche tam-
bién se esté excretando la bacteria, al encon-
trarse que la mayoria de vacas sospechosas
se encuentran entre >1 y 3 afios de edad, que
es la edad promedio en que las vacas inician
su mayor produccion lechera (Bolivar et al.,
2009). Sin embargo, solo se puede hablar de
bovinos con sospecha de estar excretando
MAP, dado que la técnica de tincion de Ziehl
Neelsen solo produce un diagndstico
presuntivo debido a la existencia de otros gru-
pos de bacterias con caracteristicas acido
alcohol-resistentes como Nocardia,
Clostridium y Actinobacterias (Zimmer et
al., 1999; Negroni, 2009; Weber et al., 2009;
Méndez Olvera et al., 2013).

Con IS900-PCR se pudo identificar los
predios con presencia real de MAP en vacas
en estado subclinico. El 11.5% de frecuencia
de infeccion fue relativamente similar al
29.5% (7/27) encontrado por Correa (2016)
utilizando un juego de cebadores de la IS900.
Asimismo, Douarre et al. (2010) detectaron
ADN de MAP en el 36.2% (105/290) de
muestras colectadas en siete fincas de Irlan-
da con antecedentes clinicos de enfermedad
de Johne.
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Se reconoce que el uso directo de la
PCR en ADN extraido de material fecal fa-
cilita el diagnostico de la enfermedad de Johne
en comparacion con el cultivo (3 dias vs. 14-
22 semanas); ademas, es es una prueba rela-
tivamente economica barata que permite eva-
luar un numero representativo de animales
de un hato (Douarre et al., 2010). Por ello,
es de suponer que al detectar ADN de MAP
en un individuo, se debe considerar en estado
infeccioso y, por ende, todo el predio se debe
considerar en riesgo.

La mayoria de vacas en las fincas posi-
tivas a MAP estaban entre un rango de edad
de >3 y <7 afios, lo que concuerda con la
historia natural de la enfermedad, conside-
rando que el periodo de incubacién de la in-
feccion es de aproximadamente 5 afios
(Salgado et al.,2013; Benavides et al., 2015).
Sin embargo, no se hall6 asociacion sigificativa
con esta variable, dado posiblemente porque
en este periodo de la enfermedad hay poca
evidencia de la excresion de MAP (Windsor
y Whittington, 2010).

CONCLUSIONES

Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis (MAP) esta presente en
el municipio de Sincelejo y por extension en
el departamento de Sucre.
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