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RESUMEN

Se procesaron pooles de leche mediante un ELISA in-
directo para el diagnóstico de paratuberculosis bovina. 
Los objetivos fueron establecer las características ope-
rativas de un ELISA indirecto en leche, determinar el ta-
maño de pool a utilizar, calcular la prevalencia aparente 
mediante pooles y evaluar los costos operativos de su 
aplicación. Se procesaron 167 muestras de leche en for-
ma individual y posteriormente en 42 pooles totales (41 
pooles de 4 y 1 pool de 3 muestras), 11 de los cuales re-
sultaron positivos al ELISA. El punto de corte estimado 
maximizando sensibilidad y especificidad fue del 60% 
de positividad para el ELISA en pooles y del 70% para el 
ELISA individual. Siendo para un mismo punto de corte 
del 70% la sensibilidad 76,92% y 45,45%, la especifici-
dad 92,21% y 93,55% en el ELISA individual y en pooles 
respectivamente. La prevalencia aparente obtenida por 
aislamiento en materia fecal fue de 7,80%, la calculada 
a partir de la implementación de pooles de leche fue de 
7,31%. El uso de los pooles permitió reducir en un 75% 
el número de pruebas; las determinaciones realizadas 
fueron un 52,7% respecto al total (88, pooles + repeti-
ciones) lo cual nos permitiría ahorrar 47,3% del costo 
operativo. Esta alternativa de procesamiento reduciría 
el número de determinaciones, costos y sería útil en el 
saneamiento o conocimiento del estatus epidemiológico 
del establecimiento lechero bajo estudio.

Palabras clave: ELISAi en leche; Paratuberculosis; pool 
de muestras de leche

ABSTRACT

Milk pools were processed using an indirect ELISA for 
the diagnosis of bovine paratuberculosis. The objec-
tives were to establish the operational characteristics 
of an indirect ELISA in milk, determine the pool size to 
be used, calculate the apparent prevalence using pools 
and evaluate the operational costs of its application. A 
total of 167 milk samples were processed individually 
and subsequently in 42 total pools (41 pools of 4 and 1 
pool of 3 samples), 11 of which were positive by ELISA. 
The estimated cut-of f point maximizing sensitivity and 
specificity was 60% positivity for the ELISA in pools 
and 70% for the individual ELISA. For the same cut-of f 
point of 70%, the sensitivity was 76.92% and 45.45%, 
and the specificity 92.21% and 93.55% for the individual 
and pool ELISA, respectively. The apparent prevalence 
obtained from isolation in fecal material was 7.80%, the 
one calculated from the implementation of pools was 
7.31%. The use of milk pools allowed a 75% reduction 
in the number of tests, the determinations per formed 
were 52.7% of the total (88, pools + repetitions), which 
would allow us to save 47.3% of the operating cost. 
This processing alternative would reduce the number 
of determinations, costs and would be useful in the sa-
nitation or knowledge of the epidemiological status of 
the dairy under study.

Keywords: ELISAi in milk; Paratuberculosis; milk sample 
pooling

INTRODUCCIÓN

La paratuberculosis (PTBC) es una enfermedad 
entérica infecciosa crónica, su agente etiológico es 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map). 
Afecta a rumiantes y cérvidos. En bovinos produce una 
ileocolitis granulomatosa difusa, los signos clínicos 
incluyen diarreas, edemas en zonas declives, caquexia y 
muerte, a nivel productivo pérdida de peso y disminución 

en la producción láctea1,2. Con un período de incubación 
de dos a ocho años, la categoría más susceptible a la 
infección con Map son los terneros menores de un 
año de edad. Su principal vía de transmisión es fecal-
oral, aunque también está descripta la vía vertical y la 
diseminación a través del calostro y leche3,4. 

En Argentina la PTBC se encuentra ampliamente 
distribuida. En rodeos lecheros de la cuenca del Salado, 
provincia de Buenos Aires, se estimó una seroprevalencia 
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predial del 81% e individual entre 5 y 15,7%5. El grupo 
del CEDIVE-Chascomús estimó en rodeos lecheros una 
seroprevalencia predial de 78,8% e individual de 13%6. 

