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RESUMEN

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infectocontagiosa cronica, de curso
lento, que afecta principalmente al ganado bovino y representa un riesgo sanitario y productivo
relevante. El objetivo general de este trabajo fue evaluar el uso del ELISA indirecto como
herramienta complementaria para mejorar la eficiencia del diagnostico y acelerar el
saneamiento de rodeos bovinos. La metodologia consistid en una revision actualizada sobre la
enfermedad, las pruebas diagnosticas disponibles y el rol del ELISA, junto con la elaboracion
de propuestas de saneamiento aplicadas a un rodeo lechero y a un rodeo de carne. En el rodeo
lechero, la incorporacion estratégica del ELISA permitio identificar animales infectados no
detectados por la PPD, reduciendo la persistencia de positivos cronicos y favoreciendo un
avance mas rapido en el saneamiento. En el rodeo de carne, la combinacion ELISA-PPD
mejoro la deteccion temprana y acelero el proceso de saneamiento, posibilitando un plan de
erradicacion mas eficiente.
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La Tuberculosis Bovina (TBB) causada por Mycobacterium bovis (M. bovis), es una
enfermedad infecciosa cronica que afecta principalmente al ganado y se caracteriza por la
formacion de granulomas en pulmones y otros 6érganos. Esta enfermedad es zoonotica, ya que
puede transmitirse a los humanos generalmente por consumo de leche no pasteurizada,
causando tuberculosis pulmonar o extrapulmonar. El bacilo, perteneciente al complejo
Mpycobacterium tuberculosis, es resistente en el ambiente y representa un desafio tanto para la
salud animal como humana debido a su alta patogenicidad, caracter zoondtico y evolucion
lenta, segiin Waard citado por Garbaccio y col. (2022).

En América Latina y el Caribe, el 70% de la poblacion bovina, estimada en 374
millones, se encuentra en areas donde la infeccion por M. bovis representa el 1% de prevalencia,
mientras que el 30% de la poblacion restante corresponde a zonas con menor prevalencia o
libres de TBB. En Argentina, con 50 millones de bovinos, incluidos 3,5 millones de bovinos
lecheros, la TBB ha disminuido en las tltimas décadas, con un indice de decomiso del 0,34%
en 2018. La Resolucion de SENASA N° 128/2012 regula el plan de "Control y Erradicacion
de la Tuberculosis Bovina”, habilitando a veterinarios para certificar el estado sanitario de los
predios. En 2019 el 60,5% de las Unidades Productivas (UP) obligadas por normativa a estar
bajo el plan (Establecimientos lecheros, Cabafias y Centros de inseminacion
artificial/transferencia embrionaria) reportaron estar libres mientras que, en la produccion
carnica, de participacion voluntaria, solo el 2% lo estaban (Garbaccio y col., 2022).

El programa de control y erradicacion de la TBB en Argentina consiste en el testeo
normativo y sacrificio (ante un resultado positivo) basados en la prueba cutinea de
intradermorreaccion (IDR), una reaccion de hipersensibilidad retardada producida por la
inoculacién intradérmica de un derivado proteico purificado de M. bovis, denominado PPD.
Segun Borsuk y Mon citados por Griffa (2020), la prueba de la tuberculina tiene una
sensibilidad (capacidad para detectar correctamente a los individuos positivos) del 80 al 85%.
Es decir que puede haber entre 15 a 20% de resultados negativos por anergia cutanea (ausencia
de respuesta inmunitaria en la piel ante la aplicacion de antigenos) en animales infectados por
diferentes motivos, como ser, reciente infeccion, estados de inmunosupresion, latencia, mas
alla de las cuestiones operativas relacionadas con su aplicacion y/o lecturas incorrectas (Griffa,
2021).

El ELISA indirecto (del inglés Enzyme-Linked Inmunosorbent assay) es otra prueba
diagnostica, en este caso de laboratorio, que no forma parte del plan de control y erradicacion
de TBB, la cual detecta la presencia de anticuerpos IgG especificos circulantes anti M. bovis,

presentes en el suero extraido de sangre entera del bovino. Los anticuerpos reconocen al



antigeno adherido a una placa, sean proteinas purificadas del M. bovis o bien proteinas
recombinantes especificas de esta bacteria o extractos sin purificar de M. bovis. Con este
ELISA se detecta otro tipo de respuesta inmunologica, la respuesta de tipo humoral, que
generalmente acompafia un estadio avanzado de la infeccion. Esto permite detectar animales
anérgicos que probablemente sean los que estan diseminando la enfermedad en el rodeo (Griffa,
2021).
Los objetivos del siguiente Trabajo Final de Grado (TFG) son:
e Realizar una revision actualizada sobre TBB y de las técnicas diagndsticas PPD y
ELISA indirecto.
e Identificar las ventajas y desventajas de la incorporacion de ELISA indirecto como
herramienta diagndstica complementaria para Tuberculosis Bovina.
e Evaluar el potencial de la técnica de ELISA indirecto para acelerar el saneamiento del

rodeo bovino.

Descripcion de la tuberculosis bovina

Definicion

Como se mencionara anteriormente la TBB es una enfermedad infecciosa crénica
zoondtica producida por una bacteria denominada M. bovis. La signologia es muy variable

segun la localizacion de las lesiones granulomatosas tipicas (Cesar, 2016).

Historia

Joklik menciona en Zumarraga y Cataldi (2007) que la tuberculosis ha sido identificada
en restos 0seos de momias egipcias y fosiles de la Edad de Piedra, estimandose que el origen
evolutivo de M. tuberculosis ocurri6é en los pasados 15.000 - 20.000 afos. La prueba mas
especifica sobre la antigiiedad de la tuberculosis en seres humanos, lo constituye el hallazgo de
un esqueleto egipcio predinastico que exhibia una deformacién de la columna vertebral
compatible con tuberculosis, como mencionan Crubezy y col. (1998).

Daniel (2000) sefiala que evidencias arqueologicas, lingiiisticas y genéticas, avalan la
hipotesis que el hombre llegd a América desde Siberia en dos episodios migratorios ocurridos
hace al menos 10.000 afios, y a partir de alli se distribuyo por todo el continente. Aquel suceso
explicaria la forma en que la tuberculosis fue introducida en el continente americano, mientras

que su presencia en dimensiones epidémicas fue comprobada en el desierto peruano y norte de



Chile, al identificar secuencias de ADN especificas del complejo M. tuberculosis en momias
peruanas de 1500 afios de antigiiedad. Sin embargo, continua sin demostrarse el papel de M.
bovis como agente causal de tuberculosis en la América prehistorica.

Segiun Iseman (2000), entre los afos 400-350 a.c., Hipdcrates realiz6 la primera
descripcion sistematica de las manifestaciones clinicas y epidemiolégicas de la tuberculosis,
conocida entonces como ‘tisis”, del griego phthisis “consuncion”, calificada como la
enfermedad mas ampliamente diseminada en aquellos tiempos.

Davis (1980) menciona que la tuberculosis recién fue reconocida como enfermedad
infecciosa en 1895, cuando Jean Antoine Villemin la reprodujo en un conejo, tras su
inoculacion con material proveniente de lesiones tuberculosas pulmonares y no pulmonares de
humanos. En el afio 1882, Robert Koch descubri6 el agente causal de la tuberculosis, al
encontrar un bacilo asociado constantemente con la enfermedad clinica, que aislo en cultivo
puro y con el que reprodujo la enfermedad en cobayos y conejos, recuperandolo a su vez de
éstos en cultivo puro. Estas condiciones a través de las cuales se puede reproducir una
enfermedad experimentalmente se conocen con el nombre de postulados de Koch, los cuales
proporcionan los criterios esenciales para la aceptacion total de un microorganismo en
particular como la causa de una enfermedad infecciosa especifica (Joklik, 1989). Desde
entonces la tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas mas intensamente estudiadas

(Zumérraga, 2007).

Etiologia

Como afirma Didier (2012), el agente causal de la TBB, M. bovis, junto a M.
tuberculosis, M. caprae, M. africanum, M. microti, M. canetti, y M. pinnipedii, forman un
grupo particular denominado complejo Mycobacterium tuberculosis. Taxonémicamente las
micobacterias se ubican en el orden Actinomycetales, dentro de la familia Mycobacteriaceae,
género Mycobacterium. Son bacilos cortos, intracelulares, aerobios, inmoviles, no formadores
de esporas y no flagelados (Kantor, 1988). Poseen una pared celular compuesta por multiples
capas, con abundancia de lipidos complejos, que constituyen entre el 20% y 40 % de su peso
seco, diferenciandose quimicamente de los microorganismos Gram positivos y Gram
negativos. El esqueleto de la pared esta formado por dos polimeros, un glicopéptido y un
arabinogalactano, covalentemente unidos por puentes fosfodiéster (Rastogi, 2001). Entre los
lipidos se encuentran los acidos micdlicos, acidos grasos de alto peso molecular, ramificados

e hidroxilados, cuya produccion las diferencia del resto de los microorganismos que integran

10



el orden. Mycobacterium no se decolora con acido-alcohol, por lo que se los denomina bacilos
acido-alcohol resistentes (AAR), por lo cual no pueden colorearse con la tincion de Gram. Por
eso una de las propiedades mas distintivas de este género es la coloracion con Ziehl-Nielsen,
ya que una vez que los acidos micolicos fijan al colorante (fucsina basica fenolada) resisten la
decoloracion con acido-alcohol. Por esta caracteristica se los denomina bacilos acido-alcohol
resistentes (Joklik, 1989).

