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RESUMEN

Objetivo. Determinar la presencia de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) mediante
métodos seroldgicos, microbioldgicos y moleculares, para genotipar los aislamientos de MAP y explorar
factores asociados a la seropositividad a MAP en un hato de bufalos del departamento de Antioquia
(Colombia). Materiales y métodos. Se realizd un estudio transversal para analizar muestras fecales
y de suero de 21 bufalas adultas asintomaticas mediante cultivo y ELISA. Los cultivos con aislamientos
sospechosos se confirmaron mediante PCR de MAP-IS900 (1S900-PCR). El ADN positivo se volvié a
analizar mediante PCR cuantitativo de MAP-IS900 (IS900-gPCR), y luego, se subtipificé utilizando
las técnicas basadas en la deteccién de unidades repetitivas intercaladas de micobacterias-nimero
variable de repeticiones en tandem (MIRU-VNTR) y repeticion de secuencia corta de multiples locus
(MLSSR). Resultados. Al muestreo, la edad promedio de los animales era de 4.7 afios, el 90.5%
(19/21) eran hembras y el 84.2% (16/19) estaban prefadas. El puntaje promedio de condicion corporal
fue 4.2 (en una escala de 1 a 5). La produccién de leche promedio fue de 3.5 L/dia/animal. No se
detectaron animales seropositivos a MAP. Una hembra de los 21 bufalos fue positiva mediante cultivo
fecal en la semana 6 de incubacidn y luego se confirmd mediante IS900-PCR. El analisis de subtipado
revelé que el aislado de MAP correspondia al genotipo INMV 3 por MIRU-VNTR. Conclusiones.
Segun el conocimiento de los autores, este es el primer diagndstico y aislamiento de MAP en bufalos
en Colombia y la primera vez que se encuentra un perfil INMV 3 de MAP en esta especie en el pais.

Palabras clave: Bufalos; Colombia; cultivo; PCR; paratuberculosis (Fuente: MeSH).

ABSTRACT

Objective. To determine the presence of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) using
serological, microbiological, and molecular methods, to genotype MAP isolates, and to explore factors
associated to MAP-seropositive status in a buffalo herd of the province of Antioquia (Colombia).
Materials and methods. The study was carried out to test fecal and serum samples from 21
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asymptomatic adult buffaloes using culture and ELISA tests. Suspicious culture isolates were confirmed
by MAP-IS900-PCR (IS900-PCR). The positive DNA was retested using MAP-IS900-quantative PCR
(IS900-gPCR), and then, sub-typed using techniques based on the detection of mycobacterial
interspersed repetitive units-variable number of tandem repeats (MIRU-VNTR) and multilocus short
sequence repeat (MLSSR). Results. At sampling, the average age of animals was 4.7 years, 90.5%
(19/21) were females and 84.2% (16/19) were pregnant. The average body condition score was
4.2 (in a 1-to-5 scale). The average milk yield was 3.5 L/day/animal. No MAP-seropositive animals
were detected. One dairy buffalo cow out of the 21 buffaloes was positive by fecal culture at week 6
of incubation and then confirmed by IS900-PCR. Sub-typing analysis revealed that the MAP isolate
corresponded to the INMV 3 genotype by MIRU-VNTR. Conclusions. To the best of the author’s
knowledge, this is the first report of MAP diagnosis and isolation in Colombian buffaloes and the first

time an INMV 3 MAP-profile is found in this species the country.

Keywords: Buffaloes; Colombia; culture; PCR; paratuberculosis (Fuente: MeSH).

INTRODUCCION

La paratuberculosis (PTB) o enfermedad de
Johne (EJ) es una enterocolitis granulomatosa
que afecta tanto a rumiantes domésticos como
salvajes. El agente etioldgico de la PTB es
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) (1).

El diagndstico de la PTB en rumiantes incluye
varios tipos de pruebas. La sensibilidad (Se) y la
especificidad (Sp) de las pruebas de diagndstico
varian segun el estadio clinico de la infeccion (2).

