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Resumen

El objetivo de este trabajo fue comparar las caracteristicas ope-
rativas de un ELISA en suero, con un ELISA en leche, para
el diagnostico de paratuberculosis bovina. Utilizando analisis
ROC, el area bajo la curva fue de 0,84 para ELISA en suero
y 0,88 para ELISA en leche, sin diferencias significativas (p=
0,30) entre ambas AUC; la sensibilidad fue de 91,7% y 87,5%,
la especificidad de 82,0% y 86,5% para ELISA en suero y ELI-
SA en leche respectivamente. También se consideraron como
variables, los dias en lactancia y el nimero de lactancias. Los
dias en lactancia se analizaron con correlacion y regresion line-
al simple, evidenciando una relacidén positiva (p <0,05), entre
ELISA en suero y ELISA en leche. Los niimeros de lactancias
se analizaron mediante ANOVA solo en ELISA en leche, con di-
ferencias significativas (p=0,016) entre el grupo de 1°*, con los
de 2% y >2% Jactancias. Los resultados preliminares obtenidos,
demostraron que el ELISA en suero presenta caracteristicas ope-
rativas similares al ELISA en leche, siendo el ELISA en leche
una alternativa practica y menos invasiva al muestreo.
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Abstract

The aim of this paper was to compare the operational charac-
teristics of serum ELISA with milk ELISA, for the diagnosis
of bovine paratuberculosis. Using ROC analysis, the area under
the curves were 0.84 in serum ELISA and 0.88 in milk ELISA,
without significant differences (p= 0.30) between both AUC; the
sensitivities were 91.7% and 87.5%, the specificities 82.0% and
86.5% for serum ELISA and milk ELISA respectively. In addi-
tion, days in lactation and lactation numbers were also included
as variables. Days in lactation were analyzed with correlation
and simple linear regression, showing a positive relationship
(p < 0.05) between serum ELISA and milk ELISA. Lactations
numbers were analyzed only in milk ELISA with ANOVA, sig-
nificant differences (p= 0.016) were evident between 1st groups
with 2nd and> 2nd lactations. The preliminary results demon-
strate that serum ELISA presents similar operational charac-
teristics to milk ELISA, being milk ELISA a practical and less

invasive alternative to sampling.

Keywords: Paratuberculosis, Milk ELISA, Diagnosis, Days
in lactation

Veterinaria (Montev.), 57 (216), Jul-Dic 2021, e20215721602
1de9


mailto:pedrososa041@gmail.com

Introducion

La paratuberculosis (PTBC) es una enfermedad entérica, in-
fecciosa, cronica, causada por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map). Afecta a rumiantes y cérvidos, en los
bovinos produce una ileocolitis granulomatosa difusa, que se
evidencia clinicamente con diarreas, edemas en zonas declives,
caquexia y muerte. A nivel productivo genera pérdida de peso
y disminucion en la produccion lactea (Chiodini et al., 1984;
Clarke, 1997; Tiwari et al., 2006). Su periodo de incubacion es
de 2 a 8 afios. En animales jovenes infectados se presentan los
estadios de infeccion silente e infeccion subclinica, durante los
cuales, es complejo identificar la enfermedad con los métodos
diagnosticos actuales (Tiwari et al., 2008). La categoria mas sus-
ceptible a la infeccidn con Map son los terneros menores de un
afio de edad, su principal via de transmision es fecal-oral, aun-
que también esta descripta la via vertical, y su diseminacion por
calostro y leche (Kormendy, 1988; Streeter et al., 1995; Vasini
Rosell et al., 2018).