Por su fácil obtención y características diagnósticas, 
las muestras de leche son cada vez más utilizadas para 
detectar la presencia de anticuerpos (Ac) contra Map. Si 
bien la concentración de los Ac presenta modificaciones 
a lo largo de la lactancia7,8, se ha demostrado en 
estudios previos una correlación positiva entre el ELISA 
indirecto (ELISAi) en suero sanguíneo (ELISAi-S) y el 
ELISA indirecto en leche (ELISAi-L) para el diagnóstico 
de PTBC9 con un índice kappa de 0,695 (p= 0,017)7,9,10. 
Como antecedentes en el uso de pooles en serologías 
podemos mencionar su aplicación en patologías 
como SIDA11, Chlamydia trachomatis, hepatitis B, y 
virus de papiloma, en humanos12. Pooles de leche y 
suero sanguíneo se han aplicado en el diagnóstico de 
diversas enfermedades en bovinos como lo son leucosis 
enzoótica bovina13, diarrea viral bovina14 y Salmonella 
dublin15. Originalmente para el diagnóstico de PTBC el 
uso de pooles fue aplicado al cultivo de materia fecal16, 
también se ha empleado en ELISAi-L17,15, ELISAi-S18, 
ELISA en leche de tanque19-21 y en pruebas moleculares 
(PCR y qPCR)18,20,21. Si bien existen publicaciones en las 
que mediante ELISAi en pooles de suero sanguíneo se 
han obtenido altas tasas de resultados falsos positivos18, 
la implementación de pooles tiene como finalidad 
disminuir el número de determinaciones y costos22,23, 
manteniendo las características operativas de la prueba 
dentro de rangos aceptables, siendo útil tanto para 
el establecimiento de estatus epidemiológico de la 
enfermedad en el tambo, como para su saneamiento. 

Los objetivos de este trabajo fueron establecer 
las características operativas de un ELISA indirecto, 
“in house” para el diagnóstico de Map en pooles de 
leche (ELISAip-L), determinar el número adecuado 
de muestras de leche individuales por pool, calcular 
la prevalencia aparente mediante pooles, evaluar los 
costos operativos y su potencial reducción.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se trabajó con un total de 167 muestras de materia 
fecal y leche individuales de hembras bovinas de raza 
Holando Argentino en lactancia, pertenecientes a un 
tambo que presenta la enfermedad de forma endémica, 
con estimaciones previas de prevalencia aparente del 
6% y real del 7%28, ubicado en el partido de Chascomús 
provincia de Buenos Aires, Argentina (35°45’27’’ Sur/ 
58°03’20’’ Oeste). Los procedimientos realizados en 
estos animales fueron aprobados por CICUAL, Facultad 
de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La 
Plata, protocolo: 83-4-18T.

Muestras de materia fecal, análisis microbiológico y 
molecular.

Las muestras de materia fecal se tomaron con bolsas 
de polietileno en forma individual desde el recto. Se 
descontaminaron 2 gramos de materia fecal por el 
método de la doble incubación, con cloruro de hexadecyl 
pyridinium (Sigma Aldrich®, Darmstadt, Alemania) al 
0,75% y una mezcla de antibióticos compuesta por 
vancomicina, ácido nalidíxico y nistatina24 y luego se 
inoculó en medio líquido M7H9 (BD®, Sparks, USA) 
suplementado con yema de huevo y micobactina J25,26 
(Allied Monitor®, Fayette, USA). Estos cultivos se 
observaron semanalmente mediante tinción de Ziehl 
Neelsen, durante un período no menor a 2 meses, 
se consideraron positivos aquellos cultivos en los 

que se encontraron bacilos ácido alcohol resistentes 
(BAAR) en forma de ovillos o nidos. Para darle identidad 
a los aislamientos se repicaron en medio de Herrold 
suplementado con micobactina J (Allied Monitor®, 
Fayette, USA) a fin de evitar la yema de huevo como 
inhibidor de la PCR, se realizó extracción por ebullición/
congelación y PCR punto final, tomando como diana el 
segmento de inserción IS900. Los primers utilizados 
fueron: (F) 5 ’- GATCGGA ACGTCGGCTGGTCAGG -3 ’; 
(R) 5’- GATCGCCTTGCTCATCGCTGCCG-3’27; la DNA 
Polimerasa BIOLINE® (Londres, Reino Unido) y el 
termociclador Evo MPI M02® (La Plata, Argentina).

