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A) ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS: 
Ac: Anticuerpos. 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
Ag: Antígeno. 
ARN: ácido ribonucleico. 
AGID: inmunodifusión en gel de agar. 
AUC (area under the curve): área bajo la curva. 
BAAR: bacilos ácido alcohol resistentes. 
CHP: cloruro de hexadecilpiridinio.  
DO: Densidad óptica. 
ELISA: ensayo de inmunoadsorción ligado a enzima. 
ELISA-su: ensayo de inmunoadsorción ligado a enzima sin agregado de urea 
ELISA-u: ensayo de inmunoadsorción ligado a enzima con agregado de urea.  
ºC: grados centígrados. 
ha: Hectárea. 
IA: índice de avidez. 
IC 95%: intervalo de confianza del 95%. 
ICB 95%: intervalo de credibilidad bayesiana del 95%. 
Ig: inmunoglobulinas.  
IL: interleuquinas.  
IFN-γ: interferón gamma. 
IHQ: inmunohistoquímica. 
IS: secuencia de inserción.  
IU: índice urea. 
LR+: Likelihood Ratio positivo o razón de verosimilitud positiva. 
LR-: Likelihood Ratio negativo o razón de verosimilitud negativa. 
MA: Micobacterias ambientales. 
Map: Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis. 
µL: microlitros. 
mg/ dL: miligramos por decilitro. 
mg/ mL: miligramos por mililitro. 
mm: milímetros  
PBS: solución fisiológica bufferada. 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa.  
PPD: derivado proteico purificado.  
PPRC: % de positividad en relación con los controles. 
PTBC: Paratuberculosis. 
r.p.m: revoluciones por minuto. 
ROC (receiver operating characteristic): características operativas del receptor. 
Se: Sensibilidad. 
Sp: Especificidad. 
TBC: Tuberculosis. 
Th: linfocitos T helper. 
UFC: unidad formadora de colonia. 
VPP: valor predictivo positivo. 
VPN: valor predictivo negativo. 
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B) RESUMEN: 
 

 Esta tesis pretende ser un aporte para el diagnóstico serológico de 

la paratuberculosis bovina a través del desarrollo y puesta a punto de una 

técnica de ELISA indirecto con el agregado de urea (ELISA-u) como agente 

caotrópico mejorador de la especificidad. Además, se realizó el aislamiento 

e identificación de micobacterias ambientales (MA) a partir de materia fecal 

y  se  probó  el  ELISA  con  sueros  inmunoabsorbidos  con  MA  mayormente 

identificadas.

 Se trabajó sobre tres rodeos con infección endémica y sobre 

muestras de suero ingresadas al servicio de diagnóstico del CEDIVE. Se 

procesaron más de 2000 muestras con ELISA-u. Además, se obtuvo el 

índice urea (IU), el cuál mejora la interpretación de los resultados. El ELISA-

u tuvo una sensibilidad del 52% y una especificidad del 91%. Con 

estadística Bayesiana se calculó un VPP de 62%, un VPN de 90%, un LR+ 

de 6 y el LR- de 0,46.  La prueba de ROC determinó un AUC de 0.86 y de 

0.90 para ELISA-u e IU respectivamente, sin que existan diferencias 

significativas (p= 0.13) entre pruebas. El odds ratio calculado para IU 

demostró que los individuos que presentan un IU por encima del 80 

(expuestos) tienen 28 más probabilidades de tener PTBC, considerándose 

un fuerte factor de riesgo para el rodeo donde se encuentran esos 

individuos.  

 La presencia de MA en la materia fecal mostró asociación estadística 

significativa con la positividad al ELISA-u (p=<0.00), siendo M. 
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nonchromogenicum la cepa mayormente aislada; mientras que el uso de la 

urea como mejorador de la especificidad presentó diferencias estadísticas 

significativas comparado con la utilización de sueros inmunoabsorbidos con 

M. phlei y M. nonchromogenicum. 

 Tanto el ELISA-u como el IU mostraron características operativas y 

predictivas más que alentadoras para la detección de animales con 

paratuberculosis, principalmente en mayores de 2 años.   

C) PALABRAS CLAVES: Paratuberculosis, diagnóstico, ELISA urea, 

micobacterias ambientales. 

D) TÍTULO EN IDIOMA INGLÉS: Bovine paratuberculosis: effect of 

environmental mycobacteria in serological diagnosis. 

E) RESUMEN EN IDIOMA INGLÉS: 
 

 This thesis aims to be a contribution for the serological diagnosis of 

bovine paratuberculosis through the development and optimaizing of an 

indirect ELISA technique with the addition of urea (u-ELISA) as a chaotropic 

agent that improves specificity. In addition, the isolation and identification of 

environmental mycobacteria (AM) from fecal matter was carried out and 

also different immunosorbents were tested. 

 We worked on three herds with endemic infection and on serum 

samples admitted to the CEDIVE diagnostic service. More than 2000 

samples were processed with u-ELISA. In addition, the urea index (UI) 

improves the interpretation of the results. With Bayesian statistics the u-
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ELISA had a sensitivity of 52% and a specificity of 91%, PPV of 62%, NPV 

of 90%, LR + of 6 and the LR- of 0.46. The AUC calculated whit ROC test 

were of 0.86 for u-ELISA and 0.90 for UI respectively, with no significant 

differences (p = 0.13) between tests. The odds ratio calculated for UI 

showed that individuals with a UI above 80 (exposed) are 28 more likely to 

have PTBC, which is considered a strong risk factor for the disease. 

 The presence of MA in fecal matter showed a statistically significant 

association with positivity to the u-ELISA (p = <0.00), with M. 

nonchromogenicum being the most isolated strain; while the use of urea as 

a specificity enhancer showed statistically significant differences compared 

to the immunosorbents (M. phlei and M. nonchromogenicum). 

 Both the u-ELISA and the UI showed more than encouraging 

operational and predictive characteristics for the detection of animals with 

paratuberculosis, mainly in those older than 2 years. 

E) KEYWORDS: Paratuberculosis, diagnosis, ELISA urea, environmental 

mycobacteria. 
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1-INTRODUCCIÓN: 
 

 
 

Esta sección tiene por objetivo aportar las bases teóricas sobre las 

cuales se sustenta el desarrollo de esta tesis. Para una mejor comprensión, 

será dividida en tres grandes apartados: 1.1 Características principales de 

la enfermedad, 1.2 Situación actual de la paratuberculosis en los rodeos de 

la cuenca deprimida del río Salado y 1.3 Objetivos y alcances de la tesis. 

El apartado características principales de la enfermedad, incluye los 

puntos 1.1.1 Definición y aspectos básicos, 1.1.2 Características 

principales del agente etiológico, 1.1.3 La enfermedad en los bovinos, 1.1.4 

Potencial zoonótico, 1.1.5 Métodos diagnósticos, y 1.1.6 Tratamiento y 

control. En su conjunto, estos tópicos, describen a la enfermedad en el 

aspecto más amplio, remarcando las características bacteriológicas, 

morfológicas, tintoriales y culturales de su agente causal, entre otras. 
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Además, el rango de especies susceptibles y su posible rol como 

enfermedad humana. También, se plantean las alternativas de diagnóstico 

ante-mortem y post-mortem; y las limitaciones que existen para su 

tratamiento y control a campo. 

 El apartado 1.2, denominado situación actual de la 

paratuberculosis en los rodeos de la cuenca deprimida del rio Salado, 

describe, entre otros aspectos, el impacto económico que genera la 

enfermedad en la producción, el aumento de la prevalencia observada en 

los últimos años y el rédito económico que genera la implementación de un 

plan de control. 

 El apartado 1.3, denominado objetivos y alcances de la tesis, 

expone las aspiraciones de este trabajo y las hipótesis que dan origen a la 

investigación. Además, el punto 1.3.1 explica el diseño experimental 

utilizado para cumplir con los objetivos propuestos.   

1.1 Características principales de la enfermedad: 
 

1.1.1 Definición y aspectos básicos: La paratuberculosis (PTBC) es 

una enfermedad infectocontagiosa crónica de los rumiantes domésticos 

(vaca, oveja, cabra, camélidos y búfalos), y de algunos rumiantes silvestres 

(ciervos y antílopes). La principal lesión observada en los animales 

enfermos es una ileocolitis granulomatosa crónica; asociada a signos 

clínicos de pérdida de peso y diarrea crónica incoercible, que culmina con 

la muerte. Es producida por una micobacteria llamada Mycobacterium 

avium subsp paratuberculosis (Map). Este fue descubierto en el año 1894 
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por H. A. Johne y L. Frothingham; en honor a su descubridor, la enfermedad 

también se conoce como enfermedad de Johne. 

1.1.2 Características principales del agente etiológico: Map, es un 

bacilo ácido alcohol resistente (BAAR), Gram positivo, perteneciente al 

género Mycobacterium, dentro del cual se incluyen 169 especies y 13 

subespecies. Comparado con otras micobacterias es relativamente más 

pequeño, con un tamaño de 0,5 a 1,5 μm; en las muestras clínicas presenta 

una particular tendencia al agrupamiento (Chiodini y col., 1984). Para su 

crecimiento in-vitro requiere de la micobactina, un agente quelante del 

hierro (Thorel, 1984). Esta exigencia metabólica, sumada al lento 

crecimiento y a la contaminación que naturalmente presenta la materia 

fecal (principal muestra para el aislamiento), hacen que el cultivo in-vitro 

sea dificultoso, lento y propenso a contaminarse con otras bacterias u 

hongos (Whitlock y col., 1991).  

 La velocidad de desarrollo en los medios de cultivo es una 

característica que se ha utilizado desde antaño para la clasificación clínica 

de las micobacterias (ver tabla 1). Las cepas de crecimiento lento (>7 días 

de incubación in-vitro) regularmente se encuentran asociadas a 

enfermedad en humanos y animales; mientras que las de crecimiento 

rápido (<7 días de incubación in-vitro) generalmente no son patógenas y 

suelen aislarse del medio ambiente, e inclusive, de la materia fecal de los 

rumiantes. Timpe y Runyon (1954) subdividieron a las especies de 

crecimiento lento en tres grupos, bajo el criterio de la velocidad de 

desarrollo y la producción visible de pigmento. 
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Tabla 1. Agrupación de las micobacterias según la velocidad de crecimiento y 
producción de pigmento (adaptado de Runyon, 1959 y de Bernardelli, 2007). 

 

 La patogenicidad de Map no se halla ligada a la presencia de 

cápsula, ni de toxinas, como suele ocurrir con bacterias patógenas de otros 

géneros. El poder patógeno parece estar ligado a la capacidad que posee 

dicho agente de evadir al sistema inmune, sobreviviendo y multiplicándose 

dentro de las células del sistema fagocítico mononuclear, y al efecto 

inmunológico que desencadenan los lípidos presentes en su pared. Se 

reconoce que los lípidos tienen implicancia en la expresión del gen de IL10, 

disminución de la acidificación del fagosoma, fusión del fagolisosoma y 

muerte bacteriana. Además, participarían en la formación de biofilms e 

invasión intestinal (Thirunavukkarasu y col., 2014). 

Velocidad de crecimiento Grupo de Runyon Ejemplos de especies 

Crecimiento lento 

(>7 días) 

Grupo I 

Fotocromógenas 

M. simiae, M. kansassii, M. 

marinum, M. asiaticum. 

Grupo II 

Escotocromógenas 

M. gordonae, M. flavescens, 

M. scrofulaceum, M. szulgai. 

Grupo III 

No cromógenas 

M. avium, M. avium sub.esp. 

paratuberculosis, M. gastri, M. 

intracellulare, M. terrae, M. 

nonchromogenicum. 

Crecimiento rápido 

(<7 días) 

Grupo IV 

No cromógenas 

M. abscessum, M. chelonae, 

M. fortuitum, M. goodii, M. 

imnunogenun, M. phlei, M. 

smegmatis, M. mucogenicum. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Thirunavukkarasu+S&cauthor_id=25163812
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 Su desarrollo in-vitro se lleva a cabo en el medio de cultivo de Herrold 

suplementado con micobactina (sideróforo quelante del hierro), incubado a 

37°C. Las colonias bacterianas se pueden observar macroscópicamente en 

un lapso aproximado de 2 y 4 meses. Para considerar un cultivo como 

negativo debe esperarse un tiempo no menor a 6 meses. Su clasificación 

presuntiva se realiza en base a la dependencia de micobactina en el medio 

de Herrold, el aspecto pequeño de la colonia, el prolongado tiempo de 

crecimiento y la coloración de Ziehl Neelsen positiva (Chiodini y col., 1984). 

La identificación final se logra con la detección genética de la secuencia de 

inserción IS900 y F57 (Harris y Barletta, 2001; Sidoti y col., 2011), 

consideradas únicas de Map. La sobrevida de la bacteria en el ambiente 

puede ser de hasta 1 año, dependiendo de la presencia de materia 

orgánica, del pH del suelo y de la exposición a la luz ultravioleta (Larsen y 

col., 1956; Smith y col., 2011; Whittington y col., 2005). Algunos autores 

(Whttington y col., 2005; Fecteau y col., 2013) han descrito una forma de 

resistencia no esporulada de la bacteria en medio ambiente no favorable. 

Esta bacteria “durmiente” posee su metabolismo disminuido y es 

temporariamente imposible de multiplicar in-vitro. 

1.1.3 La enfermedad en los bovinos: Los establecimientos 

ganaderos se infectan a partir de la introducción de animales enfermos 

subclínicos, o asintomáticos. Como se mencionó anteriormente, al tratarse 

de una enfermedad crónica y con un largo período de incubación (varía 

entre 2 y 8 años), la compra e introducción de animales aparentemente 
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sanos, pero eliminadores de bacterias en la materia fecal, es el modo más 

importante por el cual se difunde la enfermedad de un rodeo a otro. 

 La principal vía de diseminación es la fecal, siendo la vía de 

transmisión fecal-oral la más habitual. Los animales más susceptibles son 

los jóvenes, en sus primeras semanas de vida. Normalmente, estos se 

contagian a partir del contacto con las heces de su madre enferma. Sin 

embargo, existen vías de infección secundarias como la leche, los 

alimentos o el agua contaminada con Map (Valentin-Weigand y Goethe., 

1999). La alta susceptibilidad del ternero a la infección en sus primeros días 

de vida está demostrada a partir de la baja dosis infectante que requiere 

este para enfermar. Una vaca adulta con diarrea elimina aproximadamente 

109 bacterias por gramo de materia fecal (Whitlock y col., 2005), mientras 

que solamente se requieren 103 bacterias por gramo de materia fecal para 

infectar a un ternero (Clarke, 1994 y 1997).  

 Luego de la infección inicial, los animales se mantienen 

asintomáticos (incubación) por un período de tiempo que, como ya fue 

mencionado, puede durar años. Esta variación depende, entre otros 

factores, de la edad de infección y de la dosis infectante; existiendo una 

relación directamente proporcional entre la edad al primer contacto y el 

tiempo de incubación. A menor edad, y a mayor dosis infectante, el período 

de incubación tiende a ser menor; mientras que en el caso contrario la 

incubación se prolonga. El largo e impredecible período de incubación es 

uno de los factores críticos para el diagnóstico de la enfermedad en los 

rodeos con infección endémica.  
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 Tras su ingestión, y al alcanzar el medio ácido estomacal, la 

micobacteria activa sus proteínas de unión a la fibronectina, una proteína 

presente en la bilis (Valentin-Weigand y Goethe., 1999). Posteriormente, al 

transitar por el duodeno, toma contacto con la fibronectina de la bilis. El 

hecho de que Map se una a la fibronectina le facilita, a continuación, poder 

adherirse por intermedio de esta, con las integrinas de las células M de las 

placas de Peyer del íleon (Momotani y col.,1988). Desde aquí, pasa a los 

macrófagos en contacto con las células M, donde finalmente, se multiplica 

y se localiza en la mucosa del intestino delgado y órganos linfáticos 

(Momotani y col., 1988; Dennis y col., 2011).  

Figura 1: Representación esquemática del ingreso de Map en la placa de Peyer 
del íleon, por medio de la fibronectina y la célula M. 

 

Referencias: Map: Mycobacterium avium subsp paratuberculosis. CM: célula M. 
Cel Den: Célula dendrítica.   
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Figura 2: Esquema de localización de las lesiones primarias (color rojo) en el 
intestino delgado y en la primera del intestino grueso.  

 

 

 Transcurridos unos 8 meses post-infección, se comienza a visualizar 

la respuesta inflamatoria; el sistema inmune detiene la infección, pero no 

puede eliminar por completo a la micobacteria, la cual por distintos 

mecanismos evade la respuesta inmune. Por lo tanto, es capaz de 

sobrevivir y proliferar dentro de los macrófagos, ocasionando una gran 

infiltración de macrófagos cargados de micobacterias, afectando la 

submucosa intestinal, y originando diarrea crónica con mala absorción de 

nutrientes y, finalmente, la muerte. La necropsia permite observar 

linfangiectasia de los vasos linfáticos de la serosa del íleon y colon, 

hipertrofia de los linfonodos asociados, engrosamiento y corrugación de la 

mucosa intestinal y, en algunos animales, es posible de observar la válvula 

ileoceal aumentada de tamaño y edematosa (Buergelt y col., 1978).   



15 
 

 

 Es pertinente remarcar que la respuesta inmune desarrollada por los 

animales durante la enfermedad es altamente compleja. A modo 

introductorio, podemos decir que los animales jóvenes asintomáticos 

responden ante la enfermedad con una respuesta primaria de tipo celular, 

basada en la activación de linfocitos Th1. Estos liberan interferón gamma 

(IFN-γ) e interleuquina 2 (IL-2), el efecto de estas citoquinas es la activación 

macrofágica. El macrófago activado aumenta el estallido respiratorio, la 

hipersensibilidad de tipo retardada y la necrosis caseosa.  

Figura 3: Representación de la inmunidad celular. 

 

Referencias:  CD: Célula dendrítica. LTh1: Linfocito T helper 1. MC: macrófago. 

 En los estadios más avanzados de la enfermedad, la inmunidad 

celular declina, dando paso a la inmunidad humoral, mediada por 

anticuerpos (Ac). En este caso, la subpoblación de linfocitos Th2 activa la 

liberación de las IL-4 y IL-10, estimulando así la producción de Ac. La 

concentración creciente de IL-10 inhibe el efecto de los linfocitosTh1, y por 

consiguiente inhibe la inmunidad celular.  

 

 

 

                              
                         IL-12                      IFN gamma        EL macrófago inactivo se activa                                                                                                            



16 
 

 

Figura 4: Representación de la inmunidad humoral. 