Aunque se describieron alrededor de 85 especies de micobacterias diferentes, son pocas
las que cobran importancia en salud humana y veterinaria, pudiéndose clasificar de acuerdo a
su importancia clinica en los siguientes tres grupos principales (Rastogi, 2001; Zumarraga,
2007):

a) Patogenos estrictos:

Humanos: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium

ulcerans.

Animales: Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

b) Patdégenos oportunistas o potenciales:

Mycobacterium simiae, Mycobacterium avium subsp. avium, Mycobacterium xenopi.
c) Raramente patogenos (saprofitos):

Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium phlei.

Soto Ranquena (2007) afirma que los productos relacionados con la virulencia de
Mycobacterium son los complejos componentes de la pared celular, en la que destacan los
siguientes:

a) Factor cordon: es producido por miembros de los géneros bacterianos
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia y Rohodococcus. El micoésido mas importante
producido por las micobacterias, se denomina asi porque hace que el microorganismo se
desarrolle en forma de agregados laterales semejantes a cordones o cuerdas. Se ha demostrado
que las micobacterias que carecen de este factor no son patdogenas. El factor cordon es un acido
micolico (6-6’-dimicolato, la trehalosa), que inhibe la fusion de los lisosomas con los
fagosomas de los macrofagos, fendmeno que se considera clave para la supervivencia de M.
bovis dentro de los macrofagos.

b) Sulfatidos: son derivados anidnicos de sulfato de trehalosa que contienen acidos
grasos de cadena larga, ubicados en la superficie mas externa de las micobacterias. Estudios
acerca del sulfatido SL-1 mas abundante en micobacterias demostraron que éste bloquea o
invierte la activacion de los monocitos por lipopolisacaridos o interferon gamma (IFN-y),

dando lugar a que los monocitos produzcan pocos radicales superoxidos y asi el
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Mycobacterium fagocitado puede sobrevivir dentro de la célula. Los monocitos expuestos al
SL-1 tienen actividad limitada de cinasa de proteina C, pero producen altas cantidades de
interleucina 1 (IL-1) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

c) Arabinogalactanos y lipoarabinomananos: producen una fuerte respuesta de
anticuerpos, pero ineficaz. El lipoarabinomanano junto con el factor cordéon producen
granulomas tuberculosos y necrosis de los tejidos.

d) Cera D y proteinas: inducen la hipersensibilidad de tipo retardada, utilizada para el
diagnostico de infeccion por Mycobacterium citado por De la Parte-Pérez en Soto Requena

(2007).

Epidemiologia

La TBB es una enfermedad cronica que afecta principalmente al ganado bovino, aunque
también puede infectar a una amplia gama de mamiferos, incluyendo especies domésticas
(caprinos, ovinos, cerdos, equinos, perros y gatos) y silvestres (rumiantes, bufalos, llamas,
alpacas, cerdos salvajes y primates no humanos), asi como al ser humano (Imagen 1). Esta
amplia gama de hospedadores complica los esfuerzos de control y erradicacion de la
enfermedad (Rivera, 2010).

La principal via de transmision de M. bovis en bovinos es la aerogena, a través de la
inhalacion de aerosoles contaminados. Ademas, la bacteria puede eliminarse mediante
secreciones nasales, heces y leche, lo que facilita su propagacion. La transmision también
puede ocurrir por la ingestion de alimentos o agua contaminada con estas secreciones,
especialmente en condiciones de hacinamiento o manejo inadecuado segun la Organizacion
Mundial de la Salud Animal (OMSA, 2021).

El riesgo de contagio aumenta en sistemas de produccion intensivos con alta densidad
animal y en areas donde el ganado convive con fauna silvestre susceptible. Factores como el
estrés, la malnutricion y condiciones ambientales adversas pueden predisponer a los animales
a la infeccion. Ademas, la presencia de reservorios en la fauna silvestre puede dificultar la
erradicacion de la enfermedad (OMSA, 2021).

La TBB impacta principalmente sobre las explotaciones ganaderas intensivas, donde
las tasas de prevalencia son elevadas. Tiene una morbilidad en los bovinos de un 90%, y en los

humanos entre un 5% y un 10%, segiin Gutiérrez citado por Esquivel (2012).
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Imagen 1: Epidemiologia de la tuberculosis bovina. Fuente: propia.

Patogenia

Cuando la infeccion ingresa por via respiratoria, las micobacterias colonizan los
espacios alveolares donde son identificadas por las células dendriticas que inician la respuesta
inflamatoria. Asi se produce el “foco primario” de la enfermedad, integrado tanto por las
micobacterias como por los macréfagos alveolares pulmonares que las fagocitan, y por los
monocitos y células inflamatorias que son atraidos por diferentes sefiales quimiotacticas en el
sitio de infeccion (Arentz & Hawn, 2007).

Una vez fagocitadas, el patogeno dispone de diversos factores de virulencia que evitan
su destruccion en el interior de los fagolisosomas de los macrofagos. Entre estos mecanismos
se encuentran el factor cordon y sulfatidos, junto a una pared celular rigida (acidos micoélicos
y peptidoglicanos) que aseguran su supervivencia. Gracias a estos elementos, las micobacterias
son capaces de sobrevivir y de multiplicarse dentro de los fagosomas, y destruir a estos
fagocitos. A continuacion, nuevos macrofagos fagocitaran sucesivamente a las micobacterias
con la finalidad de eliminarlas, dando lugar al granuloma tuberculoso o “foliculo de koster” en
el pulmoén. Posteriormente, si la enfermedad progresa, las micobacterias que escapan de los
macréfagos concentrados en el foco primario migran al intersticio desde donde son

transportadas, principalmente por macrofagos, a través de los vasos linfaticos hacia los
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linfonddulos de drenaje regionales, estableciéndose un nuevo foco de infeccion (citado por
Orme & Cooper en Vera Salmoral, 2024). Este doble foco de infeccion, caracteristico de la
enfermedad, es lo que se denomina “complejo primario”, el cual se clasifica como “completo”
si ambas localizaciones (pulmoén y linfonddulos regionales) presentan dafio en ambos sitios o
“incompleto” si las lesiones se limitan so6lo a los linfondédulos. Una vez que se ha producido la
entrada del agente en el animal, en funcion de la respuesta inmune celular (activada por
linfocitos T y macrofagos) puede darse el avance de las micobacterias hasta la circulacion
sistémica produciéndose una diseminacion organica a través de via hematica o linfatica, o bien,
puede producirse un periodo de latencia e incluso la recuperacion del animal (Imagen 2)
(mencionado por Domingo & Borham en Vera Salmoral, 2024).

En cuanto a la respuesta inmune desencadenada por el animal, al producirse la
infeccion, es activada la respuesta inmune celular como mecanismo principal de defensa,
mientras que la respuesta inmune humoral sélo es detectable en etapas avanzadas de la
infeccion. Sin embargo, en casos de infeccion con una alta carga bacteriana, esta respuesta
puede ocurrir de manera mas temprana (Pollock & Neill y Rua-Domenech en Vera Salmoral,

2024).

Inhalacion de bacilos de M. bovis.
-
~
%

Foco primario

Granuloma/Lesion primaria

.

Si el organismo no lo puede contener y migra

Complejo primario

/ N\

Solo en linfonodulos (complejo primario incompleto) Via linfatica y hematica (completo)

| \

—_

Estadio latente Reactivacion — Diseminacion

Created in BioRender.com bio

Imagen 2: Se representa la via de ingreso y la diseminacion de Mycobacterium bovis a nivel

sistémico. Fuente: propia.
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Signos clinicos y hallazgos patologicos

Respecto a los signos clinicos de la enfermedad, la TBB es una enfermedad crénica de
curso lento con un periodo de incubacion variable, entre los 2 meses y varios afos (Vera
Salmoral, 2024). Los animales infectados con tuberculosis suelen no presentar sintomas
clinicos en etapas iniciales, evolucionando de manera lenta, con la posibilidad de mantenerse
asintomaticos durante afos. En fases avanzadas, se manifiestan signos como disminucion del
apetito, pérdida progresiva de peso, debilidad generalizada y fiebre intermitente. La signologia
varia segun la localizacion de las lesiones: en casos de afectacion pulmonar, predomina una tos
hameda persistente que puede derivar en dificultad respiratoria aguda en etapas terminales. Si
los linfonddulos de cabeza o cuello estan afectados, pueden aumentar de tamafio y, en algunos
casos, obstruir estructuras anatémicas cercanas (vasos sanguineos, vias respiratorias o
digestivas). En animales con lesiones en el tracto digestivo, es comun observar episodios
alternantes de diarrea y estrefiimiento (Cesar, 2016). Asimismo, pueden presentarse casos de
timpanismo ruminal, mastitis persistente, hipertrofia mamaria, infertilidad, abortos y descarga
vaginal cronica purulenta en casos de tuberculosis genital (citado por OMSA y Kuria &
Borham en Vera Salmoral, 2024).

En cuanto a los hallazgos patologicos, estos varian seglin la fase de la enfermedad. En
etapas iniciales, puede aparecer un unico nodulo en el complejo primario, que puede medir de
0,3 cm hasta varios centimetros, con necrosis caseosa y posible calcificacion, principalmente
en el sistema respiratorio o digestivo. La diseminacion del microorganismo genera tuberculosis
miliar, manifestandose mediante multiples nédulos caseosos en 6rganos como pulmon, higado,
bazo y pleura.

