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RESUMEN

Objetivo. Determinar la presencia de anticuerpos anti-Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) en venados de cola blanca (Odocoileus virginianus) y venados de paramo (Mazama rufina),
capturados en las regiones de la Orinoquia y el Caribe en Colombia. Materiales y métodos. Un total
de 44 muestras de suero sanguineo de venados de las especies M. rufina y O. virginianus fueron
colectadas en condiciones de campo entre 2014 y 2016. Se utilizé un kit comercial de ELISA para la
deteccion de anticuerpos anti-MAP. Un animal se considerd positivo a ELISA cuando la relacidon muestra-
positivo (S/P%) fue = 0.4, segun lo recomendado por el fabricante. Resultados. El 50% (22/44) de
los animales muestreados resultaron positivos, lo que corresponde a 10 hembras y 12 machos. Un
81.8% (18/22) y un 77.3% (17/22) de estos animales seropositivos fueron capturados en la regién de
la Orinoquia y fueron reportados como adultos, respectivamente. Conclusiones. No se sabe como o
cuando se introdujo MAP en la poblacion de ciervos colombianos en las regiones de estudio. La hipotesis
mas plausible para explicar la presencia de anticuerpos anti-MAP en estas poblaciones silvestres es la
transmisién por contacto con el ganado bovino infectado, ya que en ambas regiones estas especies
comparten pasturas. Este es el primer estudio en explorar la infeccion por MAP en animales silvestres
en Colombia. Estos hallazgos respaldan la necesidad de realizar mas estudios utilizando técnicas
de diagndstico directo, y aproximaciones investigativas que permitan la definicion de vinculos en la
dinamica de la infeccion entre mamiferos silvestres y domésticos en Colombia.

Palabras clave: Cérvidos; ELISA; enfermedad de Johne; micobacteria; rumiantes silvestres (Fuentes:
DeCS, CAB).

ABSTRACT

Objective. To determine the presence of anti-Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)
antibodies in white-tailed deer (Odocoileus virginianus) and red brocket deer (Mazama rufina),
captured in the Orinoquia and Caribbean regions in Colombia. Materials and methods. A total
of 44 blood serum samples from deer of species M. rufina and O. virginianus were collected under
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field conditions between 2014 and 2016. An ELISA commercial kit was used to detect anti-MAP
antibodies. An animal was considered ELISA-positive at a sample-to-positive ratio (S/P%) of > 0.4,
as recommended by the manufacturer. Results. The 50% (22/44) of the animals were positive,
corresponding to 10 females and 12 males. An 81.8% (18/22) and 77.3% (17/22) of these seropositive
animals were captured in the Orinoquia region and were reported as adults, respectively. Conclusions.
It is not known how or when MAP was introduced in the Colombian deer population in the study
regions. The most plausible hypothesis to explain the presence of antibodies against MAP in these
wild populations is transmission by contact with infected bovine cattle since, in both regions, these
species share pastures. This is the first study to explore MAP infection in wild animals in Colombia.
These findings support the need for further studies using different direct diagnostic techniques and
research approaches that allow the definition of links in the infection dynamics between wild and
domestic mammals in Colombia.

Keywords: Cervids; ELISA; Johne’s disease; micobacteria; wild ruminants (Fuentes: DeCS, CAB).

INTRODUCCION

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) forma parte del complejo Mycobacterium
avium (MAC) y es el agente etioldgico de una
gastroenteritis cronicas en rumiantes conocida
como paratuberculosis (PTB) o enfermedad de
Johne (JD). La PTB causa lesiones inflamatorias
en las paredes de yeyuno e ileon, afectando
la absorcion de nutrientes y proteinas, lo que
conduce a la pérdida de masa muscular y a una
menor productividad. Los bovinos afectados
presentan diarrea, edema submandibular, pérdida
de peso (a pesar del apetito normal), letargo y
muerte. En general, los signos clinicos de la
PTB en cérvidos son similares a los observados
en el ganado bovino, a saber, diarrea crdnica,
pérdida de peso y disminucion de la condicién
corporal (1,2). La PTB conduce a pérdidas
econdmicas para los sistemas ganaderos debido
al sacrificio prematuro, costos de reemplazo,
reduccion de la produccién de leche y ganancia
de peso, trastornos de fertilidad y una mayor
susceptibilidad a otras enfermedades (3).

La posible asociacién de MAP con la enfermedad
de Crohn (EC) y otras enfermedades humanas,
refleja el potencial zoondtico del agente,
reconocido como asociado a MAP (4).