Existen investigaciones que relacionan a Map con la enferme-
dad de Crohn y otras de base autoinmune en humanos (Fortea
Ormaechea et al., 2009; Hermon Taylor y Bull, 2002; Liverani et
al., 2014), sin embargo, otros autores ponen en controversia esta
teoria (Timms et al., 2016). De existir dicha relacion el consumo
de leche comercial contaminada con Map seria una via de ex-
posicion para los humanos (Paolicchi et al., 2012). En Uruguay,
estudios de seroprevalencia realizados en rodeos lecheros de la
cuenca Sur, arrojaron una seroprevalencia predial de 70,2% +
8,1% e individual de 5,6% =+ 1,3% (Nufiez et al., 2003). Inves-
tigaciones realizadas en provincia de Buenos Aires, Argentina,
reportan en rodeos lecheros una seroprevalencia predial de 81%
e individual que oscila 5% y 15,7% (Costa et al., 2004; Moreno
et al., 2017; Paolicchi et al., 2003), estimaciones mas recientes
arrojaron una seroprevalencia predial de 78,8% e individual de
13% (Alvarado Pinedo et al., 2019). Actualmente, no existe en
Uruguay y Argentina un plan de control sanitario oficial. Por
ello, seria relevante contar con herramientas diagndsticas con-
fiables, rapidas y de bajo costo.

Los métodos de diagndstico directos, incluyen el cultivo de ma-
teria fecal y técnicas moleculares para la deteccion de acido nu-
cleico como PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), LAMP
(amplificacion isotérmica mediada por bucle), hibridacion, entre
otros. (McFadden et al., 1987; Sange et al., 2019). Si bien el
aislamiento bacterioldgico es considerado como la prueba de
oro, presenta algunas limitantes al ser Map una micobacteria de
crecimiento lento que requiere periodos de incubacion de hasta
6 meses en medios de cultivo sdlidos y 2 meses en medios de
cultivo liquidos. Para su desarrollo in vitro necesita de micobac-
tina, por falta de disponibilidad en el pais y sus altos costos de
importacion, encarece el valor del cultivo (Romero et al., 2018).
La especificidad (Sp) del cultivo fecal es aproximadamente del
100% (Nielsen y Toft, 2008), mientras que la sensibilidad (Se)
es del 26% para los individuos subclinicas y entre el 50% al 82%
para las vacas infecciosas (McKenna et al., 2005; Tiwari et al.,
2006; Whitlock et al., 2010).

El control se basa en la deteccion y eliminacion de los indivi-
duos positivos a los métodos diagndsticos indirectos, como la
reaccion intradérmica con PPD Aviar y la prueba de interferén
gamma; en los cuales se evidencia inmunidad de tipo celular
siendo mas adecuado su uso en los primeros estadios de la en-
fermedad. Las pruebas serologicas, como el test de ELISA y la
inmunodifusion en gel de agar son utiles para detectar la res-
puesta inmune humoral, representando el ELISA indirecto en
suero (ELISAI-S) la técnica con mayor Se y Sp para la deteccion
de anticuerpos (Ac) contra Map (Cox et al., 1991; Manning y
Collins, 2001; Nielsen, 2014; Yokomizo et al., 1985), la Se de
la prueba ELISA depende del nivel de excrecion de Map en las
heces y de la edad de los animales, suele ser baja en los estadios
iniciales, y aumenta al progresar la enfermedad con el desar-
rollo de la respuesta humoral (Carpenter et al., 2004; Koets et
al., 2015; Nielsen, 2014). En el ganado vacuno, la Se del ELISA
estd en el rango de 7-94%, y la Sp se encuentra entre 40-100%
(Nielsen y Toft, 2008).

Por practicidad en su obtencion, las muestras de leche son cada
vez mas utilizadas en el diagnéstico y deteccion de Ac contra
Map, aunque la concentracion de los mismos (inmunoglobuli-
na G) varia a lo largo de la lactancia (Eisenberg et al., 2015;
Nielsen y Toft, 2012), aproximadamente el 85% de los Ac se
transportan desde la sangre a la glandula mamaria durante el
ultimo mes de gestacion (Norcross, 1982). En leche el isotipo
IgG1 es el preponderante. IgG1 Map-especifica se asocia con la
respuesta inmune humoral dominada por linfocitos Th2 (Koets
et al., 2015; Nielsen, 2014) que se manifiesta cuando el hospe-
dador pierde el control sobre la infeccion, por lo tanto, se espera
que el ELISA indirecto en leche (ELISAi-L) sea relativamente
mas especifico al comenzar la diseminacion de Map en materia
fecal (Klausen et al., 2003; Nielsen y Toft, 2012).