Las lesiones caracteristicas de la tuberculosis pueden localizarse principalmente en
peritoneo, pericardio y pleura (Imagen 3 y 4). La enfermedad puede progresar de diferentes
maneras. En la tuberculosis precoz, se observan pocos nddulos (Imagen 5), mientras que en la
tuberculosis perlada se identifican multiples lesiones blanquecinas en las serosas, de entre 0,5
y 1 cm (Imagen 6). También pueden presentarse formas de tuberculosis lenta, con nddulos de
mayor tamafio, o tuberculosis con grandes nodulos, producto de la fusion de lesiones.

En su etapa avanzada la TBB afecta varios 6rganos,con predominio en pulmones y vias
respiratorias. Se observan grandes lesiones caseosas con fibrosis y calcificacion. Dando lugar
a la tuberculosis pulmonar acinosa o acino-nodular, caracterizada, formacion de cavernas en el

parénquima y lesiones ulcerativas en traquea y bronquios (Vera Salmoral, 2024).
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Imagen 3: Presencia de multiples granulomas de distinto tamafio en la pleura parietal.

Fuente: Canal Didier, (2013)

Imagen 4: Multiples granulomas en peritoneo y serosa diafragmatica.

Fuente: Canal Didier, (2013)
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Imagen 5. Granulomas macroscopicos registrados en linfonddulo pre-escapular.

Fuente Garbaccio, (2022)

Imagen 6. Granulomas en cavidad abdominal.

Fuente: Garbaccio, (2022)

Respuesta inmune por tuberculosis

La infeccion por M. bovis desencadena una respuesta inmunoldgica compleja en el
bovino, en la que inicialmente predomina la inmunidad mediada por células. Esta respuesta es
esencial para contener la proliferacion del patdogeno en los primeros estadios de la enfermedad.

Sin embargo, en fases avanzadas, este perfil puede modificarse, dando lugar a una disminucién
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de la respuesta celular y un aumento en la produccion de anticuerpos, reflejo de una mayor
actividad de la inmunidad humoral.

En la parte derecha de la figura (Imagen 7) se muestra una etapa avanzada o diseminada
de la infeccion, en la cual los bovinos generalmente no reaccionan a las pruebas que evaltian
la inmunidad mediada por células, como la prueba de la IDR o la deteccion de IFN-y. Sin
embargo, en estos animales se observa una concentracion elevada de anticuerpos en sangre.
Este tipo de respuesta inmunologica es tipica de los animales denominados “anérgicos”,
quienes, al estar enfermos y excretar gran cantidad de bacterias, representan un alto riesgo de
contagio. Estos bovinos pueden dificultar o demorar los esfuerzos de saneamiento de la TBB

en los rodeos, ya que actiian como una fuente persistente de infeccion (Garbaccio, 2022).

Resp
Humoral

> -0 MZ D

Imagen 7: Respuesta inmune del bovino frente a M. bovis en diferentes fases de la infeccion.

Fuente: Garbaccio, (2022)
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M. bovis es un patogeno intracelular lo cual determina que la respuesta inmunologica
predominante se efectiie mediante Linfocitos T. Por tal motivo, el diagndstico ante mortem se
basa en pruebas que ponen en evidencia la respuesta inmune celular (RIC) de los animales
infectados. Es por ello que las dos pruebas diagndsticas mas utilizadas a nivel mundial son la
intradermorreaccion o prueba de la tuberculina (PPD) y el ensayo de liberacion del IFN-y,
como menciona Garbaccio (2022).

Las técnicas diagnosticas actuales se dividen en: indirectas y directas.

A continuacion, se llevard a cabo una explicacion detallada de las técnicas mas
relevantes, destacando su importancia, aplicaciones y principios fundamentales, con el objetivo
de proporcionar una comprension clara y precisa de su funcionamiento, alcance y contribucion

en el diagnostico.

Indirectas

Evaltan la respuesta inmune del organismo ante la infeccion. Incluyen la prueba de la

tuberculina (PPD), ELISA para IFN-y y ELISA para detectar anticuerpos contra M. bovis.

Prueba de la tuberculina

El método primario para la deteccion de infeccion tuberculosa en el ganado vivo, es la
prueba intradérmica con PPD, utilizada desde hace mas de 100 afios (Monaghan, 1994) siendo
protagonista del diagnéstico en los programas de control de la enfermedad, tanto a nivel
nacional como internacional (Garbaccio 2023). En la argentina, la PPD constituye el método
estandar y la prueba oficialmente obligatoria para el plan nacional de control y erradicacion de
la TBB, conforme a la normativa sanitaria del SENASA, lo que la posiciona como herramienta
de referencia para el saneamiento de los rodeos.

En el bovino la prueba consiste en su aplicacion en el pliegue anocaudal interno del
animal y examinacion del sitio de la inyeccion 72 horas después. En ese momento se mide si
hubo reaccion en el lugar de inoculacion generada como consecuencia de la RIC a los antigenos
de la PPD (Wedlock, 2002).

En este capitulo se hace una breve mencion a la prueba de la tuberculina como
herramienta de diagnostico. Su descripcion detallada, aplicacion e interpretacion seran

abordadas en el Capitulo 3.
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Prueba del interferon gamma

El IFN-y es una prueba de diagndstico in vitro, que al igual que la PPD, mide la RIC
del organismo. Esta técnica se fundamenta en la medicion del IFN-y producido, el cual es una
citoquina liberada por los linfocitos T que han sido sensibilizados por la presencia de las
micobacterias y que constituye el principal factor de activacion de los macrofagos (de la Rua-
Domenech et al., 2006).

Diversos estudios han analizado esta técnica mostrando datos de sensibilidad
generalmente superiores (63,1-100%) a los obtenidos con la PPD (70-75%), aunque con una
especificidad similar (85%-99,6%) (de la Rua-Domenech et al., 2006; Gormley et al., 2013;
Clegg et al., 2019). Esta mayor sensibilidad de la técnica en comparacion con la PPD es
atribuida a su capacidad para detectar animales positivos tan solo 14 dias después de la
infeccion, lo que supone un diagnodstico mas temprano (de 60 a 120 dias antes) en comparacion
con la PPD (Lilenbaum et al., 1999). Sin embargo, al igual que ocurre con la PPD, la
especificidad se ve limitada debido a la utilizacion de la PPD como antigeno. Dado que la PPD
contiene antigenos compartidos con micobacterias ambientales no patdégenas, algunos animales
previamente expuestos a éstas pueden generar una respuesta inmune inespecifica. Esto puede
dar lugar a falsos positivos, ya que la produccion de IFN-y no siempre indica infeccién con
Mycobacterium bovis, sino que podria deberse a la presencia de otras micobacterias (Pollock,
2000).

Otra ventaja de la prueba del IFN-y, es que al tratarse de una prueba in vitro, su
realizacién no provoca ninguna reaccion en el animal vivo, a diferencia de la PPD, lo que
permite repetirla sin necesidad de esperar un periodo especifico (Schiller et al., 2010).

Entre las desventajas de la técnica se destaca su mayor costo, lo que limita su uso a
nivel mundial (de la Rua-Domenech, 2006). Este mayor costo va unido a una mayor dificultad
para transportar la muestra de sangre para su analisis, la cual debe mantenerse estable a una
temperatura entre 18-25 ° C. Ademas, el ensayo laboratorial debe llevarse a cabo en el mismo
dia, ya que se ha observado una reduccion del 30% en la densidad oOptica del ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) a partir de las 24 horas de retraso (Rothel et al., 1992; de la Rua-
Domenech et al., 2006; Gormley et al., 2006; Clegg et al., 2019). Por otro lado, al igual que en
el caso de la PPD, en estadios avanzados de la enfermedad, la respuesta celular disminuye
simultaneamente con el incremento de la inmunidad humoral, lo que reduce la probabilidad de

detectar a los positivos (citado por de la Rua-Domenech y Borham en Vera Salmoral, 2024).
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ELISA para detectar anticuerpos contra M. bovis

El ELISA indirecto es una herramienta diagnodstica utilizada para detectar anticuerpos
especificos contra M. bovis. Esta técnica seroldgica se basa en la capacidad de los anticuerpos
presentes en el suero de animales infectados para unirse a antigenos especificos de la bacteria,
lo que permite identificar infecciones de manera indirecta. Esta técnica ha demostrado ser una
opcion complementaria a las pruebas intradérmicas tradicionales, especialmente en la
deteccion de infecciones subclinicas, donde la prueba de la tuberculina puede no ser efectiva
(Casal, 2014). Aunque se ha mencionado brevemente su funcionamiento y utilidad en la
deteccion de infecciones subclinicas, la explicacion detallada del ELISA indirecto se presentara

en un capitulo exclusivo dedicado a esta técnica.

