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RESUMEN 
 
Mycobacterium bovis es el agente causal de la tuberculosis (TB) bovina; en los últimos 

años la incidencia de la enfermedad ha ido incrementándose alrededor del mundo, 

debido a ello es necesario la aplicación de estrategias más efectivas de control. Esto 

involucraría la  aceptación de un programa de vacunación, conjuntamente con el 

establecimiento de pruebas de diagnóstico que permitan diferenciar animales vacunados 

de infectados. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia de la vacuna BCG 

Phipps recombinante para la prevención de la tuberculosis bovina en becerras de 6-30 

días de edad en una explotación lechera con 50% de prevalencia de la enfermedad, que 

contaba en el momento de realizar el estudio con 365 becerras de diferentes edades de la 

raza  Holstein-Friesian, empleándose para este estudio solo 20 becerras negativas a la 

enfermedad, que se dividieron en 2 grupos. Aunque prácticamente el total de becerras 

de la explotación fueron inoculadas con diferentes inmunógenos para la prevención de 

la enfermedad, dentro de ellos el extracto proteico de filtrado de cultivo (CFPE) de 

Mycobacterium bovis, la vacuna recombinante BCG cepa Phipps y una recombinante de 

Mycobacterium vaccae, ambas con el gen inserto de la proteína PstS-1 de 38 kDa, 

involucrada en la incorporación de fósforo inorgánico por la micobacteria. Solo se dio 

seguimiento de la cinética de la respuesta inmune inducida por la vacuna BCG cepa 

Phipps en 10 becerras vacunadas con 10 4
 
UFC de la recombinante de BCG y 10 

becerras permanecieron como control sin vacunar. Se obtuvieron muestras de sangre de 

los animales durante el primer mes cada quince días y posteriormente cada mes durante 

seis meses, para evaluar la respuesta inmune celular mediante la producción de IFN-γ en 

cultivos de sangre completa empleando los antígenos PPD bovino, PPD aviar y ESAT-6 

(Bovigam Test CSL), y determinar los niveles de anticuerpos mediante una ELISA 

comparativa empleando el CFPE de Mycobacterium bovis y Mycobacterium avium. 

Durante los diferentes muestreos se tomaron muestras de exudado nasal para intentar el 

aislamiento de M. bovis empleando el medio de cultivo Stonebrink. A los 20 animales 

se les aplicó la prueba de tuberculina simple y doble comparativa a los 9 y 11 meses. 

Los resultados de producción de IFN-γ muestran incrementos de la citocina en 

diferentes periodos de tiempo para el grupo vacunado en los cultivos estimulados con 

PPD bovino, los cuales fueron significativos a los 120 y 150 días post vacunación 1.1 y 

1.7 DO, respectivamente (p < 0.05). Mientras que en el grupo control se observó solo un 

incremento significativo de IFN-γ con este antígeno a los 90 días. Con el PPD aviar los 



dos grupos mostraron un aumento importante pero no significativo de la citocina a los 

60 días. En presencia de ESAT-6 se observó una respuesta transitoria en ambos grupos. 

Con respecto a la respuesta humoral, esta fue heterogénea para ambos grupos sin llegar 

a ser significativa en los primeros meses para los antígenos de M. bovis, no obstante 

hubo un incremento significativo para el grupo vacunado a los 150 días, en tanto que, el 

grupo control tuvo un valor significativo a los 180 días. Los resultados de 

tuberculinización en el grupo de BCG señalan que ningún animal fue reactor en la 

primera, y solo un animal resultó sospechoso en la segunda tuberculinización. Con 

respecto al grupo control se obtuvieron resultados similares al grupo vacunado.  Si 

consideramos que la reactividad es debida a una posible infección por cepas de M. bovis 

de campo, podemos inferir que al momento de las evaluaciones ninguno de los animales 

se encontraba infectado, lo cual se corrobora por el hecho de no haber tenido 

aislamientos de la micobacteria en los diferentes muestreos realizados. Los resultados 

de producción de IFN- y niveles de anticuerpos señalan la inducción de una baja 

respuesta a los antígenos de M. bovis en los animales inmunizados en comparación con 

los animales sin vacunar; no obstante, durante el periodo evaluado no hubo 

sintomatología alguna, ni recuperación de cepas patógenas de M. bovis que indicara un 