Si bien el uso de leche como matriz diagnostica de PTBC esta
descripto en la bibliografia, su implementacién no es usual en
paises de Sudamérica, por lo cual el desarrollo y aplicacion de
un ELISAi-L seria relevante para la region.

El objetivo de este trabajo fue comparar las caracteristicas ope-
rativas de dos test de ELISA indirectos “in house”, un ELISAi
-S versus un ELISAi-L. Fueron consideradas como variables en
su performance para ambas pruebas, los dias en lactancia (DEL)
y el numero de lactancias solo para el caso del ELISAi-L.

Materiales y métodos

Animales y muestras

Se trabajo con hembras bovinas de raza Holando-Argentino
en lactancia, de hasta 305 dias, pertenecientes a un tambo que
presenta la enfermedad de forma endémica, con estimaciones
previas de prevalencia del 7%, Alvarado Pinedo (2015); ubica-
do en la provincia de Buenos Aires (35°45°27”’S 58°03°20”0).
Se obtuvieron 282 muestras de suero sanguineo y leche, utiliza-
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das para evaluar las variables DEL, niimero de lactancias y la
correlacion entre ambos ELISAs. Las muestras de sangre (4-6
mL) fueron extraidas de la vena coccigea y refrigeradas hasta su
procesamiento, posteriormente fueron centrifugadas a 3600 rpm
durante 8 minutos, obteniéndose asi el suero para el diagnostico
por ELISA. Las muestras de leche fueron colectadas en tubos
tipo Falcon de los cuatro cuartos en un volumen total de 50 mL
y refrigeradas hasta su llegada al laboratorio. A partir de 113
de estas 282 vacas, a la semana de realizadas las serologias se
muestrearon desde el recto, en bolsas individuales de polietileno
las muestras de materia fecal para el cultivo de Map. Los datos
de DEL y el nimero de lactancia se obtuvieron a partir de los
registros del control lechero. Los procedimientos de trabajo so-
bre estos animales fueron aprobados ante CICUAL, protocolo:
83-4-18T.

ELISAI- S

Se ejecutd el protocolo utilizado por Alvarado Pinedo et al.
(2019), a diferencia de kits comerciales el mismo no incluyo
desensibilizacion pre-incubacion con Mycobacterium phlei, en
su lugar, para disminuir la tasa de falsos positivos utiliza una so-
lucion de urea, Di Paolo et al. (2021). El dia previo al ensayo se
sensibilizaron microplacas de 96 pocillos (Greiner Microlon®,
Alemania. F-Bottom clear, HIGH BINDING) con el antigeno
(Ag) (diluido 1:486 en buffer carbonato-bicarbonato, pH 9,5), el
mismo es un lisado completo de M. avium subsp. avium (cepa
D4 ER), inactivado previamente mediante radiacion y (25 kGy).
Las placas se conservaron en heladera a 4-6°C durante toda la

noche.

Las muestras se diluyeron 1:180, en PBS-T20 (tween 20), se
incubaron durante 30 minutos a 18-20°C, se adicion6 solucion
de urea 8M durante 4 minutos, la misma funciona como agente
caotropico eliminando las uniones Ag-Ac débiles. Como conju-
gado se utilizé anti IgG bovina-HRPO Sigma Aldrich®, diluido
1:5000 y se incubd durante 30 minutos a 18-20°C; después de
cada incubacion se realizaron 3 lavados con PBS-T20. Se reve-
16 utilizando buffer citrato-acido citrico (pH 5), el cromdgeno
fue ABTS (EMD Millipore® Corp. Canada) y el sustrato H,O,,
luego de 30 minutos se efectud la lectura con el lector de ELI-
SA (Multiskan® Plus; Labsystem, Helsinki, Finland) con filtro
de 405 nm. Se consideraron como positivos aquellos valores de
densidades opticas (D.O) iguales o superiores al 70% con res-
pecto al control positivo (C+), sin incluir el punto de corte para
la categoria “sospechoso”.