 

        Referencias: LTfh: Linfocitos T cooperadores foliculares. IL: interleuquinas.           

 En base al tipo de respuesta inmune, a la presencia de signos 

clínicos y a la eliminación de micobacterias, la enfermedad puede dividirse 

en 4 estadios: 

 1° Estadio: Enfermedad silente, los animales no presentan ningún 

tipo de signo clínico a pesar de estar infectados a edad temprana. No 

eliminan Map por la materia fecal o lo hacen a niveles difíciles de detectar, 

y no presentan respuesta inmunológica humoral. Este grupo se encuentra 

conformado por los terneros desde su nacimiento hasta aproximadamente 

los 10 meses de edad.  

 2° Estadio: Enfermo subclínico, en este grupo tampoco es factible 

observar signos clínicos. Los animales pueden tener respuesta celular o 

humoral, y eliminan bacterias en forma intermitente. 

 3° Estadio: Enfermedad clínica, estos animales presentan diarrea 

intermitente, pérdida progresiva de peso y eliminan bacterias por materia 

fecal. Se pueden detectar por inmunidad humoral, y pueden, 

                                  
                                                                                                                                              

  Contacto entre CD y LTfh      IL-4 y IL-10          producción de anticuerpos 
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temporariamente, mejorar su estado y volver al segundo estadio o avanzar 

al 4° estadio.  

 4° Estadio: Enfermedad clínica avanzada, estos presentan 

emaciación, edema submandibular y diarrea incoercible. Son super-

eliminadores de micobacterias por la materia fecal, y mueren en pocas 

semanas producto de la deshidratación y caquexia. 

 En base a los estadios anteriormente mencionados y a modo de 

estimar la prevalencia de la enfermedad en un rodeo se creó el concepto 

de “Efecto iceberg”, este fenómeno hace referencia a cómo se comporta 

epidemiológicamente la enfermedad en un rodeo cerrado1. En este caso la 

prevalencia aproximada de la enfermedad se puede estimar tomando en 

cuenta los siguientes datos: por cada animal que se muere de 

paratuberculosis en el estadio 4°, se encontrarán 1-2 animales en el estadio 

3°, otros 4-8 en el estadio 2° y unos 10-15 animales afectados en el estadio 

1°, en resumen si sumamos todos los animales de los diferentes estadios, 

por cada animal que muere de paratuberculosis tendremos otros 15-25 

animales enfermos, de los cuales con los métodos de diagnóstico actuales 

solo podremos detectar aproximadamente la mitad.  

 

 

 

 

 
1 Rodeo en el cuál se reponen los animales a partir de las crías que allí nacen, sin 
compras externas. 
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Figura 5: Representación del llamado “efecto iceberg” de la PTBC bovina, donde 
los enfermos visibles son el menor número de casos.  

 

 

1.1.4 Potencial zoonótico: Los conocimientos actuales no son 

concluyentes en cuanto a la relación de Map como una de las causas de la 

enfermedad de Crohn, en humanos, muy similar a la paratuberculosis de 

los rumiantes (Aitken y col, 2021; Dow y Sechi, 2019; Dow, 2012; Hermon-

Taylor, 2004, Chiodini y col 1984a). Además, se ha investigado la posible 

asociación de este agente etiológico con la diabetes tipo 1 (Manca y col, 

2012) y con otras enfermedades autoinmunes como la tiroiditis de 

Hashimoto y el síndrome de Melkersson–Rosenthal (D’Amore y col, 2010). 

Map pudo ser aislado e identificado por técnicas moleculares (PCR- IS900) 

a partir de muestras de tejido intestinal de humanos afectados por la 

enfermedad de Crohn en varios países del mundo (Gajendran y col, 2018). 

La exposición humana a Map se produce a partir del consumo de alimentos 

Clínicos         
avanzados

Enfermos clínicos  

Enfermos
subclínicos

Enfermos silentes

1 

1-2 

4-8 

10-15 

Total de enfermos de 15 - 25 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gajendran+M&cauthor_id=28826742
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contaminados (Chiodini y col 1993; Stabel y col., 2001). Un trabajo 

publicado por Cirone y col. (2004) logro demostrar, utilizando PCR-IS900, 

que en el 1,56% (6/384) de las muestras de leche comercial pasteurizada 

se halló presente la bacteria, similares resultados obtuvo Paolicchi y col. 

(2012). Estudios similares realizados en Alemania pudieron demostrar la 

presencia de Map en el 39% (56/143) de las muestras de musculo 

esquelético recolectadas durante la faena de bovinos infectados (Dahmen 

y col., 2018). Actualmente, se está investigando el microbioma intestinal 

como factor protector contra la infección por Map (Matthews y col., 2021). 

 A pesar de lo postulado anteriormente, hoy se la sigue considerando 

una enfermedad no zoonótica; aunque un trabajo recientemente publicado 

por Aitken y col. (2021) muestra discrepancias con esta afirmación.   

1.1.5 Métodos diagnósticos: En función de lo expuesto en el 

apartado 1.1.3, queda claramente demostrado que detectar a los animales 

clínicos silentes y subclínicos plantea todo un desafío desde el punto de 

vista del diagnóstico. En efecto, la patogenia compleja de la enfermedad, 

sumada al largo período de incubación (2-8 años) obliga a recurrir a la 

combinación de distintas técnicas diagnósticas aplicadas estratégicamente 

sobre el rodeo para obtener la mayor sensibilidad (Se). La Se de las 

pruebas aumenta conforme progresa la enfermedad (Collins, 1996; Nielsen 

y Toft, 2005). La combinación puede hacerse de dos maneras: a- en 

paralelo y b- en serie. La interpretación de los resultados depende de la 

secuencia con que fueron utilizadas y de la manera en que los resultados 

son integrados (León y Duffy, 2006). Las pruebas en paralelo son dos o 
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más pruebas que se realizan sobre una muestra y buscan aumentar la 

sensibilidad. Un individuo para ser positivo tiene que reaccionar al menos 

a una de las pruebas realizadas. En cambio, las pruebas en serie buscan 

aumentar la especificidad, son dos o más pruebas aplicadas en forma 

consecutiva, en donde sólo las muestras que resultan positivas a una 

prueba son procesadas por la prueba siguiente. Un individuo es 

considerado como positivo cuando reacciona de manera positiva a todas 

las pruebas realizadas. 

 El diagnóstico puede hacerse sobre el animal vivo o la población 

afectada, y a partir del cadáver (diagnóstico post-mortem). A continuación, 

se detallan las principales técnicas diagnósticas disponibles actualmente:  

1.1.5.1 Diagnóstico clínico: Como se mencionó oportunamente, los 

terneros se infectan a los pocos días de nacidos, pero no mostrarán signos 

hasta transcurridos como mínimo los 2 años. Pasado el período de 

incubación, los primeros signos consisten en diarrea acuosa, al principio 

intermitente, y finalmente crónica, incoercible, sin respuesta a los 

tratamientos. El estado general se deteriora progresivamente por la pérdida 

de peso, lo que conlleva a emaciación, caquexia y muerte. El apetito se 

mantiene normal, pero por la diarrea hay deshidratación, y por la pérdida 

de proteínas hay edema sub-mandibular (Clarke, 1997; Whitlock, 1996). 

Existe bibliografía internacional que correlaciona la prevalencia de la 

enfermedad, con el pH del suelo. Los suelos ácidos se asocian con una 

mayor prevalencia de PTBC, comparados con los alcalinos (Kopecky, 1971; 

Norby y col. 2007).  
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Figura 6: Vaca que formó parte de la tesis (ID: U932) con signos clínicos 
avanzados de PTBC. Puede observarse adelgazamiento marcado, diarrea crónica 
y mal aspecto general. 

 

 

1.1.5.2 Diagnóstico post-mortem: A partir de las lesiones 

macroscópicas es posible realizar histopatología, inmunohistoquímica, 

coloración de Ziehl Neelsen, cultivo de materia fecal y/o tejidos y, 

posteriormente técnicas moleculares para la identificación de cepa (PCR-

secuenciación).  

1.1.5.3 Patología macroscópica: Las lesiones intestinales pueden 

ser difusas o segmentadas, hallándose limitadas al íleon, colon y sus 

linfonodos asociados, o comprometiendo toda la extensión del intestino. En 

la serosa intestinal se pueden observar los vasos linfáticos engrosados y 

dilatados (linfangiectasia); la pared intestinal se encuentra engrosada por 

el infiltrado inflamatorio y el edema, lo que hace remarcar los pliegues 

intestinales, la válvula ileocecal puede estar enrojecida o aumentada de 

tamaño por el edema y la infiltración celular (Buergelt y col., 1978).  
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 Figura 7: Vasos linfáticos dilatados y engrosados (linfangiectasia) en la 
 serosa intestinal.                       

 

 Figura 8: Mucosa de íleon engrosada por el infiltrado inflamatorio y  
 el edema “aspecto cerebroide”. 

 

  

1.1.5.4 Histopatología: La lesión se caracteriza por ser una 

inflamación granulomatosa difusa o multifocal, localizada principalmente en 

el intestino y en los linfonodos mesentéricos. En enfermos clínicos, con 

lesiones difusas, se mencionan dos formas patológicas principales, la 
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paucibacilar y la multibacilar. La primera se caracteriza por la presencia de 

un infiltrado linfocitico y pocos macrófagos conteniendo pocas o ninguna 

micobacteria en su interior y en la segunda por la gran cantidad de 

macrófagos cargados de micobacterias (Carrigan y Seaman, 1990; Pérez 

y col. 1996; Clarke, 1997; Corpa y col. 2000). Buergelt y col., (1978) utilizó 

criterios similares a los mencionados y clasificó las lesiones como 

incipientes, moderadas y marcadas. Las lesiones incipientes se encuentran 

en las vellosidades y en la zona paracortical de los linfonodos, con escasos 

macrófagos y células gigantes tipo Langhans; en donde es raro observar 

bacilos ácido alcohol resistentes (BAAR). En las lesiones moderadas se 

observan varias células gigantes tipo Langhans acompañadas o no por 

grupos de macrófagos, localizados en la mucosa y submucosa, y en los 

linfonodos mesentéricos. Las lesiones marcadas se caracterizan por 

numerosas células tipo Langhans y macrófagos infiltrando todas las capas 

de la pared intestinal y la luz de los conductos linfáticos. Las vellosidades 

se encuentran fusionadas y las criptas distendidas. Las células 

inflamatorias ocupan el seno subcapsular y la zona paracortical de los 

linfonodos mesentéricos. Se observan numerosos BAAR en los 

macrófagos y células de Langhans (Buergelt y col., 1978; Clarke, 1997). La 

histopatología presenta baja sensibilidad comparada especialmente con el 

cultivo de linfonodos. La baja sensibilidad se debe, entre otras cosas, a la 

distribución multifocal de pequeños granulomas en la mucosa intestinal 

(Martinson y col., 2008).   
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1.1.5.5 Diagnóstico microbiológico: El cultivo bacteriológico es 

altamente específico, y es considerado la prueba de oro en el diagnóstico 

de la paratuberculosis bovina.  Presenta como inconvenientes el alto costo, 

la laboriosidad y el tiempo de incubación prolongado (aproximadamente 4 

meses). El medio de cultivo utilizado de modo convencional es el de 

Herrold, con un límite de detección de 100 bacterias por gramo de materia 

fecal (Merkal, 1970; Jorgensen, 1982). El aislamiento de la micobacteria se 

considera diagnóstico. Para la identificación definitiva del género 

Mycobacterium se utiliza la prueba de PCR, la cual detecta las secuencias 

de inserción IS900, ISMap02 (Collins y col, 1990; Garrido y col., 2000; 

Stabel y col., 2005).  

 La detección de micobacterias no tuberculosas o ambientales (MA), 

definidas así por la Organización Mundial de la Salud (2004), se realiza a 

partir de la comparación de segmentos variables del genoma, dado que 

estos presentan una relativa gran diferencia entre especies y baja 

variabilidad dentro de las mismas. Los genes más utilizados con fines 

taxonómicos son 16S ARNr y hsp65.  

1.1.5.6 Diagnóstico de inmunidad serológica: Las pruebas 

serológicas disponibles abarcan dos técnicas, por un lado, se halla la 

técnica de ELISA y por otro la inmunodifusión en gel de agar (AGID). A 

continuación, se describen las principales características de cada una. 

 ELISA: Posee como característica principal que es altamente 

sensible, de realización rápida y de bajo costo. Es la prueba de elección 



25 
 

 

para el diagnóstico de PTBC en la mayoría de los países, porque se obtiene 

un resultado rápido que permite apartar a los animles enfermos. El principal 

inconveniente que muestra se relaciona con la especificidad. Numerosas 

investigaciones (Norby y col., 2007; Osterstock y col., 2006; Biet y 

Boschiroli, 2014) hacen referencia a que la presencia de MA en ciertas 

regiones geográficas, sensibilizan a los bovinos y generan falsas 

reacciones positivas (afectan la especificidad) a diversos ELISA. Osterstock 

y col. (2006) han demostrado que la inoculación vía subcutánea de MA 

inactivadas, aisladas de materia fecal, sensibilizan a los bovinos y generan 

falsos positivos en los ELISA comerciales. 

 Los avances para mejorar la especificidad estuvieron a cargo del Dr. 

Yokomizo, quién incorporó la absorción de los sueros al Mycobacterium 

phlei, previo a la realización de la prueba de ELISA, con el fin de absorber 

los anticuerpos inespecíficos. El razonamiento que lo llevó a este proceso 

fue buscar una micobacteria ambiental comúnmente presente en los 

animales, que pudiera ser responsable de la aparición de anticuerpos 

inespecíficos a PTBC capaces de reaccionar en la prueba de ELISA.  

 Con el fin de aumentar la especificidad, además del uso de 

absorbentes, se desarrollaron otras modificaciones aplicadas al ELISA 

convencional. Existen antecedentes de que el agregado, en un paso extra, 

de un agente caotrópico2 como la urea o el NaCl separan las uniones Ag-

 
2 Un agente caotrópico es una sustancia que desorganiza la red tridimensional del agua 
influyendo en la organización de sus moléculas a través de sus enlaces de hidrógeno, y 
en la interacción de estas con otros solutos como macromoléculas tales como proteínas, 
ADN o ARN, tendiendo a desnaturalizarlas o disolverlas. 
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Ac lábiles logrando aumentar la especificidad (Fialová y col., 2017). La urea 

actúa afectando los enlaces de hidrógeno y las fuerzas de Van Der Waals, 

desestabilizando las fuerzas hidrófobas que actúan en la unión Ag-Ac, las 

uniones débiles se desprenden, quedando unidas las que tienen mayor 

afinidad funcional; mientras que el NaCl actúa sobre la disociación de las 

uniones electrostáticas. El ELISA con caotrópicos se ha utilizado para 

determinar la afinidad de los anticuerpos con respecto al antígeno. Este tipo 

de prueba ha sido aplicada principalmente en enfermedades parasitarias, 

víricas y algunas bacterianas (Sager y col., 2003; Marcipar y col., 2001; 

Aguado-Martinez y col., 2005). La afinidad se incrementa con el tiempo de 

exposición del anticuerpo con el patógeno, y se relaciona con la cronicidad 

de la infección. Las uniones Ag-Ac recientes o inespecíficas presentan baja 

afinidad, por lo tanto, se desacoplan fácilmente por el efecto de la urea. 

Podemos considerar que las uniones de baja afinidad también son 

inespecíficas; mientras que las uniones específicas y de largo tiempo, 

poseen alta afinidad, están relacionadas a infección, y no se ven alteradas 

por la presencia del caotrópico. En esta tesis se utilizó la urea a una 

concentración de 8 M, la cual además de desestabilizar las uniones débiles, 

nos permite predecir aproximadamente el estadio que cursa un bovino 

enfermo de PTBC en base a la mayor o menor afinidad. 

 Inmunodifusión en gel de agar: Esta técnica posee menor 

sensibilidad que la prueba de ELISA; y generalmente se utiliza en animales 

con signos clínicos evidentes para confirmar la enfermedad. En esta tesis 
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se utilizó como prueba complementaria en algunos de los sueros 

analizados. 

 1.1.5.7 Diagnóstico de inmunidad celular: Las técnicas utilizadas 

detectan reacciones inmunes mediadas por células, tanto in-vivo (prueba 

intradérmica o tuberculina) como in-vitro (interferón gamma y proliferación 

celular). 

 Prueba intradérmica: Esta técnica diagnóstica es la herramienta 

oficial, determinada por SENASA para el control de la tuberculosis; y 

también es aplicable al diagnóstico de paratuberculosis. Se trata de una 

prueba in-vivo utilizada en los animales jóvenes para detectar la inmunidad 

celular en las primeras etapas de la enfermedad. Como antígeno se suele 

utilizar la tuberculina aviar a una concentración de 0,5 mg/ml, obteniéndose 

resultados con buena especificidad (Kalis y col., 2003; Cicuta 1999).  Las 

vías de aplicación varían según la enfermedad que se desee diagnosticar 

y la especie sobre la cual se aplique. Generalmente se inocula en el pliegue 

anocaudal interno; aunque está comprobado que aplicándola en el tercio 

medio de la tabla del cuello aumenta la sensibilidad (Good y col., 2011a). 

La lectura se realiza a las 72 hs de la aplicación, comparando el espesor 

de los pliegues cutáneos anocaudales, o del espesor de la piel del cuello 

en los lugares de inoculación (Körmendy, 1988). 

 Las MA presentes en los ecosistemas donde viven los bovinos 

pueden sensibilizar a los animales y alterar la especificidad de la técnica.  

La presencia de estas está ligada a condiciones particulares del suelo y a 
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otros factores ambientales; lo que fue documentado en el país (Oriani y 

Sagardoy, 2002; Oriani y col., 2019) y en el exterior (Norby y col., 2007). 

Por lo tanto, el aumento de reactantes inespecíficos es más frecuentes en 

algunas regiones que en otras.   

Figura 9: Reactante a la prueba intradérmica con PPD Aviar luego de 72 hs. de 
inoculación. Nótese el engrosamiento del pliegue anocaudal interno izquierdo. 

 

 Prueba de Interferón gamma: Es una prueba in vitro, se extrae 

sangre entera de los animales y en el laboratorio se estimula con antígenos 

para determinar la presencia de linfocitos sensibilizados, se realiza en kits 

comerciales que detectan la liberación de Interferón gamma por los 
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linfocitos previamente expuestos a los antígenos testeados (Stabel y col., 

1996, 2000 y 2007). 

 Prueba de proliferación celular: También se trata de una prueba in 

vitro, en donde previa extracción de sangre entera, se separan los linfocitos 

y se los estimula con antígenos y mitógenos, posteriormente se detecta la 

proliferación celular de las células sensibilizadas con sales de tetrazolium 

(Kurade y Tripathi, 2008). 