proceso infeccioso. Los resultados obtenidos hasta ahora no muestran diferencias claras 

en los parámetros considerados para la evaluación de la vacuna, no obstante ninguno de 

los animales de ambos grupos muestra signos de infección, por lo que se contempla el 

seguimiento de ellos hasta la etapa productiva en la que se espera pueda existir una 

mejor definición de su comportamiento inmune o resistencia a la infección. Por otro 

lado los resultados de tuberculinización en el área de recría del establo mostraron una 

reducción de la incidencia de la enfermedad del 32% al 3.7%, lo que señala un beneficio 

del empleo de estas vacunas en la resistencia a la enfermedad en el área de recría.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

 

La tuberculosis en el ser humano continua siendo una de las principales causas de 

infección y muerte alrededor del mundo y, aun cuando ha sido declarada una 

emergencia global por la Organización Mundial de la Salud (OMS) los números de 

casos siguen aumentando (1). Hoy en día, la tuberculosis se ha identificado como la 

principal causa de muerte en individuos infectados con el virus de VIH esto es debido a 

la supresión del sistema inmune por ambas enfermedades VIH y tuberculosis (2), de tal 

manera que la incidencia se ha incrementando rápidamente en países africanos 

afectados por el VIH, seguido por Europa del Este y la antigua Unión Soviética, aunado 

a esta situación la aparición de cepas multirresistentes a los fármacos convencionales ha 

aumentado (3, 4). 

 

La pandemia de la tuberculosis continua a pesar del extenso uso de la única vacuna 

disponible aprobada  por los programas de inmunización de la OMS contra tuberculosis 

humana y del seguimiento del tratamiento, para aquellos que son diagnosticados en una 

fase activa de la enfermedad, debido a su larga duración puede ocurrir falla o retraso en 

el tratamiento incrementando las posibilidades de recaída, que a menudo resulta en la 

aparición de cepas de Mycobacterium tuberculosis multiresistentes a los fármacos (5, 6). 

 

Por otro lado, la tuberculosis bovina producida por Mycobacterium bovis guarda 

importancia por el riesgo que representa para la salud humana y por los efectos 

negativos que ocasiona a la industria pecuaria, debido a su carácter enzoótico. Los 

programas de control de la enfermedad basados en la tuberculinización y el sacrificio de 

los animales que salen positivos ha sido el éxito en la erradicación, o en una marcada 

disminución de la enfermedad en los países industrializados. Estos programas de prueba 

y sacrificio solo pueden ser efectivos en países, donde no hay animales de vida salvaje 

que actúen como reservorios de la enfermedad (7), debido a que M. bovis tiene una 

amplia gama de hospedadores como son: Animales de vida silvestre (búfalos, 

rinocerontes, chitas, tejones, mapaches, etc.), ganado (bovinos, cabras, ovinos, etc.), 

humanos y algunos primates (8). 

 

En países con alta incidencia, como el nuestro, donde la eliminación de los animales 

tuberculosos es económica y socialmente inaceptable, la erradicación o por lo menos la 



reducción de la incidencia de la enfermedad se torna imposible, por lo tanto, 

justificadamente la vacunación se ha considerado una buena alternativa para lograr un 

mejor control de la enfermedad. Los objetivos por instaurar programas de vacunación 

en bovinos es prevenir la enfermedad dentro de una zona, que los animales expuestos a 

M. bovis sean capaces de resistir la infección y no reaccionen a la prueba de 

intradermoreacción (9). No obstante el desarrollo de pruebas que ayuden a distinguir 

entre animales infectados con M. tuberculosis o M. bovis y animales vacunados con 

BCG podría ser de gran ayuda en el diagnóstico temprano de la infección (9).    

   

1.1 Generalidades de Mycobacterium  

 

Las micobacterias se consideran como formas de transición entre las eubacterias y los 

actinomicetos (10). Las micobacterias son bacilos intracelulares facultativos, aerobios 

estrictos, no formadoras de esporas y  de crecimiento lento, el crecimiento es favorecido 

con una atmósfera de 5-10% de CO2,  con un rango de temperatura de entre 30 y 42°C. 

La morfología característica suele ser bacilar, ligeramente curveada (11).  