ELISAi-L

Las muestras de leche se centrifugaron a 2500 rpm durante 30
minutos, se retiro la capa de lipidos, para usar la fase acuosa.
Se establecieron los parametros de esta prueba, utilizando como
referencia el ELISA Guidebook, de acuerdo con el método de
“tablero de ajedrez” (Crowther, 2002). Se fijaron las siguientes
diluciones de 1:10 para las muestras, 1:960 para el Ag y 1:2500
para el conjugado. Utilizando los mismos reactivos que el ELI-

SAi-S siguiendo los mismos pasos. Como C+ se utilizd leche
proveniente de un animal con resultado positivo al ELISAi-S
y aislamiento fecal de Map. Se consideraron positivas aquellas
D.O con un porcentaje de positividad superior al 70% con res-
pecto al C+, sin incluir el punto de corte para la categoria “sos-
pechoso”.

Analisis microbioldgico y molecular

Para efectuar el aislamiento se descontaminaron 2 gramos de
materia fecal por el método de la doble incubacién, con cloruro
de hexadecil piridinio (Sigma Aldrich®, Darmstadt, Alemania)
al 0,75% y una mezcla de antibidticos compuesta por vanco-
micina, acido nalidixico y nistatina (Stabel, 1997), y luego se
inoculd en medio liquido M7H9 (BD®, Sparks, USA), suple-
mentado con yema de huevo y micobactina (Allied Monitor®,
Fayette, USA) (Romero et al., 2018; Whittington et al., 2013).
Estos cultivos se incubaron a 37°C y se observaron semanal-
mente mediante tincion de Ziehl Neelsen, durante un periodo
de 3 meses, se consideraron positivos aquellos cultivos en los
que se observaron bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) en
forma de ovillos o nidos (Figura 1).

Para confirmar en los cultivos positivos la presencia de Map se
realizd PCR punto final, tomando como diana el segmento de
insercion IS900 mediante el protocolo descripto por Collins et
al. (1993). La extraccion de ADN se realizo por lisis térmica
mediante tres ciclos de hervido/congelamiento, los primers utili-
zados fueron: (F) 5’-GATCGGAACGTCGGCTGGTCAGG-3’;
(R) 5’- GATCGCCTTGCTCATCGCTGCCG-3’; la DNA Poli-
merasa BIOLINE® (Londres, Reino Unido) y el termociclador
Evo MPT M ® (La Plata, Argentina).

Figura 1: Disposicion en ovillos o nidos de bacilos acido
alcohol resistentes, caracteristicos de Map. Coloracion

de Ziehl Neelsen, realizada durante este trabajo
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Analisis estadisticos

Se realizé el analisis estadistico empleando el software R Core
Team version 4.0.2 (2020). Las variables en estudio fueron las
D.O, y cultivos positivos como casos (1) y negativos como
controles (0). El area bajo la curva (AUC), Se y Sp se deter-
minaron mediante andlisis ROC. Se trabajo sobre los resulta-
dos de los 113 cultivos y sus serologias utilizando el paquete
pROC (Robin et al,, 2011), se calcularon los valores predic-
tivos mediante estadistica bayesiana (Risso y Risso, 2017).
La relacion entre el ELISAI-S y el ELISAI-L se estim6 mediante
el calculo del coeficiente de correlacion de las D.O. Para deter-
minar la correlacion entre los dos ELISAs tomando en cuenta los
DEL se conformaron 4 grupos de acuerdo a la curva de produc-
cion, incluyendo las D.O en los grupos con el siguiente criterio:
en el grupo 1 de 5-44 DEL, grupo 2 de 45-90 DEL, grupo 3
de 91-140 DEL y grupo 4 de 141-305 DEL; quedando los 282
individuos muestreados distribuidos de la siguiente manera: 39

incluidos en grupo 1, 59 en grupo 2, 57 en grupo 3 y 127 en gru-
po 4. La influencia del ntimero de lactancias sobre las D.O (282),
se analiz6 mediante ANOVA agrupando las muestras en base a
1°, 2° y >2° lactancias, previo a ello se verifico la varianza me-
diante prueba de Bartlett y Levene. Para todos los estadisticos se
trabajoé con un grado de significancia p< 0,05.