Directas

Permiten identificar el agente causal o sus componentes. Entre ellas se encuentran el cultivo

bacteriologico y técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Cultivo bacteriolégico

El cultivo bacteriologico sigue siendo la prueba principal para confirmar infecciones
por el complejo M. tuberculosis, pero su uso presenta ciertas dificultades. Es un proceso lento
que puede tardar semanas, requiere laboratorios con altos estandares de bioseguridad (por el
riesgo de manipular patdégenos peligrosos) y personal altamente capacitado. Ademas, no es
suficientemente sensible, estudios como el de Courcoul y col. (2014) estiman que detecta s6lo
el 78,1% de los casos reales, lo que significa que algunas infecciones podrian pasar
desapercibidas. Por otro lado, su especificidad es muy alta (99,1%), lo que garantiza que un
resultado positivo confirma definitivamente la infeccion. Sin embargo, un resultado negativo
no descarta la enfermedad, ya que factores como una baja cantidad de bacterias en la muestra
o tratamientos previos pueden impedir el crecimiento de las micobacterias en el cultivo, como
advierte Gormley y col. (2014). Para superar estas limitaciones, los expertos recomiendan
combinar el cultivo con otras técnicas (como pruebas moleculares o serologicas) (Vera

Salmoral, 2014).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Esta técnica permite amplificar fragmentos especificos de ADN, detectando genomas

microbianos con alta sensibilidad y rapidez, sin requerir microorganismos viables. Se destacan
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la PCR de punto final y la PCR en tiempo real, usadas en el diagnoéstico de TBB. La eficacia
depende de la extraccion adecuada del ADN micobacteriano y de estandarizar el método seglin
el tipo de muestra, ya que matrices complejas (como tejidos) o inhibidores de la polimerasa
pueden afectar resultados.

En tejidos bovinos, las lesiones suelen tener baja carga bacteriana y una marcada
fibrosis y calcificacion, lo que dificulta la liberacion del material genético. La técnica esta
regulada en Argentina por el Plan Nacional de Control y Erradicacion de la TBB en el articulo
N°63 de la Resolucion N° 128/2012.

Como alternativa, la PCR en leche de tanque permite identificar rodeos infectados de
forma rapida y no invasiva. Sin embargo, su limitacion radica en la excrecion intermitente de
micobacterias por leche, ya que no todas las vacas infectadas las eliminan, ni lo hacen
simultaneamente. Este enfoque es util para auditorias rapidas en tambos, aunque requiere

muestreos repetidos para mayor precision (Garbaccio, 2022).
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Origenes y Descubrimiento

El primer gran avance en el desarrollo de la tuberculina se atribuye al bacteriblogo
aleman Robert Koch, quien en 1890 anunci6 el descubrimiento de un extracto derivado de M.
tuberculosis. Para obtenerlo, cultivo el bacilo en un caldo de glicerol al 5%, luego evapord la
solucion en un bafio de vapor hasta reducirla a una décima parte de su volumen y finalmente
la filtr6. El resultado fue la Tuberculina Antigua de Koch (KOT), un filtrado que contenia la
fraccion soluble del bacilo tuberculoso en una solucion de glicerol al 50%. Koch, quien padecia
tuberculosis, demostro las propiedades de la KOT para tratar y prevenir la enfermedad. Al
inyectarse su propia tuberculina, experimenté un aumento significativo de la temperatura
corporal y cuadros de fiebre intermitente. Situacion que corrobor6 en muchos otros pacientes
tuberculosos al causar reacciones sistémicas. Sin embargo, en un principio desestimé la
reaccion cutanea provocada por la KOT, considerandola insignificante y sin valor diagnostico

(Good, 2018).

Primeras Aplicaciones en el Diagnostico

Bang introdujo la prueba de la tuberculina utilizando KOT como la herramienta
diagnostica de eleccion en el primer programa oficial de erradicacion de la TBB en Dinamarca,
a principios de la década de 1890. Este fue el primer programa a escala nacional que reconocio
el potencial diagnodstico de la tuberculina, la cual Koch habia intentado previamente utilizar
con fines terapéuticos (Good, 2018).

El llamado "método Bang" consistia en la realizacion de pruebas repetidas cada seis
meses para identificar animales con resultado positivo. Esto permitia separar a las vacas
infectadas de aquellas sanas. De esta manera, se limitaba la transmision de la infeccion a través
de la leche.

Gracias a los informes que demostraban los logros obtenidos con este enfoque, el
"método Bang" fue reconocido internacionalmente como la principal herramienta de
diagnostico para el control de la TBB. Hacia finales de 1891, las pruebas en ganado con KOT
ya se realizaban ampliamente, y el profesor Eber, un veterinario de Berlin, reportd una
especificidad de aproximadamente el 87% tras analizar datos recopilados sobre el ganado
examinado.

Palmer y Waters (2011) presentan una revision concisa e interesante sobre los origenes

del programa de erradicacion de la TBB en EE. UU., asi como de los numerosos factores
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relacionados con la patogénesis y la epidemiologia de la enfermedad, que ya en 1899 eran
conocidos o al menos planteados con sorprendente precision.

A principios del siglo XX, se certificaron las primeras granjas como libres de
tuberculosis en Dinamarca, lo que representd un gran logro. Esto permiti6 asegurar una
produccion de leche de alta calidad, especialmente inocua para los lactantes, al tiempo que se
preservaba la rentabilidad de la actividad ganadera. Dichas condiciones favorecieron la
continuidad en la crianza de animales, incentivaron la participacion activa de los productores
en los programas de control y erradicacion de la enfermedad, y resultaron determinantes para
obtener el respaldo del sector lechero. Entre 1892 y 1915, los métodos de prueba comenzaron
a variar drasticamente, lo que llevo a la preocupacion de que "el valor de la prueba dependia
demasiado de la capacidad, competencia y experiencia del examinador".

A pesar de la limitacion por parte del examinador, el uso de la prueba de tuberculina
subcutanea dentro de un programa de pruebas y sacrificio en el Distrito de Columbia (EE. UU)
logro reducir la prevalencia de la enfermedad del 18,87 % en 1909 al 0,84 % en 1918.

Las primeras pruebas en ganado bovino consistieron en la inyeccion subcutanea de
"tuberculina" en la region escapular derecha. Este procedimiento requeria que el veterinario
realizara varias mediciones de temperatura antes de la inyeccion y luego el monitoreo regular
de la temperatura corporal durante 24 horas para detectar cualquier incremento (por efecto
sistémico de la via de aplicacion subcutanea). La variabilidad en los cambios de temperatura
asociados con esta prueba anticip6 las dificultades que presentaria su aplicacion. Ademas, la
correcta evaluacion de la reaccion dependia en gran medida de la experiencia del veterinario,
lo que generaba inconsistencias en los diagnosticos.

Debido a estas limitaciones, a principios del siglo XX se comenzaron a desarrollar
nuevas técnicas de aplicacion. Con el tiempo, la inoculacion intradérmica se consoliddé como
el método estandar, ya que ofrece mayor precision y reproducibilidad en la deteccion de la
TBB (Good, 2018).

A su vez uno de los inconvenientes que tenia el uso de la tuberculina era la naturaleza
cruda de la preparacion y el hecho de que muchos de los componentes del medio eran
concentrados junto con las proteinas micobacterianas. La produccion de tuberculina ha sufrido
diversas mejoras y en la actualidad se usa la PPD o “derivado proteico purificado" (Seibert &
Munday, 1932). La preparacion de Seibert fue aceptada en 1951 como estandar internacional
(Bigi, 1998). Hasta la fecha, la prueba de la tuberculina sigue siendo la base de todos los

programas de control de la enfermedad.

26



Fundamentos inmunoldgicos

La respuesta inmunoldgica frente a infecciones por micobacterias es la base de diversas
pruebas diagnosticas utilizadas en medicina veterinaria. Entre ellas, la prueba de tuberculina es
la técnica mas utilizada para la deteccion y erradicacion de la TBB. La tuberculina corresponde
a extractos de micobacterias empleados en pruebas cutaneas para identificar animales
infectados. Existen distintos tipos de tuberculina, siendo el mas importante el derivado proteico
purificado (PPD), obtenido a partir del cultivo de micobacterias en un medio sintético, seguido
de un proceso de inactivacion con vapor y filtracion (Tizard, 2009).

La tuberculina PPD se precipita de este filtrado con acido tricloroacético, se lava y se
resuspende en un tampon. Por lo tanto, la tuberculina PPD es una mezcla de antigeno sin
refinar, cuyo componente antigénico principal es probable que sea la proteina del choque
térmico HSP 65. Muchas de estas proteinas son comunes entre las diferentes especies de
micobacterias, como consecuencia, las pruebas que emplean tuberculina PPD son
relativamente inespecificas (Tizard, 2009).

Cuando se inocula la tuberculina en la piel de un animal no infectado, no hay respuesta
aparente. Por el contrario, si se inocula en un animal infectado por micobacterias, se produce
una respuesta de hipersensibilidad retardada, con el desarrollo de una lesion edematosa, fibrosa
y enrojecida en el punto de inoculacion. La inflamacion se inicia entre 12 y 24 horas después,
alcanza su maxima intensidad entre las 24 y las 72 horas, y puede persistir durante semanas
antes de disminuir de forma gradual. Histolégicamente, la lesion presenta un infiltrado de
células mononucleares, principalmente linfocitos y macrofagos, con la presencia de neutrofilos
en las primeras horas de la reaccion (Tizard, 2009).

La reaccion a la tuberculina estd mediada por los linfocitos T. Cuando un animal se
infecta con M. bovis, los microorganismos son fagocitados rapidamente por los macroéfagos, y
una parte de este antigeno micobacteriano desencadena una respuesta Thl (Linfocito T
colaborador), generando células de memoria, las cuales responderan ante la inoculacion de
antigenos de micobacterias como la tuberculina (Tizard, 2009).

