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LA ENFERMEDAD Y SU ETIOlOGIA

El agente causal, Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis (M. paratuberculosis). es una
micobacteria que inlecta bovinos, ovinos y caprinos, ade
más de varias especies de animales silvestres como cier
vos, liebres. zorros y roedores, lo que podrla explicar en
parte la amplia difusión y sobrevivencia de la bacteria en
el medio ambiente. Esta bacteria es resistente a condi
ciones medioambientales adversas y su sobrevivencía
en un establecimiento con animales enfermos podrfa
estimarse entre 10 Y 12 meses en áreas Infectadas con
materia fecal de los mismos.

medicamentos.
Desde 1980, se han llevado a cabo trabajos de investi
gación sobre PTBC en ellNTA Balcarce, preferentemen
te caracterizando la enfermedad y poniendo a punto téc
nicas serológicas y bacteriológicas necesarias para rea
lizar un diagnóstico confiable. Posteriomente se aplica
ron estas técnicas para promover el control voluntario de
la PTBC en establecimientos piloto y para realizar una
caracterización poblacional de la situación de la enjer
medad en distintos sistemas de producción y regiones
del pals.
Estos trabajos permitieron reconocer la amplia difusión
de la PTBC en el ganado bovino de la zona pampeana
argentina, especialmente en rodeos lecheros y en rodeos
de carne donde la producción se ha intensificado en los
ultimas anos. Asimismo se reconoció a la. PTBC como
una enfermedad de impacto económico en la crfa del cier
vo colorado en cautiverio, adquirida posiblemente por
contacto con bovinos infectados y por la alta susceptibi
lidad y estrés que presentan estos animales durante la
etapa de cria (Ver trabajo al linal: «Diagnostico,
Epidemiologia y Programas de Control de la
Paratuberculosis en Argentina..).
Si bien en Argentina no se cuenta con una caracteriza
ción epidemiológica global de la PTBC y tampoco exis
ten datos concretos en Sudamerica. La información re
cogida por nuestro grupo de INTA Balcarce, indica una
seroprevalencia que ',larra entre el 7,2% y 19,6% en ro
deos de cda de la Cuenca del Salado en Provincia de
Buenos Aires, Asimismo, se ha determinado que el diag
nóstico cHnico se ha incrementado entre un 5% '110%,
siendo los valores previos menores del 3%. También se
observó un cambio importante en el comportamiento de
la enfermedad, con una presentación clrnica cada vez
mas frecuente en animales jóvenes de 12 a 18 meses de
edad, incorporándose de esta forma a la invernada como
otra categorra de riesgo para la manifestacion de PTBC.
En estudios previos de Argentina, se estimó una dismi
nución en la producción de carne y/ó leche en valores
que alcanzarlan hasta un 19%. Segun los datos de
seroprevalencia de PTBC, hemos realizado una estima
ción preliminar de las pérdidas económicas referentes al
valor bruto de la producción, que afectan tanto a produc
tores ganaderos como a los sectores involucrados en la
comercialización y el flete, lo que arrojó durante el 2001
una pérdida aproximada de 22.0 millones de U$S para la
zona de cría de la Cuenca del Salado y de 6.3 millones
de U$S para las Cuencas lecheras de la Provincia de
Buenos Aires sin considerar pérdidas adicionales como
las descriptas en párrafos anteriores.
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Importancia mundial e Impacto en la producción.
La Paratuberculosis (PTBC) es una de las enfermeda
des infecciosas más frecuentes del ganado lechero y de
carne, tanto de la Argentina como de otros parses donde
la ganaderla es una actividad relevante. En el ano 1963,
un estudio realizado por la F.A.O., concluyó que la PTBC
era una de las enfermedades que más seriamente afec
taba a la ~industria ganadera bovina~ y hoyes motivo de
intensos programas de control en USA, Australia y Euro
pa.
La prevalencia de la PTBC en Europa oscila entre un 7%
y un 55%, en los Estados Unidos un 40% de los rodeos
de más de 300 cabezas están inlectados (entre 11% y
18% de portadores subcHnicos) y en Australia la preva
lencia en rodeos lecheros se encuentra entre un 9% y un
22%. En el ano 1984 en los Estados Unidos. las pérdi
das anuales ocasionadas por PTBC fueron estimadas
en 1.500 millones de U$S y recIentes estudios calculan
pérdidas entre 200 y 250 millones de U$S por ano en la
industria láctea. ya que se ha calculado que cuando la
prevalencia en un rodeo con enfermedad es igualo ma·
yor al 10% el costo promedio alcanzaria los 200 U$S I
vaca. Estos antecedentes marcan que el control de la
PTBC sea considerada de alta prioridad, motivando a
otros parses desarrollados a aplicar planes de control,
con el compromiso del estado, de profesionales veteri
narios y de los productores para implementar estrate
gias de manejo, de diagnóstico y control de la PTBC.
la PTBC bovina es conocida en algunas regiones de la
Argentina, pero en general existe desconocimiento de la
importancia real del problema. la enfermedad causa
importantes pérdidas económicas a los productores y a
la industria láctea y cárnica. No sólo se deben conside
rar las pérdidas de los animales que manlliestan enfer
medad cllnica, sino también de aquellos denominados
portadores sub-clrnicos. Estos son animales que aparen
tan estar libres de la enfermedad pero son portadores de
la micobacteria, la eliminan en forma intermifente y pue
den lerminar manifestando la enfermedad.
Las pérdidas directas por PTBC son:
a}- disminución en la producción de carne y/ó leche,
b}- disminución de ta fertilldad, con un incremento del
intervalo entre partos,
c}- prematura eliminación de los animales del rodeo,
d}- pobre conversión alimenticia,
e)- aumento de la susceptibilidad a otras enfermedades
infecciosas (se estima entre 4 a 7 veces mayor presen
tación de mastitis respecto de los no infeclados),
f}- pérdida en el potencial genético y en mercados de
exportación y,
g)- un incremento en los costos derivados del uso de
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La asociación entre el tipo de suelo y presencia de PTBC
en rodeos bovinos de carne con alta o baja
seroprevalencia fue estudiada recientemente en USA. Los
rodeos establecidos en areas con suelos tanto arcillosos
como arcillo-arenosos fueron también los más frecuen
tes dentro del cluster de rodeos con la mayor
seroprevalencia de la enfermedad. Se determinó que la
infiltración de agua en suelos arenosos es alta lo que
disminuye el.pH y ello estaria asociado con la
predisposicion a la presencia de PTBC en animales pas
loreando ese tipo de suelo.
Las micobacterias sobreviven mejor en ambientes áci
dos y el bajo pH del suelo provee ventaja compeliliva
con otros microorganismos y condiciones que mejoran
su persistencia ambiental. Tambien en el caso de ovejas
y cabras la mayor prevalencia de PTBC estaria asociada
a establecimientos con suelos de bajo pH y menor
ratencion de agua.

Los bovinos jóvenes son más susceptibles a la inlección
con M. paratuberculosis que los adultos, siendo el mo
mento critico para la infección los 6 primeros meses de
vida del ternero. Esto depende del número de baclerias
ingeridas y la edad a la exposición inicial alcanzando la
mayorsuceptibilidad hasta los 12 meses de edad en areas
altamente contaminadas y la posibilidad de que anima
les adultos contraigan la infección si la exposición a la
bacteria es continuada.
El M. paratuberculosis se transmite principalmente por la
ruta fecal/oral. Puede también ser transmitido
intrauterinamente y por)a leche de vacas infectadas, prin
cipalmente más aún de aquéllas en los ultimos estados
de la infección cuando se manifiestan los sintomas clini
cos de la enfermedad. Por lo tanto, terneros/as hijos de
vacas infectadas tienen una atta probabilidad de infec
tarse por los mecanismos mencionados y no deben usar
se como reemplazos.
Cuando los rodeos lecheros presentan una tasa de in
fección alta, las vacas infectadas eliminan la bacteria por
leche y si esta es utilizada para alimentar a sus terneras
m&diante crianza artificial la enfermedad se disemina
exponencialmente y de esta forma se incrementa el por
centaje de animales infectados en el rodeo. La tasa de
infección con M. paratubercu/osis en un rodeo bovino
recientemente infectado se incrementa a~o a a~o debi
do a su carácter contagioso a través de mecanismos de
transmisión horizontal y vertical, a menos que se apli
quen medidas para controlarla.
M. paratuberculosis es responsable de la enfermedad de
Johne y se la responsabiliza también como etiologia de
la enfermedad de Crohn en humanos. En ciertos casos
de dilicullad para el cultivo de M. paratuberculosis se ha
sugerido que formas deficientes de pared celular (CWD)
serian una forma patogénica del microorganismo no cul
tivable en casos de humanos. No es claro si las formas
CWO están presentes en los tejidos de animales con la
enfermedad de Johne. por lo que se estudió en un ensa
yo de hibridación in situ de M. paratuberculosis con for
mas CWO, para determinar si las mismas estaban pre
sentes en los tejidos de animal enfermos. Para ello se
utilizaron tejidos bovinos y ovinos usando una sonda
marcada dellS900 y los resultados de 6110 animales in
lectados fueron positivos para M. paratuberculosis
(600J0SE), 4 inlestinos y 2 linfonódulos intestinales.
La identificadon de fa presencia de CWD en animales
con PTBC puede explicar por qué M.paratuberculosis no
es facilmente aislado de algunos animales y/ó por qué
en las patologlas similares a PTBC vista en los tejidos de

animales afectados no es cuUivabfe. Las formas CWD
pueden representar una alta forma evolucionada de su
pervivencia como la pérdida de la capa eslructural exter·
na de la bacteria que podria evadir la respuesta inmune
del hospedador asi como permifir la sobrevivencia den·
tro él.

CUADRO CLlNtCO y LESIONES EN PTBC.

La PTBC es una enfermedad crónica que no se mani
fiesta cUnicamente más que en una pequeña fracción de
los animales infectados que desarrollan respuestas in
munes inelicientes o contraproducentes. Los primeros
sintomas son de tipo ¡nespecffico. pérdidas productivas
y de peso y en muchos casos no dan lugar a otras mani
festaciones ya que los animales son eliminados antes de
que progrese la enfermedad.
Posteriormente se producen las manifesfaciones cHni·
cas clásicas de diarrea y mala condición general, que
acaban con la muerte de los animales afectados. Ésfos
suelen ser adultos jóvenes de entre dos y cinco años,
que aparecen enfermos de forma esporádica o concen
trados en determinados momentos productivos o
estacionales
La PTBC se caracteriza por una enteritis crónica que pro·
duce diarrea y resulta en un proceso de enflaquecimien
to y desmejoramiento progresivo por mala absorción y
pobre conversión alimenticia, que conduce eventualmente
a la muerte del animal enfermo. Para esta enfermedad
no existe tratamiento. La diarrea profusa e incoercibfe
tipica que se encuentra en los bovinos no ocurre hasfa
etapas terminales, aunque la materia fecal pierde la for
ma característica y se torna blanda.
En la necropsia, en los casos más graves son evidentes
los cambios relacionados con la consunción: caquexia,
atrofia serosa y edemas. Las lesiones más especificas
asientan en las porciones terminales del inieslino delga
do, donde se aprecia que la mucosa aparece engrosada
y arrugada. Histológicamente, las lesiones son las de una
inflamación granulomatosa que se localiza fundamental
mente en las zonas de tejido linfoide organizado intesti
nal (placas de Peyer, válvula ileocecal y ganglios linfáticos
intestinales).
En la interacción bovino'bacferia y los mecanismos de
enfermedad se acepta de forma generalizada que la en
trada en el organismo de M.paratuberculosis se produce
por via oral y que la localización fundamental es el tejido
linfoide del intesfino delgado. Las bacterias entrarían por
las células epiteliales que recubren las cúpulas de las
placas de Peyer, de donde serian transferidas por MO a
las zonas interfoliculares donde, en el caso de infeccio
nes progresivas. comenzarla n a desarrollarse
granulomas que pueden quedarse localizados aill o ex
pandirse al resto de la mucosa adyacente. en función de
que el hospedador sea capaz de montar una respuesta
inmune más o menos eficaz.
Estas diferencias de respuestas tienen su reftejo en la
manifestación de lesiones, en los niveles de anticuerpos,
en la respuesta inmune celular y en las cargas bacilares
variables a lo largo del llamado espectro
inmunopalológico, que se pueden resumir en cinco for
mas generales: locales, mullifocales, dilusas
multibacilares, difusas linfocilicas y difusas intermedias
(Tabla 1). Es importante resaltar que sólo las tres últimas
son las que dan lugar a manifestaciones cHnicas a partir
del momento en que alcanzan una cierta extensión. La
localización de cada animal infectado en alguno de los
puntos de esta clasificación determinará el que pueda
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Tabla 1: Formas patologicas de la Paratuberculosls.

esperarse una mejor o peor respuesta a cada una de las
técnicas de diagnÓstico disponibles y, en definiliva, el que
se pueda detectar la enfermedad o no con ellas.
Finalmente, hay que señalar que, aunque no se conocen
bien las causas que determinan que una infección
paratuberculosa inicial evolucione en una direcciÓn o en
otra, se deduce que ello depende de factores de resis
tencia lales como la edad, que a su vez dependen de
componentes genélicos y ambientales.
las proporciones y especializaciÓn de los dos principa
les tipOS celulares, células macrofágicas y células
linfocfticas, asf como la extensión del tejido afectado,
varfan en lunción de la forma inmunopatológk:a de cada
caso.
La carga de micobacterias presentes en las lesiones tam
bién depende de la lorma inmunopatológica y oscila des
de la presencia masiva hasta la más extrema escasez.
La localización más constante de las lesiones
paratuberculosas, incluso de las más limitadas, es la vál
vula ileocecal y los ganglios linlálicos yeyunales cauda
les. Sin embargo, en las formas más extensas se pue
den detectar lesiones no sólo en dislintas regiones del
intestino, sino también en otros órganos y tejidos, de entre
los cuales el más comunmente afectado es el hlgado.