Muestras y serología
Las muestras de leche fueron obtenidas de los cuatro 

cuar tos mamarios en un volumen f inal de 50 mL por 
vaca. Se centr ifugaron a 2500 rpm 30 minutos, para 
usar la fase acuosa. Se establecieron los parámetros 
de esta prueba, util izando como referencia el ELISA 
Guidebook, de acuerdo con el método de “ tablero 
de ajedrez”29. Se f i jaron las siguientes diluciones de 
1:10 para las muestras, 1:960 para el Ag y 1:5000 
para el conjugado. Se ejecutó el protocolo de ELISA 
util izado por Alvarado Pinedo y col.6, pero con las 
diluciones de trabajo previamente mencionadas; 
primero en forma individual (ELISAi-L) y luego en 
pooles, de esta manera se conocía de antemano que 
pool contenía un individuo ELISAi-L positivo. Como 
control positivo (C+) se util izó leche proveniente de 
un individuo con resultado positivo al test de ELISA en 
suero y aislamiento fecal de Map. Para el cálculo del 
porcentaje de positividad (p%) a par tir de la densidad 
óptica (D.O) se util izó la siguiente formula: [(D.O 
de la muestra- D.O del control negativo) / (D.O del 
control positivo- D.O del control negativo)]*100. Se 
consideraron positivas las muestras con un porcentaje 
de positividad superior al 70%.

Análisis estadístico
Luego de la obtención de los p% mediante ELISAi-L y 

ELISAip-L, se calcularon las características operativas 
de ambos ELISAs, utilizando software R Core Team 
versión 4.0.2 (2020-06-22)30, paquete pROC31. Se 
tomaron como casos (1) los cultivos positivos y como 
controles (0) los cultivos negativos; para la alternativa 
en pooles se tomó como caso el pool que contenía como 
mínimo un individuo con cultivo positivo. El punto de 
corte del ELISAi-L y del ELISAip-L se calculó mediante 
la función “coords” la cual tiene como argumento el 
índice de Youden32. El número de muestras por pool se 
determinó utilizando la siguiente formula extraída de 
Williams12: P1= 1-(1- P0)

 ˄S1, siendo P1 la probabilidad 
de pooles que teóricamente resultarían positivos (pool 
prevalencia), P0 la prevalencia en muestras individuales 
(0,078) y S1 número de muestras por pool. Se realizaron 
los cálculos para 2, 3, 4, y 5 muestras por pool (S1) 
y se seleccionó aquel tamaño de pool que permitiría 
procesar la menor cantidad de muestras. Determinado 
el tamaño del pool, se calculó la cantidad de pooles 
dividiendo el total de muestras por S1. Se conformaron 
pooles de manera aleatoria, utilizando Microsoft Excel 
(Microsoft of f ice® profesional plus 2019), mediante las 
funciones “aleatorio”, “jerarquía” y “buscar”. Para la 
conformación de los pooles se utilizó 100 µL de cada 
muestra individual. La prevalencia aparente a través 
de los pooles (P), se estimó con la fórmula: P= 1-(1-
X/M) ^1/S1, donde X es el número de pooles positivos, 
M pooles testeados y S1 es el número de muestras por 
pool33.
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RESULTADOS

De 167 muestras de materia fecal analizadas mediante 
cultivo, 13 resultaron BAAR positivas y 154 sin desarrollo, 
las cuales fueron consideradas como negativas o no 
detectables mediante el cultivo, al menos durante este 
muestreo, teniendo en cuenta que la eliminación de Map 
podría ser intermitente en individuos subclínicos. Todos 
los aislamientos fueron confirmados mediante PCR 
IS900. 

En las 167 muestras de leche procesadas mediante 
ELISAi-L individual resultaron 25 positivas y 142 
negativas; para el ELISAip-L de 42 pooles (M), 11 dieron 
positivos (X) y 31 negativos. El análisis ROC arrojó un 
AUC de 89% con un IC 95% (78,51%-99,96%) y una 
potencia de 0,99 para el ELISAi-L individual, y un AUC 
de 83% con un IC 95% (65,75%-100%) y una potencia de 
0,95 para el ELISAip-L. Mediante el estadístico DeLong 
test no se observaron diferencias significativas entre 
ambas AUC (p= 0,53).