 1.1.6 Tratamiento y control: La enfermedad clínica progresa 

indefectiblemente hacia la muerte. Por el momento no se conocen 

tratamientos curativos. El tratamiento sintomático en base a antibióticos de 

amplio espectro puede, en algunos casos, lograr mejoras temporarias de la 

salud. Debido a la baja expectativa de curación con antibióticos, y a la 

imposibilidad de usar vacunas para prevenir la enfermedad en Argentina3,  

los  únicos métodos de control disponibles son las medidas de manejo 

tendientes a disminuir su diseminación y el diagnóstico y eliminación de los 

animales enfermos (Paolicchi y col., 2002).  

1.2 Situación actual de la paratuberculosis en los rodeos de la cuenca 
deprimida del río Salado: 
 

 La cuenca deprimida del Río Salado incluye una región de 

aproximadamente unas 6,2 millones de ha de superficie principalmente 

ganadera. La producción anual de terneros está estimada en 2 millones, lo 

que representa el 16 % de la producción del país.  

 
3 En Argentina la vacunación de paratuberculosis no está permitida por interferir en el 
diagnóstico de la tuberculosis bovina, en donde se utiliza la prueba tuberculínica. 
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 Un estudio publicado por nuestro grupo de investigación (Alvarado 

Pinedo y col., 2019) deja ver que la enfermedad es endémica en los rodeos 

de la Pcia. de Buenos Aires. Sobre un análisis serológico con la técnica de 

ELISA-u (ELISA urea) de 10.749 muestras de sangre de bovinos de 35 

rodeos de cría y 3 tambos, se obtuvo una prevalencia individual del 6% para 

bovinos de carne y del 17% para bovinos lecheros. La prevalencia predial 

fue del 97,8%. Esto demuestra que la enfermedad está virtualmente 

presente en todos los rodeos de la región, e impacta de mayor manera 

sobre los tambos. En consecuencia, con la alta seroprevalencia, y tomando 

como base epidemiológica el efecto iceberg anteriormente descrito, se 

presume que por cada bovino con signos clínicos avanzados existen al 

menos entre 15 y 25 animales enfermos inaparentes, las tasas reales de 

infección y de pérdidas en los establecimientos ganaderos parecieran ser 

elevadas y a la vez difíciles de estimar. En Argentina la enfermedad en los 

bovinos es conocida desde 1932 (Rosenbusch, 1937). Su evolución 

silenciosa (debido a la incubación prolongada) a través de los años, 

sumada a la falta de técnicas diagnósticas eficaces ha hecho que en la 

actualidad los principales centros de diagnóstico de la región, como lo son 

INTA Balcarce (Späth y col., 2012; Moreira y col., 1994; Fernández-Silva y 

col., 2014) y CEDIVE (FCV-UNLP) (Costa y col., 2004; Di Paolo, datos sin 

publicar), la mencionen como una de las principales causas de mortandad 

dentro de las muertes ocasionadas por agentes infecciosos. Año tras año, 

los establecimientos regionales pierden, ya sea por descarte y/o muertes, 

aproximadamente el 3% de su stock producto de la enfermedad. Por ello, 
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resulta de suma relevancia la detección precoz de los animales afectados 

y su posterior destino a faena, de modo tal de minimizar las pérdidas 

económicas y evitar, al menos en parte, la difusión de la enfermedad. 

1.3 Objetivos y alcances de la tesis:  
 

 Dada las limitaciones ya expuestas que presentan las técnicas 

diagnósticas disponibles y las complicaciones existentes para controlar la 

enfermedad con vacunas o tratamientos, resulta sumamente importante 

detectar precozmente a los animales enfermos y eliminarlos del rodeo. Con 

esta motivación es que nos proponemos trabajar sobre la base de los 

siguientes objetivos; en primer orden, desarrollar una técnica de ELISA con 

el agregado de urea que sea capaz de aumentar la especificidad con 

relación al ELISA tradicional; para así poder detectar con mayor exactitud 

los enfermos subclínicos y disminuir los falsos positivos. La urea afecta a 

los enlaces de hidrógeno, desestabilizando las fuerzas hidrófobas que 

actúan en la unión Ag-Ac. Las uniones débiles se desprenden, quedando 

unidas las que tienen mayor afinidad funcional. La afinidad de los 

anticuerpos con respecto al antígeno se incrementa con el tiempo, lo que 

se relaciona con la cronicidad de la infección (ver figura 10). 
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 En segundo orden, intentar el aislamiento de micobacterias 

ambientales de la materia fecal de bovinos provenientes de rodeos 

infectados con PTBC. En tercer, y último orden, emplear las cepas aisladas 

como absorbentes en la técnica de ELISA, con el objetivo de eliminar los 

Ac inespecíficos (absorbentes) y su efecto será contrastado con la 

utilización de la urea.  

 Consecuentemente con los objetivos, formulamos las 3 hipótesis (H) 

centrales sobre las que se desarrollará la investigación: 

 H1: Las micobacterias ambientales existentes en los rodeos 

sensibilizan a los bovinos, y estos montan una respuesta inmune 

inespecífica que da falsos positivos a la técnica de ELISA convencional. La 

especificidad de esta técnica varía si se trata de muestras provenientes de 

animales jóvenes o adultos; ya que los jóvenes poseen menos Ac con 

reacción cruzada (inespecíficos) que los adultos. El ELISA-u mejora la 

especificidad del ELISA convencional. 

Figura 10: Efecto pre (A) y post (B) agregado de urea sobre el suero bovino. 
1: Ac de baja avidez. 2: Ac de alta avidez. 
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 H2: La utilización de absorbentes en la prueba de ELISA mejora la 

especificidad; y por ende la detección de animales infectados con Map. 

Puede utilizarse como alternativa al ELISA-u. 

 H3: Las MA aisladas de la materia fecal, capaces de sensibilizar, 

presentan variaciones entre individuos, rodeos y establecimientos.   

 La metodología se orientó a resolver estos problemas del 

diagnóstico y a contribuir en el control de la enfermedad en los rodeos. Esto 

minimizaría las pérdidas económicas - productivas; ya que permitiría 

vender animales enfermos subclínicos, que aún conservan su valor de 

mercado en el frigorífico.  

1.3.1 Diseño experimental:  
 

Se trabajó principalmente sobre tres rodeos comerciales de la 

cuenca del río Salado, que previamente fueron diagnosticados como 

infectados con PTBC en base a test serológicos, cultivos y necropsias. 

Considerando que se trata de una enfermedad crónica, y que se trabajó 

sobre rodeos comerciales, se realizaron muestreos longitudinales y/o 

transversales según fue posible; ya que una vez que los animales se 

diagnostican como positivos suelen ser vendidos por los productores. 

Además, se realizaron muestreos transversales en otros establecimientos 

de la región, con el objetivo de obtener mayor representación en los 

resultados y poder hacer más abarcadoras las conclusiones.  

 De los animales bajo estudio se extrajeron muestras de sangre y de 

materia fecal del recto. Las muestras de suero sanguíneo se procesaron 
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por la técnica de ELISA-su y ELISA-u para calcular, posteriormente, el 

índice urea (IU). La sensibilidad y especificidad del ELISA-u se evaluó junto 

a la covariable edad. Las muestras de materia fecal fueron sembradas en 

medios de cultivo específicos para Map y MA. El desarrollo de colonias 

compatibles con Map fue interpretado como infección, mientras que el 

desarrollo de colonias de MA se consideró como un posible indicador 

indirecto de infección; ya que la confirmación de infección por estos agentes 

es dificultosa.   

Los aislamientos MA se analizaron por técnicas moleculares (PCR-

secuenciación), y se utilizaron como absorbentes en la técnica de ELISA. 

También, se utilizó como absorbente al M. phlei, tal como lo recomienda la 

bibliografía internacional (Yokomizo y col., 1991). Al exponer los sueros 

problema a estos absorbentes se pretendió neutralizar o eliminar los Ac de 

reacción cruzada con PTBC.  Se compararon los resultados del ELISA con 

y sin absorbentes versus el ELISA-u, para así poder extraer conclusiones 

sobre la conveniencia de utilizar un procedimiento u otro.  
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2- MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

 

2.1 Rodeos estudiados:  
 

 Se realizaron muestreos longitudinales y transversales en diferentes 

rodeos de la provincia de Buenos Aires, ubicados dentro de la región 

pampeana, en la pampa deprimida. La misma se caracteriza por un relieve 

con escasa pendiente y suelos con deficiente infiltración, y generalmente 

alcalinos, que habitualmente permanecen con altos tenores de humedad 

durante el período otoño invierno. El muestreo longitudinal se concentró 

sobre animales de 3 establecimientos infectados endémicamente por 

PTBC, llamados “El Amanecer”, “Don Joaquín” y “Manantiales”, cuyas 

características se describen más abajo. La presencia de paratuberculosis 

fue demostrada a través de estudios de necropsias (Di Paolo, comunicación 

personal), chequeos serológicos con ELISA indirecto y cultivos (Alvarado 
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Pinedo y col., 2014; Di Paolo y col., 2018). La cantidad de muestreos 

realizados y la periodicidad con la que se tomaron las muestras fue 

variable, viéndose influenciada por las características comerciales de los 

animales estudiados, por las condiciones climatológicas, por las rutinas de 

manejo de los campos, etc. En todos los casos se realizaron al menos tres 

pruebas serológicas de ELISA por animal, con un intervalo entre sí no 

menor a 60 días y no mayor a 180. Los muestreos transversales se 

realizaron sobre establecimientos ubicados en la misma región geográfica 

que los anteriores, pero a partir de muestras que ingresaron al servicio de 

diagnóstico del CEDIVE. 

 A continuación, se describen las características principales de los 

rodeos analizados:    

 Establecimiento “El Amanecer”: El campo se encuentra ubicado 

sobre la ruta provincial 36, km 105, en la localidad de Vieytes, partido de 

Magdalena. Se accede al mismo por la mencionada ruta y dista 

aproximadamente 70 km desde la ciudad de La Plata. Cuenta con una 

superficie de 254 ha donde se realiza la cría de ganado vacuno de raza 

Aberdeen Angus conformado por un plantel de 200 vientres. En el 

establecimiento se realiza, además, un intenso programa de mejoramiento 

animal, por medio de Breed plan, por lo tanto, la reposición interna, es una 

característica para destacar.  

 Establecimiento “Don Joaquín”: Se encuentra ubicado sobre la ruta 

provincial 36, km 83.5, localidad de Bartolomé Bavio, Partido de 

Magdalena. Tiene una superficie de 426 ha sobre las que se desarrollan 
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actividades agrícolas y ganaderas. En el mismo se completan las 

actividades ganaderas de los otros campos de la misma firma. Se realiza 

la recría y engorde del ternero Holando buscando una salida productiva a 

este subproducto del tambo; también la recría y servicio de la vaquillona de 

la misma raza. La recría de reproductores Aberdeen Angus producidos en 

el establecimiento “El Amanecer” y la invernada del ternero macho de dicho 

establecimiento. También se realiza agricultura para cosecha, con la 

tecnología de siembra directa, estableciéndose una rotación de cultivos con 

maíz, soja y trigo.   

 Establecimiento “Manantiales”: Se encuentra ubicado en el partido 

de Chascomús, distante unos 25 km de la ciudad homónima. Se trata de 

una unidad demostrativa de producción lechera, cuyo objetivo es medir, 

si es posible, lograr “niveles competitivos” de rentabilidad en la zona 

manejando un rodeo lechero sobre base pastoril con el uso de 

silajes, suplementación con granos y concentrados. La superficie 

productiva consta de 210 ha, con una producción diaria de 5000 Lt de leche. 

2.2 Pruebas serológicas: 

 Es pertinente remarcar que las pruebas que se describen a 

continuación son las utilizadas por el CEDIVE para los diagnósticos de 

PTBC que de rutina ingresan al servicio. El ELISA que utilizamos fue 

desarrollado por el Dr. Gabriel Travería durante su tesis doctoral (Travería, 

2003) con algunas modificaciones (Cox y col, 1991). Con esta técnica “in 

house” se procesan anualmente entre 7.000 y 10.000 muestras de sueros 

ingresados al servicio de diagnóstico. Por otro lado, el antígeno utilizado 
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para ambas pruebas (ELISA y AGID), también es de elaboración propia, y 

se describe en el párrafo siguiente, dentro del apartado de la técnica de 

ELISA. Las muestras utilizadas fueron sueros extraídos por centrifugación 

a 3000 rpm. 

2.2.1 ELISA:  
 

 Para realizar la prueba de ELISA las placas se sensibilizan con 100 

µL por pocillo de antígeno formado por un lisado protoplasmático de 

Mycobacterium avium subsp avium (MAA) (cepa D4 ER). Como ya fue 

mencionado, la cepa se sembró en caldo glicerinado, y se incubó a 37ºC 

hasta la formación de una película densa durante aproximadamente 2 

meses. El soma bacteriano se filtró y se irradió a 25 kGry. Posteriormente 

se pasó por un disruptor de células Constant Systems® a una presión de 

40.000 psi. El soma lisado se centrifugó a 10.000 rpm durante 20 minutos, 

el sobrenadante se usó como antígeno y se denominó lisado entero. El 

antígeno se diluyó 1:160 en solución buffer de carbonato 0,05 M (pH 9,6), 

y se colocaron 100 µL por pocillo en placas Greiner Maxisorb®. Estas se 

incubaron toda la noche a 4ºC. Luego se lavaron 3 veces con solución 

buffer de lavado (PBS con 0,05% de Tween 80). A continuación, 100 µL de 

los sueros control y problema diluidos 1/180 en ELISA-PBS se incubaron a 

temperatura ambiente (21°C aproximadamente) durante 40 minutos, las 

placas se lavaron 3 veces y se transfirieron 100 µL de conjugado anti Ig G 

bovina (Dako Denmark) en dilución 1:5.000 en ELISA-PBS. Después de 

incubar durante 40 minutos a temperatura ambiente, la placa se volvió a 

lavar 3 veces y se adicionó 100 µL de solución de substrato conteniendo 2 
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mM de peróxido de hidrógeno y 0,4 mM 2,2-azino-bis (ácido3-etil-

benzotiazolina-6-sulfonico) (Sigma Chemical Co.) en 0,05 M de buffer 

citrato (pH 5). Aproximadamente después de 30 minutos se realizó la 

lectura de la densidad óptica con un espectrofotómetro (Labsystems 

Multiskan® Plus) con filtro de 405 nm. El suero control positivo se extrajo 

de un animal clínicamente afectado, del cual se aisló Mycobacterium avium 

subsp paratuberculosis. Se consideraron positivos a aquellos valores de 

PPRC (Porcentaje de positividad en relación con los controles) iguales o 

superiores al 70% (Yokomizo y col., 1970; 1983; 1984; 1986; 1991). Para 

establecer el punto de corte, “valor por encima del cual se considera a una 

muestra como positiva”, se utilizó la prueba de ROC.  

 

         PPRC =         (DO muestra – DO control negativo)       X 100  

                           (DO control positivo - DO control negativo) 

 

PPRC= Porcentaje de positividad en relación con los controles. 

DO= Densidad óptica del suero. 

 

 2.2.2 ELISA UREA: 

 Al protocolo del ELISA indirecto desarrollado en el CEDIVE 

(Travería, 2003), y descrito en detalle anteriormente, se le agregó la 

exposición de los sueros a la urea (Biopack®). 
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 Cada suero se sembró por duplicado. A uno de los pares no se le 

agregó urea, mientras que el otro se incubó con urea en una concentración 

de 8M durante 4 minutos culminada la incubación para la unión Ag-Ac, y 

antes de agregar el conjugado. La solución de urea se preparó colocando 

10 mL de solución de lavado PBS y agregándole 4,8 gr de urea (PM 60,024 

g/mol). El IU se calculó sobre los promedios de las DO de los sueros sin 

urea y con urea, en base a la siguiente formula:  

   Índice urea= (xDO suero con urea /xDO suero sin urea) x 100 

Figura 11: Ejemplo de un esquema de siembra en la placa de ELISA. Obsérvese 
que en los pocillos donde actuó la urea generalmente se presentan menos 
coloreados, y por ende presentan menor valor de DO debido a la eliminación de 
reacciones Ag-Ac inespecíficas.  

 

Referencias: CU: Pocillo con urea; SU: Pocillo sin urea; C+: Suero control positivo; 
C-: Suero control negativo. La flecha azul indica la dirección de siembra. 
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 2.2.3 ELISA CON ABSORBENTES (M. plhei y M. 

nonchromogenicum): 

 Las cepas se obtuvieron por siembra en caldo glicerinado, 

posteriormente se procesaron como el antígeno holo lisado de MAA 

previamente descripto en el apartado 2.2.1. Se realizó una dilución de este 

antígeno en PBS (1/480). Luego se diluyeron los sueros problema (1/180) 

y se procedió a la ejecución del ELISA con las siguientes variantes: A) Pre-

absorción con M. phlei durante 30´ (phlei30). B) Pre-absorción con M. phlei 

durante 4´ (phlei4). C) Pre-absorción con M. nonchromogenicum durante 

30´ (nonchrom30). D) Pre-absorción con M. nonchromogenicum durante 4´ 

(nonchrom4) y E) Sin pre-absorción con el uso de urea (CU).   

Figura 12: Método de producción de antígeno para uso como inmunoabsorbente. 
En las botellas con caldo glicerinado se observa el desarrollo de M. phlei luego de 
la incubación. 
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  2.2.4 AGID: 
 

 Sobre placas de Petri de 90 mm de diámetro x 15 mm de alto, se 

depositaron 17 mL de una solución tibia de agar noble al 1% en buffer 

boratos 0,9%. Las placas se dejaron enfriar hasta que tomaron consistencia 

firme. Posteriormente, con sacabocado de 5,3 mm de diámetro y 2,4 mm 

de separación se marcaron las rosetas de un orificio central y 6 periféricos. 

En el pocillo central se sembró el antígeno (35 μL de antígeno 

protoplasmático de MMA) y en los periféricos el suero control positivo por 

triplicado, y los sueros problema flanqueados por los controles positivos 

(Sherman y col., 1984; 1989; 1990). 

 La incubación de las placas se realizó a 20°C (temperatura 

ambiente) en cámara húmeda. La lectura se realizó observando las líneas 

de precipitados, y corroborando la identidad entre líneas (SENASA) 

generalmente visibles a las 24 hs de incubación.  