Paratuberculosis

Formas o tipos focales
en placa de Peyer

Formas o tipos
muJ!ifocales

Formas difusas y
graves

1- Multibacilar

2- Linfocltlca

3- Intermedias

Espectro inmunopatológlco
de las micobacterias

• Formas tuberculoides
extremas.
• Respuesta inmune celular
y no humoral
(o ausencia de
ambas periléricamente).
• Presencia muy escasa de
micobacterias.

• Formas o tipos tuberculoides.

• Respuesta inmune celular y
ausencia o débil de la
humoral.
• Presencia escasa
de micobacterias.

• Formas intermedias
lepromatosas
• Respuesta inmune humoral
intensa y ausencia o débil de
celular.
• Presencia de numerosas
micobacterlas
• Formas intermedias
tubercu\oldes.
• Respuesta inmune celular
inlensa y escasa o nula
humoral.
• Presencia escasa de
micobacterias.
• Formas intermedias.
• Respuesta inmune humoral
y celular.
• Presencia moderada de
micobacterias.

NOTA: Las formas focales lepromalosas puras no han
sido descritas en PTBC.

En pequenos rumiantes las lesiones se clasifican en cua
tro categorias: 1) Lesiones locales: pequeoos granulomas
en las placas de Peyer, con lesiones similares en los
linfonódulos l1eocecales. 2) lesiones mutlibacilares difu
sas: enteritis granulomatosa difusa y granulomas, y fo
cos de necrosis, con linloadenitis granulomatosa difusa
o mullifocal. 3) lesiones linfocílicas dilusas: los linfocitos
fueron el componente principal infillrado de la lámina pro
pia y focos de necrosis con o sin calcificación. 4) Lesio
nes mixtas difusas, con lesiones inlermedias como las
de formas muUibacilar difusa y linfocllica difusa. Este
abanico de lesiones puede estar reflejando el estado de
la respuesta Inmune. Las lesiones focales pueden repre
sentar el extremo tuberculoide del espectro
inmunopatológico de las micobacteriosis. La forma
linfocltica difusa puede corresponder a la forma
tuberculoide intermedia. El tipo multibacilar difuso puede
represenlar a la forma lepromalosa intermedia. Et tipo
mixto difuso podrla encontrarse entre los dos interme
dios. M.paratuberculosis puede ser cullivado a partir del
69% de los animales con lesiones difusas y del 44% de
los que presentan lesiones focales.
En las ovejas se ha observado una luerte relación entre
los hallazgos palológicos y la respuesta inmune celular.
La mayoría de los animales con lesiones focales y algu
nos con lesiones difusas responden en forma positiva a
las pruebas de inlraderrnorreacción e IFN-?, mienlras que
aquéllos con lesiones difusas que contienen abundantes
bacilos aeldo resistentes son negativos. Los animales con
lesiones difusas y signos clfnicos son positivos a las prue
bas serológicas y los que presentan lesiones focales y
subcllnicas son negalivos. Asi, los métodos basados en
la inmunidad celular y los que detectan la inmunidad hu
moral son complementarios, ya que abarcan animales
con di!erenles aspectos palológicos.

Caracterlzacion Inmunopatologica de la enfermedad_
Mycobacterium parafuberculosis esta eXQuisilamente
adaptado a sobrevivir en el huesped a pesar de las reac
ciones inmunes agresivas contra el mismo. Un rasgo
comun de las micobacterias incluyendo a
Mparatuberculosis es que una vez que infecla a los
macrofagos (MO), interfiere en su interior con la
maduraclon del fagosoma evadiendo la primera linea de
defensa del hue"sped contra patogenos bacterianos. El
sistema inmune del huesped comienza un ataque Inten
so de los MO infectados con un rapido despliegue de los
Linfocitos (L) como los denominados LT Gamma-Delta
y od-T), LT CD4 "helper» y lT coa "citotoxicos».
Estas celulas interacluan con los MO infectados y con
cada una de las otros L involucrados en la respuesta in
mune a traves de una compleja red de ciloquinas y re
ceplores celulares. Mparatuberculosis persiste y el daño
es translerido a las celulas epiteliales intestinales. El
mejoramienlo para controlar al palogeno radica en el
entendimiento de cómo Mparatuberculosisinterfiere con
la respuesta defensiva de los MO. Los tipos de celulas
del sistema inmune involucradas en la respuesta del
huesped, las citoquinas de comunicación j;lntre estas y
los factores geneticos del huesped que controlan la
infeccion, son los elementos a caracterizar para compren
der mejor la etiopatogenia de la enfermedad.
La población de l de los Iinfonódulos mesentéricos y de
las placas de Peyer del ileon y yeyuno es predominante
mente del tipo lT C04+/ y oen los dos primeros y del lipa
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lT C08+ en los ultimas, conlirmando el carácter celular
LT de la respuesta. Se han observado células lT CD2+
en todos los GAlT, probablemente rellejandp el incre
mento de CD4+ y CD8+.
En estudios que caracterizaron fenotípicamente a MO
en lesiones paratuberculosas en cabras, se observo que
en el examen de aquellas lesiones de tipo subelfnicas
las mismas estuvieron principalmente localizadas en las
áreas de las placas de Peyer del intestino delgado. las
lesiones consistieron en el acumulo de MO con abun
dante tineion a menudo con citoplasma vacuolado pre
sencia de l y células giganles multinucleadas. los MO y
las células gigantes con poco a moderado numero de
bacilos ZN positivos o tinción inmunohistoqufmica positi
va para Map. los MO en las lesiones mostraron menor
expresión de moleculas inmunes del tipo der complejo
de histocompatibUidad (MHC) clase 11, una molécula
involucrada en la presentación antigénica, ademas de
presencia de CD68, una glicoproterna asociada con las
membranas lisosamales y de CD11 b, una subunidad de
complemento receptor 3 (CR3).

Resumenes de algunos trabajos sobre
Paratuberculosls realizados por nueslro grupo de

investigacion.

1. "Diagnostico, Epidemiologia y Programa de
Control de la Paratuberculosis en Argentina».

PAOLlCCHI. F: MORSELLA C: VERNA, A; SPATH E.. ZUMARRAGA.
M: GIOFREE, A.; ROMANO. M, CATAlDl, A. 71/lln!amalionlll

ColIOQulum 0t1 PlI'8tubereulosis, 2002.

Desde 1980 se llevan a cabo en el INTA-FCA UNMdP
tareas de diagnostico e investigacion en Paratuberculosis
sobre serologia, bacteriologia e Inmunopatologia de la
enlermedad en rumiantes. Entre los anos 1992 y2002 ta
tecnica serologica de eleccion ha sido la prueba de ELISA
indirecto absorbido con una sensibilidad de 66% y espe
cilicidad de 98% ajustada por AOC-MedCalc Programo
Se han procesado un lotal de 67.990 sueros (61.180
bovinos y 6.670 cérvidos y 140 ovinos), mientras que un
lotal de 9.123 mueslras provenientes de relevamientos
de bovlnes de 4 años o mas de las Provincias de: Bue
nos Aires (BA:n:::3.160), la Pampa (LP:n=716), Corrien
tes (C:n=761), La Rioja (LA:n=101), Neuquen (N:n=74)
y Rio Negro (AN:n=385). las seroprevalencias aparen·
tes se ajustaron para obtener seroprevalencia real resul
tando en BA: 26,5% (carne) y 56% (leche), lP: 2,4%, C:
l%,lR: 0,2%, N:O%, AN: 7%. Desde 1985 se han pro
cesado muestras de material lecal (MF), organos (OA) o
leche (l). Un total de 136 cepas de Mycobaclen'um avium
subsp paratuberculosis (M.ptbc) lueron aisladas a partir
de MF (n=lOO: 66 bovinos carne (be), 28 bovinos leche
(bl), 6 cervidos (ce), CA (n.:34: 12 be, 3 bl, 19 ce) y l
(n=2 bl). Del tata' de cepas aisladas, 61 han sido
tipilicadas por AFLP en 4 palrones distintos designados
..A~ (75%), ..8~ (10%), ..C.. (6,1%) y ..e.. (13%), y com
parados con aislamientos de Europa. El patron mas
prevalente en Argentina ha sido identico ar menos Ire
cuente en Europa A9 (C17), mientras que los otros pa
trones no lueron hallados en Europa. los cervidos solo
han demostrado poseer el patron ..A~. Estos resullados
demuestran la importante prevalencia de Ptbe en la Ar
gentina y la de idenlilicar rodeos enlermos para progra
mar su control y erradicacion.

2. «Oistributlon of 15900 restricUon fragment length
polymorphism types among animal mycobacterium

avium subspp paratuberculosis ¡solates from
Argentina and Europe».

PADlICCHI.F.: MOREIM,A.: MORSElLA,C.: ZUMARRAGA,M.:
CATAlOI.A.: BIGI.F.; AUTO,A,; OVEROIUM.P.: VAN SOOUNGEN.D.:

ROMANO.M.