Resultados

Los resultados de ambos ELISAs y cultivo en materia fecal se
resumen en la tabla 1. Los 24 cultivos BAAR positivos se confir-
maron a través de PCR del segmento de insercion IS900, siendo
positivos a la misma 23/24, como se puede observar en la tabla
2. El cultivo al que no pudo darse identidad mediante PCR se
encontraba contaminado al momento de la extraccion, lo cual

pudo haber resultado en una inhibicion de la reaccion.

Tabla 1: Resultados de los 113 ELISAI-S, ELISAi-L y cultivos en materia fecal para la deteccion de Map.

113 (100%) ELISAi-S+ ELISAi-S-  ELISAi-L+ ELISAi-L-
Cultivos+ (24) 22 (19,47%) 2 (1,77%) 21(18,58%) 3 (2,65%)
Cultivos- (89) 16 (14,16%) 73(64,6%)  12(10,63%) 77 (68,14%)

ELISAi-S= ELISA indirecto en suero. ELISAi-L=ELISA indrecto en leche

Tabla 2: Resultados de los 24 individuos con cultivo positivos a los distintos métodos diagndsticos aplicados

para la deteccion de Map

ID ELISAi-S ELISAi-L Cultivo

PCR de cultivo

4623 + + +
4651
4672
4690
4755
4810
4812
4851
4857
4942
4956
4971
4978
4985
4989
5007
5012
5026
5033
5045
5098
5124
5170
5196 + +

+ o+ + o+ o+

++ + A+t

T e e S S S S S SR

S T T S
B e T S S S R e T T e e e e S SR

+

SR T T T T S S A T

+ o+ + o+

+

ID= identificacion; ELISAi-S= ELISA indirecto en suero; ELISAi-L= ELISA indirecto en leche; += positivo; -= negativo.
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El andlisis ROC arrojo un AUC de 0,84 con un IC 95% (0,74-
0,94) para el ELISAI-S, 0,88 con un IC 95% (0,80-0,96) para
el ELISAi-L, mediante el estadistico De Long’s test no se ob-
servaron diferencias significativas entre ambas AUC (p= 0,30).
(Figura 2).

La Se fue de 91,7% (80,6-102,7%) y 87,5% (74,3-100,7%) y la
Sp de 82,0% (74-90%) y 86,5% (79,4-93,6%), para los ELISAi
-S y en leche respectivamente, para el suero el valor predictivo
positivo (VPP) fue 0,579 y valor predictivo negativo (VPN) fue
0,973; para la leche VPP fue 0,636 y el VPN fue 0,963.

En las tablas 3 y 4 podemos observar la Se y la Sp de ambas
pruebas para diferentes alternativas de punto de corte, expresado
en porcentaje (%) de positividad.

El analisis de regresion-correlacion realizado entre las 282 ELI-
SAi-S, de los cuales 38 resultaron positivos y 244 negativas y
las 282 ELISAI-L de las cuales 33 resultaron positivos y 249 ne-
gativos; arrojo una relacion moderadamente fuerte, estadistica-
mente significativa p <0.05 con un nivel de confianza del 95%, Figura 2: Curvas de anilisis ROC comparado entre ELI-
el coeficiente de correlacion fue de 0,691 con un R*= 47,82%, SAi-S (linea roja) y ELISAI-L (linea celeste), calculadas
indicando un grado de acuerdo sustancial. Los resultados por utilizando el software R con el paquete pROC
grupo pueden verse en la Tabla 5.