Debido a la rusticidad de los bufalos, es probable
que la PTB se produzca de forma asintomatica,
lo que lleva a una diseminacién silenciosa de la
bacteria, no solo dentro del hato, sino a otras
poblaciones de rumiantes (3,4). Datos sobre la
distribucion de MAP en poblaciones de bufalos
del mundo esta disponible. Se han publicado
estudios en India, Brasil e Italia con diversas
frecuencias y pruebas de diagndstico utilizadas
(3,5,6,7,8). La PTB es una enfermedad de
declaracion obligatoria en bufalos en Colombia,
Brasil, Italia, Japdn y Suiza (9).

En 2019, se reportd que la poblacion de bufalos
en Colombia era de alrededor de 356.908 cabezas
segln los registros oficiales. El departamento
de Antioquia reportd 58.891 bufalos, siendo el
segundo del pais —de 32 departamentos, con
el mayor nimero de animales de esta especie
(15.94%) (10). A pesar de estos datos, la PTB
en bufalos no ha sido investigada en Colombia
y hasta el momento no se han establecido
medidas de control o programa de control para
la enfermedad (11).

Rev MVZ Cérdoba. 2022. Enero-Abril; 27(1):e2204
https://doi.org/10.21897/rmvz.2204

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de MAP utilizando
métodos seroldégicos, microbioldgicos y
moleculares, para genotipar los aislamientos
de MAP y explorar los factores asociados a la
seropositividad a MAP en un hato de bufalos en
un municipio de Antioquia (Colombia).

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones éticas. Este estudio fue
aprobado por el Comité de Etica para la
Experimentacién Animal de la Universidad de
Antioquia (Acta # 91, 25 de septiembre, 2014).

Tipo de estudio, poblaciéon y ubicacién. En
mayo de 2015 se realizé un estudio transversal
en un hato de bufalos adultos (> 2 anos de edad;
n=21) en una finca ubicada en el municipio
de Gomez Plata, departamento de Antioquia
(Colombia), a 1.080 m.s.n.m. La finca tiene un
area de 84 hectareas y esta ubicada en una zona
de bosque montafioso altamente hiumedo, con
una temperatura promedio anual de 25°C, una
humedad relativa del 80% y una precipitacion
anual de 1.800 mm (12). Ademas de bdufalos,
el hato también cria ganado de la raza criolla
colombiana (Blanco OrejiNegro-BON) y su cruce
con Holstein. En un estudio previo, se determind
que el 4% (2/50) de la poblacién de bovinos
adultos BON de esta finca eran seropositivos a
MAP por ELISA.

Toma de muestras. Se tomaron muestras
de sangre de 20 de los 21 bufalos adultos del
estudio (ya que una de las bufalas no pudo
ser muestreada debido a su dificil manejo). La
muestra de sangre se tomd de la vena coccigea
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o yugular, previamente desinfectada con alcohol
antiséptico, y luego se recogié mediante tubos
Vacuette® (Kremsmunster, Kremsmuinster.
Austria). Las muestras de sangre se dejaron a
temperatura ambiente para facilitar la formacion
del coagulo. Posteriormente, el suero sanguineo
se separd de los componentes celulares mediante
centrifugacion a 2.000 r.p.m durante 5 min.
El suero se almacen6 a 4°C hasta su analisis
(12-24 h después). Se tomd una muestra fecal
de 20 g de cada uno de los 21 bufalos adultos.
La muestra se tomd directamente del recto
utilizando un guante individual nuevo de latex,
recogido en un recipiente de plastico estéril.

Prueba ELISA. Para el analisis seroldgico se
utilizd un kit ELISA preabsorbido comercial
(ID Screen® paratuberculosis Indirect, ID-Vet,
Grabels, Francia).