Paratuberculosis or Jhone's diseases is a chronic
gastrointestinal tract inlectlon 01 ruminants caused by
Mycobaclerium avium subssp. paraluberculosis and may
be associated with Chron's disease in human. M
paratubercu/osis is considered a well conserved
subspecies of Mavium OOing the only obligate palhogen
wilhin the M.avium complex, and this species contains
the species·specilic ¡nsertion sequence 15900. In Argen
tina a total 01 2530 animal sera were obtained In eleven
dlslricts 01 Buenos Aires and La Pampa Provinces and
were tested lar antibodies against M.paratuberculosis
using an indirect ElISA test, and the seroprevalence
rangad Irom 2,5% lo 51,5%. In Ihe presenl study 18900
AFlP typing was applied in Argentina to
Mparaluberculosis isolates Irom bovine and deer, and a
comparison was made with isolates Irom Europe
countries. Materials and methods: Sixty one
M.paratubercu/osis isoiates Imm callle and deer Irom
Buenos Aires and La Pampa, Argentina, were used. AII
01 'hese strains were idenlilled as M.paratuberculosis on
'he basls 01 growth on Herrold's medium svpplemented
wlth mycobactin J and microscopic characteristics.
Extraction al DNA was perlormed as described previously
(van Soolingen,1991) using approximalely 1 (g 01 genomic
DNA digested separately lar three hours at 60 (C with 5
U 01 BstE1I and lor one hour at 37 (C wllh 5 U 01 PSI!.
15900 probe a 217 bp Iragmenl was obtalned by PCA
wilh oligonucleolides positloned at bp 662-640 and 445
467 al the IS9oo. This fragmenl is lacatad left 01 the PsU
site in IS9oo. The Iragmentol 217-bpwas labeled with ((
32P) dCTP using Ihe Oligolabelling kit (Pharmacia
Biotech).The membranes were prehibridized two hours
al 65(C, hybridized overnigth ay 65(C with (-32P dCTP
¡abeled probe. Molecular weight markers used, were
supercoiled ladder-Pvull, PhiX174-Haelll and ( HlndJlI.
The RFLP types 01 M.paratubercu/osis isolales obtained
in Argentina were comparad wilh isolates presenl in the
colleclion 01 RlVM lab. The conditions used at Ihe AIVM
were Identical at the INTA except the use 01 probe
preparad by PCA using pMB22 as a larget lar amplilication
01 the region 272·962 resutting in a product 01 707 bp.
Alter digestion using restriction endonuclease BstEII, the
IS900-RFLP types Irom Argenline M.paratubercu/osis
isolates were arbilrarily designed by the letters A, B, C,
and E. The european lypes were designate<1 with A-,ypes
nomenclatura usad by Ihe RIVM and second between
bracket were designed with Ihe corresponding C-types
used by Collins et al (1990), Pavlik et al (1999). Results:
Sixty-one BslElldigestad Mparatuberculosis DNAs were
hybridizades with the 217·bp IS900 probe. Fourteen to
sixteen fragments ranging trom about 1.5-9 Kb in size
were visua!ized. Four differenl types were distinguished
and alt highty similar. The majority 01 Ihe
Mparatubercufosis ¡solates, 46 (75%) representad type
A. Type B, C and E ware presented in 6 (10%), 1 (2%)
and 7 (13%) o, Ihe isolated, respeclively. AlI the daer
¡solales were Type A and caUle isolales representad all
lha RFlP types. Some 01 the ¡solates with different BsIEtI
IS900 types were also digested with Pstl and no
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dependenca lo mycobactin. The P.C.A. analysis was
positiva lor slrains cultured Irom Ihe tissues (n=6) and
leces (n=3) 01 deer with clinical paratuberculosis (Figure
1). Whife amplilicalion was achieved slarting from strains
¡solated Irom tissues and laces.lhe P.C.A. was negative
from direct leces. AII lhe isolales revealed an idenlicat
A.F.L.P. paltem (Figure 2), with a 217-bp probe located
to the righl 01 lha cut 01 the Bst E U endonuclease. AII of
lhe isolates analyzed from lhis deer larm possessed
R.F.L.P. Bst E II "A.. paltero. Immunoblotting detected 65
kDa (lhermal shock). 42 kDa, 35 kDa, and 26 kDa protein
antigens, lrom the bacterial exlracls as well as direclly
Irom the tissues corresponding to such an isoJate Irom
an animal wilh c1inical symptoms and characteristic lesions
01 paratuberculosis in Ihe organs (Table 1 and Figure 3).
The negative results ollhe immunoblotting 01 most of Ihe
slrains cullured could be because the mycobacterial
growth was not enough lO detect the proteins. A single
"AQ genelic pallern was identilied in Ihe popuJalion
sludied. The 15900 sequence specilic 01 M.
paratuberculosis was amplilied. The result was not
successful when feces without previous isolalion were
used. Proteins eKcreted and contained in the bacterial
sorna of an animal were identified, but il is necessary to
characlerize M. paraluberculosis specilic antigens beller
to increase the sensitivity 01 immunological tests.

difterences were lound using this other reslriction enzyme.
The most common type in Argentina (75% isolates) was
identical to R9 (CH) from Europe. found in 4,7% 01 the
isolates. The Iype B. C and E from Argenlina did not ma
tch wilh the european type.The mosl common type Irom
Europe Cl (59% isolates) lollowed by type C10 (20.1%)
were not found in Argenlina.Discussion: At present there
are no data about typing M.paratuberculosis Irom Soulh
America. The mosl extensive work in typing
M.paratuberculosis strains was done by Pavlik et al (1999)
who anatyzed 1008 slrains mainly Irom Europe countries.
with t5900-AFLP. In Ihe present work the 4 dilferent 15900
types were lound in 61 M.paratuberculosisslrains isolated
jn Argentina. They were compared with Ihose i$Olales from
the coUeclion 01 AIVM Lab. The comparison revealed that
onty one type A was identical to A9 (C17) lrom Europe.
However this type is not very frequenl in Europe. Iype
C17 was lound in 4,7% 01 isolales by Pavlik et al (1999).
We would expect lo liod the mosl common european Iype
C1, reported by Pavlík el al (1999) in Argenline due lo
infected cows wich were imported from Europa to Argen·
tina in Ihe pas!. In Ihis wor1< sorne 01 the isolales with
dillerent BstEII-159oo types were also digested with Pstl
and no difterence was found, but we used lo hybrjdized
one fragmenl 01 15900 located In a region lo the lelt 01
Pstl restriclion site at position 691 in the sequence
published by other authors end we can nol compare Ihis
result with the resulls 01 Pavlik lhat used Ihe enter 15900
probe.The highl prevalence 01 Paraluberculosis in Argen·
tina, based on seroprevalence and leces culluring indicale
that Ihis is a widespread disease in our region wich
requires Ihe implemenlation 01 a conlrol programo The
kllowleclge 01 genetic heterogenicity 01 M.paratuberculosis
in inlecled herds Irom diflerenl areas could help to deveJop
strategies lor Ihe epidemiological surveilJance. These
resulls demonslrale lhat Ihe AFlP types and dislribution
01 the difterenl types found in Argentina are dillerenl from
those in Europe and these linding could contribule lo a
beller underslanling of transmission.
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3. Typing 01 Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis from isolations 01 feces and

organs 01 red deer (Cervus elaphus).

VERNA. A; MORSElLA c; ZUMARRAGA. M: ROMANO. M: CATALDI.
A.: PAOUCCHI, F. 7th Inlamalional CoIloquium Paratuberculosis. 2002.

It is important to develop Ihe Polymerase Chain Reaction
(P.C. R.), and the restriction Iragments 01 longitude
potymorphism (A.F.L.P.) lechnologies to Idenlily genome
segmenls since Ihey constilute quick, sensitive. and
specilic melhoclologies lorthe delection 01 Mycobaclerium
evium subsp. Paraluberculosis (M. paratuberculosisJ. a
microorganism lhat produces animal paratuberculosis and
Ihal is relaled to Cronh's disease in humans.
OBJECTIVES: -To isolale M. paratuberculosis slrains and
to apply a P.C.A. prolocol to conlirm Ihe 15900 insertion
sequence. -To sludy by R.F.LP Ihe genetic patlem 01 the
strains isolated. -To analyze ceUular and exlracellular
proleins expressed in M. paraluberculosis.
Feces 01 deer were cultured in cullure media Herrold
Yolk-Egg (HYE), with (HYEM) and withoul mycobactin,
adding piruvale and antibiotics. lor the isolalion 01 M.
paratuberculosis. The strains isolaled were amplilied by
P.C.A. and studied by A.F.LP. and Immunoblolting (lB).
AESULT5: Twelve M. paratuberculosis strains, 6 !rom
laces wera isolaled. The slrains isolaled developecl only
In HYEM medium, showing thelr characterislic

electrolortUc RUNN1NG

, STRAlNS lsolated ELlSA
HYEM cellular

EXTRACT SOBRENAOANf

119 + - Negative Negative

305 + S lipids Lipids

9616 + + Posilive Positive
(Prol 65 1<0) (Prol6S KO)

9614 + + Negalive Negative

9619 + + Lipids Lipids

Aesull 01 eleclroloretlc running compare wilh the M.
paratuberculosis isololed in HYEM media and serologic
results in paraluberculosis infecled deer.
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considerable numero de años desde que se instala en el
rodeo hasta que se observan animales con signos. En
rodeos cerrados con PTBC hay un incremento constante
en el porcentaje de animales infectados con Map en la
población. En rodeos abiertos se corre el riesgo de in·
corporar al mismo animales infectados de otros rodeos y
para prevenir esto úllimo se deberían analizar con un
test como el EUSA a tocios los animales comprados para
determinar a priori el grado de infección antes de la in
corporación al rodeo.
El control de la PiBC toma tiempo y requiere de cam

bios en el manejo para minimizar la probabilidad de in
fección de los terneros y detectar los adultos infectados
por Map. Para el diagnóstico de laboratorio in vivo de la
PTBC hoy en la practica se disponen de dos o tres méto
dos básicos:
• Detección de anticuerpos humorales por EllSA o
inmunodifusion (IDA),
• Cultivo de materia fecal (MF) o leche (L) en medios
especllicos,
• Detección de gamma ¡nterlerón o el uso del PCR (mas
extraordinariamente).
Aunque no e"iste una metodologla de diagnóstico in vivo
100% sensible y especifica se ha avanzado mucho en
este aspecto. El ElISA que se aplica sobre suero san
guineo, detecta principalmente animales clínica y sub·
clínicamente inlectadoS, con una sensibilidad entre el 60
70% y una especificidad del 90-95%. Es por este ultimo
concepto que se requiere de dos muestreos complemen
tarios de aquellos animales que fueron negativos, a mi
tad del programa de control y antes de finalizar el mismo
para minimizar los errores propios de la técnica.
El ElISA solo se aplica a animales adultos (de tres o
más años de edad), porque fa respuesta humoral en
PiBC es más tardia que la celular, por lo tanto an anima
les jóvenes su uso provoca más falsos negativos. El cul
tivo, aunque es 100% especifico porque no produce falo
sos positivos, tiene como desventaja el mayor tiempo y
el costo mas elevado. Por otra parte, el aislamiento de
Map generalmente se logra en estadios avanzados de la
enfermedad, ya que en los estadios tempranos o en los
portadores subcUnicos la eliminación por MF no ocurre o
es intermitente y con una baja concentración de
microorganismos y por lo tanto la posibilidad de detectar
cultivos positivos es considerablemente menor.
Desde 1985 se llevan a cabo trabajos de investigación
sobre PTBC en el lNTA Balcaree de Argentina. En una
primera etapa se pusieron a punto técnicas serológicas
y bacteriológicas necesarias para realiZar un diagnósti
co confiable; luego se aplicaron eslas técnicas para pro
mover el control voluntario de la PTBC en establecimien
tos piloto y para realizar una caracterización poblacional
de la situación de la PiBC en distintos sistemas de pro
ducción y regiones del pals. Estos trabajos permitieron
reconocer la amplia difusión de la PiBC en el ganado
bovino de la zona pampeana, especialmente en rodeos
lecheros y en rodeos de carne donde la producción se
intensificó en los ultimos años. Asimismo se reconoció a
la PTBC como una enfermedad de impacto económico
en la cria de cérvidos en cautiverio, adquirida posible·
mente por contacto con bovinos.

• PARATUBERClULOSIS: ME:rDDJ'l DE DIAGNOSTICO
l' (PARTE 2)

Fernando Paolicchi
Grupo de Sanidad Animal, INTA

Profesor Adjunto, Área de Producción Animal,
Unidad Integrada

EEA TNTA·Facultad Ciencias Agrarias, UNMdP.
CC 276, (7620) Balcarce,

Argentina.
E-maíl: fpaoticchi@balcarce.inta.gov.ar

INTRODUCCION

la Paratuberculosis (PTBC) es una enfermedad crónica
de los rumiantes, que causa pérdidas de producción y
por ende económico a la ganaderfa bovina, ovina y de
ciervos en producción. Cuando se observan en un rodeo
o majada casos clínicos de PTBC (diarrea, pérdida de
peso, emaciación progresiva), estos solo representan la
parte visible del problema ya que habrá una proporción
del rodeo que no presenta ningun signo clínico pero con
viven junto a los enfermos los portadores subclínicos o
inaparentes de la enfermedad.
Para el estado clinico de la PTBC no e"isten tratamien
tos de ningun tipo, quedando como unico recurso, un diag·
nóstico rápido para su confirmación y la venta a frigorifi
co del animal. En general la enfermedad se presenta en
animales adultos o en vaquillonas de primer o segundo
servicio, después del parto y en ovinos adultos mayores
de 12 meses. En los ciervos además de la presentación
en animales adultos es frecuente la presentación de
PTBC en jóvenes de 12 a 15 meses de edad, categoría
de cervidos con una mayor susceptibilidad a la infección
y con un grado de expresión de la enfermedad muy re
pentino.
la infección ocurre principalmente en los animales jóve
nes (temeros, corderos, bambis) por la vla fecal·oral,
aunque también se ha demostrado la vla intra-uterina.
Los terneros nacidos de vacas portadoras del
Mycobaclerium avium subsp paraluberculosis (Map) tie·
nen una mayor probabilidad de estar ¡nfectados, que
aquellos nacidos de vacas no infectadas. La probabili
dad de infección disminuye a medida que la edad pro
gresa siendo los adullos menos susceptibles, aunque no
e"entos de contagiarse. Esto ultimo es muy importante
de tener en cuenta para la implementación de prácticas
de manejo a utilizar para controlar la enfermedad.
los rodeos lecheros con una prevalencia serológica
menor del 5% probablemente no tengan perdidas eco
nómicas, pero si la prevalencia es mayor es de esperar
que ocurran perdidas de producción sobre todo en la in
dustria lactea. la PTBC subcllnica produce una reduc
ción en la producción de leche y acorta el periodo de
vida util de la vaca ya que además hay una mayor pre
disposición a las mastitis. En majadas donde la
seroprevalencia es del orden def10%-15% y se presen
tan casos cHnicos, el porcentaje de ovinos inlectados
oscilada entre el 40% y el 60%. En todos los casos hay
una parte de la población infectada con PTBC silente y
ante situaciones de estrés del animal o cambios bruscos
en el medio ambiente provocan el paso de una fase la
tente a las formas clfnicas.
la PTBC es una de las enfennedades infacciosas de los
bovinos que más lentamente progresa, requiriendo un
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OIAGNOSTlCO DE LA PTSC