Cuando se inocula por via intradérmica, la tuberculina es captada por las células de
Langerhans, que migran al linfonodulo que drena la region (Imagen 8) y presentan el antigeno
a los linfocitos T de memoria, que responden generando linfocitos efectores Thl. Estos Thl
circulantes reconocen el antigeno cuando lo encuentran en la piel y se acumulan alrededor del

mismo.
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Imagen 8: Esquema representativo del mecanismo de hipersensibilidad retardada.

Fuente: Tizard, (2009.)

A las 12 horas el sitio de inoculacion esta infiltrado principalmente por linfocitos T y/6.
A lo largo de toda esta respuesta inmunitaria no se observa la presencia de linfocitos B en la
lesion.

Los linfocitos T /6 ayudan a reclutar otros linfocitos Th1 y macrofagos a la zona. Estos
linfocitos Thl secretan IFN-y, interleuquina-2 (IL-2) e interleuquina-6 (IL-6). Los dos
primeros actian sobre las células endoteliales incrementando la expresion de moléculas de
adhesion. A su vez la IL-2 estimula la produccion de quimioquinas, que atraen y activan a mas
linfocitos T y la IL-6 atrae mas linfocitos T.

Los macrofagos también liberan serotonina y quimioquinas, que atraen a los basoéfilos.
La histamina de los basofilos causa todavia mas inflamacion y aumenta la migracion de las
células mononucleares a la lesion. Las quimioquinas de los linfocitos T, proteina quimiotactica
de monocitos-1, MCP-1 (CCL2) y MIP-la (CCL3), pueden inducir directamente la
degranulacion de los mastocitos a través del antigeno unido a las moléculas clase II del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH).

Las quimioquinas de los linfocitos T causan inflamacién y atraen todavia a mas
linfocitos T, la mayoria de los cuales no estan sensibilizados especificamente por el antigeno

inductor. Solo una pequefia fraccion, quizas un 5% de los linfocitos que se encuentran en una
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reaccion de hipersensibilidad retardada, son especificos del antigeno. La gran mayoria son
atraidos de forma inespecifica por la linfotactina (XCL1) ( Tizard, 2009).

Entre las 60 y 72 horas, los linfocitos que predominan son o/f+, CD4+ y CD8+. Los
macrofagos se acumulan en la lesion debido a la produccion de IL-8 y pueden ser activados
por el IFN- vy. Parte del dafio tisular de las reacciones intensas de hipersensibilidad retardada
se puede deber a la liberacion de proteasas y oxidantes por los macréfagos activados, que
ingieren y finalmente destruyen al antigeno inoculado (Tizard, 2009).

Este complejo mecanismo inmunoldgico es la base de la respuesta observada en la
prueba de la tuberculina, cuya efectividad diagnostica depende directamente del adecuado
desarrollo de esta reaccion. Sin embargo, mas alla de su fundamento biologico, es importante

considerar diversos aspectos operativos y clinicos que influyen en su desempefio a campo.

Sensibilidad y Especificidad

La prueba de la tuberculina es segura y de bajo costo, con una sensibilidad que oscila
entre 70 'y 75% (Wedlock, 2002) y una especificidad estimada entre el 96 y 99% (Monaghan,
1994).

Sin embargo, la PPD puede ocasionar falsos positivos, por estar constituida por una
gran variedad de antigenos, muchos de los cuales se encuentran altamente conservados en
varias especies de micobacterias (Monaghan, 1994). También puede haber falsos negativos
asociados a inmunosupresion inicial, estados caquécticos inmunodeficientes, presencia de otras
infecciones concomitantes y otros factores como malnutricion, lactancia y gestacion. Por otro
lado, la prueba no debe ser repetida dentro de los 60 dias desde su aplicacion para evitar la
anergia debido a la desensibilizacion del tejido presente durante ese periodo de tiempo
(Wedlock, 2002). Ademas, se deben considerar los problemas de indole técnico como el uso

de tuberculinas de baja potencia e incorrecta dosificacion, aplicacion y lectura.

Plan Nacional de Control y Erradicacion de la Tuberculosis
Bovina

La Resolucion N° 128/2012 del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) establece el Plan Nacional de Control y Erradicacion de la
Tuberculosis Bovina en Argentina. Dicha resolucion establece los lineamientos técnicos y de
manejo en los distintos tipos de explotaciones agropecuarias para, de forma gradual, alcanzar

la erradicacion de la enfermedad en todo el territorio nacional.
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Es importante recalcar que la resolucion especifica que la prueba de tuberculina
intradérmica simple constituye el método estandar para el diagnostico de TBB en la Argentina,
situacion que contintia siendo objeto de debates técnicos en la actualidad. Esta prueba consiste
en la inyeccion intradérmica de un derivado proteico purificado de M. bovis (PPD bovina) y la
evaluacion de la reaccion cutanea en el sitio de inyeccion tras un periodo de tiempo

determinado.

Interpretacion de resultados.

Sitios de aplicacion de la tuberculina. Segun la especie que se inocula y la finalidad
para la cual se esta realizando la prueba, debe seleccionarse el lugar adecuado de aplicacion de

la tuberculina. En tal sentido, para el caso de la especie bovina las opciones son las siguientes:

1. Prueba anocaudal:
e Eslaprueba de rutina, empleada para iniciar los controles en rodeos, se aplica 0.1ml de
PPD bovina al 1% en el pliegue ano-caudal interno, a unos 6 cm de la base de la cola.
e Lalectura se realiza a las 72 horas con un margen de tolerancia de +/- 6 horas.
e Existen tres alternativas de resultados:
a. Negativo: cuando no hay engrosamiento o el mismo es menor a los 3 mm.
b. Sospechoso: cuando el engrosamiento se encuentra entre los 3 y 5 mm.

c. Positivo: cuando el engrosamiento es igual o superior a los 5 mm (Imagen 9).

2. Prueba cervical simple:
e Seemplea para dar mas seguridad a la eliminacion de un positivo por la anterior prueba.
Se realiza en el tercio medio de la tabla del cuello, se depila un cuadrado de 5x5cm.
e Lalectura se realiza a las 72 horas.
e Existen dos alternativas de resultados:
a. Negativo: sin engrosamiento o con engrosamiento menor a los 3 mm.
b. Positivo: todo animal con engrosamiento igual o mayor a los 3 mm. En esta técnica

desaparece la categoria de sospechoso ya que es confirmatoria de la prueba anocaudal.
3. Prueba cervical comparativa:

e Se emplea en areas que estan en erradicacion o ya libres y aparece un animal positivo

por las anteriores. Se realiza con ambas tuberculinas PPD bovina y PPD aviar, es para
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diferenciar entre positivos por M. bovis respecto a los positivos por M. avium subesp.
paratuberculosis o por otros Mycobacterium. La PPD aviar, se inocula a unos 10 cm
por debajo del borde superior de la tabla del cuello. La PPD bovina se inocula a unos
10 cm maés abajo que el punto dado para la PPD aviar y por sobre el surco yugular
(Imagen 10).

La lectura se realiza SETENTA Y DOS (72) horas.

Existen tres alternativas de resultados:

a. Negativo: cuando la respuesta a la PPD bovina es igual o menor de 2 mm de la PPD
aviar.

b. Sospechoso: cuando la respuesta a la PPD bovina es entre 2 y 4 mm superior que la
PPD aviar.

c. Positivo: cuando la respuesta a la PPD bovina es igual o mayor a los 4 mm respecto

de la PPD aviar. (¢ Resolucion 128/2012 - Argentina.gob.ar )

Imagen 9. Bovino positivo a la prueba anocaudal (lecturas de las reacciones).

Fuente: Garbaccio, (2022)
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Imagen 10: Sitios de aplicacion para prueba cervical comparada.

Fuente: Servicio Agricola y Ganadero (SAG, 2009).

Saneamiento de establecimientos

El procedimiento de saneamiento de establecimientos es exactamente igual
indiferentemente del tipo de actividad a la que se dedica el establecimiento, s6lo variando la
cantidad de pruebas a realizar en el mismo. Los pasos para alcanzar el estado de
Establecimiento Libre de Tuberculosis son los siguientes:

1. Solicitud de inscripcion y designacion de un médico veterinario acreditado que
realizara las pruebas diagnosticas.

2. Se debe informar a la Oficina de SENASA la fecha de realizacion de las pruebas
diagnosticas con una antelacion de como minimo SIETE (7) y méximo de QUINCE (15) dias
corridos.

3. En el momento de la realizacion de las pruebas, el médico veterinario acreditado
debe tomar todos los recaudos para inocular a la totalidad de los animales del predio, mayores
de TRES (3) meses de edad en establecimientos lecheros y cabafias y DOCE (12) meses de
edad en establecimientos de carne.

4. La cantidad de pruebas diagnoésticas a realizarse para alcanzar el estado de
Establecimiento Libre es variable en funcion de la actividad del establecimiento:

a. Sistema productivo de carne: deben realizarse DOS (2) pruebas consecutivas que

arrojen resultados negativos (sin reaccionantes).
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b. Sistema productivo de tambos y cabafias: deben realizarse TRES (3) pruebas
consecutivas que arrojen resultados negativos (sin reaccionantes).

c. Intervalos entre pruebas: minimo SESENTA (60) dias y maximo NOVENTA (90)
dias, salvo en establecimientos de carne cuyo intervalo minimo es de SESENTA (60) dias y
CIENTO OCHENTA (180) dias como maximo.