2.3 Tuberculinización con la PPD Aviar:  

 Con el objetivo de mejorar el porcentaje de diagnósticos y de 

aumentar el caudal de información de los animales estudiados se inoculó, 

en algunos casos, PPD aviar intradérmica para detectar hipersensibilidad 

retardada a PTBC. Se utilizó PPD Tuberculina Aviar DILAB-SENASA, a una 

concentración de 0,5 mg/mL, aplicada por vía intradérmica en pliegue 

anocaudal interno. La aplicación intradérmica se efectuó con una jeringa 

semiautomática McLintock; la cual carga hasta 20 dosis, de 0,1 mL. Para 

evitar errores de dosificación se descartó la primera y última dosis. 
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 Previo a la inoculación se midió con calibre el espesor de ambos 

pliegues anocaudales. La lectura se realizó a las 72 hs post-inoculación 

midiendo el engrosamiento de dicho pliegue en el lugar de la aplicación 

(OIE, 2004). 

2.4 Cultivo e Identificación de Map y MA: 

 Cultivos bacteriológicos: Se realizaron a partir de muestras de 

materia fecal extraídas del recto de cada individuo, con la utilización de un 

guante de exploración rectal (guante de tacto) descartable por animal. 

 Cultivo para Map: La descontaminación se realizó con cloruro de 

hexadecilpiridinio (HPC) a una concentración de 0,9%, el cuál elimina   la   

mayoría   de   las   micobacterias no patógenas, con escasos efectos 

dañinos sobre Map (Collins, 1996;  Whipple y col., 1991). Previo a la 

siembra se realizó la descontaminación con el método de doble incubación 

(Stabel y col, 1997), colocando 2 g de muestra (materia fecal o tejido, según 

el caso) en 30 mL de agua destilada estéril. Las muestras posteriormente 

se agitaron y dejaron reposar por 30 minutos. Se extrajo 5 mL del 

sobrenadante y se colocó en 25 mL de solución de HPC, y se incubó en 

estufa a 37°C durante 24 hs. Pasado este lapso se centrifugó a temperatura 

ambiente durante 30 minutos a 1.000 rpm, se descartó el sobrenadante, se 

agregó 1 mL de mezcla antibiótica (ácido nalidíxico, vancomicina y 

anfotericina B) y se mantuvo durante 24 hs a 37°C. Para la siembra se 

utilizó el medio de cultivo de Herrold con el agregado de micobactina y un 

medio de cultivo líquido modificado a partir del medio Middlebrook M7H9C- 
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DIFCO/BD ® (Whittington y col., 2013). La principal modificación consistió 

en el agregado de agar al 0,185%.  Además, se utilizó ácido nalidíxico y 

nistatina para evitar la contaminación (Romero y col., 2018). El medio se 

fraccionó de a 3 mL en tubos de vidrio de 7mL de volumen. Se inoculó 100 

μL de cada muestra en el medio líquido (Romero y col., 2018) y se incubó 

en estufa a 37°C. 

 Cultivo para MA: En las etapas iniciales del procesamiento de las 

muestras realizamos la descontaminación utilizando HPC a una 

concentración inicial del 0,9% según el protocolo de doble incubación 

(Stabel y col, 1997), tal como como se utilizó para el cultivo de MAP. 

Utilizando este protocolo de descontaminación, no obtuvimos buenos 

resultados, lo cuál coincide con estudios previos que demostraron que el 

HPC en concentración final de 0,75% inhibe el desarrollo de gérmenes 

contaminantes comunes e impide el crecimiento de micobacterias atípicas 

(Glanemann y col., 2004).  

 A consecuencia de lo mencionado en el párrafo previo, las materias 

fecales se sometieron a la descontaminación mediante el uso de ácido 

oxálico concentrado al 10% e hidróxido de sodio al 4%. De cada muestra 

se procesaron 2 gr de materia fecal en tubos de 50 mL de capacidad 

conteniendo 30 mL de agua destilada estéril. La mezcla se agitó durante 1-

2 minutos hasta que la solución se observó homogénea. Posteriormente, 

los tubos se dejaron reposar a temperatura ambiente por 30 minutos. 

Pasado este tiempo, 5 mL del sobrenadante se volcaron en tubos de 50 
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mL, que contenían 5 mL de ácido oxálico estéril al 10%. Luego se incubó 

en estufa a 37°C durante 30 minutos. Pasada la incubación se centrifugaron 

a 1.000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se descartó, y al culot se 

le agregó 5 mL de hidróxido de sodio al 4%. Se incubó nuevamente a 37°C 

durante 20 minutos. Luego se agregó una solución de fosfatos, con azul de 

bromotimol como indicador de pH (vira de amarillo “ácido” a verde “neutro” 

hasta azul “alcalino”) hasta que se observó color verde. Se volvió a 

centrifugar a 1.000 rpm durante 20 minutos más. Finalmente se volcó el 

sobrenadante, y posteriormente se le agregó 0,5 mL de agua destilada 

estéril, se homogeneizó bien y se realizó la siembra en medio de cultivo 

bifásico (ver anexos), con el agregado de agar al 1,5%, sin antibióticos y 

pH neutro. Esto se logró sustituyendo el fosfato de potasio monobásico por 

el fosfato de sodio dibásico; obteniendo así un medio con pH 7. Se 

incubaron en estufa a 37°C y se realizaron controles de contaminación 

mediante coloraciones de Ziehl Neelsen inmediatamente después la 

siembra para evaluar contaminación. Todos los cultivos se colorearon con 

Ziehl Neelsen antes de los 7 días para poder detectar las MA de crecimiento 

rápido. A los cultivos que por algún motivo no se los llegó a colorear antes 

de los 7 días, se les realizaron extendidos antes de ese tiempo y se 

colorearon posteriormente. Los cultivos fueron observados 

minuciosamente todas las semanas para detectar la aparición de colonias 

y evaluar sus características fenotípicas (pigmentación, color y tamaño). A 

las colonias se les realizaron coloraciones de Ziehl Neelsen para corroborar 

la presencia de BAAR y su disposición y tamaño. El no desarrollo dentro de 
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los 6 meses de la siembra se consideró negativo. En los que se observó 

desarrollo de BAAR se repicaron a un medio de cultivo sólido, sin 

micobactina (ver anexos). 

  2.5 Bacterioscopía e identificación fenotípica: Para la identificación 

presuntiva de las micobacterias ambientales aisladas se realizó coloración 

de Ziehl Neelsen.  

 La disposición, tamaño, pigmentación, y velocidad de crecimiento de 

los BAAR se utilizaron, junto con otras observaciones, para la clasificación 

presuntiva de la cepa aislada. 

 Los aislamientos fueron sometidos a diversas pruebas para su 

identificación fenotípica presuntiva dentro del algoritmo clasificatorio del 

género Mycobacterium. El primer paso consistió en agruparlas según la 

velocidad de crecimiento y la producción de pigmento en la oscuridad y en 

la exposición a la luz (Runyon, 1959). Posteriormente se utilizaron los 

procedimientos descritos por Bernardelli (2007) en el Manual “Clasificación 

Fenotípica de las Micobacterias”. Las pruebas utilizadas fueron las 

mencionadas a continuación: desarrollo en medio MacConkey sin cristal 

violeta, prueba de ureasa, reducción de nitratos, catalasa, tolerancia al 

NaCl al 5%, toma de hierro (transformación de citrato férrico amoniacal) e 

hidrolisis de Tween 80.  
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Figura 13 y 14: Desarrollo de colonias de MA en medio sólido. Obsérvese la 
presencia de colonias con pigmentos amarillos y anaranjados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Dos de las pruebas utilizadas para la clasificación fenotípica de MA. La 
imagen A corresponde a la captación de Fe: El tubo de la izquierda es +, y el de 
la derecha el control. La imagen B corresponde a la Hidrolisis de Tween 80 
negativa. 

Figura 13 

Figura 14 
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 2.6 Identificación de cepas:  

 Se realizó en base la identificación de los genes que codifican para 

16S ARNr y hsp65. Para la secuenciación de 16S ARNr se utilizó el método 

descripto por Kirschner y Bottger (1998), y para hsp65 se utilizó el descripto 

por Telenti y col. (1993). Las secuencias de estos genes son útiles para 

diferenciar entre la mayoría de las micobacterias atípicas, sin embargo, no 

permiten hacer diferenciaciones de los miembros del complejo tuberculosis 

(M. tuberculosis, M. bovis, M. canetti, M. africanum y M, microti) y tampoco 

de las especies M. kansassi, M. gastri, ni las subespecies de la especie 

avium.  

 A las cepas aisladas se les extrajo el material genético por lisis 

térmica. Se tomó una colonia con el ansa y se re suspendió en 200 µL de 

agua y se colocó en un tubo con tapa a rosca, posteriormente se incubó a 

95°C durante 40 min. Luego se centrifugó a 12.000 rpm durante 10 min, 

para finalmente extraer 5 µL del sobrenadante para PCR.  
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 La amplificación de 16S ARNr permite extraer un fragmento de 

10.037 bp utilizando los primers 285 y 264, descritos por Kirschner y Bottger 

(1998), con el siguiente programa: desnaturalización de 96°C 3 minutos 

seguida luego por 35 ciclos de amplificación (1 minuto a 96°C, 1 minuto a 

55°C, 2 minutos a 72°C) y 10 minutos de extensión final a 72°C.  

 La amplificación de hsp65 permite extraer un fragmento de 440 pb, 

utilizando los primers Tb11 y Tb12, descrito por Telenti y col. (1993), con el 

siguiente programa: 96°C 3 minutos, seguida luego por 45 ciclos de 

amplificación (1 minuto a 96°C, 1 minuto a 60°C, 1 minuto a 72°C) y 10 

minutos de extensión final a 72°C.  

 Posteriormente a la realización de PCR se realizó la corrida 

electroforética en gel de agarosa (20 min aprox.) para detectar la presencia 

de amplificación. Las muestras que no amplificaron fueron descartadas. 

Las que mostraron amplificación se purificaron con un kit comercial (GE 

Healtcare, General Electric. GFX PCR DNA and gel band purification kit®) 

para remover la Taq polimerasa y los dNTPs. La medición de la 

concentración de ADN se hizo por espectrofotometría a una longitud de 

onda de 260 nm con Nanodrop 2.000®. Las muestras que amplificaron para 

16S ARNr se secuenciaron utilizando los primers directos y reversos, 

mencionados anteriormente, en el Instituto de Biotecnología de la Unidad 

de Genómica, del INTA Castelar.  

 Los cromatogramas de la secuencia directa, en primera instancia, y 

luego los de la reversa, se analizaron y corrigieron utilizando el programa 



50 
 

 

Chromas Lite (http://chromas-lite.sofware.informer.com./2.0/). Las 

secuencias obtenidas se copiaron en formato FASTA y se pegaron en el 

programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tolls/msa/clustalw2/). 

Finalmente, una vez editadas las secuencias obtenidas con ambos primers 

se comparó con la base de datos. 

 Las muestras que amplificaron para hsp65 fueron sometidas a la 

técnica de PRA (del inglés PCR-Restriction Enzyme Analysis), utilizando la 

enzima de restricción HaeIII. Para la separación de los fragmentos de 

restricción se realizó una corrida electroforética en gel de agarosa al 4%, 

utilizando como patrón de control al amplificado de 440 pb. Para determinar 

una aproximación a la especie identificada, se observó el tamaño 

aproximado de los fragmentos obtenidos y se comparó con el algoritmo 

descripto por Telenti y col. (1993). 

    2.7 Análisis estadístico   

 Las pruebas estadísticas utilizadas en esta investigación pertenecen 

principalmente a la llamada estadística frecuentista. Los análisis realizados 

partieron de la realización de observaciones principalmente transversales, 

sin embrago, en los casos donde fue posible, se analizaron datos 

recolectados de estudios longitudinales. Estos últimos resultan ser difíciles 

de llevar a cabo en rodeos comerciales como los aquí estudiados, debido 

a que los animales diagnosticados con la enfermedad se eliminan 

rápidamente de los establecimientos. Además, las condiciones 

climatológicas, socioeconómicas y de manejo, plantean inconvenientes 

adicionales. 

http://chromas-lite.sofware.informer.com./2.0/
http://www.ebi.ac.uk/Tolls/msa/clustalw2/
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 A continuación, se describen brevemente las principales pruebas 

estadísticas utilizadas en esta tesis. 

      2.7.1 Curvas de ROC:  

 En la teoría de detección de señales una curva ROC (acrónimo de 

Receiver Operating Characteristic, o Característica Operativa del Receptor) 

es una representación gráfica de la sensibilidad frente a (1 – especificidad) 

para un sistema clasificador binario según se varía el umbral de 

discriminación. 

 Otra forma de interpretar la curva ROC, es la representación de la 

razón de verdaderos positivos (VPR = Razón de Verdaderos 

Positivos) frente a la razón de falsos positivos (FPR = Razón de 

Falsos Positivos) también según se varía el umbral de 

discriminación (valor a partir del cual decidimos que un caso es 

un positivo). El uso de esta gráfica en diagnóstico de laboratorio consiste 

en evaluar pruebas diagnósticas en las que existe una variable dicotómica 

para clasificar casos y una variable cuantitativa, y se quiere averiguar el 

valor de corte que mejor clasifique a estos dos grupos. 
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Figura 16: Curvas ROC. La sensibilidad y la 1 - especificidad se expresan en 
porcentaje (Figura izquierda) o en valores entre el 0 y el 1 (Figura derecha). El 
valor máximo de sensibilidad y especificidad se encuentra en el extremo superior 
izquierdo (modificado a partir de Bargueño M y col., 1995). 

 

 

 Las curvas ROC son independientes de la prevalencia de la 

enfermedad en la población, permiten comparar y valorar los posibles 

puntos de corte de una prueba continua y permiten comparar la exactitud 

(eficiencia) de pruebas continuas alternativas, a mayor área bajo la curva 

mayor exactitud.  La principal debilidad de este estadístico es que requiere 

contar con una prueba de referencia o Gold Standard de la enfermedad en 

la población a estudiar (Pfeiffer, 2002). 

 En resumen, para la elección entre dos pruebas diagnósticas 

distintas, será mejor aquella que muestre la mayor área bajo la curva 

(AUC). Esta área posee un valor comprendido entre 0,5 y 1, donde 1 

representa un valor diagnóstico perfecto y 0,5 es una prueba sin capacidad 

discriminatoria diagnóstica. Por ejemplo, un AUC para una prueba 

diagnóstica de 0,8 significa que existe un 80% de probabilidad de que el 

diagnóstico realizado a un enfermo sea más correcto que el de un individuo 
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sano escogido al azar. Se considera que una prueba posee una capacidad 

de discriminación aceptable cuando su AUC es superior a 0,7. 

 En esta tesis la curva ROC se utilizó para para determinar el punto 

de corte con mejor poder discriminativo del IU, con relación al Gold 

Standard (cultivo de Map). También, se utilizó para comparar las AUC de 

las pruebas de ELISA-su, ELISA-u e IU; para determinar cuál de las tres 

presenta el mayor poder discriminador para detectar paratuberculosis. El 

paquete estadístico utilizado fue el software IBM SPSS Statistics Base 

22.0. La determinación del punto de corte se obtuvo a través del cálculo del 

índice de Youden, cuya fórmula es la siguiente: 

Índice Youden: J: Especificidad + Sensibilidad-1 

J:           Verdaderos positivos                    +              Verdaderos negativos                       - 1 

    Verdaderos positivos + Falsos negativos          Verdaderos negativos + Falsos positivos  

 

       2.7.2 Análisis de correlación de Pearson: 

 Se utilizó para comprobar la asociación existente entre las variables 

cuantitativas continuas IU y densidad óptica. El resultado del análisis es un 

coeficiente de correlación que puede tomar valores entre -1 y +1. El signo 

indica el tipo de correlación entre ambas variables. Un signo positivo indica 

que existe una relación positiva entre las variables, un signo negativo indica 

que existe una relación negativa. Cuando las dos variables son 

independientes, el coeficiente de correlación es cero. La fuerza de la 
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relación lineal se incrementa a medida que el coeficiente de correlación se 

aproxima a -1 o a +1 (Alquicira, 2020). 

Figura 17: Interpretación de los valores que entrega el coeficiente de correlación 
de Pearson. Extraído de Cuellar y col; 2018. 

 

    2.7.3 Prueba de chi2 (X2):   

 Este estadístico permite evaluar la existencia o no de asociación 

entre dos variables cualitativas. En esta tesis se analizó por el grado de 

independencia entre las variables cualitativas cultivo bacteriológico 

(positivo y negativo) e IU (alto y bajo). La prueba parte de la hipótesis de 

independencia entre las variables. En otras palabras, la Ho (hipótesis nula), 

dice que las variables X e Y son independientes entre sí, por lo tanto, el 

rechazo de dicha hipótesis lleva a la aceptación de la Ha (hipótesis 

alternativa), que dice que existe asociación estadística significativa entre 

las variables.  

 A menor valor de X2, mayor grado de asociación; cuando la 

independencia entre variables es inexistente el valor es cero. Por el otro 

lado, a mayor valor de X2, mayor será la independencia. El nivel de 

significancia usado fue de p= <0.05 y se utilizó la corrección de YATES en 



55 
 

 

los casos donde al menos una de las frecuencias esperadas fue menor de 

5. 

     2.7.4 Análisis de varianza (ANOVA): 
 

 Este estadístico parte del supuesto de que las medias de dos o más 

poblaciones son iguales. Compara las medias de la variable de respuesta 

en los diferentes niveles de los factores. La hipótesis nula establece que 

todas las medias de la población (medias de los niveles de los factores) son 

iguales mientras que la hipótesis alternativa establece que al menos una es 

diferente. 

 El procedimiento funciona comparando la varianza entre las medias 

de los grupos y la varianza dentro de los grupos como una manera de 

determinar si los grupos son todos parte de una población más grande o 

poblaciones separadas con características diferentes. Para realizar el 

ANOVA es primordial realizar previamente la verificación de la varianza. Se 

utilizó la prueba de Levene, con una significancia de p= >0.05, cuya 

interpretación permite aseverar que todas las muestras pertenecen a la 

misma población (no existen diferencias estadísticamente significativas 

entre las desviaciones estándar, con un nivel del 95,0% de confianza). Al 

realizar el ANOVA se utilizó como variable de respuesta continúa al IU, y 

como factor categórico al cultivo bacteriano, tomándose como nivel de 

significancia un valor p= <0.05.  
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 2.7.5 Test de Friedman: 

 Es una prueba no paramétrica desarrollado por el economista Milton 

Friedman. Equivalente a la prueba ANOVA para medidas repetidas en la 

versión no paramétrica, el método consiste en ordenar los datos por filas o 

bloques, reemplazándolos por su respectivo orden. Al ordenarlos, debemos 

considerar la existencia de datos idénticos. La hipótesis nula que se 

contrasta es que las respuestas asociadas a cada uno de los ''tratamientos'' 

tienen la misma distribución de probabilidad o distribuciones con la misma 

mediana, frente a la hipótesis alternativa de que por lo menos la distribución 

de una de las respuestas difiere de las demás. Para poder utilizar esta 

prueba las respuestas deben ser variables continuas y estar medidas por 

lo menos en una escala ordinal. 