 Para un mismo punto de corte de 70% en el ELISAi-L 
individual la sensibilidad (Se) fue de 76,92% con IC 95% 

(54-100%) y la especificidad (Sp) 92,21% con IC 95% 
(88-97%) y en el ELISAip-L la Se fue de 45,45% con IC 
95% (18-73%) y la Sp 93,55% con un IC 95% (84-100%). 
Para el ELISAip-L maximizando Se y Sp el punto de corte 
obtenido fue del 60%, siendo para el mismo la Se 81,81% 
con IC 95% (54-100%) y Sp 87,10% con IC 95% (74-96%). 

Se seleccionó el tamaño de pool de 4 muestras 
individuales que permitiría procesar el menor número 
de determinaciones (Tabla 1). La prevalencia aparente 
calculada a través de aislamientos de Map fue de 7,8%; 
la obtenida a partir de la implementación de pooles de 4 
muestras mediante la fórmula: P= 1-(1-X/M) ^1/S1 fue de 
7,31%. Con el uso de ELISAip-L inicialmente se permite 
reducir el número de pruebas en un 75%, es decir de 
167 muestras individuales totales se procesan solo 42 
pooles. En total las determinaciones serían 88 entre 
pooles y repeticiones individuales de los pooles positivos, 
lo que equivale al 52,69% de 167 muestras. Teniendo en 
cuenta que el ELISAi tiene un costo de aproximado de 
2.45 USD (Cotización obtenida a partir del valor del dólar 
estadounidense, en el Banco Central de la República 
Argentina (BCRA) y el precio de lista unitario del ELISA 

PTBC en el laboratorio CEDIVE-FCV-UNLP, equivalente 
a $224 argentinos a la fecha: 25/02/2021) procesar el 
52,69% de las muestras, nos permitiría ahorrar 47,3% del 
costo (193.57 USD) (Tabla 2).

DISCUSIÓN

Los niveles de AUC obtenidos para ambos ELISAs están 
por encima del 80%, siendo clasificados como test con 
buena capacidad diagnóstica34, si bien la propuesta de 
este trabajo sería realizar en primer término el ELISAip-L 
y posteriormente ELISAi-L, ambas curvas ROC no 
difieren significativamente entre sí (p=0,53) evidenciando 
que el ELISAi-L y ELISAip-L tienen potencial para el 
diagnóstico de PTBC.

La Sp calculada para el ELISAi-L es similar a las 
descriptas en Tiwari y col.35 y en la revisión realizada Slana 
y col.36, nuestro trabajo no incluyó un establecimiento 
seronegativo a PTBC, por lo cual probablemente la 
especificidad se encuentre sesgada.

Mathevon y col.18 desestimaron el uso del ELISA PTBC 
en pooles de suero, debido a la obtención de una alta 
tasa de falsos positivos; la leche como matriz diagnóstica 
tiene como ventaja sobre el suero poder agruparse 

con menor probabilidad de obtener resultados falsos 
positivos, su concentración de anticuerpos es entre 50 
a 100 veces menor que la del mismo37, lo que se traduce 
en una amplitud de D.O mayor entre resultados ELISAs 
positivos y negativos. 

La prevalencia individual influye en la sensibilidad del 
ELISA en leche para Map17, Lavers y col. evidenciaron 
al utilizar pooles de leche que la sensibilidad disminuye 
cuando también lo hace la prevalencia, por el contrario, 
y en coincidencia con nuestro estudio la especificidad se 
mantuvo alta en general. Para el punto de corte de 70% 
la Se estimada utilizando ELISAip-L fue menor que en el 
ELISAi-L individual, en cuanto a los valores de Sp fueron 
similares para ambas alternativas. 

Se calculó el número de muestras por pool en base a la 
prevalencia (P0), al número de individuos y se seleccionó 
el tamaño de 4 muestras, el cual permitiría el mayor 
ahorro y la menor cantidad de determinaciones totales, 
en futuros trabajos se podrían incluir en el cálculo puntos 
de corte alternativos que maximicen la Se y Sp con el 
fin de ajustar en base a estos parámetros el tamaño de 
pool, disminuyendo la probabilidad de resultados falsos 
negativos, tal como fue realizado por Mathevon y col.18 y 
Lavers y col.17

Tabla 1. Cálculo para conocer el total de muestras a procesar (pool + repeticiones) en base a la prevalencia (P0) y número de mues-
tras por pool (S1) y la pool prevalencia (P1).