5. En caso de que aparezcan animales positivos, se debe proceder de la siguiente forma:

a. No deben volver a testearse dichos animales, siendo su tinico destino posible la faena.

b. Los animales deben segregarse y remitirse a faena en un plazo no mayor a TREINTA
(30) dias. Durante el periodo que los animales permanezcan en el predio, no se podran realizar
movimientos a destinos diferentes de faena.

c. Los animales deben egresar del establecimiento acompaniado del CERTIFICADO
DE REACCIONANTES A FAENA, el cual debe contar con los nimeros de identificacion de
los mismos y ser adjuntado al DT-e que acompaiia a los animales.

6. En caso de la aparicion de animales sospechosos, se debe proceder de la siguiente
forma:

a. Realizar una nueva inoculacion a los SESENTA (60) dias de la prueba en la que
obtuvieron dicho resultado.

b. En caso de persistir el resultado sospechoso, se debe realizar necropsia de dichos
animales o remitirlos a faena, para la realizacion de un examen post-mortem y toma de muestra
para diagndstico bacterioldgico/histopatologico.

c. En el caso de que se hayan detectado otros animales positivos durante las pruebas,
los sospechosos se tienen que considerar como positivos.

7. Cuando en un establecimiento existan méas de UNA (1) Unidad Productiva (UP), para
certificar como libre al establecimiento, todas deben realizar las pruebas diagndsticas de sus
animales con un intervalo entre las pruebas realizadas por cada UP no mayor a los TREINTA
(30) dias a contar desde la fecha en que se realiz6 la primera prueba por alguna de las UP.

8. Una vez realizadas las pruebas diagnosticas, el productor tiene un plazo de TREINTA
(30) dias para presentar la documentacion que avale la realizacion de las mismas, caso contrario

se procedera a la restriccion de movimientos de dicho establecimiento.
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Ventajas y Desventajas de la Prueba de la Tuberculina

Ventajas:

e Eficacia y practicidad en la deteccion de TBB: La PPD ha demostrado ser una
herramienta eficaz y practica para la deteccion de TBB, manteniéndose como el método
de eleccion en muchos programas de control y erradicacion (Garro, 2021).

e (Capacidad para reducir la prevalencia de la enfermedad en rodeos: La implementacion
sistematica de la PPD, ha permitido reducir la prevalencia de la TBB en rodeos,
facilitando la obtencion del estatus de libre de la enfermedad (Carrillo, 1998).

e Aplicacion oficial en programas de control y erradicacion: La PPD es reconocida
oficialmente y aplicada en programas nacionales de control y erradicacion de la TBB,

siendo una herramienta clave en la vigilancia sanitaria (Garbaccio, 2018).

Desventajas:

e Posibilidad de falsos positivos debido a reacciones cruzadas: La PPD puede generar
falsos positivos debido a reacciones cruzadas con micobacterias no tuberculosas, lo que
puede complicar la interpretacion de los resultados (Oriani, 2021).

e Sensibilidad variable y posibilidad de falsos negativos: La sensibilidad de la PPD puede
variar, y en algunos casos, animales infectados pueden no ser detectados, especialmente
en etapas avanzadas de la enfermedad donde se presenta anergia (Carrillo, 1998).

e Requiere maultiples intervenciones del animal: La PPD exige al menos dos
intervenciones: una para la inoculacion y otra para la lectura de la reaccion a las 72
horas, lo que puede ser logisticamente desafiante y estresante para los animales

(Meikle, 2006).
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Fundamentos inmunoldgicos

La infeccion por M. bovis desencadena, como respuesta inicial en el sistema
inmunologico del animal, una respuesta inmune de tipo celular, mediada principalmente por
linfocitos T. Este principio inmunologico constituye la base para el uso de la prueba PPD, que
representa la principal técnica diagnodstica utilizada en bovinos. A diferencia de esto la técnica
de ELISA indirecto, es una técnica inmunologica utilizada principalmente para la deteccion y
cuantificacion de anticuerpos especificos frente a un antigeno determinado. Esta técnica
permite identificar la presencia de anticuerpos circulantes especificos contra M. bovis en suero,
proporcionando informacion til sobre la exposicion o infeccion activa del animal.

El procedimiento técnico inicia con el recubrimiento de las placas de poliestireno con
una solucién que contiene antigenos especificos de M. bovis, como las proteinas MPB70 y
MPB83 (las mas utilizadas). Estas proteinas se adhieren firmemente a la superficie del pocillo,
formando una capa uniforme tras eliminar el exceso mediante un lavado. Posteriormente, se
adiciona el suero del animal a analizar. Si el animal ha estado en contacto con M. bovis, el
suero contendra anticuerpos especificos que se uniran al antigeno fijado. Luego de una nueva
etapa de incubacion y lavado, se afiade un anticuerpo secundario (anti globulina anti-IgG
bovina) conjugado quimicamente con una enzima. Este anticuerpo se reconoce y se une a los
anticuerpos del animal que estan unidos al antigeno.

A continuacion, se incorpora un sustrato cromogénico que reacciona con la enzima,
generando un producto coloreado. La intensidad del color desarrollado es directamente
proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos presentes en la muestra. Esta sefial puede
evaluarse de forma visual o, preferiblemente, cuantificarse mediante un espectrofotémetro, que
mide la densidad optica de cada pocillo (Tizard, 2009).

Por tanto, aunque no sustituye a las pruebas celulares, el ELISA indirecto tiene un rol
inmunologico y diagnostico complementario crucial, ya que detecta un aspecto diferente de la
respuesta inmunitaria frente a M. bovis, ayudando a identificar animales que podrian pasar

desapercibidos en esquemas de diagnostico basados unicamente en inmunidad celular.

Sensibilidad y especificidad

Uno de los principales desafios en la deteccion de M. bovis radica en los falsos
negativos obtenidos mediante la PPD, especialmente en animales en estadios avanzados de la

enfermedad o con estados anérgicos. En este contexto, el uso del ELISA indirecto como
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herramienta complementaria ha demostrado ser una estrategia diagnostica valiosa,
particularmente cuando se aprovecha el llamado "efecto booster" inducido por la PPD.

Este efecto de sensibilizacion previa, observado entre los dias 15 y 20 posteriores a la
aplicacion de la PPD, consiste en una intensificacion de la respuesta humoral, que incrementa
la concentracion de anticuerpos circulantes especificos contra M. bovis. Diversos estudios han
evidenciado que la recoleccion de suero en este intervalo permite una mayor sensibilidad de
las pruebas seroldgicas, posibilitando la deteccion de animales que, aun estando infectados,
presentan resultados negativos a la PPD (Casal, 2014; Fontana, 2018; Souza, 2019). Este
fendmeno es especialmente util en contextos como el de Argentina, donde los animales
positivos a la PPD son rapidamente eliminados del sistema productivo, reduciendo las
oportunidades para confirmar la infeccion por métodos complementarios.

En cuanto a los antigenos utilizados en las distintas formulaciones de ELISA, los
principales son proteinas recombinantes especificas como MPB70, MPB83, ESAT-6, CFP-10
y el derivado proteico purificado bovino (PPDB). Fontana (2018) incluy6 estos antigenos en
una prueba validada que alcanz6 una sensibilidad del 74,2 % y una especificidad del 94,9 %,
utilizando sueros recolectados entre los 15 y 20 dias posteriores a la prueba de tuberculina
(PPD). Estos resultados destacan la utilidad de combinar multiples antigenos en la deteccion
serologica de TBB, especialmente en el periodo posterior a la estimulacion con tuberculina
(Fontana, 2018).

Por su parte, Souza (2019) desarrollé un antigeno quimérico recombinante basado en
la fusion de ESAT-6, MPB70 y MPBS83. En este estudio, los sueros fueron recolectados 7 dias
después de la realizacion de una prueba PPD comparativa, permitiendo evaluar la respuesta
inmunoloégica donde la prueba de ELISA report6 una sensibilidad de 79,5% y una especificidad
de 75,5% (Souza, 2019).

Griffa basandose en los hallazgos de Casal (2014), demostré6 una mayor eficacia
diagnostica al aplicar un ELISA comercial entre 1 y 3 semanas después de la prueba de PPD,
de esta manera, adapto este enfoque estratégico para potenciar la respuesta serologica a través
de un posible efecto booster. En su estudio, la prueba ELISA fue aplicada entre los dias 15y
17 posteriores a la PPD, empleando como antigeno una mezcla antigénica derivada de un
extracto de la cepa de referencia ANS. Esta formulacion permitié aumentar la deteccion de
animales infectados, alcanzando una sensibilidad del 83,72% y una especificidad del 95,95%.
Los resultados evidencian la eficacia de este enfoque combinado, destacando la utilidad del
ELISA como herramienta complementaria para mejorar la deteccion de TBB en contextos

donde la PPD presenta limitaciones diagnosticas.
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En conjunto, estos resultados apoyan la utilizacion estratégica del ELISA indirecto
como técnica complementaria a la PPD, especialmente cuando se considera el momento 6ptimo
de recoleccion del suero para aprovechar el efecto booster. Su aplicacion permite no soélo
incrementar la sensibilidad del diagnoéstico, sino también identificar animales infectados que
escapan a la vigilancia oficial, contribuyendo significativamente al control de la TBB en
escenarios de alta prevalencia (Griffa, 2021).