 2.7.6 Test de Wilcoxon: 
 

 Es una prueba no paramétrica para comparar el rango medio de dos 

muestras relacionadas y determinar si existen diferencias entre ellas. Se 

utiliza como alternativa a la prueba t de Student cuando no se puede 

suponer la normalidad de dichas muestras. Es una prueba no paramétrica 

de comparación de dos muestras relacionadas y por lo tanto no necesita 

una distribución específica. Usa más bien el nivel ordinal de la variable 

dependiente. Se utiliza para comparar dos mediciones relacionadas y 

determinar si la diferencia entre ellas se debe al azar o no (en este último 

caso, que la diferencia sea estadísticamente significativa). Se utiliza cuando 

la variable subyacente es continua pero no se presupone ningún tipo de 

distribución particular. 
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           2.7.7 Análisis Bayesiano: 
 

 Los resultados obtenidos se analizaron, además de por estadística 

frecuentista, bajo la óptica de la estadística bayesiana. Esta posee como 

principal característica resaltar al muestreo por sobre el tamaño muestreal; 

dicho en otras palabras, en la estadística frecuentista muchas veces el 

“valor P” o “diferencia significativa” está directamente influenciado por el 

tamaño de la muestra, lo que puede llevar a errores al momento de 

rechazar o no una hipótesis nula. Quizás una hipótesis rechazada por un 

valor p no significativo, podría ser aceptada si el tamaño de la muestra se 

aumenta. (Savage, 1957; Silva y Benavides, 2001) Bayes consideró 

sumamente importante a los antecedentes, o información previa asociada 

a la hipótesis sobre la que se desea trabajar. Su perspectiva se basa en 

tomar una muestra y hacer girar a su alrededor todas las ideas, hipótesis y 

parámetros. Esto nos da la ventaja de que comenzamos la investigación 

desde una evidencia (“la muestra”) y no desde una teoría. En base a lo 

mencionado se establece la “probabilidad condicional”, basada en que 

siempre existe algún conocimiento previo acerca del fenómeno a estudiar 

que vale la pena incorporar en el análisis (Bolstad, 2007).  

La fórmula más simplificada del teorema Bayesiano es:  

P (A/B) = P(A) x P (B/A)  

 Aplicando esta teoría el investigador puede pasar de una 

probabilidad a priori o inicial, prueba de hipótesis o P(H), de una hipótesis 

H a una probabilidad a posteriori o actualizada, P(H|D), basado en una 
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nueva observación D. De la combinación de la “probabilidad a priori” que 

es subjetiva, con la “probabilidad a posteriori” (Verosimilitud o Likelihood), 

que es objetiva, el investigador puede enunciar un juicio de probabilidad 

ajustado a su nueva información sobre el fenómeno estudiado. 

 La estadística Bayesiana utiliza intervalos de confianza en lugar de 

un valor-p. Esto permite asegurar que, si se repitiera muchas veces el 

muestreo, utilizando el mismo procedimiento, el parámetro estudiado 

estaría incluido en 95 de cada 100 intervalos. Este fenómeno se conoce 

como intervalo de credibilidad bayesiana al 95% (ICB 95%) (Burton, 1994). 

 Se utilizaron los conceptos de análisis Bayesiano para analizar y 

comparar algunos parámetros de las técnicas diagnósticas, en particular el 

ELISA-su, el ELISA-u y el IU.  Se realizaron cálculos de sensibilidad, 

especificidad y capacidad predictiva. En la tabla 2, se pueden ver algunos 

parámetros de importancia para el análisis de las características operativas 

de las técnicas de diagnóstico que se plantean en una tabla de contingencia 

de 2 x 2. 

Tabla 2: Tabla de contingencia para evaluar una técnica diagnóstica con relación 
al Gold Standard. 

 

Enfermo Sano Total

Positivo Verdaderos positvos (VP)                       
(a)

 Falsos positvos (FP)             
(b) N° positivos 

Negativo Falsos negativos (FN)            
(c)

Verdaderos negativos (VN)     
(d) N° negativos

N° Enfermos N° Sanos Total

Pr
ue

ba
 d

ia
gn

ós
tic

a

Gold standard
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Sensibilidad: Es la proporción de individuos enfermos en los que la prueba 

es positiva y se obtiene a partir de la siguiente formula:  

Sensibilidad = a/(a+c) 

Especificidad: Es la proporción de individuos sanos en los que la prueba 

es negativa y se obtiene de la siguiente formula: 

Especificidad = d/(b+d) 

 

Valor de predicción positivo: Es la capacidad que tiene una prueba, cuando 

es positiva, de predecir que el paciente tiene la enfermedad y se calcula a 

partir de la fórmula: VPP= a/(a+b) 

Valor de predicción negativo: Es la capacidad de una prueba diagnóstica, 

cuando es negativa, de predecir que el paciente no tiene la enfermedad y 

calcula a partir de la siguiente formula: VPN=d/(c+d). 

Razón de Verosimilitud (Likelihood Ratio): Se define como la razón entre la 

posibilidad de observar un resultado en los pacientes con la enfermedad en 

cuestión versus la posibilidad de ese resultado en pacientes sin la patología 

(Silva Fuente-Alba y Molina Villagra, 2017). Su resultado es sumamente útil 

para que el clínico pueda definir con mayor certeza si el animal presenta la 

enfermedad o no. Puede calcularse tanto para los resultados positivos 

como para los negativos a través de las siguientes formulas: 
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LR+= Sensibilidad /(1-Especificidad) 

Indica cuántas veces aumenta la posibilidad de estar enfermo, que no 

estar enfermo, ante un resultado positivo (+). 

LR- = (1-Sensibilidad) /Especificidad 

Indica cuántas veces aumenta la posibilidad de estar enfermo, que no 

estar enfermo ante un resultado negativo (-). 
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3. RESULTADOS 
 

 
 

3.1 Análisis de resultados serológicos: 

 Se analizaron los resultados de las dos técnicas serológicas 

utilizadas (ELISA-su y ELISA-u) y, en algunos casos se utilizó el IU como 

un tercer factor de análisis.  

3.2 Analisis de prevalencia y antecedentes sanitarios: 

  Los establecimientos en los que se realizaron seguimientos 

longitudinales registran en nuestra casuística numerosas pérdidas producto 

de la enfermedad durante años. Con fines del desarrollo de esta tesis se 

estimó la seroprevalencia de PTBC en los rodeos endémicos, hallándose 

valores de 3,2% para el Est. “El amanecer”, 3,4% para el Est. “Don Joaquín” 

y 16,4% para el Est. “Manantiales. 
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3.3 Análisis de correlación:  

 En primera instancia se analizaron 2134 muestras de suero de la 

base de datos, provenientes de 8 establecimientos ganaderos comerciales, 

7 campos de cría y 1 tambo. Se utilizó el software analítico Statgraphics 

Centurión XVIII (https://statgraphics.net/descargas/) para obtener la 

correlación de Pearson. Se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,64 

(p= 0,01) y un R-cuadrada igual a 41,6%, lo que indica una relación 

moderadamente fuerte entre las variables DO e IU.   

 
Figura 18: Correlación de Pearson. Análisis de asociación entre la densidad óptica 
(DO) y el índice urea (IU) de 2134 sueros analizados por ELISA. 
 

 

 Cuando se realizó el mismo análisis sobre las muestras serológicas 

de los tres establecimientos con PTBC endémica estudiados, y que 

estuvieron asociadas a un cultivo bacteriológico, ya sea con resultado 

positivo o negativo a PTBC, se halló una mayor correlación (coeficiente de 

Gráfico del Modelo Ajustado
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correlación de 0,81 (p=0,01) y un R-cuadrada igual a 67,1% entre las 

variables. 

 
Figura 19: Correlación de Pearson. Análisis de asociación entre la densidad óptica 
(DO) y el índice urea (IU) de sueros con cultivo negativo o positivo a PTBC. 
 

 

 La correlación obtenida a partir del análisis de cada uno de los tres 

establecimientos con paratuberculosis endémica estudiados puede verse 

en la siguiente tabla y gráficos. 

 

Tabla 3: Coeficiente de correlación por establecimiento con infección endémica 

  
.      

 “El amanecer” “Don Joaquín” “Manantiales” 
Coef. De correlación 0,68 0,43 0,73 

R-Cuadrada (%) 47,2 18,7 54 
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Figura 20:  “El Amanecer”. Correlación entre DO e IU. 

 

  Figura 21: “Don Joaquín”. Correlación entre DO e IU. 
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Figura 22: “Manantiales”. Correlación entre DO e IU. 

 

 3.2 Análisis de varianza (ANOVA):  

 Se analizaron los resultados de 347 cultivos (19,3% positivos y 

80,6% negativos) para Map utilizando el software analítico Statgraphics 

Centurión XVIII. Se realizó el ANOVA para evaluar la hipótesis de que la 

desviación estándar de IU dentro de cada uno de los 2 niveles de cultivo 

fuera la misma. Se utilizó la prueba de Levene’s para la verificación de la 

varianza (p=0,34). El ANOVA arrojó diferencias significativas (p=<0,01) con 

95% de confianza entre la media de IU para los dos niveles de cultivo. Ver 

gráfico. 
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Figura 23: Gráfico de caja y bigotes que permite observar las diferencias 
estadísticas significativas con relación al IU entre los grupos cultivo positivo y 
negativo a PTBC. 
 

 

 
 A través del estadístico chi2 se contrastó la hipótesis (H0) de que las 

variables cultivo e IU (dicotomizada por punto de corte) sean 

independientes, con la hipótesis alternativa (H1) de que estas variables 

estén relacionadas. Se obtuvo un valor de X2: 128,12 (p=<0,000) lo que 

permite asegurar la asociación existente entre el IU alto y el cultivo positivo.   

 

3.4 Análisis de punto de corte para IU:  

 Con el objetivo de establecer un punto de corte de IU para los 

distintos niveles de sensibilidad y especificidad con relación al cultivo 

bacteriológico, se analizaron los resultados de 347 cultivos (67 positivos y 

280 negativos), utilizando el paquete pROC (Estadística con R Versión 

3.5.3).  

 A continuación, se observan las áreas bajo la curva obtenidas, con 

un IC 95%, para ELISA-su, ELISA-u e IU. Los resultados fueron 0.90 (0,85-

Cult.Positivo Cult.Negativo

Gráfico Caja y Bigotes
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76
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96

101
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0,94) para IU; 0.87 (0,81-0,92) para ELISA-su y 0.86 (0,81-0.91) para 

ELISA-u. Mediante el estadístico De Long´s test no se observaron 

diferencias significativas entre las AUC para ELISA-u e IU (p= 0.13) ni para 

ELISA-u y ELISA-su (p= 0.69). 

 
Figura 24: Curva ROC (=COR) donde se observan las AUC (áreas bajo la curva) 
del ELISA-u, ELISA-su y del IU. 

 

 

 A partir de la curva ROC se estableció un punto de corte operativo 

que pueda discriminar entre muestras con IU “alto” de “bajo”. Para esto se 

utilizó el índice de Youden, con el cual se obtuvo un valor de IU= 80, para 

una sensibilidad de 0.76 y una especificidad de 0.91. 
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 Tomando como referencia el valor de IU=80 y de DO ≥65 para 

ELISA-u y ELISA-su se clasificaron los sueros de forma dicotómica en “alto” 

y “bajo” con relación al cultivo positivo o negativo en una tabla de 2 x 2, y 

se calcularon las características operativas de las técnicas diagnósticas. 

Los resultados para un ICB del 95% pueden observarse en la siguiente 

tabla 4. 

Tabla 4: Características operativas y predictivas de las técnicas.  

 

 Además, se analizó el Odds Ratio para IU. En otras palabras, se 

evaluó si el IU actúa como posible factor de riesgo en la PTBC utilizando el 

software libre Working in Epidemiology 

(http://www.winepi.net/sp/index.htm). El Odds, con un nivel de confianza 

del 95%, arrojó un valor de 28 con un intervalo que varía entre 13.97 y 54.49 

por lo que se puede considerar como un factor de riesgo obtener un 

resultado alto de IU en la PTBC bovina. 

 Otra variable analizada fue la edad con relación al IU. Se trabajó bajo 

la Ho de que el IU como factor de riesgo no se relaciona con la edad de los 

bovinos. Como la distribución de los datos no se adaptó a una distribución 

normal, se utilizó el estadístico de Kruskal Wallis. Ambas variables se 

 ELISA-u ELISA-su  IU 
Sensibilidad 58,2 %  

(46,4-70) 
81,1 % 

(80,3-95,8) 
76,1 %  

(65,9-86,3) 
Especificidad 91,4 % 

 (88,1-94,7) 
83,9 % 

 (79,6-88,2) 
89,6 %  

(86,1-93,2) 
VVP 61,9%  

(49,9-93,6) 
56,7% 

 (47,2-66,5) 
63,8% 

 (53,2-74,3) 
VPN 90,1%  

(86,7-93,6) 
96,7% 

 (94,5-99) 
94 %  

(91,2-96,9) 
LR+ 6 5 8 
LR- 0,46 0,22 0,26 

 

http://www.winepi.net/sp/index.htm
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dicotomizaron, conformándose los grupos IU (alto/bajo) y edad (joven ≤24 

meses/adulto >24 meses). Se hallaron diferencias estadísticamente 

significativas (p=0.00) con relación al IU entre los grupos etarios, siendo 

más alto en los adultos que en los jóvenes.  

 

Figura 25: El gráfico de medias permite ver la diferencia existente en el valor de 
IU con relación a la edad de los bovinos estudiados. 
 

 

 

 Cuando se realizó el seguimiento longitudinal de los animales pudo 

observarse que aquellos que resultaron positivos al cultivo para Map 

presentaron, en su mayoría, valores de IU en ascenso durante los 

sucesivos muestreos y generalmente con valores superiores al punto de 

corte (IU≥80). Los animales que resultaron negativos al cultivo 

bacteriológico tuvieron valores de IU por debajo del valor de corte.  

 

Adultos Jóvenes

Gráfico de Medianas con Intervalos del 95,0% de Confianza
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 La tabla siguiente muestra cómo se comportaron los animales 

muestreados con relación al conjunto de técnicas diagnósticas utilizadas 

en cada caso. Algunos de los individuos utilizados en el ejemplo son los 

mismos que se utilizaron en el gráfico anterior, donde se analizó la variación 

del IU.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



72 
 

 
 

R
P

F
e

b
.1

7
O

c
t.

1
7

F
e

b
.1

8
M

a
rz

.1
8

J
u

n
.1

8
A

g
o

s
t.

1
8

O
c

t.
1

8
N

o
v

.1
8

O
b

s
.

A
9

8
2

-
E

+
; 
P

P
D

+
(3

m
m

)
-

E
+

; 
P

P
D

-;
 IU

7
7

; 
-

E
+

; 
IU

 9
4

; 
A

G
ID

+
.

-
-

N
a

c
ió

 2
0

1
3

C
u
lt.

 y
 P

C
R

+
.

A
1

1
1

 
-

E
-;

 P
P

D
-

-
E

+
; 
P

P
D

-;
 IU

6
3

; 
-

-
-

-
N

a
c
ió

 2
0

1
5

C
u
lt.

 y
 P

C
R

+
.

U
9

3
2

 
-

E
-;

 P
P

D
-

-
E

+
; 
P

P
D

-;
 IU

7
7

;
-

E
+

; 
IU

9
5

, 
A

G
ID

+
.

-
-

N
a

c
ió

 2
0

1
4

C
u
lt.

 y
 P

C
R

+
.

V
0

0
4

 
-

E
-;

 P
P

D
-

-
E

-;
 P

P
D

-;
 IU

4
6

; 
-

E
+

; 
IU

6
9

; 
A

G
ID

+
.

-
-

N
a

c
ió

 2
0

1
4

C
u
lt.

 y
 P

C
R

+
.

4
9

4
2

E
+

-
E

+
; 
C

u
lt.

+
; 
A

G
ID

+
.

-
E

+
; 
IU

1
0

0
; 
C

u
lt.

+
.A

G
ID

+
-

-
-

N
a

c
ió

 2
0

1
2

4
9

7
1

E
+

-
E

+
; 
C

u
lt.

+
.

-
E

+
; 
IU

 8
1

; 
C

u
lt.

+
;A

G
ID

+
.

-
-

-
N

a
c
ió

 2
0

1
2

(F
la

c
a

, 
c
o

n
 d

ia
rr

e
a

)

4
8

5
7

E
+

; 
P

P
D

-
-

E
+

; 
A

G
ID

-
-

E
-;

 IU
 7

2
; 
C

u
lt.

+
.

-
-

-

N
a

c
ió

 2
0

1
2

. 
P

re
ñ
e

z 
a

va
n
za

d
a

 
e

n
 ju

n
. 
2

0
1

8
. 

B
u
e

n
a

 C
C

. 
S

in
 

s
ig

n
o

s
.

4
8

8
0

E
-;

 P
P

D
-

-
E

-;
 P

P
D

-
-

E
 (

s
o

s
p

.)
; 
IU

8
8

-
-

E
+

; 
IU

8
1

N
a

c
ió

 2
0

1
2

A
G

ID
-

5
0

1
2

E
-;

 P
P

D
-

-
E

-
-

E
 (

s
o

s
p

.)
; 
IU

8
9

-
-

E
 (

s
o

s
p

.)
; 
IU

8
5

N
a

c
ió

 2
0

1
5

3
7

6
2

-
E

-;
 P

P
D

+
(4

m
m

)
-

E
-;

 P
P

D
-;

 IU
7

2
-

E
+

; 
P

P
D

-;
 IU

9
2

E
+

; 
P

P
D

-;
 IU

1
0

0
E

+
; 
P

P
D

-;
 IU

1
0

0
. 
C

u
lt.

+
.

N
a

c
ió

 2
0

1
2

B
0

2
1

-
E

-;
 P

P
D

-
-

E
+

; 
P

P
D

-;
 IU

8
6

-
E

+
; 
IU

9
2

; 
A

G
ID

+
-

-
N

a
c
ió

 2
0

1
3

. 
T

o
ro

.