Como en olras enfermedades infecciosas donde eKiste
el estado de portador, la PTBC se presenta en forma de
.. Iceberg», donde lo que se ve al identificar clínicamente
un animal enfermo es sólo una pequeña parte del pro
blema. Se estima que por cada animal clínicamente en
fermo hayal menos entre 10 y 15 bovinos más con la
infección subclinica, dependiendo de la prevalencia en
el rodeo. Por lo tanto, en un rodeo infectado con PTBC,
los animales podrian ser clasificados en cuatro eslados
de la siguiente forma:
_Estado IV: Animales Infectados y clínicamente enfer·
mos,
.Estado 111: Animales infectados asintomállcos, pero
que diseminan la bacteria al eKcretarla por la MF o la
leche,
.Estado 11: Animales infectados que no son idenlirica
dos por las técnicas diagnósticas (Ialsos negativos),
.Estado 1: Animales no infectados (sanos).
Si únicamente se elimina el animal que muestra la enfer
medad cHnica (Estado IV), se está haciendo poco para
controlar el problema a nivel de rodeo. La enfermedad
cUnica no es un buen indicador de la prevalencia de la
enfermedad, ya que se han registrado establecimientos
con 60% de prevalencia serológica sin que se hayan
observado casos clinicos dentro del rodeo.
las pruebas diagnosticas son de utilidad para ayudar a
los productores a tomar decisiones para arribar al con
trol de la enfermedad. Ninguna prueba sola es suficiente
para todos los proposilos y la decisión de la aplicación
de mas de una para confirmar fa presencia de animales
sospechosos y la implementacion de melodos de mane
jo y eliminacion de animales, debera ser cuidadosamen·
te analizada en el conteKto del costo beneficio de la apli
cación.
De acuerdo con los modernos enloques de la medicina
veterinaria en producción animal, ademas del diagnósti
co y de la exaclitud de las técnicas usadas, otros facto
res deben ser considerados en la formulación de un pro
grama racional de control de la PTBC como son las me
didas de manejo. Nuevas pruebas diagnósticas y hallaz
gos sobre la epidemiologla de la PTBC han hecho posi
ble inlervenir con una relación costo-beneficio favorable
para detener gradualmente la diseminación de la inlec·
ción.

HERRAMIENTAS PARA DIAGNOSTICAR LA PTBC

El diagnóstico de PTBC puede realizarse mediante:
• Diagnóstico clinico individual y epidemiológico de ro
d",.
• Anatornopatológico por diagnóstico macroscópico de
lesiones a la necropsia, caracterización histológica de
lesiones granulomatosas,
• Bacteriológico por cultivo del microorganismo desde
MF, leche o semen,
• Inmunidad Celular por determinación de Gamma
Interletón en sangre/plasma o intradermoreacción con
antfgenos proleicos derivados de Mycobacterium avium,
• Inmunidad Humoral por diagnóstico serológico de
anlicuerpos en suero por la técnica de ELlSA o IDA,
• Diagnostico Molecular por detección de una porción
especifica del geooma (IS9OO) de la bacteria mediante
PCR (polymerase chain reaction).

Cada prueba presenla sus ventajas y desventajas entre

las cuales se incluyen los costos, complejidad y tiempos
de realización. La elección de la prueba depende del
número de animales (un individuo, un rodeo O poblacio·
nes mayores) y del objetivo del diagnóstico (diferencial
individual, caracterización de la situación, monitoreo de
un programa de control) .

Diagnóstico Serológico
El diagnóstico serológico de la PTBC se puede aplicar
sólo en bovinos adultos, en general a partir de los 30
meses de edad. Por otra parte, es mayor la certeza del
diagnóslico cuando el animal manifiesta signos clfnicos,
es decir presenta diarrea y edema submandibular. Ge
neralmente eKiste una correlación positiva entre la de·
tección del mayor lflulo serológico en ELlSA y mayor
excresión del bacilo por MF. Sin embargo como dijimos
antes. la edad de ocurrencia clínica de la enfermedad ha
disminuIdo y esto está relacionado con el nivel de infec·
ción del rodeo y con el nivel de intensificación de las ex
plotaciones ganaderas (alta carga animal, alta produc
ción lechera, entre otros).
Para la detección de PTBC en ovinos tanto IDA y ELISA
soo valiosos y ambos detectan diferentes subpoblaciones
de ovejas inlectadas, observándose una mayor especifi.
cidad con IDA (99-100% especificidad y 38-56%sensibi
lidad) mientras que ELlSA presenta valores de especifi·
cidad y sensibilidad similares (98,2-99,5% y 35-54% res
peclivamente) al IDA.
En la Universidad de Wisconsin (USA), se ha evaluado

el uso de una herramienta para el criterio de interpreta
ción de enfermedad de rodeo denominada likefihood
Ratio (LR), obtenida a partir de distintos valores arroja
dos por la prueba de ELlSA (relacion S1P), donde se utliza
un criterio amplio en la interpretación de los resultados
de valores individuales obtenidos con ei uso de un ELlSA
comercial. De esta forma la relación S1P se interpreta
categorizando a los bovinos en 5 estados que se
incrementan desde el animal negativo (no 'deteccion de
anticuerpos) pasando por el estado de sospechoso has
la el fuertemente positivo (estado avanzado de la infec·
ción e inminente enfermedad clinica).

EL PROBLEMA DEL DIAGNOSTICO INDIVIDUAL EN
RODEOS INFECTADOS

Cuando se presenta un animal de atto valor económico
con sospecha de PTBC, contamos -además de la ins
pección clinica- con las técnicas de diagnóstico de labo·
ratorio descriptas previamente. Podemos aplicar algunas
o todas ellas para tener una alta probabilidad de descar
tar el diagnóstico de sospecha de PTBC, siendo la única
limilante el costo y el tiempo.
Cuando el problema se presenla en rodeos generales
de gran tamaño, el diagnóstico se constituye en un pro
blema de decisión económica de relevancia. Por lo tanto
se requiere analizar brevemente algunos conceptos so
bre las caracterlsticas de las técnicas de diagnóstico y
cómo se pueden usar ajustadas a las necesidades de
quien toma decisiones sobre eliminación o descarte de
animales enfermos.
La eKactitud de una prueba diagnóstica es la capacidad
de dar un resultado verdadero sobre el estado de enfer
medad de un individuo o una población en esludio. La
exactitud se compone de dos caracterlsticas: la sensibi·
lidad (Se) y la especificidad (Sp) diagnóstica. La Se es la
probabilidad de dar un resultado positivo en una muestra
de un animal infectado/enfermo, mientras que la Sp es ia
probabilidad de dar un resullado negalivo en una mues-
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Flg.1. Ejemplo del Porcenlaje de Positividad (PP) en un
estudio preliminar serologico utilizando EUSA en un es
tablecimiento donde se desconoce el estalus de PTBe
bovina.

la curva ROC producida con el resultado del analisis
ELlSA de estos sueros, permitió contar con un cutt off
local que se irá mejorando con el aumento del número
de muestras de animales positivos.
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los resultados de EUSA de una muestra grande de un
rodeo problema (o del rodeo completo) se pueden grafiear
para observar la distribución de los resultados Individua·
les (Figura 1). Esto permite priorizar la eliminación de
bovinos positivos comenzando con los individuos que tie
nen los valores de ELISA más elevados por encima del
punlo de corte positivo y además de ser seroreactores
presenlan otra caraclerlstiea no deseable desde el pun
lo de 'lisIa productivo o sanitario (menor producción, pre
sencia de pielfn o de mastllis, baja calidad genélica, mala
conformación, entre otras). Eslo puede constituir una res
puesta práctica a los problemas de toma de decisiones
del veterinario o de produclor.
En general se debe considerar que la probabilidad de
que una prueba como EllSA refleje el verdadero eslatus
del animal positivo depende de la prevalencia de PTBC
en el rodeo. Esto indica que las herramientas de diag
nostico deberian ser utilizadas en el contexto de otra
¡nformacion sobre el riesgo de infeccion. Como ejemplo
usando un EUSA comereial, en un estado de baja pre
valencia de PTBC en el rodeo (1%) habria entre un 15%
a 20% de posibilidad de que un resultado positivo en
ElISA sea correcto, mientras que hasta un 99% de que
un ElISA negativo sea correcto. Por el contrario, en una
alta prevalencia (30%) habria alrededor de un 90% de
posibilidad de que el resultado del ELI5A sea correcto y
un 75% a 80% de que el negativo sea correcto. El EUSA
deberia ser usado como diagnostico de rodeo y no es
recomendado para diagnostico individual, aunque si la

'.'

Ira de un animal no infectado/enfermo.
El ELlSA indirecto utilizado en nuestro laboratorio pre
senta una Se del 66% y una Sp del 95,4%. Esto significa
que de cada 100 individuos infectados, detecla 66 y que
de cada 100 individuos considerados negativos (falsos
negativos) hay 5 infectados. Estos valores son conside·
radas promedios ya que varían si el animal esta
cllnicamente enfermo (la Se aproxima al 85%) o si es un
portador asintomático (la Se aproxima al 45%).
la capacidad de un test para discriminar un individuo o
población sana de otra enferma depende de la determi
nación de un punto de corte (cut-oH) realizado sobre la
base del esludio en una población verdaderamenle sana
y otra verdaderamente enferma. los resultados se pue
den verificar por el análisis de la curva denominada ROe
(Receiver Operaling Characlerislic), un grático que traza
el porcentaje de verdaderos positivos en función del por
centaje de falsos positivos con diferentes puntos de cor
te. Además calcula el valor de corte que liene la mayor
exactitud, es decir el que minimiza los resultados falsos
negativos y falsos positivos (Ver resumen al final: "Ajus
te del punto de corte (cut-off) del ELISA para
Paratuberculosis Bovina con sueros controles loca
les,,).
los kils de ElISA comerciales para diagnostico de PTBC
son importados y eUos sugieren la aplicación de un pun
to de corte -para diferenciar animales positivos de los
negativos- que ha sido obtenido en poblaciones bovinas
de otros paises. En nuestro laboratorio hemos probado
dos diferenles kits de EUSA importados, los que en for
ma preliminar arrojaron una Se no mayor al 50% utilizan
do para ello sueros de animales enfermas o asintomaticos
pero todos con cu1tivo positivo de Map en MF o leche,
resultado que es coincidente con lo informado por otros
autores. De esta manera, estos EUSA comerciales no
parecen por ahora demostrar ninguna ventaja diagnosti·
ca respecto al ajustado y utilizado rulinariamente en INTA
Balearee.
De manera constante, en nuestro laboratorio continua
mos deliniendo un cut! off obtenido localmente para nues
tra region en función de sueros bovinos verdaderamen
le positivas (RISA y cultivo positivas) y sueros de anj
males negativos de Argentina. los positivos de referen
cia son sueros de animales enfermos o subclinicamente
infectados pero con aislamiento de Map desde la MF o
leche y pertenecientes a rodeos de las Provincias de
Buenos Aires, Santa Fe y Cardaba, mientras que los sue
ros negalivos pertenecen a bovinos de Tierra del Fuego
donde no se ha diagnosticado la enfermedad y se consi
dera como una región libre dentro del pais. El analisis de

,
Posible % de Probabilidad Probabilidad Probabilidad Probabilidad
lnleccion PTBe ElISA + ElISA - Cultivo MF + Cultivo MF-

verdadero verdadero

1% 15% 99% 100% 99%

10% 67% 92% 100% 94%

+20% +82% 84% 100% 85%

+50% 95% 57% 100% 63%

Fuente: C.Aossiler and o.Hansen, from Naliona! Johne's Working Group.