A pesar de estos avances, es importante sefalar que el ELISA indirecto presenta, en
términos generales, una menor sensibilidad que las técnicas que evaluan la respuesta
inmunitaria celular. No obstante, diversos estudios han demostrado que los ensayos serologicos
pueden constituir herramientas auxiliares valiosas, ya que permiten incrementar la deteccion
de animales infectados y favorecer el control de la tuberculosis tanto en especies domésticas
como silvestres (Casal et al., 2017; Thomas & Chambers, 2021). En particular, estos métodos
resultan utiles para identificar animales anérgicos, que no responden adecuadamente a técnicas
inmunologicas basadas en células, por lo que su incorporacién como complemento diagnostico

adquiere especial relevancia.

Ventajas y desventajas

Ventajas:
e Permite evaluar la inmunidad humoral en etapas avanzadas de la enfermedad,
complementandose con pruebas basadas en inmunidad celular (Pollock, 2002).
e Complementa la PPD mejorando su sensibilidad diagndstica (Griffa 2021).

e Permite el procesamiento de grandes cantidades de muestras.

Desventajas:
e Baja sensibilidad en etapas tempranas de la enfermedad (Griffa 2021).
e Variabilidad de sensibilidad y especificidad segun el antigeno utilizado (Souza, 2019).
e Resultados influenciados por el momento de aplicacion respecto a la PPD (Casal,

2014).
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La TBB continua siendo una enfermedad prevalente en numerosos rodeos del pais. Para
su control y saneamiento, la PPD constituye el método de diagnostico estandar, dado que la
enfermedad se encuentra regulada mediante normativa sanitaria nacional. Sin embargo, esta
prueba presenta limitaciones diagnosticas, ya que no siempre permite identificar a todos los
animales verdaderamente infectados, particularmente en casos de anergia o infecciones
avanzadas.

En este contexto, la técnica de ELISA indirecto surge como una herramienta
complementaria de interés. A diferencia de la PPD, que evalia la respuesta inmune celular, el
ELISA se basa en la deteccion de anticuerpos especificos contra M. bovis, es decir, mide la
respuesta inmune humoral. Esta diferencia en el fundamento inmunolégico permite abordar la
infeccion desde otro enfoque y potencialmente mejorar la deteccion de animales infectados que
evaden la prueba oficial.

En este marco, resulta relevante considerar que el presente trabajo también tiene como
objetivo analizar el potencial del ELISA indirecto como herramienta complementaria a la PPD,
evaluando en qué medida su incorporacion podria mejorar la exactitud diagnostica y contribuir
al saneamiento del rodeo. Este enfoque permite discutir el rol del ELISA dentro de estrategias
integradas de control, especialmente cuando la PPD presenta limitaciones para detectar todos
los animales infectados. Resulta importante resaltar que el proposito de la combinacion de
pruebas diagnosticas es mejorar la exactitud del diagnodstico, minimizando la ocurrencia de
falsos positivos y/o negativos.

En el diagnostico de TBB, la combinacion de pruebas PPD-ELISA se puede aplicar
bajo un esquema en paralelo o en serie. En este caso en particular, el TFG propone una
metodologia en serie, utilizando en primera instancia la PPD como prueba estandar y
posteriormente la prueba ELISA. Los animales positivos son eliminados del rodeo, y el ELISA
se utiliza unicamente sobre los animales que resultan negativos. Esto diferencia a la TBB de
otros esquemas en serie, donde solo se reevaluian los positivos de la primera prueba.

Debido a esta dindmica diagnostica, el analisis se centra en el Valor Predictivo Negativo
(VPN), entendido como la probabilidad de que un animal con resultado negativo esté realmente
sano. El enfoque en el VPN permite evaluar como la combinacion PPD-ELISA puede
aumentar la sensibilidad y la especificidad del sistema diagnostico, contribuyendo a reducir la
prevalencia de la enfermedad en el establecimiento.

Se entiende por rodeo SENASA (2012), al conjunto de animales bovinos que coexisten
en un mismo establecimiento, bajo un sistema de produccion determinado. Dicho sistema

define los manejos reproductivo, sanitario y nutricional que se aplican sobre los animales.
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Saneamiento en rodeos lecheros

Con el fin de evaluar el comportamiento diagnostico del ELISA indirecto frente a la
prueba oficial PPD, se analizaron datos proporcionados por un laboratorio de diagnostico
veterinario “Diagnosticos NG”, procedentes de tres unidades de produccion lechera bovina
localizadas en el area de la Cuenca Lechera Central (Santa Fe Centro), provincia de Santa Fe,
Argentina. Monitoreados a lo largo del tiempo, desde noviembre del 2022 hasta mayo de 2025.
Estos rodeos presentan particularidades productivas y sanitarias propias, y fueron evaluados
mediante ambas técnicas, PPD y ELISA indirecto, lo que permitié observar la evolucion de la
prevalencia de TBB en cada caso. A partir de estos datos, se describen brevemente las
caracteristicas de cada rodeo evaluado y, posteriormente, se presentan en forma grafica los
resultados obtenidos, destacando las proporciones de animales positivos detectados por cada
prueba.

Los calculos se realizaron en una cantidad aproximada de animales segtn el grado de
encierre en cada momento de toma de muestra, ya sea aplicacion de PPD o realizacion de toma
de muestra de sangre para serologia.

La PPD se llevo a cabo una vez realizado el protocolo de saneamiento cada 90 dias y a
los 15 dias posteriores se procedio con la toma de muestra de sangre para la determinacion de
anticuerpos mediante la técnica de ELISA indirecto.

A continuacion, se presentan y analizan los resultados obtenidos en tres rodeos bovinos
con diferentes antecedentes sanitarios y grados de avance en el proceso de control de la TBB.
Estos casos permiten contrastar distintas situaciones epidemiologicas y productivas, asi como
evaluar el potencial de la técnica de ELISA indirecto como herramienta complementaria dentro
de los programas de saneamiento.

En este sentido, se describen los siguientes establecimientos: Rodeo 1, correspondiente
a un rodeo problema con alta prevalencia inicial; Rodeo 2, con antecedentes de saneamientos
recientes mediante la prueba de tuberculina; y Rodeo 3, con un largo historial de intervencion

y control sanitario sostenido.

Rodeo 1

Corresponde a un establecimiento identificado como rodeo problema, caracterizado por
presentar una alta prevalencia de TBB estimada en alrededor del 20% al inicio del estudio. A
partir de esta situacion inicial, se implementaron medidas de saneamiento activas, basadas en

la aplicacion sistematica de pruebas diagnosticas, como la PPD y el ELISA indirecto, con el
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objetivo de reducir progresivamente la carga infecciosa del rodeo. Los gréficos
correspondientes reflejan la evolucion de los resultados de ambas pruebas a lo largo del tiempo,
permitiendo visualizar el impacto del proceso de sanecamiento sobre la dinamica de la

enfermedad en el establecimiento (grafico 1).

Grifico 1. Seguimiento del saneamiento en rodeo con alta prevalencia de TBB: A partir de datos
cedidos por Laboratorio “Diagnostico NG”. Cantidad de animales: 450-500 aproximadamente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Rodeo 2

Representa un establecimiento con historial previo de saneamiento, en el cual ya se
habian aplicado estrategias de control basadas en la PPD. Al momento de incorporar la prueba
ELISA indirecto como herramienta complementaria, el rodeo presentaba una prevalencia
intermedia (8-10%) de TBB, lo cual permite observar como esta técnica se integra en un
contexto de control ya iniciado, reforzando el seguimiento y la identificacion de animales
reactores. Los datos graficos permiten analizar el efecto del uso combinado de pruebas en un

rodeo en proceso de saneamiento (Grafico 2).
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Grafico 2. Evolucion del saneamiento en rodeos con historial de PPD: A partir de datos cedidos por
Laboratorio “Diagndstico NG”. Cantidad de animales: 200-300 aproximadamente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Rodeo 3

Corresponde a un establecimiento con una extensa trayectoria en acciones de
saneamiento, donde la prevalencia inicial de TBB era relativamente baja (1%) al momento de
implementar el ELISA. En este caso, el objetivo fue profundizar las acciones de control para
reducir la prevalencia a valores minimos, optimizando la deteccion de animales infectados
residuales mediante el uso complementario del ELISA indirecto. Los datos mostrados en el
grafico 3 reflejan esta etapa avanzada del saneamiento, destacando la utilidad del enfoque

serologico como refuerzo en situaciones de baja carga infecciosa.
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Grafico 3. Evolucion del saneamiento en rodeos con historial sostenido de PPD: A partir de datos
cedidos por “Laboratorio Diagnéstico NG”. Cantidad de animales: 1000-1200 aproximadamente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados obtenidos en los tres rodeos lecheros evidencian que la aplicacion
conjunta de las pruebas PPD y ELISA indirecto ofrece ventajas concretas en contextos
sanitarios diversos. En el rodeo problema, con alta prevalencia de TBB, esta estrategia
contribuy6 a disminuir la carga infecciosa y acelerar el proceso de saneamiento; en el rodeo
con historial de saneamiento, reforzo la deteccion de animales positivos y consolidé el control
ya iniciado; mientras que en el rodeo con baja prevalencia permiti6é identificar animales
anérgicos, fortaleciendo la vigilancia en etapas avanzadas. En conjunto, estos resultados
demuestran que la integracion de ambas pruebas diagnosticas potencia las acciones de control
y saneamiento, resultando util y adaptable a diferentes realidades productivas dentro del sector
lechero.