Ta
bl

a 
5:

 C
om

bi
na

ci
ón

 d
e 

té
cn

ic
as

 d
ia

gn
ós

tic
as

 p
ar

a 
PT

BC
 u

til
iz

ad
as

 e
n 

el
 s

eg
ui

m
ie

nt
o 

lo
ng

itu
di

na
l e

n 
lo

s 
ro

de
os

 b
aj

o 
es

tu
di

o.
 

R
ef

er
en

ci
as

: E
 (+

 o
 -)

: E
LI

SA
 p

os
iti

vo
 o

 n
eg

at
iv

o;
 P

PD
 (+

 o
 -)

: R
ea

cc
ió

n 
a 

tu
be

rc
ul

in
a 

av
ia

r p
os

iti
va

 o
 n

eg
at

iv
a;

 C
ul

t (
+ 

o 
-):

 C
ul

tiv
o 

pa
ra

 M
ap

; P
C

R
 (+

): 
R

ea
cc

ió
n 

en
 c

ad
en

a 
de

 la
 p

ol
im

er
as

a 
po

si
tiv

a;
 A

G
ID

 (+
 o

 -)
: I

nm
un

od
ifu

si
ón

 e
n 

ge
l d

e 
ag

ar
; I

U
: í

nd
ic

e 
ur

ea
. 

 



73 
 

 

3.5 Aislamiento e identificación de micobacterias atípicas (MA): 

 A partir de las 222 (100%) muestras de materia fecal procesadas 

para aislamiento bacteriano, se observó desarrollo de BAAR en 93 (42%). 

Dentro de estas, 2 (2%) aislamientos se correspondieron con Streptomyces 

spp. y Nocardia spp. Dentro de las micobacterias, 22 (24%) cepas 

mostraron crecimiento rápido, mientras que 69 (76%) fueron de crecimiento 

lento. La identificación por secuenciación génica se realizó sobre 14 (15%) 

aislamientos, mientras que sobre otras 14 (14%) cepas se realizó una 

clasificación presuntiva basada en identificación del gen hsp65 y digestión 

enzimática (PRA). La selección se realizó por el orden cronológico del 

aislamiento, la calidad del cultivo, la facilidad de repique y las 

características fenotípicas del aislamiento (características de la colonia, 

pigmentación, etc).  

Figura 27: Amplificación (PCR) de hsp65 (Telenti y col., 1993). 

 

Refrencias: Los números 1, 2 y 3 muestran el producto de amplificación del gen 
hsp65 (440 bp). La muestra 4 muestra amplificación débil, no apta para digestión 
enzimática, mientras que las muestras 5, 6,7 y 8 son negativas. 
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Figura 28: Digestión del producto de amplificación del gen hsp65, con enzima de 
restricción HaeIII.   

 

Refrencias: Calle 1, fragmento sin digerir (440 bp). Calle 2 a 7 fragmentos 
digeridos. Notese la similitud en el tamaño de los fragmentos entre las calles 2, 5 
y 7; mientras que las calles 3 y 4 se observan diferentes productos de digestión. 
La calle 6 muestra un patrón indefinido.  

 

 En la tabla siguiente pueden observarse los pasos utilizados para la 

clasificación fenotípica de los aislamientos y la posterior secuenciación 

génica para la clasificación a través de 16S ARNr. 
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3.6 Comparación del uso de urea e inmunoabsorbentes en la técnica de 

ELISA. 

 El objetivo de este experimento fue contrastar el uso del agente 

caotrópico (urea) con los inmuno-absorbentes (Mycobacterium phlei y 

Mycobacterium nonchromogenicum) con relación a la mejora de la 

especificidad y costos operativos. Se trabajó con 90 sueros provenientes 

de un rodeo endémico a PTBC. Se absorbieron los sueros con un lisado 

protoplasmático de M. phlei y M. nonchromogenicum durante 4’ y 30’ en 

cada caso. La urea a concentración 8M se aplicó durante 4´ previo al 

agregado del conjugado, en los sueros sin pre-absorción. Se utilizó el test 

de Shapiro en cada uno de los grupos, determinando la falta de normalidad 

(p=<0.05), se aplicó el test de Friedman observándose diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos (p=<0.05). Como post-hoc 

se utilizó la prueba de Wilcoxon, observándose diferencias 

estadísticamente significativas (p=<0.05) entre el grupo con urea (CU) y los 

grupos de inmuno-absorbentes con los dos tiempos de absorción. Entre los 

grupos con inmuno-absorbentes solo se observaron diferencias 

significativas (p=<0.05) entre nonchrom4’ y ambos tiempos de 

inmunoabsorción con M. phlei. Los gráficos siguientes muestran que la urea 

presentó la mayor capacidad de eliminación de reacciones Ag-Ac 

inespecíficas con relación a los inmuno-absorbentes, disminuyendo 

significativamente el número de falsos positivos. 
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Figura 27: Comparación entre el uso de urea e inmunoabsorbentes (M. phlei y M. 
nonchromogenicum) en el ELISA de PTBC. 
 

 

 
 

Figura 28: Comparación entre reactantes positivos y negativos (%) con el uso de 
urea e inmunoabsorbentes (M. phlei y M. nonchromogenicum) en el ELISA de 
PTBC. 
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Tabla 7: Valores de sensibilidad, especificidad y % de falsos positivos en las 
diferentes variantes del ELISA. Observese la mejora en la Es. obtenida con el uso 
de la urea. 
 

 

Referencias: Se: Sensibilidad; Sp: Especificidad; FP: Falsos positivos. 

 

3.7 Evaluación de ELISA-u con relación a diferentes antígenos en sueros 

de bovinos con PTBC y TBC: 

 Se analizaron con ELISA-u 6 sueros de bovinos infectados 

naturalmente con TBC y otros 6 sueros de bovinos con PTBC para detectar 

la presencia de anticuerpos contra tres antígenos diferentes PPD-B 

(derivado de proteína pura de Mycobacterium bovis, SENASA), PPA® 

(antígeno protoplasmático de la paratuberculosis, Allied Monitor) y WLA 

(lisado de células completas de Mycobacterium avium subsp avium, 

CEDIVE). La reactividad cruzada a diferentes antígenos se expresó como 

porcentaje del índice de avidez entre antígenos, los resultados se 

analizaron con ANOVA de una vía. El mejor rendimiento se logró en sueros 

de animales con PTBC utilizando el antígeno WLA con un valor medio del 

índice de avidez (IA) de 92, seguido del antígeno PPA con un valor medio 
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del IA de 84 y el antígeno PPD-B con un valor medio del IA de 82 (p= 

0,0037). El índice de avidez en animales con TBC no pudo discriminar entre 

antígenos con un valor medio de IA de 89 para el antígeno PPD-B, un valor 

medio de IA de 87 para el antígeno WLA y un valor medio de IA de 83 para 

el antígeno PPA (p = 0, 46).  
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4. DISCUSIÓN 

 
  

 El desarrollo de esta tesis y la abundante bibliografía nacional e 

internacional aquí mencionada, dejan expuesta la dificultad del diagnóstico 

de la PTBC con la utilización de una única técnica diagnóstica simple. Las 

razones por las que esto ocurre son varias, algunas inherentes a la propia 

enfermedad, como lo es su patogenia compleja, su largo período de 

incubación, la gran cantidad de animales subclínicos, entre otras; y razones 

relacionadas a las propias limitaciones de las técnicas diagnósticas en 

cuanto a sus características operativas (sensibilidad y especificidad) y de 

sus capacidades predictivas (VVP y VVN).  

 El diagnóstico presenta un enfoque distinto si se efectúa sobre un 

individuo que muestra signología compatible con la enfermedad o si lo que 
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se busca es detectar animales asintomáticos en el rodeo afectado (Whitlock 

y Buergelt, 1996; Chiodini y col, 1984). En el primer caso, el diagnóstico 

suele resultar más sencillo y varias técnicas directas e indirectas pueden 

poner en evidencia al agente etiológico (Ziehl Neelsen de muestras fecales 

o de tejidos, cultivo, PCR, etc), a las lesiones (necropsia e histopatología) 

o a la respuesta inmune del animal (pruebas serológicas).  

 Las dificultades anteriormente mencionadas para la detección de 

individuos infectados y subclínicos dentro del rodeo obligan a utilizar un 

conjunto de técnicas diagnósticas, con una determinada frecuencia de 

repeticiones, establecida por el médico veterinario, con el objetivo de 

aumentar la capacidad de detección de animales infectados y bajar la 

prevalencia, generalmente en un lapso de años. 

 La estrategia de saneamiento utilizada en el país se basa en la 

detección y eliminación de los animales positivos; ya que no se cuenta con 

vacunas ni tratamientos efectivos. Las técnicas serológicas suelen ser las 

más utilizadas para el diagnóstico poblacional (OIE, 2014; Yokomizo 1984, 

1986 y 1991). En Argentina los laboratorios con tecnología suficiente para 

el diagnóstico de la enfermedad son escasos, y se concentran 

principalmente en la Pcia. de Bs. As., lo cuál dificulta el conocimiento real 

de la prevalencia en muchas provincias del interior del país. 

 Se pudo desarrollar y poner a punto una técnica de ELISA con el 

agregado de urea, que permite aumentar la especificidad en la detección 

de sueros positivos a PTBC, y por ende detectar animales asintomáticos 
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con mayor exactitud, evitando grandes pérdidas económicas. En las 

enfermedades crónicas que no poseen tratamiento ni vacunas, donde el 

número de animales asintomáticos en los rodeos es elevado y las técnicas 

diagnósticas disponibles presentan muchas limitaciones en cuanto a sus 

características operativas y predictivas, resulta fundamental poder contar 

con una herramienta que permita disminuir los falsos positivos, ya que de 

lo contrario muchos animales irían erróneamente a faena.  

 La prueba de ELISA-su es más sensible en la detección de animales 

subclínicos con relación a otras técnicas como la fijación de complemento 

y AGID (OIE, 2018). El ELISA es capaz de detectar entre un 30% y 40% de 

bovinos identificados como positivos por el cultivo de materia fecal en 

medio sólido (Whitlock y col., 2000). Es un hecho ampliamente 

documentado de que la sensibilidad depende de la edad, por ende, la 

técnica posee menor sensibilidad global cuando se utiliza sobre grupos de 

animales de diferentes edades; se estima que en estos casos la 

sensibilidad global cae a un valor cercano al 15% (Jubb y col., 2004; 

Whitlock y col., 2000). La especificidad varía entre 40-100% (Nielsen y Toft, 

2005). 

 En la PTBC bovina los títulos de anticuerpos séricos son más altos 

durante la etapa de enfermedad clínica, cuando los animales presentan 

más lesiones y liberan grandes cantidades de Map en sus heces y leche 

(Chiodini y col 1993; Maroudam y col., 2015). Con el objetivo de mejorar la 

capacidad diagnóstica (especificidad) en estadios pre-clínicos de la 

enfermedad se agregó la absorción de los sueros con M. phlei (Yokomizo 
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y col.; 1983, 1985;  Milner y col., 1987) en kit diagnósticos comerciales. La 

absorción combina la sensibilidad del ELISA con la especificidad añadida 

por la eliminación de Ac inespecíficos que originan reacciones cruzadas. 

Se modificó el ELISA “in house” descrito por Travería, 2003, agregando 

urea, con el objetivo de disminuir los Ac inespecíficos, y de reducir los 

costos operativos. La urea afecta los enlaces de hidrógeno 

desestabilizando las fuerzas hidrófobas que actúan en la unión Ag-Ac, por 

lo tanto, las uniones débiles se desprenden, quedando unidas las que 

tienen mayor afinidad funcional (avidez). A mayor tiempo de contacto con 

el patógeno, mayor avidez en la unión Ag-Ac; lo que se puede relacionar 

con la cronicidad de la infección.  

 El ELISA-u, con un punto de corte de DO ≥65, presentó una 

sensibilidad de 58% (46-70), con una especificidad de 91% (88-94). Los 

valores predictivos fueron: VPP: 62% (50-94), VPN: 90% (87-94), LR+: 6 y 

LR-: 0.46.  Los valores indican una mejora por sobre el ELISA-su (Travería; 

2003) y en la eficacia de la técnica para la detección de los animales 

verdaderamente negativos (Es), y en el aumento de la probabilidad post-

prueba + de presentar la enfermedad (LR+: 6).  

 Cuando se compararon las AUC de las técnicas de ELISA-su, con 

ELISA-u y el IU se observó que el IU presentó una mayor capacidad 

discriminatoria entre positivos y negativos, (AUC: 0,90); mientras que las 

AUC para ELISA con y sin urea fueron algo menores, pero similares (AUC:  

0.86 y 0.87), aunque no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas (p=<0.05).  
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 Como se mencionó anteriormente y debido a lo complejo de la 

enfermedad y a que las técnicas diagnósticas no son perfectas, en la 

práctica es común el uso de más de una prueba diagnóstica para confirmar 

la enfermedad. Con base en nuestros resultados vemos que tanto el ELISA-

su como el modificado con la incorporación de la urea, se podrían utilizar 

como pruebas en serie, lo que significa que solamente las muestras 

positivas (y sospechosas) en la primera prueba se analizan por la segunda 

técnica. Se deben considerar positivas las muestras que reaccionan a las 

dos técnicas diagnósticas. Ver tabla 8 y 9. 

Tabla 8: Valores predictivos de las técnicas de ELISA utilizadas de modo único. 

 

Tabla 9: Valores predictivos de las técnicas de ELISA utilizadas combinadas. 

 

 ELISA-su ELISA-u 
VVP 54.2 %  

 
61.4 %   

VVN 95.0 % 
  

90.3 % 
   

Prev. aparente 28.5 %  18.0 % 
  

J de Youden 65.0 %  
 

49.6 % 
  

Fiabilidad 83.3 % 85.0 % 
 

 Serie Paralelo 
Sensibilidad 47.2 %  

 
92.1 %   

Especificidad 98.6 % 
  

76,7 % 
  

VVP 88.9%  
  

48.1 % 
  

VPN 88.8 %  
  

97,6 % 
  

Prev. aparente 10.1 % 36.4 % 

J de Youden 45.8 % 68.8 % 

Fiabilidad 88.8 % 79.8 % 
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 Las tablas muestran que al combinar las dos pruebas en serie se 

obtiene una reducción de los falsos positivos, y por lo tanto aumenta la 

especificidad (98.6%). Los sueros sometidos a la segunda prueba debieran 

sembrarse por duplicado en la placa de ELISA. En uno de los pares se 

agregaría la urea y en el otro no, con el objetivo de calcular el IU que se 

podría utilizar como un tercer factor para discriminar con mayor certeza a 

los verdaderos negativos de los falsos positivos. El IU mostró una 

asociación estadísticamente significativa, para un IC 95%, con el cultivo de 

Map en materia fecal (p=<0,01) y una correlación fuerte con la DO de los 

sueros; aunque se aprecian variaciones en los niveles de correlación de 

ambas variables que podrían estar relacionados con las características 

propias de cada rodeo (raza, tipo de producción, nivel de infección, etc). 

Los rodeos endémicos presentaron una correlación fuerte (p=0,01). 

 Nuestros resultados nos muestran que los sueros de los bovinos que 

arrojan un resultado de IU ≥80 (odds. 28, IC95%=13.9- 54.4) tienen 28 

veces más riesgo de desarrollar la enfermedad que aquellos que poseen 

un IU menor. Dicho en términos de probabilidad (probabilidad: Or/Or+1) hay 

un 95% de probabilidad de que la PTBC esté asociada a un IU alto. 

Tomando como base las observaciones anteriores, el resultado del IU 

puede ayudar a discriminar entre un resultado positivo versus negativo 

cuando el valor de DO no es concluyente (categoría “sospechoso”).  

 Cuando se realizaron los muestreos longitudinales pudo observarse 

que existen dificultades para identificar a los animales positivos utilizando 

una única técnica diagnóstica, incluso animales que resultan positivos al 
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cultivo y PCR para PTBC, no arrojan resultados positivos al ELISA en un 

determinado momento. Este fenómeno también fue observado en TBC 

(Mació y col., 2021), donde se halló que el 38% y el 5% de los animales 

sometidos a la IDR y ELISA respectivamente, tuvieron comportamiento 

errático en las repeticiones, intercalando resultados positivos y negativos. 

Los sueros de los animales positivos versus negativos al cultivo de Map en 

materia fecal se comportaron de manera diferente con relación a su IU, a 

pesar de que mostraron variaciones en los sucesivos muestreos, los 

animales positivos a Map tuvieron, en su mayoría, IU mayores al punto de 

corte sugerido en esta tesis (≥80) o en ascenso; mientras que los animales 

negativos al cultivo, en su gran mayoría, no superaron el punto de corte 

establecido. Tres bovinos, identificados como B599; 2854 y A172, tuvieron 

IU superiores al límite de corte, a pesar de ser cultivo negativo a Map. Es 

probable que se trate de falsos negativos, ya que el cultivo solamente 

detecta a animales que excretan más de 100 UFC/gr de MF (Whitlock y 

col., 2000). 

 Estudios realizados sobre la capacidad de detección de la 

enfermedad a través de la titulación de Ac con ELISA, demuestran que la 

proporción de animales detectables aumenta a medida que aumenta la 

edad, tal es así que la proporción de animales positivos fue de 0,33 en 

jóvenes (≤2 años) versus 0,94 en adultos (≥5 años) (Nielsen, 2003). En 

nuestras investigaciones observamos con relación al IU que presenta 

semejanzas a lo que ocurre con los Ac, mostrando diferencias significativas 

entre los valores hallados en animales jóvenes (≤2 años) versus animales 
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adultos (>2 años), siendo más alto en los bovinos adultos (p=0.00). Este 

hallazgo es coincidente con lo comunicado por Nielsen (2003) ya que el IU 

posee una alta correlación con la DO de los sueros, y por ende con la 

positividad al ELISA. 

 La exposición a micobacterias ambientales por parte de los bovinos 

fue asociada por numerosos autores (Oriani y Sagardoy, 2002; Roussel y 

col., 2007; Norby y col., 2007; Osterstock y col., 2006) con un aumento de 

reactantes positivos al ELISA indirecto para PTBC. Las regiones 

geográficas tienen incidencia en este fenómeno ya que se observó que las 

características fisicoquímicas del agua y suelo, principalmente el bajo pH, 

estuvo relacionado con el mayor aislamiento de MA del medio ambiente 

(Norby y col., 2007). Rodeos que presentan una alta seroprevalencia a 

PTBC, con baja o nula presencia de signos clínicos de la enfermedad, 

poseen una alta proporción de cultivos positivos de MA en la materia fecal 

(Roussel y col., 2007). Este hallazgo se relacionó con la presencia de Ac 

inespecíficos de reacción cruzada al ELISA para PTBC (Osterstock y col., 

2007) y con reacciones inespecíficas a la tuberculina (Corner y Pearson, 

1979; Oriani y col., 2011). Osterstock y col., 2006 inoculó vía subcutánea 

MA (M. scrofulaceum, M. intracellulare, M. terrae, M. avium complex y M. 

celatum) inactivadas con formol, en bovinos seronegativos a PTBC y 

observó que estos resultaron, posteriormente, positivos a dos ELISAs 

comerciales para PTBC. La exposición oral a MA también se asoció a 

reacciones cruzadas con la intradermorreacción a PPD bovina (Jorgensen, 

1981), e incluso con la interferencia de la respuesta inmune a la vacunación 
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con BCG, pudiendo generar falsos negativos o falsos positivos en los test 

diagnósticos (Rățoi y col., 2020). 