Adicionalmente, la PTB afecta a especies
domésticas y de fauna silvestre en todo el
mundo (5). Se ha confirmado la presencia de
MAP en 178 especies de fauna silvestre cautivas
y en libertad (6). En América Latina existen
reportes al respecto. Un estudio en heces de
guanacos salvajes (Lama guanicoe) reportd
el aislamiento de MAP, utilizando técnicas
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microbioldgicas y moleculares (7). En 2013,
el primer caso de infeccion por Mycobacterium
intracellulare, miembro del complejo MAC,
se informd en un capibara (Hydrochoerus
hydrochaeris) con lesiones granulomatosas
tipicas de micobacteriosis en Argentina, lo que
sugiere la susceptibilidad a la infeccidn por otras
bacterias del complejo MAC, como MAP (8). En
Peru, se colectaron muestras de vicufias cautivas
y en libertad (Vicugna vicugna mensalis) y otros
camélidos sudamericanos (Vicugna pacos y
Lama glama), reportando resultados seroldgicos
negativos a MAP (9). En un estudio mas reciente,
se reportd la presencia de MAP en heces de
alpacas chilenas (V. pacos), usando cultivo,
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
técnicas de genotipado (10). En Colombia, la
PTB se reportd por primera vez en el ganado
bovino en 1924. Desde entonces la enfermedad
se ha explorado principalmente en bovinos y
ovinos, pero no hay informacién epidemioldgica
disponible sobre MAP en animales silvestres
hasta el momento (11).

El venado de paramo (Mazama rufina) es un
pequefio ciervo, nativo de los Andes colombianos,
Ecuador y del norte de Perld, presente en
ambientes de bosque y paramo. El venado de
cola blanca (Odocoileus virginianus) tiene una
distribucion geografica mas amplia (de Canada
a Perl) y ocho subespecies son reconocidas en
América del Sur. Las especies M. rufina y O.
virginianus proporcionan una fuente alternativa
de proteinas en los paises en desarrollo y son
especies altamente cazadas, a pesar de ser una
practica prohibida en Colombia (12).

El objetivo del presente estudio fue determinar
la presencia de anticuerpos anti-MAP en venados
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de cola blanca (O. virginianus) y venados de
paramo (M. rufina), capturados en condiciones
de campo en las regiones de la Orinoquia y
Caribe en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Aspectos éticos. El comité de ética para la
experimentacion animal (CEEA) de la Universidad
de Antioquia, Colombia (Acta # 111, junio de
2017) aprobd este estudio. La Autoridad Nacional
de Licencias Ambientales (ANLA), Colombia
(Auto # 00852, marzo de 2017) aprobd la
recoleccién de muestras.

Animales y muestras. Se colecté sangre en
un muestreo a conveniencia de 44 individuos
silvestres de venado de paramo (M. rufina)
y venado de cola blanca (O. virginianus),
capturados en condiciones de campo en las
regiones de la Orinoquia y Caribe colombianas,
entre 2014 y 2016. Un total de 22 animales
fueron capturados y muestreados en cada una de
las regiones, respectivamente. Los 22 animales
correspondientes a la regién Caribe fueron
capturados y muestreados en los departamentos
de Cérdoba (n=12), Sucre (n=6), Bolivar (n=2)
y Magdalena (n=2). A su vez, los venados del
departamento de Cdérdoba fueron capturados
y muestreados en los municipios de Monteria
y San Pelayo, mientras que los venados los
departamentos de Sucre, Bolivar y Magdalena
fueron capturados y muestreados en los
municipios de Sincelejo, Magangué y Santa Ana,
respectivamente. Por su parte, los 22 animales
correspondientes a la region de la Orinoquia
fueron capturados y muestreados en el municipio
de Saravena, departamento de Arauca.

Los sueros se obtuvieron usando una centrifuga
manual, a 3.000 rpm, y fueron transportados
en nitrégeno liquido al laboratorio donde se
almacenaron a -80°C hasta su analisis.

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA). Las muestras de suero se
analizaron utilizando un kit comercial de ELISA
indirecto pre-absorbido y de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Cattletype® MAP,
Qiagen Leipzig GmbH, Leipzig, Alemania). Los
resultados se consideraron validos si el valor
medio (VM) del valor OD medido para el control
positivo (PC) era =0.7 y si el valor medido del
valor OD para el control negativo (NC) era <0.2.
Un animal se considerd positivo para ELISA
cuando la relacion muestra/positivo (S/P%) era
>0.4, segun lo recomendado por el fabricante.
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Analisis de datos. Toda la informacion generada
durante el estudio se ingresé en hojas de calculo
de Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, EE.
UU.) y luego se exporté a Stata 14.0 (StataCorp,
2017, Texas, EE. UU.) para su analisis estadistico.
Se calcularon las estadisticas descriptivas para
todas las variables (i.e. ubicacion de captura,
sexo, grupo etario), y se explord la asociacion
entre dichas variables y el resultado seroldgico
(p<0.05), mediante la prueba de chi-cuadrado
de Pearson.

RESULTADOS

El 54.5% (24/44) de los venados muestreados
eran hembras, mientras que el 45.5% (20/44)
eran machos. El cincuenta por ciento (22/44) de
los animales resultaron positivos a la presencia
de anticuerpos anti-MAP. El 100% (nh = 22) de
los animales positivos pertenecen a la especie
O. virginianus, 10 de los cuales eran hembras
y 12, machos. El 18.2% (4/22) de los animales
detectados como seropositivos fueron capturados
en la region Caribe, mientras que el 81.8%
(18/22), en la regién de la Orinoquia. Al analisis
estadistico no se encontraron asociaciones
entre las variables de estudio y el resultado
obtenido mediante ELISA. Las caracteristicas de
la poblacién muestreada, en cuanto al resultado
serologico obtenido, se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la prueba de ELISA para la
deteccién de anticuerpos anti-Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis en venados
silvestres (Mazama rufina y Odocoileus
virginianus) de Colombia.