Tabla 3: Especificidad (Sp) y sensibilidad (Se) calculadas utilizando el software R con el paquete pROC para distintos
puntos de corte en ELISAI-S, con un Intervalo de Confianza del 95%

Punto de corte (%) Sp baja Sp media Sp alta Se baja Se media Se alta
68,5 0,73 0,82 0,90 0,73 0,86 1,00
72,0 0,75 0,83 0,91 0,65 0,82 0,95
78,5 0,78 0,85 0,92 0,43 0,65 0,32
81,5 0,79 0,86 0,93 0,39 0,60 0,82
86,5 0,85 0,91 0,96 0,26 0,47 0,69
89,0 0,89 0,94 0,98 0,26 0,43 0,65
92,5 0,91 0,95 0,98 0,21 0,39 0,60

Sp= especificidad; Se= sensibilidad; ELISAi-S= ELISA indirecto en suero.

Tabla 4: Especificidad (Sp) y sensibilidad (Se) calculadas utilizando el software R con el paquete pROC para distintos
puntos de corte en ELISAi-L, con un Intervalo de Confianza del 95%

Punto de corte (%) Sp baja Sp media Sp alta Se baja Se media Se alta
65,5 0,80 0,86 0,93 0,65 0,82 0,95
71,0 0,81 0,87 0,94 0,56 0,73 0,91
73,5 0,86 0,92 0,97 0,47 0,69 0,86
79,5 0,87 0,93 0,97 0,17 0,34 0,52
86,5 0,90 0,94 0,98 0,08 0,26 0,43
94,3 0,92 0,96 1,00 0,04 0,21 0,39
97,5 0,96 0,98 1,00 0,04 0,17 0,34

Sp= especificidad; Se= sensibilidad; ELISAi-L= ELISA indirecto en leche.

Tabla 5: Coeficientes de correlacion y R-cuadrada al efectuar la correlacion y regresion lineal simple entre las D.O

obtenidas mediante el test de ELISA-i en suero y leche. En grupos basados en los dias en lactancia

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
5-44 45-90 91-140 141-305 Total (sin agrupar)
DEL DEL DEL DEL
Coeficiente de correlacion 0,718 0,506 0,759 0,668 0,691
R-Cuadrada (%) 51,63 25,61 57,62 44,73 47,82
Valor P <0.001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

D.O= densidades opticas.
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Figura 3: En el grafico de caja y bigotes del ANOVA,
las muescas representan los intervalos de confianza (IC),
obsérvese que las del grupo de 1ra lactancia no estan in-
cluidas en los IC de los grupos de 2da de >2da lactancias,
coincidiendo con el resultado de la prueba de LSD

1°lac= primera lactancia; 2°lac= segunda lactancia; >2°lac=
mas de dos lactancias; do leche= densidad optica en leche

El analisis de ANOVA indica una diferencia estadisticamente
significativa (p= 0,016) con 95% de confianza entre la media
de las D.O en los distintos nimeros de lactancia. Como prueba
post-hoc se utilizo LSD (least significant difference), determi-
nando que entre los grupos 24 y >2% Jactancias no existen dif-
erencias, pero las medias de estos grupos son significativamente
mayores que las del grupo de 1°* lactancia, ver figura 3.

Discusion

En este trabajo se determindé un AUC de 0,84 y 0,88 para el
ELISA en suero y en leche respectivamente, muy similar a la
obtenida para el ELISA urea por Alvarado Pinedo et al. (2019),
estos niveles de AUC en una escala cualitativa definen a ambos
ensayos como “test con discriminacion aceptable”, la Se 'y Sp en
los dos ELISAs fueron similares, sin diferencias significativas
entre suero y leche, coincidiendo con lo determinado por Klau-
sen et al. (2003). En dicho ensayo, el autor utiliz6 Ag comercial
protoplasmatico de Map (Allied Monitor, Fayette, Missouri), en
nuestro caso se utilizé como Ag, un lisado completo de Myco-
bacterium avium subsp. avium. Una revision realizada por Sla-
na et al. (2008), donde los trabajos analizados emplearon kits
comerciales de ELISA PTBC en muestras individuales de leche
bovina expresan sensibilidades entre el 21% y el 67% y una
Sp aproximada al 99%, si bien las sensibilidades descriptas en
la bibliografia son bajas con respecto a la de nuestro estudio,
probablemente esto se deba a una mayor tasa eliminacion fecal
de Map en los bovinos muestreados (Carpenter et al., 2004), en

coincidencia con este andlisis Tiwari et al. (2006) inform6 que

la Se del ELISAI-L oscilaba entre el 51% y 84% y la Sp entre
el 92% y 96%.