 Un trabajo publicado en nuestro país (Bresky y col., 2016), demostró 

que la sensibilización de terneros con MA vía oral (M. phlei, M. porcinum y 

M. fortuitum) provocó una respuesta inespecífica detectable mediante la 

prueba de γIFN frente a los antígenos PPD bovina y PPD aviar; sin 

embargo, no se observaron diferencias estadísticamente significativas 

entre el grupo inoculado con M. fortuitum y el grupo control. 

 Nuestras investigaciones demuestran una asociación 

estadísticamente significativa (p=<0.00) entre el resultado positivo al ELISA 

de los sueros y el resultado positivo del cultivo para Map. Un análisis similar 

relacionando el resultado de ELISA con los cultivos para MA a partir de 

materia fecal también mostró diferencias estadísticas significativas 

(p=<0.00) entre las variables. Estos hallazgos sugieren que un resultado 

positivo al ELISA puede estar relacionado con la infección por Map, por MA, 

o a infecciones mixtas; lo que es coincidente con lo observado por otros 

autores (Lombard y col., 2005; Sockett y col.,1992 y Roussel y col., 2007) 

que describen resultados falso-positivos al ELISA para PTBC debido a la 

exposición a MA. Trece de los bovinos estudiados resultaron positivos al 

cultivo de Map y de MA a partir de sus materias fecales, y todos fueron 

ELISA-u positivo, con sueros cuyas DO variaron entre 714 y 1.200. Este 

hallazgo pone en evidencia la alta frecuencia de exposición natural de los 

bovinos a bacterias del género Mycobacterium capaces de desencadenar 
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una respuesta de Ac cuantificable con el uso del ELISA para el diagnóstico 

de PTBC.   

 Se cultivaron 222 muestras de materia fecal provenientes de los 

rodeos bajo estudio para el aislamiento de MA. El porcentaje de aislamiento 

fue del 42 %; algo menor al informado por Oriani y col. (2019) a partir de 

muestras de agua de red domiciliaria, donde en el 51,6 % de las muestras 

procesadas desarrollaron MA. Las micobacterias aisladas fueron 

clasificadas fenotípicamente siguiendo, en gran parte, el algoritmo descrito 

por Bernardelli (2007). La identificación genotípica por secuenciación se 

pudo realizar sobre el 15,3 % de los aislamientos. Las MA mayormente 

identificadas fueron pertenecientes al complejo Mycobacterium terrae 

(CMT):  M. nonchromogenicum (5 aislamientos) y M. engbaekii (4 

aislamientos); la muestra A161 mostro un % de similitud por secuenciación 

de 16S ARNr <99%, el cual se considera el mínimo utilizado para 

determinar especie (Oriani y col., 2019), por lo que solamente se alcanzó 

la identificación a nivel género. Las micobacterias del CMT se han 

relacionado esporádicamente como agentes causales de infecciones óseas 

y articulares en humanos, que surgen de lesiones ambientales directas por 

inoculación (Imperiale y col., 2010; Abudaf y Beam, 2018); y 

particularmente M. nonchromogenicum se relacionó con generar, en 

bovinos, respuestas cruzadas a PPD bovina y aviar, pudiendo dar falsos 

positivos (Rățoi y col., 2020). Otros autores (Valdés y Cid, 2004) han 

obsevado en España un aumento en la incidencia de lesiones cutáneas en 

humanos inmunodeprimidos asociadas a infecciones por M. fortuitum y M. 



90 
 

 

chelonae entre otros. No fue posible el aislamiento de M. phlei a partir de 

la materia fecal, a pesar de que se mencionan aislamientos a partir de 

muestras de suelo en nuestro país (Oriani y Sagardoy, 2002). Esto reviste 

importancia debido a que es la micobacteria utilizada como 

inmunoabsorbente en los kits comerciales de ELISA (Yokomizo y col.,1985; 

Cox y col.,1991).  

 En Argentina, varios autores (de Kantor y col., 1987; Traversa y col. 

2011; Marfil, 2019 y 2021) han reportado aislamientos de MA a partir de 

órganos bovinos que presentaron lesiones sugestivas de TBC. Traversa y 

col. (2011) identificó principalmente M. smegmatis, M. chelonae, y M. terrae 

como principales agentes involucrados en estas lesiones; lo que es en parte 

coincidente con nuestros hallazgos a partir del cultivo de la materia fecal. 

Esto pone en evidencia que las micobacterias del ambiente son la fuente 

de contagio de los bovinos y ellos desarrollan una respuesta inmune que 

puede generar reacciones inespecíficas para el diagnóstico de PTBC y 

TBC. 

 Las cepas de MA aisladas difieren según las regiones estudiadas y 

el material cultivado; tal como avala un estudio publicado por Roussel y col. 

(2007), en Texas, EEUU, donde identifican a M. scrofulaceum como la de 

mayor prevalencia, mientras que estudios en nuestro país realizados en la 

provincia de La Pampa, mencionan como las de mayor prevalencia en 

muestras de agua a M. fortuitum y M. gordonae (Tortone y col., 2019) y en 

muestras de suelo a M. fortuitum (Oriani y col., 2019; Oriani y Sagardoy, 

2002). En Checoslovaquia (Pavlik y col., 2005) se menciona a M. avium 
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subsp avium como una de las principales micobacterias implicadas en las 

lesiones encontradas en los bovinos (Dvorska y col., 2007); donde las aves 

representan la fuente de infección y en menor frecuencia los pequeños 

mamíferos terrestres (Fischer y col., 2000). También se publicaron 

infecciones combinadas con M. avium subsp avium y M. avium subsp 

hominissuis (Dvorska y col., 2004). El M. avium subsp hominissuis del 

medio ambiente (Matlova y col., 2003) se aísla frecuentemente del cerdo 

(Pavlik y col., 2003; Barandiaran y col., 2015). 

 Basándose en lo expresado en el párrafo anterior, resulta 

sumamente interesante realizar relevamientos de MA en rodeos que 

muestren alta seroprevalencia a PTBC, principalmente si esta está 

asociada a baja presencia de signos clínicos, para observar posibles 

reacciones cruzadas de Ac y poder interpretar de mejor manera los 

resultados obtenidos. La secuenciación génica permite identificar al 

aislamiento, aunque resulta costosa de realizar y no siempre es 

concluyente. Las cepas que muestren mayor prevalencia zonal o predial 

podrían ser utilizadas como inmunoabsorbentes en los ELISA “in house” en 

reemplazo del M. phlei utilizado tradicionalmente. Autores brasileños 

utilizaron al M. fortuitum como absorbente en la prueba de ELISA en lugar 

del M. phlei, con resultados similares, proponiendo una alternativa al clásico 

procedimiento de absorción de los sueros con M. phlei (Marassi y col., 

2008, Norby y col., 2007). Bajo las condiciones en las que se realizaron 

nuestros estudios, la utilización de la urea mostró múltiples ventajas y 

diferencias estadísticamente significativas (p=<0.05) por sobre la utilización 
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de inmunoabsorbentes (M. phlei y M. nonchromogenicum) en cuanto a la 

eliminación de Ac. de reacción cruzada. Dentro de las más destacadas 

podemos mencionar: 

• Bajo costo: ya que no requiere del cultivo de cepas de MA, ni de la 

necesidad de contar con un disruptor celular para el procesamiento 

del antígeno. 

• Practicidad y bajo tiempo operativo: en solamente 4’ de exposición 

de los sueros a la urea se logra disminuir sustancialmente la 

presencia de Ac inespecíficos. 

• Características operativas: Muestra valores de sensibilidad y 

especificidad más que aceptables y, además, permite obtener el IU; 

con el cuál se puede establecer un punto de corte que permite 

discriminar con mayor certeza sueros positivos de negativos (AUC 

0.9). 

 Los futuros trabajos estarán orientados en la identificación de mayor 

cantidad de aislamientos de MA y su relación con la presencia de 

reacciones Ag-Ac inespecíficas, principalmente en el rodeo lechero, que es 

donde observamos la mayor seroprevalencia, y los signos clínicos de la 

enfermedad no son tan frecuentes.  

 Una de las razones por las cuales la vacuna para la prevención de 

la PTBC no está permitida en nuestro país se debe a que se encuentra 

vigente el Plan Nacional de Control y Erradicación de la Tuberculosis 

Bovina (Res.128/12); el cual posee como técnica oficial para diagnosticar 

TBC en los rodeos a la tuberculina (PPD bovina), utilizada en el pliegue 
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anocaudal o en la región cervical (Torres, 2016 y 2012). En los rodeos en 

donde están presentes ambas enfermedades micobacterianas (PTBC y 

TBC) pueden existir reacciones inmunológicas cruzadas que dificultan la 

interpretación de una reacción positiva a la PPD bovina (OIE, 2014; 

Guanziroli y col., 2005). El ELISA para diagnóstico de TBC se podría utilizar 

como complemento de la prueba anocaudal. En uno de nuestros ensayos 

evaluamos el empleo del ELISA-u con relación a diferentes antígenos en 

sueros de bovinos con PTBC y TBC. Utilizando el índice de avidez (IU), los 

distintos antígenos discriminaron los sueros procedentes de animales con 

PTBC (p=0,00); mientras que no hubo diferencias significativas en los 

sueros de animales con TBC (p=0.46). De acuerdo con lo observado se 

puede decir que la técnica tal como se utilizó en esta tesis resulta útil para 

el modelo de diagnóstico de PTBC y no resulta suficiente para discriminar 

a animales con TBC.  

 El seguimiento longitudinal de bovinos positivos a la enfermedad 

resulta dificultoso. Las características comerciales de los rodeos utilizados 

para el desarrollo de esta tesis plantearon un desafío extra al diagnóstico 

en sí mismo, y este estuvo relacionado con la dificultad del seguimiento, ya 

que, ante el diagnóstico positivo, los bovinos fueron rápidamente 

eliminados de los planteles. Se sabe que los productores capaces de 

vender animales asintomáticos a frigorífico evitan grandes pérdidas 

económicas por la pérdida de peso y muerte del individuo. A continuación, 

se observa un ejemplo ocurrido durante el desarrollo de la tesis.  
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 En el remito de la feria ganadera puede observarse la venta de cinco 

lotes de animales, los tres primeros corresponden a vacas preñadas 

diagnosticadas positivas a PTBC. Los tres animales en promedio pesaron 

280 Kg (incluso la del primer lote llegó a pesar 220 Kg) y cotizaron en 

promedio 9,3 $/kg (1US$=14,60$). Las vacas del 4° y 5° grupo eran 

negativas a PTBC, pesaron en promedio 360 kg (3960/11) y cotizaron en 

promedio 18 $/kg. En resumen, en este ejemplo se observa la gran pérdida 

económica ocasionada por la venta de animales con signos clínicos, ya que 

las vacas con PTBC pesaron en promedio 80 Kg menos que las vacas 

sanas, y cotizaron por kg el 50% del valor (9,3 $/Kg versus 18 $/kg), sin 

considerar el valor agregado que debieran haber tenido por ser animales 

jóvenes y gestantes.    

 Las pérdidas económicas anteriormente descritas están en 

concordancia con lo publicado por Morsella y Paolicchi (2008) quienes 

mencionan pérdidas económicas referentes al valor bruto de la producción 

ganadera y de la comercialización y flete, durante el año 2007, cercanas a 
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los 22.0 millones de U$S (zona de cría bovina cuenca del rio Salado) y de 

6.3 millones de U$S (Cuencas Lecheras) en la Provincia de Buenos Aires. 
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5. CONCLUSIONES   

 

 

1. La paratuberculosis bovina es una enfermedad compleja; donde es 

necesario desarrollar nuevas herramientas diagnósticas que permitan 

mejorar la eficacia de detección de los animales infectados y contextualizar 

el resultado de laboratorio con el historial clínico del rodeo de donde 

proviene la muestra. 

2. El ELISA-u demostró ser capaz de detectar con un alto nivel de eficacia 

a animales subclínicos, eliminando en gran parte los Ac. Inespecíficos. 

Cuando se utiliza en serie con el ELISA-su la especificidad alcanza el 

98.6%.  

3. El IU permitió establecer un punto de corte (≥80) donde se combina una 

alta sensibilidad (0.76) y especificidad (0.91). Utilizado sobre sueros con 

resultados “sospechosos” al ELISA permite predecir con alta certeza la 

presencia de la enfermedad (LR+8). Además, se estableció que el IU alto 
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es un importante factor de riesgo (Odds Ratio: 28) en la PTBC bovina, 

principalmente en animales mayores a 24 meses de edad. 

4. El IU tendría su utilidad en diferenciar los sueros de los animales con 

paratuberculosis de los animales con respuesta a M. bovis. 

5. El IU podría diferenciar los animales vacunados de los infectados con 

paratuberculosis. 

6. La presencia de MA en los rodeos genera respuestas cruzadas a la 

técnica de ELISA. En nuestras condiciones de trabajo el agregado de urea 

al ELISA mostró ventajas (bajo costo, tiempo operativo, etc) por sobre el 

uso de inmunoabsorbentes (M. phlei y M. noncromogenicum) en cuanto a 

la eliminación de uniones Ag-Ac inespecíficas.  

7. Es importante la identificación fenotípica y genotípica (secuenciación) de 

las cepas aisladas de MA, ya que éstas muestran diferentes prevalencias 

por regiones y rodeos.  

8. Las MA mayormente identificada a partir de la materia fecal fueron 

pertenecientes al complejo Mycobacterium terrae (M. nonchromogenicum 

y M. engbaekii). No se aisló ninguna cepa de M. phlei. Se aislaron dos 

cepas de bacilos BAAR +, no micobacterias, a partir de la materia fecal, 

que fueron tipificadas como Streptomyces spp. y Nocardia spp.  

9. La clasificación fenotípica de MA es compleja y muestra inconvenientes 

a la hora de tipificar con exactitud el aislamiento. Se deben complementar 

con técnicas moleculares de secuenciación, las cuales son costosas en 

términos económicos y de acceso limitado.  
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10. En medios de cultivo líquidos enriquecidos con extractos de 

micobacterias, y con los protocolos de descontaminación adecuados (<5 

horas), es factible aislar BAAR hasta aproximadamente en el 50 % de las 

muestras de materia fecal.  

11. El método para discriminar BAAR de no BAAR (screening) es la 

coloración de ZN; aunque no todos los BAAR son micobacterias, lo que 

genera complicaciones posteriores porque los métodos de tipificación 

también son muy variados. 

12. El repique de BAAR de medios líquidos a sólidos genera muchas 

pérdidas de cepas, debido a contaminación o por la falta de sustratos 

adecuados, los gérmenes entran en fases durmientes, no desarrollando en 

los medios de cultivo sólido. 

13. La gran mayoría de los trabajos desarrollados en esta tesis se 

realizaron sobre bovinos >2 años, sería importante profundizar futuras 

investigaciones en animales más jóvenes. 
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7. ANEXOS 

Anexo I 

Coloración de Ziehl-Neelsen 
Reactivos: 
- Fucsina fenicada de Ziehl 
Solución A: Fucsina básica……………………………. 1 g 
Alcohol etílico de 96º………………………………….. 10 mL 
Solución B: Fenol cristalizado ………………………... 5 g 
o fenol fundido…………….…….. ……………………..4,66 mL 
Agua destilada………………...……………………….. 95 mL 
Volcar gradualmente la solución A en la B agitando enérgicamente, dejar reposar 
algunos días. Filtrar antes de usar. 
- Azul de Metileno alcalino de Loeffler (solución saturada) 
Azul de metileno……………………………………….. 0,3 g 
Alcohol etílico de 96º…………………………….……. 30 mL 
Solución de OHK: 
OHK............................. 0,01 g 
Agua destilada.............100 mL 
Mezclar la solución saturada de azul de metileno en esta solución de OHK. Filtrar 
antes de su empleo. 
-Alcohol ácido (solución decolorante) 
ClH concentrado......................................................3 mL 
Alcohol etílico de 95º..............................................97 mL 
Técnica de coloración: 
1. Cubrir el frotis con fucsina de Ziehl y se calienta con el fuego de un hisopo de 
algodón embebido en alcohol, evitar la evaporación agregando más colorante si 
fuera necesario, impedir así mismo, que el colorante hierva. 
2. Lavar con agua corriente. 
3. Decolorar con alcohol ácido evitando que queden cúmulos de colorante. 
4. Lavar con agua corriente. 
5. Hacer una coloración de contraste con azul de metileno durante 1 minuto. 
6. Lavar con agua se seca y se observa en inmersión. 
Interpretación: 
Microorganismos ácido alcohol resistentes: Rojos - fucsia 
Microorganismos no ácido alcohol resistentes: Color del contracolorante (azul) 
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Anexo II 
 

ELISA Indirecto de Paratuberculosis 
Se describe la preparación de las diferentes soluciones de trabajo y se detalla 
las diferencias entre el ELISA indirecto clásico y el ELISA abreviado. 
-Solución de antígeno 
Bicarbonato de sodio (Na HCO3) …………………..……………3 g 
Carbonato de sodio (Na2 CO3)……………………..………....1,45 g 
Agua tridestilada ………………………………………..…….…1000 mL 
pH: 9,5 – 9,6 
El antígeno sólido (recién comprado) se disuelve en agua destilada a razón de 
500 µg por alícuota (una placa) en 100 µL de agua destilada. Identificar cada vial 
y congelar en freezer. Al momento de la preparación cada vial se diluye en 12 
mL de solución de antígeno. 
Si se utiliza el antígeno con la bacteria entera formolada, se puede agregar entre 
31 – 250 µg de bacilo por pocillo. 
Para 100 µg s de bacilo/100 µL/pocillo calcular: 
Si 1 pocillo (100 µL) ---------------- 100 µg de bacilo 
Para 1 placa que lleva ---------- X = 12000 µg (12 mg) 
12 mL (12000 µL) 
Para el ELISA clásico actualmente se utiliza una dilución de antígeno de 1/160: 
agregamos a 25 mililitros de solución de antígeno 156 µL de antígeno. Para el 
ELISA abreviado se utiliza una dilución de antígeno de 1/486: agregamos a 12 
mililitros de solución de antígeno 25 µL de antígeno. 