Muestras pool (S1)  2  3  4  5

prevalencia(P0) 0,078

Pool prevalencia(P1) 0,15 0,22 0,28 0,33

n° de muestras 167

Cantidad de pooles 83,5 56 41,75 33,4

Repeticiones 25 36 46 56

Total, a procesar 108,5 92 88 89
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Como se puede apreciar en la Tabla 2, pudimos 
evidenciar que a medida que aumenta el número de 
muestras por pool, y la prevalencia (P0), disminuye el 
ahorro económico, la diferencia entre P0 y P es mayor, 
lo cual podría interpretarse como una disminución de la 
sensibilidad analítica al aumentar el número de muestras 
por pool, en concordancia con lo descripto por Græsbøll 
y col.15.

Para implementar el uso de pooles se debería tener en 
cuenta la prevalencia crítica a partir de la cual deja de ser 
un método ventajoso como describe Williams12, ya que 
si en lugar de una prevalencia de 7,8% tuviéramos una 
entre el 20-30% al no generarse ningún tipo de ahorro 
y perder capacidad diagnóstica la alternativa individual 
volvería a ser la elección (Tabla 2). 

Evaluar el desempeño del ELISAip-L en la determinación 

Tabla 2. Variación en el costo y en el ahorro aproximado en la implementación de ELISAip-L según el número de muestras a pro-
cesar, la prevalencia obtenida en función de la sisa del pool y de la prevalencia individual. (Ejemplo hipotético de 100 muestras 
individuales. Costo unitario 2,45 dólares*).

S1 P0
Muestras
Totales N P Costo pool

(USD) Ahorro Ahorro
(USD)

2 5% 60 100 4,9% 147,0 40% 98,0

8% 65 100 7,7% 159,3 35% 85,8

15% 78 100 13,9% 190,5 22,25% 54,5

20% 86 100 18,0% 210,7 14% 34,3

30% 101 100 25,5% 247,5 -1% -2,5

3 5% 48 100 4,7% 116,6 52,41% 128,4

8% 55 100 7,4% 135,9 44,54% 109,1

15% 72 100 12,9% 176,2 28,08% 68,8

20% 82 100 16,3% 201,2 17,87% 43,8

30% 99 100 21,9% 242,6 1% 2,4

4 5% 44 100 4,6% 106,7 56,45% 138,3

8% 53 100 7,1% 130,7 46,64% 114,3

15% 73 100 12,0% 178,3 27,21% 66,7

20% 84 100 14,8% 205,9 15,96% 39,1

30% 101 100 19,0% 247,4 0,99% -2,4

5 5% 43 100 4,5% 104,4 57,38% 140,6

8% 54 100 6,8% 132,5 45,91% 112,5

15% 76 100 11,4% 185,3 24,38% 59,7

20% 87 100 13,4% 213,7 12,77% 31,3

30% 103 100 16,6% 252,8 0% -7,8

S1= muestras por pool, P0= prevalencia, muestras totales= pooles + repeticiones, N= muestras individuales, 
P= prevalencia aparente estimada a través de pooles, (USD)= dólares, Ahorro= expresado en porcentaje (%).

* Cotización obtenida a partir del valor del dólar estadounidense, en el Banco Central de la República Argentina 
(BCRA) y el precio de lista unitario del ELISA PTBC en el laboratorio CEDIVE-FCV-UNLP, equivalente a $224 
argentinos a la fecha: 25/02/2021)
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del estatus epidemiológico del rodeo, implicaría trabajar 
con un mayor número de establecimientos, tanto los 
antecedentes previos del cálculo de la prevalencia 
en el establecimiento lechero bajo estudio28 y los 
realizados mediante pooles en este trabajo no dif irieron 
significativamente, siendo este hallazgo alentador para 
futuros trabajos.

Si bien los actuales métodos diagnósticos de PTBC no 
son de ninguna manera reemplazables unos por otros, 
sino complementarios, la alternativa en pooles de leche 
y posterior análisis individual de los pooles positivos nos 
permitió una reducción significativa de la cantidad de 
determinaciones y costos de procesamiento, mostrando 
un desempeño aceptable como herramienta diagnóstica. 
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