Resultado del ELISA

Region Departamento Municipio

- Total
Monteria 4 4 8
Cérdoba
San Pelayo O 4 4
Caribe Sucre Sincelejo 0 6 6
Bolivar Magangué 0 2 2
Magdalena  Santa Ana 0 2 2
Orinoquia Arauca Saravena 18 4 22
Total 22 22 44
DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo determinar
la presencia de anticuerpos anti-MAP detectados
por ELISA en venados silvestres capturados en
dos regiones naturales de Colombia. Segun el
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conocimiento de los autores, este es el primer
estudio que explora la infeccion por MAP en
animales silvestres en el pais. La seropositividad
encontrada (50%) pudo verse influenciada por el
método de muestreo que se realizd, el cual fue a
conveniencia y no permite obtener una muestra
representativa de la poblacion. Es también
importante tener en cuenta que los rumiantes
pueden desarrollar una enfermedad sin respuesta
de anticuerpos o0 una respuesta inconsistente
contra MAP (13). Dichas particularidades podrian
haber afectado la frecuencia de infeccidon por
MAP reportada aqui, debido a resultados falsos
negativos.

En cualquier caso, las altas tasas de
seropositividad en animales para el consumo
humano es una preocupacion en salud publica,
ya que son mayores las probabilidades de que
los animales infectados puedan transmitir la
bacteria a la cadena alimenticia humana a
través de la carne contaminada con MAP (14).
Mas aun cuando en Colombia la carne producto
de la caza no esta supervisada por la autoridad
sanitaria, el instituto nacional de la vigilancia de
medicamentos y alimentos (INVIMA).

La hipotesis mas plausible para explicar la
presencia de anticuerpos anti-MAP en venados
en Colombia, es la ingestion residual de la
bacteria a partir de un ambiente previamente
contaminado con heces de rumiantes domésticos
o silvestres infectados, e incluso animales no
rumiantes que comparten dicho habitat, como
se ha reportado en otro estudios (5,6,15). En
la regidén estudiada es muy comun que los
rumiantes domésticos compartan pastos y
recursos hidricos con especies de vida silvestre.
Bajo ciertas condiciones, el medio ambiente
juega un papel importante en la transmision de
MAP dentro de las especies, que puede a su vez
contribuir a la supervivencia de la bacteria hasta
por un afio en el suelo e incluso mas tiempo
en agua (16). Por otro lado, la transmision de
bacterias del género Mycobacterium entre el
ganado y las especies silvestres, incluidos los
venados silvestres, ha sido sugerida por varios
autores y puede explicarse por el hecho de que
comparten fuentes de alimento y agua (15,17).
Sin embargo, las dindmicas asociadas con la
poblacion bovina de la zona no pueden ser
exploradas, ya que no existen reportes de MAP/
PTB en la zona de interés al dia de hoy (11).
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De acuerdo con el instituto colombiano
agropecuario (ICA) —ente publico encargado
de la prevencion, vigilancia y control de los
riesgos sanitarios, bioldgicos y quimicos para las
especies animales y vegetales, las regiones de
estudio relinen el 30 y el 21% de la poblacion
bovina en Colombia, respectivamente. Esta
distribucion muestra la importante participacion
de estas dos regiones en la produccién nacional
bovina y el posible impacto que pueden tener en
los ecosistemas donde se desarrollan. El sistema
de ganaderia extensiva en estas dos regiones
naturales de Colombia se caracteriza por tener
una baja densidad de ganado (aproximadamente
1.5-1.8 animales/Ha). Ademas, es una practica
comun que el ganado pastoree libremente en
llanuras naturales sin cercas, por lo que es
probable el contacto directo con los venados
silvestres o con sus heces.

Estos hallazgos respaldan la necesidad de realizar
mas estudios utilizando técnicas de diagndstico
directo (bacterioldégicas y moleculares), y
aproximaciones investigativas que permitan
la definicion de vinculos en la dindmica
de la infeccion entre mamiferos silvestres
y domésticos en Colombia, considerando
factores de riesgo especificos a nivel de las
poblaciones involucradas en los sistemas
extensivos de ganado colombiano. También es
necesario aclarar el papel de los venados en la
epidemiologia de MAP, para esto es necesario
el uso de herramientas como el genotipado que
permiten rastrear las fuentes y los patrones
de transmision. El nivel de diversidad genética
obtenido mediante la combinacién de técnicas de
genotipado (i.e. MIRU-VNTR, MLSSR, SNPs) es
una via prometedora para las investigaciones de
epidemiologia molecular de este patégeno (18).
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