En termInas generales el siguiente cuadro podria explicar en funclon de las diferentes prevslencias
encontradas en un rodeo cual serJa la probabilidad de resultados con ElISA y cultivo de MI=:
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muestra proviene de un animal de rodeo infectado este
podria ser acampanado por cultivo de MF para confirmar
la lnleccion y una repeticion de ELlSA pasados los 3 o 4
meses si el diagnostico por cultivo es negativo.

Para la estimacloo de la prevalencia en nuestro rodeo se
podria usar la formula siguiente:

P= [PE + (Sp. 1))

[Se + (Sp. 1)J

donde P es prevalencia verdadera, PE prevalencia se
gún la Prueba (en este caso ELISA), Se sensibilidad y
Sp especifICidad. Por ejemplo, usando EUSA (coo Se de
25% y Sp de 98%) tenemos una prevalencia del 5%, la
prevalencia calculada
P= (0.05 + (0.98·1) J (0.25 + (0.98 - 1): 0.13 y por 10
tanto seria del 13%.

OTRAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Si en un rodeo o majada el estatus de PTBC no esta
coofirmado pero se observan animales casos de diarrea
intermitente con perdida de peso '1 mal estado general,
entonces existen razones para pensarde que PTBC pue·
de ser la causa.
-Tlnelon eon Ziehl Neelsen: la observacion microscó
pica de un lrotis de materia fecal, tiene una se y Sp bajas
para incluirlas denlro del diagnóstico como única alter
nativa. Sin embargo siempre debe ser ut~izada para es
timar la presencia de micobacterias. Por el contrario, la
tinción de improntas realizadas desde los tejidos afecla
dos con lesiones macroscopicas, por ejemplo improntas
de finfonódulos con tejido proliferativo o de intestino
edematizado y engrosado) es de mucha utilidad en ca·
sos de PTBC y claramente visible las micobacterias den
Iro de los macrolagos residentes en la lesion.
·Cultlvo: La prueba denominada ~gold standard.. (Prue
ba de Oro) es el cultivo y aislamiento de Map desde MF,
leche, semen o desde los tejidos afectados. El cultivo de
la bacteria es dificil ya que su lento desarrollo (entre 2 y 4
meses) se realiza sobre medios especiales con agrega
do de compuestos imprescindibles para su crecimiento y
adicionados con anliblóllcos. La idenlilicacion de la bac·
terla se realiza por la morfoJogia colonial, la posilividad
frente a la tincion con Ziehl Neelsen, su crecimienlo lento
y la dependencia a la micobactina ~J .. usada como
cofactor de crecimiento exclusivo en Map en medios de
cultivo como el Herrold.
A pesar de la importancia del cultivo, no exisle
estandarizacion de los métodos utilizados mundiamente
y los laboratorios varian en su capacidad para la deteccion
de Map. Durante el 2002 nuestro labOratorío participó en
una prueba mundial de proficiencia de cultivo de Map,
desarroUada desde el centro de referencia en PTBC de
la Universidad de Pensytvania, USA, para 10 cual se so
metieroo mas de 30 Iaboratoríos para demostrar la utiti·
dad de los medios de cultivo, métodos de
decontaminación y eficiencia en la detección de Map,
demostrando que estos podrlan ser ajustados a fin de
unilicar los métodos de cultivo.
Existen alternativas al cultivo individual, realizando
..pooles- de UF de 5-6 vacas, donde los costos de{ mis
mo bajan sustancialmente el costo de un monocultivo. El
cultivo deberia ser usado pare confinTlar la infección en
animales ELISA positivos en algunas de las siguientes
circunstancias: a) ninguna evidencia dinica. b) prevalen
cia Incierta, c) costo.,-.,y alto de eliminar un animal posi-
Iivo y, d) Inserción de un establecimiento en un Progre-

ma de Control Voluntario de PTBC.
·Prueba de Gamma Interlerón: El test de gamma
interferón es una prueba que detecta inlección temprana
ya que identifica una ciloquina liberada por los linfocitos
en el plasma sangulneo. Esta prueba detecta animales
con inlecclón reciente ya que la primera respuesta a la
misma es desarrollada por células Nnfoides (linfocitos n
que liberen gamma interferon. Según los ensayos pre·
vios la prueba es útil sobre bovinos jóvenes recientemente
infectados y que aún no han desarrollado anticuerpos
séricos dependientes de 6nfocitos B. Según las pruebas
realizadas en INTA y que no han sido evaluadas en pro
fundidad, la interpretación de un animal positivo dentro
del rodeo no es fácil, ya que se debe realizar paralela
mente con el diagnóstico de la infección por Tuberculo
sis y por 10 tanto dilerenciar al mismo tiempo ambas res
puestas en el mismo test
·Pruebas Moleculares: El Map presenta un pequeflo,
especifico Yrepetitivo sector en su genoma denominado
secuencia de inserción (IS9OO) que es utilizado por la
Reacción en Cadena de la Polimerasa y es la base de un
diagnóstico de laboratorio denominado (PCR), que pre
senta alta Sp y gran se. A pesar de esta caracteristica,
esta técnica presenta afgunas difICUltades porque tanto
la MF como la leche contienen algunas sustancias
lnhibidoras que hacen más compleja la reacción y por 10
tanto la detección del antfgeno puede dar falsos negati
'os.
la diferencia genética más evidente, encontrada hasta
el presente, entre Map y Mycobacterium avium subsp
avium es la presencia de una secuencia de inserción
(IS9OO) en Map que eslaña ausente en M.avium. Por lo
tanlo la técnica de PCA utilizando cebadores dirigidos a
la secuencia de inserción 1$900 sirve para confirmar que
las micobacterias que desarrollaron en cultivo son Map y
adicionalmente para detectar Map en el medio de cultivo
anles de que pueda visualizarse macroscópicamente
las colonias acortando de esta forma el tiempo de cultivo
y del diagnostico. Aun existen dilicultades para la
deteccion por PCA directa en las muestras de MF y le·
che, debido a la presencia de inhibidores en estas mues
tras clfnicss. Los parámetros a optimizar 'para llegar a
una PCA de alta Se son la elecci6n de los cebadores, de
las condiciones de amplificación y el disponer de un mé
lodo eficaz de lisis de la bacteria que libere la mayor can·
tidad posible de DNA, asl como asociar la PCA con es
lrategias que permitan eliminar Inhibidores de las mues
tras ciinicas. La aplicación de captura previa ya sea del
bacJlo con anticuerpos o de los sectores amplificados con
oligos especilicos, son estrategias que podrian aplicarse
para mejorar la sensibilidad en la deteccion cuando se
trabaja con muestras con alta cantidad de inhitlidores
como los que contienen la leche y la ME

Debido al incremento en los casos c1inicos y la alta
seroprevalencía observada y a la posible naturaleza
zoon6tica de esla enfermedad, es necesario implementar
un programa de control de esta enlermeclad. Para esto
es necesario evaluar las dilerentes técnicas para diag
noslico de PlBC, especialmente en animales con
sinlomalologla dinica leve y casos subclínicos. Ademas,
para evitar que estas enfermedades vuelvan a entrar a
un rodeo una vez que se ha alcanzado el estado de ~bre

es necesario medidas de vigilancia epide"*,l6gica. Con
este fin una herramienta es la epldemiologla molecular
de Map, la cual COI'TlPrende desarrrollo de técnicas de
bioIogla molecular que nos permitieran ta diferenciación
de aislamienlos '1 de esta fOnTla conocer si la enfefm&
dad se origina por transmision desde otras regiones geo-
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gráficas as; como identilicar rutas de infección entre bo
vinos y posibles reservorios. Al presente esla diferencia
ción de aislamienlos de Map se realiza utilizando una
técnÍCa denominada AFLP basada en el segmento IS900.
Un trabajo realizado en Argentina utilizando RFLP y usan
do como sonda la secuencia de insercion IS900, indico
que el 75% de los aislamientos en Argentina tienen el
mismo patrón de RFLP. la secuenciación completa del
genoma de Map, la cual ya esta finalizada y disponible,
sin duda permitira conocer mas del polimorfismo en el
genoma de esta especie para introducir nuevas formas
de tipificación, diagnóstico y de control de la infección.
En algunos trabajos previos, se estudio la diversidad
molecular de cepas aisladas de humanos y animales para
identificar marcardores moleculares especificas de la
enfermedad Que sirvan para ef diagnóstico, la preven
ción y el control de la enfermedad. El análisis por PCR
Multiplex utilizado reveló que el 78% de los aislamientos
de bovinos se agrupo, mientras que los aislamientos de
humanos y ovinos no se agruparon y mostraron mayor
diversidad genética. las cepas ovinas y bovinas de la
misma región geografica fueron mas estrechamente re
lacionadas que aquellas cepas de diferentes regiones
sugiriendo que algunas cepas de Map son compartidas
por ambas especies animales.
De esta forma es altamente deseable conocer la variabi·
lidad de Map para comprender la epidemiologia de las
infecciones, su distribución y prevalencia, por lo tanto la
identificación de otros genes diferenles es deseable para
identificar Map con mayor especificidad. Recientemente
un nuevo segmenlo IS110 fue identificado en cepas de
Map, el denominado ISMap1 se presenta en 3 repeticio
nes con genes altamente conservados y estarfa presen
te en cepas de Map pero no en otras micobacterias exa
minadas incluyendo a 10 cepas de M.avium. Este nuevo
elemenlo de diagnóstico usado en combinacion con la
detección deIIS900, podrla ser muy valioso para clasifi·
car cepas de Map.
·lnlradermoreacciÓn: ha sido ampliamente usada con
anlfgenos proteicos de M.avium o de Map (Johnina) ino
culando la tabla del cuello en bovinos o el pliegue interno
del muslo en rumiantes menores. Sin embargo la Se y
Sp son bajas para ser usadas en programas de control,
aunque se ha mejorado por modificación de la técnÍCa
inoculando el anUgeno intravenoso y delerminando la
respuesta serológica o alteraciones febriles.

ES LA PTBe UNA ZOONOSIS?

La enteritis granulomalosa provocada por Map en los
bovinos posee una sorprendente similitud a una enfer
medad similar vista en pacienles humanos denominada
Enlermedad de Crohn y por lo tanto se ha sugerido que
la PTBC podria ser una zoonosis. El Map es excrelado
por la leche de vacas infectadas y presentaria cierta tole
rancia térmica al tratamiento de la leche pudiendo sobre
vivir a la pasteurización permaneciendo en la leche en
vasada que se destina a consumo humano.
En algunos trabajos realizados en Europa con leche bo
vina de consumo obtenida en supermercados, fueron
identificadas cepas de Map con la consiguiente declara·
ción de riesgo sobre el consumo de leches pasteuriza
das provenientes de tambos infectados. Recientemente
en nuestro pais hemos probado experimentalmente fa
eficiencia de un pasleurizador de leche para temeros de
fabricacion nacional, el que demostró en resultados pre·
liminares ser electivo, ya que que la leche inlectada
artificialmente con Map y pasteurizada durante 15 se·

gundos o 30 segundos a 73,5 grados C de temperatura
queda negativa al cultivo posterior. La luMe convicción
de que la enfermedad en los humanos es consecuencia
de la infección con Map ha llevado a ciertos paires de la
Unión Europea a solicitar la importadon de productos
lácteos de rodeos libres de PTBe y al desarrollo de pro
yectos conjuntos de invesligación en esta area.
Pautas de manejo para el control de la PTBe en un
rodeo.
EIINTA Balcarce ha propuesto un modelo de control de
PTBC que ha sido adoptado de maneTa voluntaria por
algunos productores con resullados alenladores en va
rios establecimientos lecheros y de cría dentro de la Pro
vincia de Buenos Aires y santa Fé. Este modelo está
basado en la experiencia propia y la de olros países en
este tema y en las caracteristicas propias de nuestros
sistemas de producción. Algunas pautas preventivas y
de manejo se resumen a continuación:

• los terneros nacidos de madres positivas son suscep·
tibies de contraer la enfermedad ya que en la leche se
excretan micobacterias que son ingeridas diariamente y
cuanlro mayor tiempo ingieran esa leche mayor posibili
dad de contraerla. En el calostro también hay
micobacterias y por lo lanto existe un riesgo, aunque
mínimo, de contagio a los terneros durante los primeros
dias de nacido.
• El uso de sustituto lácteo para alimentar los terneros
en ellambo disminuye la probabilidad de infección a los
temeros. El uso de un pasleurizador para tratar la leche
destinada a la alimentación de terneros en las guacheras
podria ser útil, siempre y cuando se asegure que el pro
ceso de pasteurización aplicado elimine a Map.
• Cuando se producen muchos casos clínicos en
vaquillonas, existe probablemente una alta expOSición a
materia fecal inlectante o de leche de madres positivas
que contagian a las terneras destinadas a reposición.
• Siempre se deben reponer las hembras de un rodeo
con "lemeras hijas de vacas negativas...
• Determinar la tasa de infección en el rodeo con una
tecnica serologica como ELlSA es deseable y la prueba
de elección para bovinos, ovinos y ciervos.
• Todos los animales con resultado sospechoso a EUSA
deberán re-analizarse unos 6 meses después, ya que
pueden ser animales intectados a punto de enfermarse y
ser diseminadores de la enfermedad.
• la mejor forma de medir la tasa de infección de un
rodeo es mediante el uso de una prueba de diagnóstico
objetiva. Todos los adultos del rodeo deben ser someti
dos tanto a la técnica de EUSA o concomitantemente al
cultivo de MF. Ambos tendrian una Se aproximada al60'l'o
para detectar infecciones subctlnicas, en consecuencia
si el 5% de un rodeo resulta positivo (prevalencia apa·
rente) se debe asumir que el doble de las vacas en ese
rodeo eslán efectivamente infectadas (prevalencia ver
dadera). Cuando ELlSA y cultivo se aplican juntos la Se
aumenta, ya Que en nuestro laboratorio detectamos al
menos entre un 12% a 15% de los animales seronegativos
como positivos al cultivo y por tanto infectados.
• Los animales posilivos por alguna prueba diagnóslica
debertan eliminarse enviándolos al frigorifico o bien ma·
nejándolos eventualmente y por un periodo corto en un
rodeo aparte (sucio) y sus hijas no deben usarse para la
reposición pero podrían destinarse a la invernada.
• En un campo infectado, los potreros muy contamina
dos con aguas estancadas no deben usarse para pasto
reo con animales susceptibles. Los animales jóvenes (ter
neros, corderos y bambis) deberían ser destinados a
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potreros con pasturas nuevas y evitar el manejo junto
con los adultos.
• los bovinos que ingresen a cualquier establecimiento
deberían tener diagnóstico negativo de PTBC o bien pro·
venir de establecimientos libres de la enfermedad al
menos con 4 años de anterioridad a la compra.
• Cualquier programa de trabajo para diagnóstico y con
trol de PTBC debe extenderse al menos 5 o 6 años de
aplicación conlinua, pues sino el abandono por un tiem
po determinado volvera a subir la prevalencia de la en·
lermedad echando por tierra todo esluerzo previo reali
zado.

BASE DE UN PROGRAMA DE CONTROL Y
POSTERIOR ERRADICACION DE PTBC

EN BOVINOS

1. Crianza de los temeros
la buena calidad general de la crianza de temeros mini·
miza la transmisión de Map, además de olros problemas
sanitarios comunes a los temeros. Sin embargo no es
posible la separación inmediala de los temeros de sus
madres y por lo tanto lodo animal nacido de una madre
positiva nunca debe ser reingresado al rodeo como re
posición.
2. Uso de pruebas de diagnóstico y eliminación de
los positivos.
Todo programa de conlrol de PTBC debe usar métodos
de diagnostico de laboratorio para identificar y eliminar
las vacas infectadas de un rodeo, en particular aquéllas
que excretan Map en su MF o leche. los bovinos inlecta
dos con PTBC excretan millones de micobacterias dia
riamente que permanecen viables aproximadamente un
afio, dependiendo de las condiciones ambientales, sien
do estas áreas contaminadas la luente más comun de
infección para los lemeros y tambien para adultos. los
bovinos que excretan Map por MF se encuentran en los
eslados más avanzados de la enfermedad, pueden
ademas fransmitir la inlección a sus temeros en úlero o
a través de su leche. El cultivo que implementamos de
rutina en nueslro laboratorio y las tecnicas de mayor
sotisticacion como el PCA, son técnicas útiles para de
teclar los excretores de mayor peligro de Infección y oca
sionalmente identllicar algunos animales no detectados
por las pruebas serológicas. la prueba de EUSA es de
bajo costo y la de mayor exactitud de las pruebas
serológicas. Muchos, aunque no todos los animales que
excretan Map serán positivos al ElISA, con lo cual se
puede medir la prevalencia de PTBC y comenzar a elimi
nar los animates que resulten positivos. El uso de ELlSA
más el cultivo de MF detecta fa mayor cantidad de vacas
infectadas. las pruebas pueden ser efectuadas al mis
mo tiempo o altemativamente. Los resultados de ELlSA
se pueden cuantificar mediante la aplicación de un rano
king denominado PP (Porcenlaje de Positividad) tenien
do en cuenta que los animales mas positivos del rodeo
son los mas enfermos y de mayor eliminación de
micobacterias al medio. la conlirmación de resultados
negativos en un animal o en el rodeo requiere de repeti
dos resultados negativos de los test aplicados.
3. Saneamiento del establecimiento.
Después que el riesgo de la transmisión de la PTBC a
los temeros y recria se ha minimizado, otras vlas poten
ciales de transmisión de Map deberán ser vigiladas y
corregidas. Una fuente potencial de transmisión de Map
es el agua de bebida conlaminada con materia lecal del
rodeo adulto infectado o enlermo. Aunque los adultos se
consideran resistentes a la infección con Map, dosis al-

tas y frecuentes pueden causar infección y enfermedad
en un cierto porcentaje del rodeo de vacas.
4. Chequeo de los bovll'Kls comprados para Ingreso
al rodeo.
Antes de comprar bovinos de reemplazo deberlan ser
sometidos a la prueba de EUSA y si luese posible cono·
cer su origen, eslos deberian provenir de rodeos negati
vos a PlBC. Un programa de control de PTBC debe evi
tar la reintroducción de la infección. ya que el riesgo de
comprar vacas inlectadas con Map es aproximadamen
te de 1:10. la vacunación de los bovinos contra PTBC
no es una medida recomendada en paises donde se la
ha practicado, ya que es de valor limitado en el control
de inlecciones a Map e interfiere con el uso de pruebas
serol6gicas en un rodeo y puede interferir con el diag
nóstico de lBC.
Esta enfermedad emergente de los bovinos merece alen
ción para un futuro próximo, ya que el éxito que se logre
con la progresiva erradicación de TBC en bovinos dejará
a una mayor población susceptible y sin competencia con
otra micobacteria para que la PTBC se dilunda y aumen·
te la prevalencia. la prevención, diagnóstico adecuado y
el control son herramientas que debemos tener a mano
para ese momento.

EXPERIENCIAS DE VACUNACION EN PlBC

las primeras vacunaciones se realizaron en Francia en
1926 aplicando bacilos atenuados y el seguimiento de
los animales puso de man~iesto la disminución de la in
cidencia clínica. Actualmente es utilizada en programas
de control en Francia, Dinamarca, Aeino Unido y Holan·
da. la mayor experiencia se ha obtenido con la vacuna
ción en ovinos, donde ha conseguido controlar la difu
sión en paises como Islandia donde la enfermedad se
amplifico con la introducción de animales inlectados. El
electo beneficioso ha sido comprobado mediante expe
rimentos de vacunación e inlección en estudios de cam·
po. Dentro de los mas importantes efectos esla la dismi
nución de la excresión de Map y la modificación del cur
so de la enlermedad a formas mas leves. la vacunación
con inmunógenos inactivados es aplicada en la zona
pectoral en unica dosis, dentro del primer mes de vida de
corderos y terneros o también en animales de 4 a 6 me
ses de edad para aumentar la respuesta inmune, evitar
la infección o diseminación si es que los animales ya estan
infectados. Sin embargo no conliere una protección ab
soluta y además en un cierto porcentaje se forman
nódulos fibrocaseosos y la respuesta serológica por
EUSA es alta y duradera similarmente a la respuesta
inmune celular midiendo producción de gamma interferón.
Solo fa PCA o el cullivo de MF podrla discriminar entre
vacunados e inlectados con Map y seria aplicable en ro
deos donde la prevalencia de infección por PTBC es ex·
tremadamente alla.

CONSIDERACIONES FINALES

-la PTBC debe ser manejada como un problema
sanitario del rodeo y no como una enfermedad de un
animal.

-la PTBC es una enfermedad infecciosa crónica y
el grado de infección aumenta progresivamente con el
tiempo, a menos que se aplique un programa de control.

·la PTBC en rodeos lecheros disminuye la pro
ducción de leche de las vacas con infección subclfnica a
partir de la primera lactancia y acorta la vida prodUCliva
de los vacunos. El mismo concepto es aplicado a la pro-
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ducción en majadas y rodeos de ciervos inlectados con
Map.

-El control de PTBC lleva tiempo y requiere cam·
bios de manejo para cortar la cadena de Iransmisión y
minimizar las chances de infectar temeros. Eliminar so
lamente los animales cUnicamente entermos con PTBC
no es suticiente para controlar la diseminación de la in
fección.

-la PTBC es una enfermedad de progreso muy
lenlo. Debe transcurrir un número considerable de anos
para que la enfermedad clínica se haga evidente, des
pués de la introducción de la infección en un rodeo. Igual
mente toma un perlodo de alrededor de 5 a 6 años erra
dicar la infección, dependiendo de las medidas sanita·
rias adoptadas y la prevalencia inicial.

·Los criadores de bovinos de pedigrf que proveen
de animales a otros rodeos, tienen la obligación de im
pedir la transmisión de PTBC, cuidando que los futuros
animales reproductores no estén infectados y desarro
llen más adelante la enfermedad. El agente elio!6gico de
la PTBC ha sido aislado del semen congelado de toros
utilizados para iseminación artificial y además de toros
provenientes de cabai'las. Los toros infectados son fre
cuentemente responsables de la introducción de PTBC
al rodeo, aunque no se conoce bien si es por el semen o
por simple diseminación fecal. Esencialmente cada ro
deo que se Infecta con Map lo hace por la compra de
vacas o toros inlectados y por lo tanlO cada rodeo de
pedigrf o ganado que se venda para reposición debe estar
libre de la infección, para el beneficio sanitario del país.
Además se debe tener presente que lOs embriones se
leccionados para ser transferidos a vacas receptoras
deberlan provenir de vacas con serodiagnóslico de PTBC
negalivo para evitar el riesgo de infección y estar proce
sados con los lavados según las normas internacionales
(IETS) para asegurar estar libres de micobacterias.

cada punto de corte la Se y Sp. Si se incrementa el punto
de corte decrece ta proporción de falsos positivos pero la
sensibilidad baja: si seleccionamos un punto de cMe mas
bajo se incrementa la sensibilidad pero se incrementan
los falsos positivos.
El ELISA indirecto utilizado como rutina en INTA Balearce
utilizando antigeno PPA de M.paratuberculosis, recomien
da calcular un Indice (DO muestra I DO control negativo)
cuyo valor se usa para clasificar al animal en tres gru·
pos: negativo, sospechoso y positivo. Estos puntos de
corte corresponden a estudios realizados en otro país,
donde la población animal esta expuesta a otros orga
nismos (especialmente Micobaclerias) y donde la tuber
culosis esta erradicada.
Actualmente se está realizando un trabajo para determi
nar un punto de corle obtenido localmente en función de
mueStras verdaderamente positivas y negativas del pars.
El ~gold standard.. para definir las muestras de animales
verdaderamente positivos es el cultivo y aislamiento de
Mycobacterium paratuberculosis de materia fecal u ór
ganos en medio Herrofd con mycobactina. Las muestras
verdaderamente negativas consisten en sueros de bovi
nos adultos jóvenes de varios rodeos de la Provincia de
TIerra del Fuego, Argentina. El rodeo bovino de esta pro
vincia estuvo cerrado durante muchos años por las res
tricciones impuestas por la barrera de aflosa y nunca se
observaron casos clínicos de PlBe. Para los fines prác
ticos de este trabajo, se considera que la PTBC en esa
región es exótica.
Actualmente se cuenta con sueros de 90 bovinos de los
que se cultivo M.paratuberculOsis y sueros de 173 bovi
nos sanos de TIerra del Fuego. Para cada muestra que
se sometió a ELISA se calculó el porcentaje de positividad
(PP):

DO promedio de la muestra
PP"'----------- x 100 '"

>35.0
Sens: 93
$p&c: 96
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DO promedio del control positivo

El PP se utilizó para trazar la curva. Roe. En los
gráticos siguientes se observa la dispersión de los vala
res de PP para los sueros negativos y positivos (Figura
1) y el punto de corte optimizado por el programa (Figura
2). Si se cuenta con sueros de una muestra grande de
un rodeo problema (o del rodeo completo) se pueden
graficar todos lo oO's y utilizar el EUSA en forma
semicuanlitativa (Figura 3); es decir que además de con
tar con un punto de corte se puede priorizar la segrega
ción de bovinos positivos con las DO's mas elevadas.
Esto puede constituir una respuesta práctica a proble
mas de toma de decisiones del veterinario o productor.

