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Objetivo

nValoración de un test ELISA en condiciones
de campo y su posible aplicación en las cam-
pañas de erradicación de la tuberculosis
bovina en Asturias.

Resultados

Para llevar a cabo este objetivo se seleccio-
n a ron 51 rebaños durante el año 2000 y 43
durante el año 2001, que re p re s e n ta ron, re s-
pectivamente, el 42,3% y el 45,5% de todos los
rebaños que durante la campaña de sa n e a m i e n-
to tuvieron algún animal reaccionante a la prue-
ba de la tuberculina, lo que supuso la re c o g i d a
de 2.561 muestras de sa n g re. Las muestras se
t o m a ron entre los 14 y 18 días post e r i o res a la
i n t r a d e r m o - t u b e rculinización (IDTB). En el ELIS A
se emplearon los antígenos PPD (Purified Protein
De r i v a t i v e ) bovina frente a M. bo v i s, PPDa v i a r
f rente a antígenos del complejo M. avium y
PPDa v i a r-3 frente a M a. paratuberculosis. Entre
dos a tres meses después de haber realizado el
ELISA, se realizó una segunda IDTB con PPD
bovina en 77 rebaños, de los cuales a 9 se les
realizó también la IDTB comparada con PPDa v i a r.

Tanto la primera IDTB como la segunda, fue re a-
lizada por los equipos de sa n e a m i e n t o .

La infección tuberculosa se confirmó en el
27,65 % de los rebaños. En el 19,14% de los
casos el ELISA resultó totalmente negativo y el
53,21 % restante, se corresponde con  reac-
ciones cruzadas con micobacterias del com-
plejo M. avium, lo que en principio viene a con-
firmar que cuando la prevalencia de la infec-
ción decrece notablemente, como es el caso
de Asturias (0,5% de reaccionantes), comenza-
rían a hacerse más evidentes e importantes
p ro p o rcionalmente las reacciones cruzadas
con otras micobacterias, principalmente del
grupo avium. Las reacciones cruzadas con M.
avium paratuberculosis fueron el 11,7 % de los
casos, y la infección concomitante de esta mi-
cobacteria con la infección tuberculosa fue del
10,63 %, lo que resultó en conjunto una pre-
valencia de la paratuberculosis para los anima-
les reaccionantes a la IDTB del 22,33%.

La segunda IDTB con PPD bovina resultó
positiva en 14 rebaños y con la PPDaviar en 2
rebaños. Hay que destacar que la IDTB sola-
mente pudo realizarse en los animales que pre-
viamente habían resultado negativos a la IDTB,
dado que todos los reaccionantes ya habían
sido sacrificados. De los 14 rebaños IDTB posi-
tivos, 6 habían resultado al ELISA con reaccio-
nes cruzadas con otras micobacterias, de la
misma forma que los 2 rebaños reaccionantes
a la PPDaviar. Los 8 rebaños restantes fueron
interpretados al ELISA como positivos a tuber-
culosis. De los 61 rebaños IDTB negativos
nueve habían resultado positivos a tuberculosis
en la prueba ELISA.

En resumen, creemos que el test tiene utili-
dad práctica como prueba complementaria a la
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IDTB, siendo eficaz para detectar las reaccio-
nes cruzadas con otras micobacterias del
grupo M. avium, especialmente M. a. paratu -
berculosis. No obstante, se encontraron algu-
nas contradicciones entre los resultados del
test y la IDTB, como es el caso de los nueve
rebaños claramente positivos al test y poste-
riormente negativos a la IDTB. En futuros ensa-
yos sería conveniente hacer un seguimiento de

estos rebaños, repitiendo éstas y otras pruebas
complementarias, como la realización de análi-
sis anatomo-patológicos de los animales sacri-
ficados en el matadero, y así valorar con más
información los resultados obtenidos. Es de
destacar que tanto en la primera como en la
segunda IDTB no se utilizó el cutímetro para
realizar la lectura, lo que pudo haber influido en
una falta de sensibilidad de la IDTB. 
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Objetivos

nPuesta a punto de un ensayo ELISA basado
en un antígeno recombinante o en su defec-
to en otros obtenidos por métodos conven-
cionales, con el fin de sustituir a la técnica de
la fijación del complemento (FC).

nOptimización de un western blot (WB) para
determinar los polipéptidos más idóneos
para diferenciar las reacciones cruzadas con
o t ros mycoplasmas, especialmente M y c o -
plasma bovis.

Resultados

Cultivo y producción de

antígenos de Mycoplasma

spp.

Los antígenos fueron obtenidos a partir de
las células lavadas y centrifugadas de M .
m y c o i d es subespecie m y c o i d es (cepas de
campo aisladas en Asturias) y de M. bo v i s y M .
c a p r i c o l u m cedidas por el Laboratorio de
Re f e rencia para mycoplasmas de Lisboa. Se
o b t u v i e ron cuatro tipos de antígenos: El A-1,
realizado mediante cinco periodos de sonica-
ción de un minuto cada uno. El A-2, obtenido
mediante tratamiento con calor a 121ºC du-
rante 20 minutos. El A-3, obtenido por pre -
c i p i tación en frío con tres volúmenes de eta n o l
durante 24 horas. El A-4, que se trató de
un antígeno recombinante obtenido median-
te técnicas moleculares (realizado en la Uni-
versidad de Oviedo). El A-5, que fue obte-
nido mediante sonicación de células de
M. capricolum. 