Cultivo de materia fecal. Las muestras de
materia fecal se almacenaron a 4°C hasta su
procesamiento (12-24 h después). A continuacion,
las muestras fecales se descontaminaron de
acuerdo con un procedimiento previamente
publicado (13). Brevemente, se agregaron 30 ml
de una solucién de cloruro de hexadecilpiridinio
(HPC) al 0.75% a 3 g de heces en un tubo
Falcon estéril de 50 ml, luego se mezclaron
mediante agitacion y se dejaron en posicidon
vertical durante 5 min para permitir la
precipitaciéon y sedimentacion de particulas
grandes. Posteriormente, se tomaron 20
ml| de sobrenadante de la solucion, que se
transfiri6 a un nuevo tubo Falcon estéril de
50 ml, y se dejo en posicion vertical durante
24 horas a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Después de 24 horas, los tubos se
centrifugaron a 900 x g durante 30 min. Se
descartd el sobrenadante y se inocularon 300
Ml del sedimento descontaminado por duplicado
en inclinaciones del medio de yema de huevo
de Herrold (HEYM) con micobactina J (Becton
Dickinson, Sparks, Nueva Jersey, EE. UU.). Los
tubos inoculados se incubaron a 37°C durante
20 semanas y se revisaron semanalmente para
verificar el crecimiento bacteriano.

PCR-IS900. El ADN de las colonias compatibles
con MAP se extrajo usando un kit comercial
(InnuPREP Bacteria DNA Kit®, Analytic Jena,
Jena, Alemania). La confirmaciéon molecular se
realizé6 mediante una PCR convencional para la
deteccion de 1S900 (PCR-1S900), utilizando los
cebadores TJ1 (GCT GAT CGC CTT GCT CAT) y
TJ2 (CGG GAG TTT GGT AGC CAG TA), segun
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Bull et al (14) con algunas modificaciones en
las condiciones de temperatura y tiempo del
termociclador: 1 ciclo de 95°C durante 10 min
y luego 35 ciclos de 94°C durante 30 s, 60°C
durante 130 sy 72°C durante 30 s, seguido de 1
ciclo de 72°C durante 5 min. Para la visualizaciéon
del producto de 355 pb del PCR-IS900 se utilizd
un gel de agarosa al 1.5%.

qPCR-IS900. Antes de la subtipificacion, el
ADN positivo se volvié a analizar mediante una
PCR cuantitativa duplex de MAP-IS900 (qPCR-
1S900) (Bactotype MAP PCR Kit®, Qiagen,
Leipzig, Alemania), que incluia un control de
amplificacién interno y controles de MAP positivo
y negativo. El volumen total de reaccidén fue de
25.2 yl (17 ul de mezcla master, 8 pl de muestra
y 0.2 pl del IAC, diluido a 1:5 en agua destilada
ultrapura sin ADNasa y RNasa).

Subtipado de MAP. Para la caracterizacion
molecular de los aislados de MAP se utilizd el
ADN extraido del cultivo HEYM y definido como
MAP-positivo por PCR-IS900 y gqPCR-IS900.
Se aplicd una combinacion de dos métodos
de subtipado diferentes, ambos basados en la
amplificacion por PCR de elementos repetitivos
del genoma MAP.