Análisis de la curva ROC
Flg.1. Diagrama de puntos interactivo.
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1, Ajuste del punto de corte (cut-off) del ELlSA para
Psrstub#trculosls Bovins con sueros controles
loca/es, Spálfl, E.; Paoliccfli, F.; Marsella, C. 2002.

RESUMENES DE ALGUNOS TRABAJOS SOBRE
PARATUBERCULOS1S REALIZADOS POR

NUESTRO GRUPO DE lNVESTIGACION

La exactitud de un test o prueba diagnóstica es la capa
cidad de dar un resultado verdadero sobre el estado de
enfermedad de un individuo o una población en estudio.
La exactilud se compone de dos caracteristicas: la sen
sibilidad (Se) y la especificidad (Sp) diagnóstica. La sen
sibilidad es la probabilidad de dar un resultado positivo
en una muestra de un animal infectado/enfermo, mien
tras que ta especificidad es la probabilidad de dar un re
sultado negativo en una muestra de un animal no infac
tado/enfermo.
La habilidad de un test para discriminar un individuo o
población sana de otra enferma depende de la determi
nación de un punto de corle (cut-otl) realizado sobre la
base del estudio en una población verdaderamente sana
y otra verdaderamente enferma. Los resultados se pue
den analizar por el análisis de la curva ROC (Receiver
Dperating Characteristic). Una curva ROe es un gráfico
que traza el porcentaje de verdaderos positivos en fun·
ción del porcentaje de falsos positivos con diferentes
puntos de corle. Además calcula el valor del corle que
Iiene la mayor exactitud, es decir el que minimiza los re
sultados falsos negativos y falsos positivos.
Además en la curva ROC se puede ver rápidamente para
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1OO-Specilicity

Figura 3. Ejemplo de dlstribuclon del PP en un tambo

Neelsen (ZN). Se realizó tuberculinización con PPD be
vina en pliegue anocaudal. El 41,6% de los animales re
sultaron seropositivos a EUSA. Se aislaron 9 cepas de
M. paratuberculosis, 7 de materia tecal. 2 de leche y una
cepa de MF y de linfonódulos e intestino de un bovino
necropsiado.Todos los animales excretores da la bacte
ria en materia fecal fueron positivos a EUSA mientras
que equellos excretores en leche fueron negativos y sólo
el animal de necropsia resultó positivo a EllSA e IDA. En
4 animales se detectó una tuerte respuesta a la
tuberculinizaclón pero en ningun caso se aisló
Micobacterias del complejo Mycobacteruim tuberculosis
y sólo uno de ellos con allos niveles de (lFN con PPD
bovina. Sólo un animatcon cu~ivo positivo en MF produ
jo allos niveles de (IFN aviar mientras que otro animal
con cuJlivo posilivo en L produjo altos niveles de (IFN
con PPD aviar y bovina. Las PCA dirigidas a delectar
IS900 (M.paratuberculosis) de MF y L fueron negativas,
pero las PCA con material tomado del tubo de cultivo de
MF y l dieron resultados positivos, antes de visualizar
las colonias. Ninguna muestra lue positiva para la detec
ción de 156110 (complejo M.tuberculosis) por PCA. No
siempre hubo concordancia entre aislamientos y ZN en
las muestras estudiadas. El EUSA resultó útil para de
tectar animales positivos y excretores por MF pero no en
L. El PCA aplicado a los cultivos con desarrollo incipien
te sin determinación visual de crecimiento de las colo
nias, fue eficaz para determinar especificamente la pre·
sencia de M. paratuberculosls. El test de (IFN tuvo baja
sensibilidad debido a que se detectaron positivos a PPO
bovina en casos de aislamiento de M. paratuberculosls.
Se destaca la importancia de utilizar ElISA y cultivo, pero
es necesario continuar con el desarrollo de (IFN para la
detección precoz de la enfermedad.
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2...DIferentes métodos para el diagnóstico de
Mycobactlfrlum avlum subsp paratuberculosls en bo
vinos de rodeo lechero en Argentina... Paolicchi el al.
( Different methoos lor the diagnosis 01 Mycobacterium
avium subsp paraluberculosis in a dairy catUe herd in
Argentine). Journal Veterinary Medicine,N8N,50: 20-26,
2002.

La paratuberculosis (Pibe) en Argentina tiene una
alla prevalencia que afecta al ganado lechero y de car
ne. El diagnóstico de certeza de la enfermedad es el ais
lamiento del agente etiológico Mycobacterium avium
subsp paratuberculosis, pero éste presenta dificultades
y requiere un largo tiempo para su desarrollo en cultivo.
El Objetivo del trabajo loo evaluardilerentes técnicas para
el diagnóstico de Plbc bovina, en 25 vacas selecciona
das raza Holando Argentino adultas, sin sintomatologfa
clinica eviclente de la enfermedad. provenientes de un
tambo en producción láctea. De cada animal se obtuvo:
suero para serologla por EUSA indirecto e inmunodifusión
en agar (IDA), sangre enlera para estimar la concentra
ción de gamma interlerón ((IFN) porestimulaCi6n con PPO
bovina y PPO aviar. Tambien se obtuvo materia fecal (MF)
y leche (L) para realizar cultivo bacteriológico, la técnica
de PCA y examen directo en Irotis con lioción de Ziehl
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Tabla 1: Resultados de la aplicación de diferentes métodos de diagnostico en 25 animales adultos de un rodeo, interferón
gamma «(-INF), tuberculización con PPObovina, ELISA, PCR y cultivo de leche o material fecal (MF) para identificar la
infección con Mycobacterium paratuberculosis (vaca Nro 4202 necropisada). Observe la característica de 2 vacas con
aislamiento de la bacteria desde la leche pero con resultado en ElISA negativo. (Paolicchi el al, Journal Vet.Med. 50:20'
26,2002).

P P J
animales positivos posibilita eliminar del rodeo ciervos
jóvenes lo que equivale a reducir la tasa de infección
dentro del mismo. Nosotros aplicamos un modelo de con
trol para mejorar la producción en un establecimiento
dedicado a cabar'la y crla de ciervos colorados en cauti
verio en la Argentina. La enfermedad fue earacterizada
mediante análisis serologico con el test de ELlSA indi
recto absorbido y el cultivo de maleria fecal sobre medio
Herrold con y sin micobactina, piruvato y antibióticos, junto

leche Materia fecal,....... "Y lNF PPO EUSA
b<M~

PCR Cultivo PCR PCR Cultivo PCR"'h. ""'" M' ....
'$900 15900 15900 15900

324 +aviar · · · · · · · ·

433 +aviar I • · · · · · · ·
+bovioo

609 Ne9 · · · · · · · ·
3581 Neg · · · · · · ·

361S Na9 · · · · · · · ·
3763 +avlar · S · · · · · ·
380S Neg · · · · · · · ·
3912 +aviar I • • · · · · · ·

+bovine

3922 +aviar I • · · • HM • · · ·
+bovino

3999 Na9 · • · · · · • HM •
4011 +aviar I · · · · · · · ·

+bovino

4012 Na9 · • · · · · · ·

4030 Na9 · • · · · · · ·

4054 Na9 · · · · · · · ·

4064 Na9 · · · • HM • · · ·

4105 Na9 · • · · · · · ·
4126 Na9 · • · · · · + HM, •

+HMP

4136 Na9 · • · · · · · ·

4160 Na9 · · · · · · + HM, •
+HMP

4171 Na9 · • · · · · +HMP •
4174 Na9 · S · · · · · ·

4181 +aviar · • · · · · +HMP •
4224 Na9 · • · · · · +HM, •

+ HMP

4344 Na9 • · · · · · · ·
4202 • NA NA • • NA • + HM,

•
.HM'

3.~eb llituberculosis en una explotacIón revoca un alto orcenta's de mortandad. Identificar los

El ciervo colorado en cautiverio manifiesta
clfnicamente la Paratuberculosis a edad temprana, lo que

de Ciervos Colorados en cautIverIo de la Argentina...
(Control 01 Paratuberculosfs in an larm 01 Red Oeer
in captivlty In Argentina.). Soler, P.; Verna, A.; Marsella,
C.: Casara, A.; Paolicchi, F. 7th lnlernational Colloquium
on Paratuberculosis, 2002.
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a la aplicación de medidas de manejo durante el periodo
1997-2003. Se realizÓ un sangrado anual sobre una po
blación de 950 animales, machos y hembras con edades
comprendidas entre los 15 hasta los 64 meses. se ana
lizaron un total de 6.717 sueros durante 7 años. La pre
valencia de animales seropositivos hallada en el primer
año del trabajo fue del 18,9% pero al siguiente año dis
minuyo significativamente hasta alcanzar 7,8%, lo que
genero un gran impacto inicial en el control de la enfer
medad. En los años sucesivos la seroprevalencia se
mantuvo entre 7,5% y 8,5%. Esta aparente estabiliza
ción estuvo determinada por la lalta de la rápida elimina
ciÓn de la totalidad de los animales seropositivos, mu
chos de estos de 15 meses de edad, los que permane
cieron en el eslablecimiento. A partir del ano 2000 se
ajustaron las medidas de control y se eliminaron el 100%
de los animales positivos al ELlSA y los enfermos, redu
ciendo la prevalencia hasta alcanzar actualmente el 3,8%.
Asimismo durante el 2002 se redujo notablemente la
mortandad de animales y ya en el 2003 no se regislraron
muertes ni se detectaron lesiones compatibles con
Paratuberculosis en los ciervos. La alta cantidad de ani
males jóvenes enfermos y positivos a ELISA es indicati
va de la elevada tasa de contagio e infección que desa
rrolla el ciervo colorado en condiciones de cautiverio. Las
prevalencias altas dificultan el control de ta
Paratuberculosis en poblaciones de ciervos en estas con
diciones y por lo tanto se requiere implementar medidas
rigurosas como las aplicadas en este seguimiento, la eli
minación de seropositivos y cUnicamente enfermos du
rante el saneamiento de esta enfermedad, lo que contri
buye a disminuir la población de animales infectados y la
tasa de contagio con Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis.

4...Sobrevivencla de Mycobacterlum avlum subsp
paratuberculosis en leche bovina sometida a
pasteurización y destInada a la alimentacIón de ter
neros».
Paolicchi, F.; Vema, A.; Marsella, C.; Cipotla, A. ;Seguro,
R.; González, A.
In: XIV Reunión Cienlitica de la Asociación Argentina de
Laboratorios de Diagnóstico, Córdoba. 2002.