Haber realizado el muestreo en un tambo que no es seronegativo
y presenta la enfermedad en forma endémica podria llevarnos a
tener un sesgo, subestimando el céalculo de la Sp, por lo cual es
valido aclarar que los resultados “negativos” al ELISAi-L estan
respaldados por un VPN de 0,963 y que el cultivo fue utilizado
para definir el “caso” siendo su Se baja lo cual podria resultar en
un aumento de falsos positivos en ambos ELISAs, sobre todo en
cuadros subclinicos de PTBC.

Los patrones de IgG en suero sanguineo y en leche varian a lo
largo de la lactancia, detectandose una disminucion de la con-
centracion de IgG en suero y un aumento de la concentracion de
IgG en leche al comienzo de la misma (Guidry y Miller, 1986;
Lombard et al., 2006; Williams y Millar, 1979), fenémeno expli-
cado por la calostrogénesis, durante la cual grandes cantidades
de IgG son transportadas desde la sangre a la leche.

Los resultados de nuestro estudio demuestran que hay mayor
correlacion entre suero y leche en los grupos 1y 3 siendo el R?
de 51,63% y 57,62% respectivamente, similar a lo publicado por
Lombard et al. (2006). Ello nos permiti6 inferir que durante el
pico de produccion el coeficiente de correlacion y el R?, resul-
taron menores con respecto a los grupos mencionados, esto se
deberia a la dilucion que existe sobre los Ac en este momento
(Nielsen y Toft, 2012), en el cual seria mas oportuno utilizar la
muestra de suero sanguineo.

Las diferencias observadas con respecto al nimero de lactancia,
son debidas a que en vacas de primer parto el nivel de Ac contra
Map en leche es menor, el mismo aumenta conforme lo hace el
numero de pariciones y la edad (Toft et al., 2005), a su vez en
esta categoria la calidad de calostro suele ser mala con respecto
a la concentracion de IgG, esto se traslada a menor nivel de las

mismas posteriormente en la leche. (Eisenberg et al., 2015).

Conclusiones

Las caracteristicas operativas obtenidas para el ELISAi-L eje-
cutado en este trabajo y su correlacion con el ELISAi-S hacen
del mismo una herramienta diagndstica aceptable para la PTBC
en bovinos de tambo en la region.
La muestra de leche para el diagnostico de PTBC fue mas ac-
cesible desde el punto de vista practico que la de suero sangui-
neo, representd un menor estrés para los animales al colectarse
durante el ordefie, sin necesidad de un encierre extra.
En todos los grupos se observd correlacion positiva entre el
ELISA en suero y leche, resultando mayor en los grupos 1y 3,
infiriendo que los DEL correspondientes a ellos podrian ser el
momento Optimo de muestreo en leche.
Si bien el ELISAI-L tiene un mayor niimero de variables a tener
en cuenta para su aplicacion e interpretacion, por los cambios
que ocurren en la concentracion de Ac durante la lactancia en
este tipo de matriz, tener en cuenta los DEL y niimero de lac-
tancias para optimizar el momento de muestreo, aumentaria el
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nivel de certeza diagnostica, sabiendo que el control de la PTBC
es a largo plazo. Por lo tanto, nos haria ser mas eficientes en el
tiempo.

Un mayor niimero de seropositivos durante la primera lactancia,
podria indicarnos que la exposicion al agente causal es en mayor
dosis y a menor edad, dandonos una idea del estatus del rodeo
con respecto a esta enfermedad.
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