Unidades repetitivas intercaladas de
micobacterias-nimero variable de
repeticiones en tandem (MIRU-VNTR).
Como primer método de genotipado, se llevd
a cabo mediante la amplificacion de ocho loci
MIRU-VNTR 3, 7, 10, 25, 32,47, 292 y X3 (alias
1658), asi como las condiciones de PCR segun lo
informado previamente por Thibault et al (18).
Las condiciones de PCR incluyeron 1 ciclo de 3
min a 95°C, 1 ciclo de 1 min a 95°C, 30 ciclos
de 1 min a 58°C, 1 ciclo de 1 min a 72°Cy 10
min a 72°C. Se determind el peso molecular
(PM) de cada producto de PCR y para estimar
el niUmero de repeticiones en tandem presentes
en cada locus, se cargaron 10 pl de producto de
PCR en un gel de agarosa al 2%. Ademas, se
utilizdé una escalera de 50 pb para determinar
el PM. Se utilizo el generador de imagenes Gel
Doc TM (BioRad). Los resultados se expresaron
mediante un cdédigo octal y el patrén de genotipo
(INMV) se determind utilizando la base de datos
internacional de acceso gratuito en linea (http://
mac-inmv.tours.inra.fr/). Los genotipos MIRU-
VNTR se expresaron como la combinacion del
numero de repeticiones encontradas en cada
locus. La cepa MAP K10 se utiliz6 como control
de referencia.
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Repeticion de secuencia corta de miiltiples
locus (MLSSR). Como segundo método
de genotipado, se llevdo a cabo mediante la
amplificacién de cuatro repeticiones de secuencia
corta (SSR) en el locus 1 (repeticiones g), locus 2
(repeticiones g), locus 8 (repeticiones ggt) y locus
9 (repeticiones ggt), asi como las condiciones de
PCR, como informaron previamente Amonsin et
al (19). Las condiciones de la PCR incluyeron 1
ciclo de 3 min a 95°C, 1 ciclo de 1 min a 95°C,
35 ciclos de 1 min a 60°C, 1 ciclo de 2 min a
72°Cy 7 min a 72°C. Los productos de la PCR
se analizaron mediante electroforesis utilizando
geles de agarosa al 1.5% (grado de electroforesis
de agarosa; TransGen Biotech). Todos los
amplicones de cada locus fueron purificados
utilizando el MinElute® PCR Purification Kit
(Qiagen, Leipzig, Alemania) y secuenciados de
forma independiente (Unidad de Gendmica,
Laboratorio de Biotecnologia, Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y Técnicas,
Argentina). La calidad de la secuenciacion vy el
numero de unidades de repeticion cortas para
identificar los alelos se analizaron utilizando
el software de Andlisis de Secuenciacion v5.4
(Applied Biosystems). Los genotipos MLSSR se
expresaron como la combinacién del niamero
de repeticiones encontradas en los cuatro
loci amplificados por PCR. Si el niumero de
repeticiones g en el locus 2 era superior a 11,
las repeticiones g para dicho locus se indicaban
como >11 g, como se sugirié anteriormente
(15). Los procedimientos de subtipificacion se
realizaron en el Instituto de Agrobiotecnologia y
Biologia Molecular (IABIMO)-CONICET, INTA en
Buenos Aires, Argentina.

Recoleccion de informacion. Se administrd
un cuestionario en el momento de la toma
de muestras de sangre y materia fecal al
administrador del hato en una entrevista cara a
cara, para recopilar informacion sobre factores
a nivel animal [es decir, sexo, edad, puntaje de
condicion corporal —CC, por observacion directa
segun Alapati et al (16), produccion diaria de
leche, origen —nacido dentro o fuera del hato,
estado reproductivo —prenada o vacia, meses
después del parto]. La informacion recopilada
se ingresé en una hoja de calculo de Excel
(Microsoft Corp., Redmond, WA, EE. UU.) y
luego se exportd a Stata 14.0 (StataCorp, 2017,
Texas, EE. UU.) para su andlisis. Las estadisticas
descriptivas se reportaron mediante porcentajes.
Se aplicd la prueba de chi-cuadrado para explorar
las asociaciones entre los factores asociados a
nivel animal y el resultado seroldgico.
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RESULTADOS

Al momento del muestreo, la edad de los bufalos
era de 4.7 afios en promedio. El 90.5% (19/21)
eran hembras y el 84.2% (16/19) estaban
prefadas y el 66.7% de las bufalas (14/21)
nacieron fuera del rebafio (origen externo). La
CC promedio fue 4.2 (en una escalade 1 a5). El
tiempo promedio desde el Gltimo parto fue de 7.4
meses y la produccién de leche diaria promedio
fue de 3.5 L (Tabla 1).

La prueba de ELISA no detectd resultados
positivos o sospechosos para MAP en las 20
muestras de suero analizadas. Por lo tanto,
los factores a nivel animal no pudieron ser
explorados en busca de asociaciones.

Una de las 21 muestras fecales (4.8%) mostré
colonias compatibles con MAP (i.e. blancas,
circulares, brillantes, elevadas y convexas) en
HEYM en la semana 6, y se confirm6 como MAP
mediante PCR-IS900 convencional (Figura 1),
y posteriormente, por qPCR-IS900 como se
menciond anteriormente en la metodologia.
La bufala de la que se obtuvo la muestra fecal
positiva estaba prefiada y aparentemente sana al
momento del muestreo, y la misma correspondia
al animal del cual no fue posible colectar la
muestra de sangre.