La leche bovina destinada a la alimentación de temeros
criados en guachera puede contener patógenos que se
trasmiten vía oral diseminando enfermedades graves. la
excreción de patógenos como Mycobaclerium bovis y
Mycobaclerium avium subsp paratuberculosis desde la
glándula mamaria de vacas inlectadas es intermitente,
pero resulta peligroso para la transmisión de Tuberculo
sis (TBC) y Paraluberculosis (PTBC) a los temeros ali
mentados con leche no destinada a consumo humano.
Cortar la cadena de trasmisión a través de la
pasteurización (PT) de la leche seria deseable en los
tambos en saneamiento. Objetivo: evaluar la eticada de
eliminación de la micobacteria patogena M.
paratuberculosis y aIra saprofita como Mycobacterium
phlei de leche bovina inoculada experimentalmente y
sometida a tratamiento por PT. Materiales y Metados:
Equipo: Pasteurizador de Leche para Temeros de labri·
cación nacional, inslalado en la localidad de El Trébol,
Provincia de Santa Fé. El régimen de PT fue de 300 filros
de leche/hora, a 72,5 gc de temperatura y realizando
modificaciones estructurales en el equipo para variar los
tiempos de PT. Tratamientos: Se reatizo la PT a: 1) 72,5

IZC por 15", 2) 72,5 Q(; por 30· o, 3) 72,5 De por 60·. Entre
cada tratamiento el equipo fue sometido a lavado con
solución desinfectante y enjuagues para asegurar la lim
pieza del circuito. Muestras y estudio bacteriológico: 50
lis de leche del primer ordeñe proveniente de un tambo
de la zona libre de Tuberculosis, fueron mantenidos a
4DC hasta su procesamiento. Se recolectaron en recipien
tes estériles 2 muestras de: A) leche cruda (200 mI) del
tarro, y además desde la salida del equipo despues de
cada tratamiento como se describe a continuación: B)
Leche cruda sometida a PT tradicional, C) leche cruda
inocutada con ros siguientes cultivos: "M. paratuberculosls
(2,9x106UFClml), cepa aislada de teche de bovinos con
Paraluberculosis clfnica, tipificada por dependencia a
mlcobactina, PCR y RFlP (Patrón genolipico ..A"l y "M.
phlei (4x104 UFC/mll, Dl Leche cruda inoculada ysome
tida a PT a 72,S DC por 15", E) Leche cruda inoculada y
sometida a la PT a 72,5 DC por 30", F) leche cruda ino
culada y sometida a la PT a 72.51ZC por SO". Los recuen
tos bacterianos del inoculo se realizaron en duplicado
por el método de Miles y Misra por microdilucion cultiva
do sobre medio Herrold-Yema de huevo con micobactina
(HYM) en placas de Petri. la leche cruda, o inoculada y
sometida a PT y luego de cada Iratamiento fue
deconlaminada con hexadecilpiridinium 0,75% y cultiva
da en HYM para evidenciar la presencIa de las
"Micobacterias inoculadas. los cultivos fueron observa·
dos diariamente para identificación del desarrollo de
M.phlei y cada 15 días hasta los 4 meses para
M.paratuberculosis (1). Resultados: las muestras de le·
che cruda del lambo resultaron negativas a las
mlcobacterias estudiadas, mienlras que de. las muestras
de leche inoculada no PT se recuperaron
M.paratuberculosis y M.phlei. En las muestras de leche
sometida a PT bajo cualquier tratamiento no lueron re
cuperadas micobacterias en HEYM. En la Tabla 1 se re
gistran los resultados del estudio bacteriológico. Conclu
siones: los resultados preliminares del estudio bajo es
tas condiciones, marcan una adecuada eficiencia del
Equipo Pasteurizador para eliminar micobacterias como
las esludiadas aquf desde la leche cruda infectada expe·
rimentalmente. No se observaron diferencias utilizando
cualquiera de los tres tiempos de pasteurización usados,
por lo que realizando PT por 15" se reduce el tiempodeJ
proceso respecto a los otros con igual efectividad. La le
che cruda utilizada carecfa de micobacterias como las
estudiadas y contenla al inicio del estudio
microorganismos comúnmente encontrados en leche de
tambo, pero estos también fueron eliminados por PT. la
mayor frecuencia de aislamientos bacterianos en leche
provenientes de tambos en Argentina le corresponde a
Jos géneros Staphilococcus spp, Streptococcus spp,
Eschenchia coli, entre otros, pero informes de frecuen·
cia de aislamientos de M.paratuberculosis no lueron re
gistrados en la bibliografia. Resurta importánte el control
de eslos microorganismos en leche destinada a la
alimentaclon en guacheras, pues de lo contrario pueden
ser trasmitidos a los temeros durante su etapa de crian
za en estaca. Micobacterias tales como
M.paratubercu/osis que se excretan por leche intermi
tentemente, responsables de producir y mantener
Paratuberculosis en bovinos, deberían ser eliminados
antes que los temeros sean alimentados con la leche
infectada. Si bien en este estudio preliminar no se probo
la eliminación de otras micobaclerias restada comprobar
la susceptibilidad de las mismas a la PT con temperatu
ras similares a las que fueron sometidas las muestras de
leche. Si al menos tal susceptibilidad luese similar a la
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que demostró M. paratuberculosis en el estudio, podría
asumirse que la PT de la leche bovina bajo estas condi·
ciones destinada al consumo por lemeros podrfa minimi·
zar y contribuir a bajar los riesgos de trasmision de en
termedades cronicas por via oral. Para evidenciarlo, otras
pruebas deberean realizarse con un esquema similar al
diseñado experimentalmente en este trabajo y con un
mayor numero de repeticiones.

TABLA 1: Aecuento bacteriano de cada inoculo utiliza·
do y detección o no de Micobacterias segun el tipo de
tratamiento (PT) dado a la leche. Aeferencias: Muestra
A: Leche cruda: Muestra B: Leche cruda pasteurizada a
72,SCOxlS"; Muestra C: Leche cruda inoculada no pas
teurizada; Muestra O: Leche inoculada pasteurizada a
72,SC·xlS": Muestra E: Leche inoculada pasteurizada a
72,SC·x30": Muestra F: Leche inoculada pasteurizada a
72,SC·x60". (PaolicChi y cols, 2002.)

TIpo'" Tnnperllurl _,m Mycobacterium...... yTJempode avlumsubsp ",.,
pa.s~rlución ~r'luberculosls

Muestra NoPT Negallvo Negativo
A

Muestra 72,S·C x 15" Negativo Negativo
B

Mueslra NoPT Positivo Positivo
e (2,9x106 (4,Ox104

UFCJml) UFClml)

Muestra 72,SoC x 15" Negativo Negativo
D

Muestra 72,SoC x 30" Negativo Negativo
E

Muestra 72,SoC x 50" Negativo Negativo
F

5. HReladón entre los mlcroelementos Cobre, Zinc,
Hierro, Selenio, Molibdeno
y la Paratuberculosis en ganado bovIno.. , Perea,
J.: Morsella, C.: Cseh, S. : Paolicchi, F., In: XIV Reunión
Científica de la Asociación Argentina de Laboralorios de
Diagnóstico, Córdoba. 2002.

Introducc/ón: Mycobaclerium avium subsp.
paratuberculosis (Map) afecta a lOs rumiantes provocan·
do paratubercu\osls (PTBC). La deficiencia de cobre (Cu),
selenio (Se) y zinc (ln) y el exceso de hierro (Fe),
molibdeno (Mo) y azufre (S), podrla predisponer a su
aparición en bovinos.

Objetivo: a) Identificar bovinos infectados con Map, por
serologia y aislamiento de Map en materia lecal. b) cuan
tificar el nivel de Cu, ln, Fe y Se en sangre, de Cu, ln,
Fe y Mo en ellorraje y de sulfatos ($04) y sales totales
(ST) en agua, para relacionar la enfermedad con la con
centración mineral.

Materiales y Métodos; Animales: 75 bovinos adultos,
de dos rodeos (R1 y R2), muestras

• animales: a) materia fecal sembrada sobre medio de
Herrold (micobactina, piruvato y antibióticos), para aislar
Map. b) suero sometido a ELISA (PPA-3), para identifi
car seroreactores. c) cuantificación de Cu, Zn, Fe por
espectrofotometrla de absorción atómica y Se por activi
dad de glutatión peroxidasa (GSH- Px).
• lorraje: concentración de Cu, Zn, Fe y Mo.
• agua de bebida: pH, concentración de S04 por
turbidimetrfa ysr por gravimetrfa.

Resultados: EUSA: 13 resullaron positivos y 29
sospechosos.
Aislamientos; 13 cepas de Map del cultivo de materia
fecal, 6 cepas de animales positivos a EUSA, 6 de ani
males sospechosos a EUSA y una cepa de Map recupe
rada de un animal soronegativo. De los animales positi
vos a EUSA, 4113 fueron deficientes en Cu y Se, 3 de
ellos con aislamiento de Map. De los animales sospe
chosos al EUSA, 14 fueron deficientes de Cu (3 positi
vos a Map) y 3 delicientes en Se (t positivo a Map). De
33 animales seronegativos 16 fueron deficientes en Cu y
4 de Se, pero los niveles de Fe, Zn y Hb fueron normales
(Tabla 1). El contenido de Fe y Mo en la pastura fue ele
vado en Rl y R2. Los valores de ln y Cu fueron nonna
les en el forraje consumido por el R2, pero bajos en Cu
del forraje del R1. En agua, ST y S04 lueron normales y
con pH alcalino.

Discusión: .Los bajos niveles de Cu (Al), altos
valores de Mo (R1 y R2) Y en ciertos periodos altos
niveles de Fe en pastura, determinarían deficiencia
primaria o secundaria de Cu en los animales.
.En Al los niveles de Cu en sangre fueron normales en
el 60% de los animales. Esto sugiere movilización del Cu
hepatico almacenado, para mantener los niveles séricos
nonnales, conlinnando una correlación negativa entre
niveles de Cu en sangre y en higado.
.En el R2, la deficiencia de Cu del 80% de los animales
podria disminuir la habilidad de fagocitos para eliminar a
Map.
.Habrfa una tendencia entre presencia de enfennedad y
baja actividad enzimática pues los valores más bajos de
Se se registraron en animales positivos, con leve
sintomatologia de Pibe, siendo normales sus niveles de
Cu en sangre.
.Los S04 y ST no provocarlan interlerencias con el me
tabolismo de Cu.
Conclusión:

La deficiencia de Cu (primaria o secundaria) y la defi
ciencia de Se, podrfan afectar negativamente al sistema
inmunológico de los bovinos y consecuentemente la ca
pacidad de respuesta a la infección con Map predispo
niéndolos al desarrollO de Pfbc.
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labIal: Resultados de ELISA, cultivo bacteriológico y minerales en sangre. los valores representan la media, el
desvío estándar el rango entre paréntesis y el n de cada grupo,

Tolal N' ELISA, CuttJvo e, z, F. GSH- Px Hb
anImales .., (Ilglml) (Ilglml) (l/g/mi) (UI/g Hb) (mgl 100 mi)

• . bljo/lllWilnal .- .... .- bljo/NrglNl .... ....
{+}:: 6 3 5 . 0,9 ",0,31 1,6 O: 0,27 1,4 O: 0,17 22,3 O: 8,50 52,2 :1: 12,2:1: 0,75

(0,6-1,4 ) (1,3-2,0) (1,H,1) (19·32) 14,35 (11,6'13,8)

'"' ,.. ~, '"' (38-72) '"'~5

R 1 (S)= 21 5 16 0,40:0,12 0,6 O: 0,15 1,4:1:0.39 \,3", 0,24 34 O: 0,71 ... 12:1: 1,24
n=45 (2,2-o,5) n::6 (0,6-1,0) (0,7'2,0) (0,9-1,9) (33-34) n::2 12,13 (10-15,6)

n=15 n::21 /1:21 (42·88) 11=21
~19

H=16 1 15 0,5 :1:0,05 0,9:1:0,18 1,3 :1:0,30 1,3:1: 0,21 32:1: 4,94 55. 12,4:1: 1,28
(0,4-0.5) 11=4 (0,6-1,3) (0,7-2,1) (1,0·1,7) (28·35) 11=2 13,78 (10·14,4)

~IZ ~16 11=16 (38-78) 11=16
~14

(+)= 5 3 Z 0,4 :1:0,11 0,7 0,6 O: 0,13 1,3 O: 0,14 16 49. 14:1: 1,00
(0,3-0,5) ~l (0,6-0,9) (1,1·1,4) ~1 7,74 (12,2-15,0)
~4 ,oS ~5 (40-56) ~5

~4

R2 (5)=6 1 7 0,4 :1:0,08 1,0:1: 0,16 1,3:1:0,24 33 61. 14:1: 1,29
n:30 ~, (0,8-1,4) (0,9-1,5) n=1 18,59 (11,3-15,6)

(0,3-0,5) ~, ~, (40·94) '"'~7

(-)=17 . 17 0,4:1: 0,11 0,7:1: 0,08 0,9:1: 0,12 1,2 O: 0,14 32:l: 1,41 62. 14%1,98
(0,2-o,S) (0,6-o,8) (0,6-1,1) (0,9-1,5) (31-33) 11=2 22,65 (11,3-20,7)
~IZ ~5 ~17 n=17 (40-120) n::17

~15

111 111 -2.9..
! __ 1-2.3

-2.02
Mycobacterium paratuberculosis. Fuente IAP.

.---. .-- .....

kb
-9.4
-7
-6.5

-5

-4.3
-3.9

----
-1.25

E A eBDIferentes patrones (A, S, e, E) de cepas de
M.paratuberculosis aisladas en Argentina y

tipificadas en rNrA. Vet.Microbiol., 1999. L --'