Saneamientos en rodeos de carne

En este apartado se propone un plan de saneamiento para un rodeo de carne,
perteneciente a un establecimiento ganadero ubicado en la region patagoénica, especificamente
en el Departamento Avellaneda de la provincia de Rio Negro. Se trata de un rodeo con servicio
estacionado, con infraestructura adecuada para la aplicacion de medidas sanitarias (corrales,
manga, registros) y, fundamentalmente, con una predisposicion activa por parte del productor
para avanzar hacia la erradicacion de la TBB.

Con la propuesta de saneamiento, el establecimiento realizo por primera vez la prueba
de PPD, detectando una prevalencia inicial aproximada del 20%, a partir de la cual se establecio

un protocolo de intervencion sanitaria. A partir de este diagnostico, se planted la
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implementacion de un plan de manejo progresivo, que combinara el uso de PPD y ELISA
indirecto como herramientas complementarias, con el objetivo de reducir significativamente la
prevalencia de la enfermedad y avanzar hacia un rodeo libre de TBB.

El manejo reproductivo del establecimiento se organiza mediante un servicio
estacionado en los meses de octubre, noviembre y diciembre para las vacas, mientras que las
vaquillonas ingresan al servicio a los 24 meses, durante los meses de julio y agosto, lo cual
permitid estructurar sanitariamente los lotes con base en categorias y momentos clave del ciclo
productivo.

En funcion de esta dinamica de manejo, se disefid un calendario estratégico de
aplicacion de técnicas diagnésticas, que contemplara los momentos mas adecuados para
realizar las pruebas sanitarias, facilitando la deteccion y eliminacioén de animales positivos, sin
interferir con los eventos productivos criticos como el servicio, el tacto o el destete.

Este esquema de trabajo se presenta como una guia practica de intervencion, adaptada
a las condiciones de produccion locales, y contempla tanto las decisiones técnicas como la
planificacion estratégica necesarias para el saneamiento efectivo del rodeo.

Afo 1 — Inicio del saneamiento (prevalencia inicial: 20%)

1. Marzo - Diagndstico de gestacion.
e Realizacion de PPD a la totalidad del rodeo (vaca y vaquillona que entra a servicio en
julio-agosto).
e Eliminacion del establecimiento de los animales positivos.
e Coincidencia con el diagnostico de gestacion, facilitando la logistica del manejo.
2. Septiembre - Pre-servicio, con ternero al pie.
e Repeticion de PPD a todos los animales (vaca con ternero al pie y vaquillona prefiada).
e Eliminacion del establecimiento de los animales positivos.
e Identificacion y eliminacion de cria hembra de cada vaca positiva, para evitar continuar
con la infeccion en la reposicion.

Afio 2 — Ajuste segun resultados.

Evaluacion en enero: En caso de que la prevalencia se mantenga superior al 10%, se
incorpora una tercera aplicacion anual de PPD, realizada en el mes de enero a vacas y
vaquillonas prefiadas. Esta estrategia se implementa de forma transitoria, hasta alcanzar niveles
de prevalencia inferiores al 10%, con el objetivo de acelerar la deteccion y eliminacion de
animales positivos.

A partir del segundo afio (prevalencia >10%). Se establecen tres puntos de control

anuales:
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e Enero: Control sanitario estratégico utilizando PPD.
e Marzo: Tacto y diagndstico de gestacion.
e Septiembre: Pre-servicio.
En cada control:
e Realizacion de PPD a todo el rodeo.
e Eliminacion de animales positivos a PPD.
e Identificacion y eliminacion de cria hembra de cada vaca positiva, la cual no se deja
para reposicion.
Reduccion de prevalencia (<10%) e incorporacion de ELISA.
e Incorporacion de ELISA indirecto como técnica complementaria cuando la prevalencia
de TBB descienda por debajo del 10%.
e Realizacion de ELISA a las vacas, a los 15 dias posteriores a cada PPD.
e No se realiza ELISA en vaquillonas, ya que no esta recomendada en animales jovenes
que aun podrian no haber desarrollado anticuerpos contra la enfermedad.
e [Esta estrategia se mantiene de manera rutinaria en cada ciclo diagnodstico, hasta alcanzar
prevalencias inferiores al 1% o la ausencia de positivos en diagndsticos consecutivos.
En la Imagen 11 se esquematiza la evolucion esperada del proceso de saneamiento del
rodeo. Segun este modelo, el programa podria extenderse por aproximadamente cinco afios,
partiendo de una prevalencia inicial cercana al 20 %. Se proyecta una reduccion progresiva,
alcanzando alrededor del 5 % hacia el tercer afio y valores inferiores al 1 % al finalizar el quinto
afio. Esta evolucion refleja el impacto acumulativo de las pruebas sucesivas de PPD y la
incorporacion del ELISA indirecto como herramienta complementaria para acelerar la
deteccion y eliminacion de animales infectados.
Ademas, lo realizado en este establecimiento podria llevarse a cabo sin mayores
dificultades a otros rodeos de la zona que tengan un manejo y una situacion sanitaria parecida,
siempre que se mantenga un esquema ordenado de diagndsticos y un seguimiento constante

del plan de saneamiento.
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Diagnostico inicial PPD:
20% de prevalencia de TBB

Se elimina todo animal positivo

Se identifica toda ternera de
madre positiva para eliminar

Ano1

Evaluacion segun
resultados:
Si la prevalencia >10% PPD
estrategica en enero

Ao 2
Se espera una prevalencia < al
10%.

En este caso se empiezaa
aplicar el ELISA ind.

Ano 3

Y=

Saneamiento avanzado
Prevalencia estimada 3-5%

Mantenimiento y vigilancia
prevalencia estimada de 0-1%

y

Anho 5

ler diagnostico PPD:
marzo (tacto) totalidad del
rodeo
2do diagnostico PPD:
Septiembre (pre-servicio) a
totalidad del rodeo 1

Resultado esperado:
Reduccion al 16-17%

Marzo ler o 2do diagnostico de
PPD (segun prevalencia)

2do o 3er diagnostico PPD:
septiembre a totalidad del rodeo

Eliminacién de positivos en
ambas pruebas

Marzo ler PPD (Totalidad de rodeo):
a los 15/20 dias se realiza ELISA ind
solo a vacas

Septiembre 2da PPD a (Totalidad
de rodeo) a los 15/20 dias se
realiza ELISA ind solo a vacas

Marzo ler PPD (Totalidad de rodeo):
alos 15/20 dias se realiza ELISA ind
solo a vacas

Septiembre 2da PPD a (Totalidad
de rodeo) a los 15/20 dias se
realiza ELISA ind solo a vacasd

Marzo ler PPD (Totalidad de rodeo):
a los 15/20 dias se realiza ELISA ind
solo a vacas

Septiembre 2da PPD a (Totalidad
de rodeo) a los 15/20 dias se
realiza ELISA ind solo a vacas

Imagen 11: Plan de erradicacion TBB en rodeo de carne. Fuente: propia.




CONCLUSIONES

A lo largo del presente TFG se ha analizado la técnica de ELISA indirecto como una
herramienta diagnostica complementaria para la deteccion de TBB tanto en rodeos lecheros
como de carne. Si bien la PPD contintia siendo el método de referencia, multiples autores
coinciden en que el uso del ELISA como complemento permite aumentar la sensibilidad
diagnostica, especialmente en animales en etapas avanzadas de infeccion o con respuestas
inmunitarias comprometidas.

Entre las principales ventajas del ELISA se destacan su caracter no invasivo, la
posibilidad de implementacion de muestreos masivos y su potencial para acortar los tiempos
de saneamiento al detectar animales que podrian pasar desapercibidos con el método
tradicional. Esto representa una herramienta estratégica, sobre todo en rodeos donde la
persistencia de animales positivos impide avanzar hacia un rodeo libre de TBB.

A su vez, la implementacion requiere un laboratorio con capacidad técnica adecuada,
personal entrenado y una logistica organizada para el muestreo y transporte de las muestras,
elementos que no siempre estan disponibles en regiones alejadas o de baja densidad ganadera,

como ocurre en algunas zonas de la Patagonia.

La incorporacion del ELISA indirecto debe considerarse dentro de un enfoque integral
de control y erradicacion, especialmente en establecimientos donde la PPD por si sola no ha
logrado resultados satisfactorios. Su aplicacion estratégica, acompafiada por un plan sanitario
bien estructurado, una adecuada planificacion y el compromiso del equipo de trabajo, permite
acelerar los tiempos de saneamiento y disminuir el impacto productivo de la enfermedad.

Asimismo, la adopcion del ELISA indirecto como herramienta complementaria a la
técnica de PPD representa una oportunidad para fortalecer las estrategias diagnosticas y reducir
la persistencia de animales positivos en los rodeos. Para alcanzar resultados sostenibles, sera
fundamental generar confianza entre los actores del sistema productivo y continuar evaluando
su desempefio en distintos escenarios. De este modo, el uso combinado de ambas metodologias
diagndsticas no solo contribuye a mejorar el estatus sanitario, sino que también potencia la

eficiencia y competitividad del sector ganadero a mediano y largo plazo.
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