600bp —»

Figura 1. Resultados de la PCR para la deteccion
de la secuencia de insercién 1S900
especifica de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) (14). Carril 1y 7:
Marcador molecular (escalera de 100 pb),
Carril 2: Muestra fecal sospechosa de la
bufala n° 1, Carril 3: Cepa de referencia
ATCC, Carril 4: Vaca confirmada como MAP-
positiva en un estudio anterior (17), Carril
5: Control de extraccién de ADN negativo,
Carril 6: Control de PCR negativo.
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Tabla 1. Factores a nivel animal y resultados diagndsticos de Mycobacterium avium susp. paratuberculosis
(MAP) de 21 bufalos de un hato en Colombia (2015).

Edad Produccion de

Resultados

Estado Meses después

Sexo  # (afios) CC  \eche diaria (L) Origen reproductivo parto CuItIi;g,oZCR- ELISA

Hembra 1 6.8 4.0 4.5 E Prefiada 8.8 Positivo No realizado
2 6.6 4.3 2.0 E Prenada 8.0 Negativo Negativo
3 6.3 4.3 4.0 E Prefiada 7.8 Negativo Negativo
4 5.9 3.8 4.5 E Prefiada 7.0 Negativo Negativo
5 5.7 4.0 5.5 E Prefiada 7.0 Negativo Negativo
6 5.7 4.0 4.0 E Prefada 10.0 Negativo Negativo
7 5.7 4.0 8.5 E Vacia 19.0 Negativo Negativo
8 5.7 4.0 0.0 E Prefiada 7.0 Negativo Negativo
9 5.5 4.3 4.5 E Prefiada 0.0 Negativo Negativo
10 5.4 4.0 3.5 E Prefada 8.0 Negativo Negativo
11 5.2 4.0 7.5 E Vacia 17.0 Negativo Negativo
12 5.2 3.8 7.5 E Prefiada 7.0 Negativo Negativo
13 5.1 4.3 6.0 E Prefada 6.0 Negativo Negativo
14 5.0 4.3 0.0 E Prefada 6.8 Negativo Negativo
15 3.2 4.5 0.0 I Prefiada 0.0 Negativo Negativo
16 3.0 4.3 4.0 I Vacia 0.0 Negativo Negativo
17 2.8 4.3 0.0 I Prefada 0.0 Negativo Negativo
18 2.8 4.5 0.0 I Prefada 0.0 Negativo Negativo
19 2.7 4.5 0.0 I Prefada 0.0 Negativo Negativo

Macho 20 2.7 4.5 NA2 I NA NA Negativo Negativo
21 2.7 4.0 NA I NA NA Negativo Negativo

CC: Puntuacién de la condicion corporal obtenida por observacién directa seguin Alapati et al (16); E: Externo; I: Interno; HEYM:
Medio cultivo de yema de huevo de Herrold; PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; ELISA: Ensayo inmunoabsorbente

ligado a enzimas; NA: No aplica.

Para el subtipo, se encontrdé que el aislamiento
de MAP era INMV 3 por MIRU-VNTR (cédigo
numérico: 32332218; Tabla 2). El resultado de
MLSSR no mostrd ningun perfil diferencial.

Tabla 2. Perfiles MIRU-VNTR y MLSSR de Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP)
aislamiento obtenido de una bufala de un

hato en Colombia (2015).

Numero de copias de MIRU-VNTR

3 7 10 25 32 47 292 (1228)
2 2 1 3 8 3 3 2
Perfil INMV
3
Numero de copias del loci SSR
1(9) 2 (9) 8 (ggt) 9 (tgc)
7 9 5 5

Perfil INMV realizado segun Thibault et al (18); Perfiles
MLSSR realizados de acuerdo con Amonsin et al (19).
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DISCUSION

En el presente estudio, se detecté MAP en
un hato de bufalos ubicado en un municipio
de Antioquia (Colombia), utilizando métodos
seroldgicos, microbioldgicos y moleculares.

Con respecto a los factores a nivel animal
considerados en el presente estudio, la mayoria
de los animales muestreados nacieron fuera del
hato, incluida la Unica bufala que resulto positiva
para MAP por cultivo de materia fecal. Por lo
tanto, podria plantearse la hipdtesis de que no se
infectaron en el hato. Sin embargo, la presencia
de bovinos infectados en el mismo rebafio podria
indicar que MAP podria estar circulando entre
ambas poblaciones.