- ELISA-PBS y solución de lavado 
Cloruro de sodio ………………………………………………...8,5 g 
Fosfato de sodio monobásico (anhidro) ………………....….0,32 g 
163 
Fosfato de sodio dibásico (anhidro)……………………..….....1,1 g 
Con 2M H2O…………………………………………………..…1,38 g 
Tween 20 ………………………………………………………...0,5 mL 
Agua tridestilada………………………………………………..1000 mL 
pH: 7,2 
Autoclavar 

 
- Solución bloqueante 
Es la solución de ELISA PBS con el agregado de gelatina. 
Gelatina bacteriológica……………………………………………2 g/L 
Calentar para disolver la gelatina. 
pH: 7,2 
La dilución de los sueros se realiza en la solución ELISA-PBS. De acuerdo al tipo 
de ELISA que se realiza seguimos como se describe a continuación: 

- ELISA clásico: Actualmente se realiza la dilución final de los sueros de 1/800. 
Se llega a esta dilución en dos pasos: primero se cargan 20 µL de suero y se 
diluye en 380 µL de solución de lavado PBS (acá tenemos una dilución de 1/20). 
Luego se toma 20 µL de la dilución anterior y se diluye en 780 µL de solución de 
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lavado de PBS (acá tenemos una dilución de 1/40, al multiplicar por la dilución 
anterior de 1/20 llegamos a la dilución final de1/800). 

- ELISA abreviado: Actualmente se realiza la dilución final de los sueros de 
1/180. Para obtener esta dilución se carga 6 µL de suero y se diluyen en 994 µL 
de solución ELISA-PBS. 
- Conjugado 
Se trabaja con el conjugado marca Sigma; se encuentra congelado a -20°C, con 
glicerina en una dilución ½, en viales identificados como Ig G conjugado. 
Actualmente se prepara una dilución de 1/2500. 
Para 24 µL de solución de lavado ELISA-PBS se carga 20 µL de conjugado con 
glicerina. 

 
- Solución reveladora 
Ácido cítrico……………………………………….0,96 g 
Citrato de sodio …………………………1,20 – 1,62 g 
ABTS……………………………………………….20 mg 
Agua oxigenada 30% ……………………………25 µL 
Agua destilada…………………………………..100 mL 
pH: 5 
Procedimientos generales: 
1. Preparar el antígeno y agregar a cada pocillo 100 µL. Dejar incubar la placa 
en heladera toda la noche. 
2. Lavar tres veces con solución de lavado ELISA-PBS. 
3. Agregar 200 µL por pocillo de solución de bloqueo. Incubar 30 minutos en 
estufa de 37°C. 
4. Lavar tres veces con solución de lavado PBS. 
5. Agregar 100 µL por pocillo de las muestras diluidas y de los controles por 
duplicado según el esquema de siembra a utilizar. 
ELISA clásico: Incubar 1 hora en estufa a 37 °C. 
ELISA abreviado: Incubar 30 minutos a temperatura ambiente. 
6. Lavar tres veces con solución de lavado PBS. Aclaración: Cuando se realiza 
el EISA urea, después del lavado se incorporaron 100 µl de solución de urea 8 M 
por pocillo, según el esquema de siembra, incubándose a temperatura ambiente 
durante 4 minutos. A continuación, el conjugado anti-IgG bovina. 
7. Agregar 100 µL por pocillo de conjugado 1/2500. Para el ELISA clásico 
incubar 1 hora en estufa a 37°C. Para el ELISA abreviado, incubar 30 minutos a 
temperatura ambiente. 
8. Lavar tres veces con solución de lavado PBS. 
9. Agregar 100 µL por pocillo de solución reveladora. Incubar 30 minutos 
aproximadamente al resguardo de la luz. 
10. Realizar la lectura en el lector de ELISA, utilizar un filtro de 405 nm. Leer 
hasta por lo menos llegar a 1000 de DO de los controles positivos. 

Comentario: En el ELISA urea, para obtener un valor asociado al porcentaje de 
positividad de la muestra analizada en relación con los controles (PPRC) se 
realizó un cálculo a partir de la densidad óptica (DO) promedio obtenido en cada 
muestra. A través de la siguiente formula:  
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         PPRC =              (DO muestra – Do control negativo)          X 100  

                           (DO control positivo -    DO control negativo) 

 

PPRC= Porcentaje de positividad en relación con los controles. 

DO= Densidad óptica del suero. 
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Anexo III 
 
- Medio de cultivo de Herrold con Micobactina 
Cloruro de sodio…………………………….4,5 g 
Peptona de carne…………………………. 9,0 g 
Extracto de carne bovina………………….2,7 g 
Piruvato de sodio…………………………..4,1 g 
Agar……………………………………… 15,3 g 
Glicerina………………………………….. 34 mL 
Agua destilada………………………...840,9 mL 
Yemas de huevo frescas1……………….. 10 (120 mL) 
Verde de Malaquita (solución al 2%)2……5,1 mL 
Micobactina…………………………….…….2 mg 
Antibióticos: 
Anfotericina ……………………… 50 mg 
Ácido nalidíxico…………………. 100 mg 
Vancomicina……………………...100 mg 

 
1: Los huevos deben ser frescos, preferentemente de granja, para asegurarse 
que las gallinas no hayan consumido antibióticos. Lavar con agua tibia y 
detergente y enjuagar con agua corriente. Dejar secar y sumergirlos en alcohol 
etílico 70° durante 15 minutos. Los siguientes procedimientos se realizan en la 
cabina de un flujo laminar vertical, secar la superficie de los huevos suavemente 
con la llama de un mechero. Quebrar cada huevo por un extremo golpeando en 
un borde de un vaso de precipitado estéril, y sacar la clara con la ayuda de la 
gravedad y volcarla en el mismo vaso. Colectar la yema en otro vaso de 
precipitado. Repetir el proceso para cada huevo, con pipeta de vidrio con la 
punta rota aspirar algún resto de clara presente y finalmente mezclar las yemas 
con ayuda de una varade vidrio estéril. 
2: Preparar una solución de verde de Malaquita al 2% pesando 2 g de colorante 
(forma oxálica) en 100 mL de agua destilada, fraccionar en tubos con tapa y 
esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 minutos. 
3: La micobactina se conserva en heladera fraccionada en la cantidad de 2 mg 
que es suficiente para preparar 1 litro de medio de Herrold, al momento de su 
uso disolver en 1 mL de alcohol etílico 96°. 
4: Los antibióticos se encuentran fraccionados de acuerdo a la dosis y 
conservados a -20°C y se deben resuspender al momento de su uso. La 
vancomicina se suspende en 1 mL de agua destilada estéril, mientras que el 
ácido nalidíxico y la anfotericina se suspenden en alcohol etílico 96°. 
Método de preparación: 
Mezclar por agitación todos los ingredientes (excepto las yemas y el colorante) 
hasta que se disuelva el agar en un erlemneyer con capacidad de 2 litros. Medir 
el pH y, de ser necesario, ajustar a 7,5 con hidróxido de sodio 1N. Esterilizar en 
autoclave durante 25 minutos a 120°C. Enfriar a 56°C y agregar las 6 yemas en 
forma estéril, mezclar el medio suavemente en un agitador magnético. Agregar la 
solución de Verde de Malaquita con una pipeta estéril, agregar los antibióticos y 
mezclar otra vez. Distribuir asépticamente el medio en los tubos o frascos y dejar 
que solidifique en ellos en posición inclinada. Controlar la esterilidad incubando 
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en estufa a 37°C durante 48 horas. Conservar en heladera. 
- Solución decontaminante de cloruro de hexadecilpiridinio (CHP) 
Cloruro de hexadicilpiridinio……………………………………………. 9 g 
Caldo cerebro corazón ……………………………………………….18,5 g 
Agua destilada………………………………………………………..1000 mL 
 

Método de preparación: 
Mezclar por agitación y fraccionar en frascos un volumen de esta solución de 25 
mL. Esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 minutos. Conservar a 
temperatura ambiente. 
- Mezcla de antibióticos 
Anfotericina B…………………………………………………………50 mg 
Vancomicina………………………………………………………….100 mg 
Ácido nalidíxico………………………………………………………100 mg 
Medio de caldo cerebro corazón al 50%....................................1000 mL 
Método de preparación: 
El caldo se prepara y se autoclava a 120°C durante 20 minutos. Una vez 
enfriado se le agregan los antibióticos en cabina de esterilidad. Se fracciona y 
congela hasta su uso. 

A continuación (imagen) se muestran los ingredientes de los medios de cultivo 
clasicos (A:   Middlebrook M7H9 caldo) y C (Herrold con micobactina), y el medio 
(B) modificado por Romero y col, 2018, con el agregado de agar al  0,185%, 
nistatina y ácido nalidixico.  

 

El medio B sin micobactina, sin antibióticos y pH neutro, se utilizó para el cultivo 
de las MA.   
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Anexo IV 
 

Preparación del agar para la prueba de inmunodifusión en gel de agar 
(AGID) 
-Solución Buffer Borato 
OHNa………………………….…………2g 
Ácido Bórico…………………………….9g 
Agua destilada……………………1000 mL 
pH: 8.6 (8.4-8.6) 
Esta solución buffer debe conservarse en heladera bien tapada para evitar la 
concentración por evaporación. El ácido bórico es bacteriostático y su presencia 
en el bufferes crítica especialmente en el caso de sueros contaminados. 

 
- Preparación del gel de agar al 1% 
Disolver 1 gramo de agar (utilizar agar noble de alta pureza, Agar-Agar) en 100 
mL del buffer borato anteriormente preparado. Llevar la suspensión a ebullición y 
esperar que se alcance la mayor transparencia. El agar de base debe ser 
purificado para que permita ver perfectamente las líneas de precipitación. 
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Anexo V 
 

Preparación de caldo glicerinado para obtención de cepa D4ER de 
Mycobacterium avium: Para la elaboración del caldo se tomó como base el 
protocolo sugerido por Bernardelli (2007). 

 
Medio de caldo glicerinado 
Extracto de carne.................................. 5 g 
Cloruro de sodio (NaCl) ...................... 5 g 
Peptona Difco ó similar……………… 1,5 g 
Glicerina ….…………………………. 70 mL 
Agua destilada……………………. 1000 mL 

 
Disolver las drogas en agua caliente. Fraccionar en botellas de vidrio y esterilizar 
en autoclave a 125°C – 130°C, durante 20 minutos, dejar enfriar. Luego se 
realizó la siembra de la cepa y su incubación en estufa a 37°C durante 2-3 
meses. La cosecha del cultivo obtenido se realizó en cabina de seguridad de tipo 
II, el cultivo se filtró y se fraccionó en frascos que se inactivaron por gamma 
irradiación. Posteriormente las micobacterias fueron procesadas con un disruptor 
celular a una presión de 40 psi, el lisado celular se centrifugó a 10.000 G durante 
20-30 minutos, y el sobrenadante se utiliza como antígeno. 
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Anexo VI 
 

Medio de cultivo sólido utilizando como base al medio Middlebrook 7H10 
Agar (DIFCO/BD ®). 

Modificaciones sobre medio base: Para la preparación de 500 ml se agregaron 
los componentes que figuran a continuación.  

• Huevo (yema) 80 mL  

• Dextrosa 2 gr  

• Albúmina 5 gr 

La elaboración incluye el autoclavado del medio Middlebrook y la dextrosa. 
Posteriormente se le agregó el huevo y la albumina en el flujo laminar. 
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Anexo VII 
 

Pruebas bioquímicas: 

Prueba de ureasa: 

Determina la capacidad del organismo para desdoblar la urea formando dos 
moléculas de amoníaco por acción de la enzima ureasa, que está clasificada 
como una amidasa, es decir que cataliza la hidrólisis de las amidas, es capaz de 
romper la unión entre el carbono y el nitrógeno.  

Procedimiento: Con el anza, agregar al tubo colonias de un cultivo joven en 
medio de huevo. No arrastrar medio de cultivo. Incubar 3 días a 37 °C. 

Interpretación La aparición de color rosa se interpreta como resultado positivo. 
Controles M. kansasii, M. scrofulaceum: positivo. M. avium: negativo. 

Reducción de nitratos: 

La presencia de la enzima nitratoreductasa es importante para la clasificación de 
las micobacterias: M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, M. fortuitum las que 
reducen nitratos a nitritos. Otras especies producen también nitratoreductasa 
tales como: M. flavescens, M. terrae, M. triviale y M. chelonae. Las micobacterias 
que contienen esta enzima pueden utilizar el oxígeno de los nitratos y de otros 
productos de reducción. La presencia de nitrito es detectada por la adición de 
sulfanilamida y N-naftiletilendiamina a pH ácido. Si el nitrito está presente se 
forma un compuesto rojo de diazonio. La técnica se efectúa en cultivos de 
menos de un mes. 

Medios y Reactivos: Buffer substrato de nitrato de sodio, ácido clorhídrico al 10 
%, solución de sulfanilamida al 0.2 %, solución de N-naftiletilendiamina al 0.1%. 
Procedimiento: La reacción se realiza en tubos de 16 mm x 125 mm con tapa 
rosca, a los que se agregan 4 ó 5 gotas de agua destilada, luego se introduce 
con un anza aproximadamente 10 mg de masa bacilar, tratando de homogeinizar 
la mezcla. El substrato lo constituyen 2 mL de la solución de nitrato de sodio en 
buffer de fosfato. Se incuba la suspensión 2 horas a 37 °C. Al cabo de ese 
tiempo, acidificar con una gota de ácido clorhídrico dilución 10 %. Agregar 2 
gotas de solución de sulfanilamida y 2 gotas de solución de N-naftiletilendiamina.  

Interpretación El desarrollo de color se produce entre 30 a 60 segundos. Si no se 
produce color se confirma el resultado como negativo por el agregado de 
pequeña cantidad de polvo de zinc. Si el color rojo desarrolla después del 
agregado de zinc, significa que el nitrato está todavía presente y es catalizado 
por el zinc con formación del color, por lo cual la reacción es verdaderamente 
negativa. Si el color no se produce después del agregado de zinc, repetir la 
técnica para confirmar la reacción. 

Toma de hierro (transformación de citrato férrico amoniacal): 

Medios y Reactivos Solución acuosa de citrato de hierro amoniacal al 4 %, 
esterilizada en autoclave.  
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Procedimiento Inocular 2 tubos de medio Löwenstein-Jensen, cada uno con 0,1 
mL de una suspensión bacilar de aproximadamente 1 mg/mL de la cepa. Colocar 
los tubos inclinados, difundiendo la siembra en toda la superficie del medio. 
Luego en posición vertical y añadir en el fondo de uno de ellos 1 mL de la 
solución de citrato de hierro amoniacal. En el otro tubo, agregar 1 mL de agua 
destilada estéril. Incubar en posición vertical a 37 ºC.  

Interpretación: De ser la reacción positiva aparece en el tubo con citrato, entre la 
primera y la tercera semana de incubación, un color marrón que se va 
extendiendo a las colonias por encima del nivel del líquido. Se compara con el 
tubo control.  

Controles M. fortuitum: positivo. M. chelonae: negativo. 

Hidrolisis de Tween 80: 

La hidrólisis enzimática del Tween 80 es una importante característica de la 
diferenciación de micobacterias. Con raras excepciones las especies que 
hidrolizan el Tween 80 en 10 días no son clínicamente significativas, por ej. el 
bacilo del agua de canilla M. gastri, M. terrae y M. triviale, mientras que las 
especies que tienen importancia clínica, M. scrofulaceum y el complejo M. 
avium-intracellulare, son negativas. El Tween 80 es la marca registrada del 
detergente: monoloeato de polioxietileno sorbitan.  

Medios y Reactivos Sustrato: Solución reguladora de buffer fosfato M/15, pH7, 
Tween 80 y rojo neutro.  

Procedimiento: Suspender en el sustrato colonias de un cultivo joven en medio 
sólido (aproximadamente, el contenido de un anza de 3 mm de diámetro). 
Incubar a 37 ºC, sin contacto con la luz. Examinar a los 5 y a los 10 días. Incubar 
un tubo control sin inóculo. Interpretación: Observar los tubos, comparativamente 
con el control de color ámbar. Se considera positivo un cambio de color a rosa 
salmón. Tomar nota de la fecha en que observa ese cambio de color y seguir 
incubando hasta completar los 10 días para confirmar; el color puede 
intensificarse a rosado más intenso y hasta rojo pajizo. Los tubos no deben ser 
agitados antes de la lectura. Algunas células pueden tomar el colorante, lo que 
provoca un color rosado en el sedimento del tubo, mientras que el sobrenadante 
continua ámbar; en estos casos el informe es negativo. 

Controles: M. kansasii: rápido, positivo. M. gordonae: lento, positivo. M. 
scrofulaceum: negativo. 

Catalasa: 

La mayoría de las micobacterias producen la enzima catalasa, algunas más que 
otras:  
 
Medios y Reactivos 
Agua oxigenada 110 volúmenes (solución de peróxido de hidrógeno al 30 %). 
Debe conservarse en heladera. 
Solución acuosa de Tween 80 al 10 %. En el momento de usar calentar 
ligeramente para obtener una mejor disolución, mantener en heladera. 
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Procedimiento 
Distribuir 5 mL de medio de Löwestein-Jensen en tubos estériles de 18 mm x 
150 mm con tapa rosca. Coagular el medio con los tubos en posición vertical, lo 
cual puede efectuarse colocando los tubos en un baño de agua termorregulado a 
85 °C, durante 40 minutos. Inocular la superficie del medio con 0.1 mL de la 
suspensión bacilar en agua destilada incubar 2 semanas a 37 °C. Observar al 
cabo de ese tiempo que exista un buen desarrollo bacteriano. Mezclar partes 
iguales de peróxido de hidrógeno y solución de Tween 80. Mantener a 
temperatura ambiente. Agregar 1.0 mL de la mezcla de soluciones Tween-
peróxido de hidrógeno al tubo de cultivo. Dejar el tubo en posición vertical 
durante 5 minutos. 
 
Interpretación 
Medir en milímetros la altura de la columna de burbujas sobre la superficie del 
medio. 
Menor de 31 mm: negativa ó muy débil. 
Entre 31 y 45 mm: resultado no concluyente. 
Más de 45 mm: catalasa francamente positiva. 
 
Controles 
M. terrae: positivo. 
M. bovis: negativo. 