En el presente estudio, ELISA no detectd
anticuerpos anti-MAP en la poblacién de bufalos
de interés. Por lo tanto, ninguno de los factores
de interés a nivel animal pudo ser explorado para
su asociacién con el estatus serolégico a MAP
(i.e. sexo, edad, CC, produccién diaria de leche,
origen, estado reproductivo, meses después
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del parto). Un estudio anterior encontrdé una
asociacion entre el estatus seropositivo a MAP y
un factor de manejo del hato de bufalos, como
la ausencia de un area de parto o la presencia
de sistemas vaca-cria (8). Estudios futuros en la
poblacidn nacional de bufalos podrian indicar si
este u otros factores relacionados con el manejo
del hato o los animales pueden considerarse
factores de riesgo de infeccion por MAP en
Colombia.

Los resultados negativos obtenidos por la
prueba ELISA contrastan con estudios previos
realizados en bufalos de Italia, Brasil e India, en
los que se encontrd una seroprevalencia de 4,
10.3 y 28.6%, respectivamente (5,6,8). Dichas
diferencias pueden deberse a factores como el
tamafio de la muestra, menor para el presente
estudio, que reduce la probabilidad de detectar
animales seropositivos, y la baja Se reportada
para la prueba ELISA en animales asintomaticos.
La Se de ELISA en suero y leche en bovinos es de
aproximadamente 25.6-45.3% y su Sp es mayor
(97.6-98.9%) (20). Esta es la principal razén
para obtener animales falsos negativos (21).

Se aislé MAP de un cultivo de materia fecal
y luego se confirmé mediante PCR-IS900 y
gPCR-1IS900. La ausencia de analisis ELISA
de esta Unica bufala no permitié confirmar
completamente su estado inmunoldgico. Este
animal podria tratarse de un caso del fendmeno
“excrecion de pasaje”, en el cual los animales que
no fueron infectados en etapas tempranas de la
vida pueden ingerir cantidades significativas de
MAP del ambiente y luego eliminarlo a través
de las heces (22) La fuente de MAP en el hato
podria ser la poblacién de bufalos o el ganado
bovino infectado que coexisten y pastan en los
mismos pastos.

Se han reportado otros estudios sobre MAP
en bufalos utilizando métodos seroldgicos y
moleculares en Filipinas y Brasil, mostrando
variaciones entre sus estimaciones y el presente
estudio (23,24). Estas variaciones pueden
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deberse a las caracteristicas inherentes de la
muestra y al método de recoleccién, asi como a
otros factores relacionados con la poblacién. Hay
que tener en cuenta que, en los casos subclinicos
de la infeccién, la eliminacién de la MAP es
intermitente y es posible que la carga bacteriana
estuviera reducida o ausente al momento de la
toma de la muestra, subestimando los resultados
seroldgicos y de cultivo (3). De esta forma,
existen reportes de presentacion subclinica de
PTB en bufalos, como lo mencionan de Moraes
et al (4), quienes encontraron un 30% (31/115)
de muestras de tejidos intestinales con lesiones
histopatoldgicas compatibles con PTB de bufalos
sacrificados sin signos clinicos evidentes.
Ademas, se aisl6 MAP en un 4.3% (5/115)
mediante cultivo fecal y en un 13% (15/115)
mediante qPCR-1IS900.

El perfil MIRU-VNTR encontrado en el presente
estudio (INMV 3) ha sido reportado previamente
en bovinos en el mundo (15,18,25,26,27,28).
Sin embargo, no se ha realizado ningun informe
en bufalos y las conclusiones con respecto a la
epidemiologia molecular de MAP basadas en
los resultados de subtipificacion son dificiles
de hacer debido al uso de diferentes enfoques
técnicos y diferentes loci para el analisis.

En conclusion, MAP se aislé de una muestra de
materia fecal de una bufala de un hato de 21
bufalos adultos negativos a ELISA para MAP. El
analisis de subtipado reveld que el aislado MAP
correspondia al genotipo INMV 3 por MIRU-VNTR.
Para los autores, este es el primer informe de
diagnostico y aislamiento de MAP en bufalos
colombianos y la primera vez que se encuentra
un perfil INMV 3 MAP en esta especie en el pais.
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