 

La característica química más sorprendente de las micobacterias es su alto contenido en 

lípidos, con cantidades que oscilan entre el 20% y 40% de su peso seco (10). La pared 

celular está constituida por tres capas: Capa interna, compuesta por el peptidoglican 

cuya estructura es similar a la de otras bacterias. Capa media más ancha, compuesta por 

polisacáridos, arabinogalactano cuyos extremos distales están esterificados con ácidos 

grasos de alto peso molecular, los ácidos micólicos de tamaño y estructura única para 

las micobacterias. Capa externa de grosor variable, se le atribuye una estructura 

glucolípida. Tienen como característica la presencia de moléculas de lipopolisacáridos, 

lipoarabinomananos (LAM), lipomananos y fosfatidil-inositol-manósidos (12).  

 

Aunque se tiñen con dificultad una vez teñidos resisten la decoloración con ácido o 

alcohol y por tanto se les denomina bacilos ácido alcohol resistentes (BAAR). Puede 

emplearse la técnica Ziehl-Neelsen para la coloración con objeto de identificar a los 

bacilos ácido alcohol resistentes  (13).  

 

Clasificación de Runyon de las micobacterias 

 



Clasificación Microorganismos 

Complejo Tuberculosis M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, 

M. microtti, M.canetti 

Fotocromógenos M. asiaticum, M. kanasasii, M. marinum, 

M. simiae 

Escotocromógenos M. flavescens, M. gordonae, M. 

scrofulaceum, M. szulgai 

No cromógenas M. avium complex, M. celatum, M. 

haemophilum, M. gastri, M. genavense, M. 

malmoense, M. nonchromogenicum, M. 

shimoidel, M. térrea, M. trivale, M. 

ulcerans, M. xenopi 

De crecimiento rápido  M. abscessus, Grupo M. fortuitum, Grupo 

M. chelonae, M. phlei, M. smegmatis, M. 

vaccae 

www.TuberculosisTextbook.com Palomino, Leao, Ritacco. Tuberculosis 2007. 

 

1.2 Impacto económico  

 

Se ha informado que alrededor del mundo más de 50 millones de cabezas de ganado 

están infectadas con M. bovis agente causal de la tuberculosis bovina (14). En nuestro 

país la prevalencia a nivel nacional de la enfermedad es de 11.1% en ganado de leche y 

2.9% en ganado de carne (15). 

 

La tuberculosis bovina tiene severas implicaciones en el bienestar animal tanto en países 

desarrollados como en países en desarrollo, ya que se sufren grandes pérdidas 

económicas por la baja producción y el sacrificio prematuro de animales enfermos (16).   

 

El impacto económico se refleja sobre todo en el ganado lechero donde las infecciones 

disminuyen la producción de leche, el valor comercial de la carne y la fertilidad en las 

hembras; las pérdidas económicas a nivel mundial se calculan que sobrepasan los 3 

billones de dólares anualmente (17). En nuestro país las pérdidas económicas se calculan 

en más de 250 millones de pesos anualmente (15). 

 

http://www.tuberculosistextbook.com/


1.3 Salud pública 

 

M. tuberculosis es agente causal de la tuberculosis humana con 8 millones de casos de la 

enfermedad clínica y 2 millones de muertes anualmente (18). La epidemia de VIH y la 

aparición de cepas de M. tuberculosis  multirresistentes a los fármacos han contribuido 

a la reaparición de la enfermedad (19). Mientras que, se ha informado que M. bovis 

causante de la tuberculosis bovina es responsable aproximadamente de un 6% las 

muertes por tuberculosis, y más del 50% de casos de linfadenitis cervical en niños (20, 21). 

Asimismo más del 94% de la población mundial viven en países donde no hay o es 

limitado el control de la tuberculosis bovina en ganado o búfalos (22).  

 

Aunque la transmisión a través de la leche se ha reducido considerablemente gracias a la 

introducción de la pasteurización  y a los programas de control en países desarrollados 
(23); en países como el nuestro, esto no se ha podido llevar acabo de una manera 

adecuada debido al gasto económico que esto implica y las costumbres de las personas,  

que el una gran cantidad de la leche que se consume en nuestro país no esta 

pasteurizada, siendo esta una de las principales vías de transmisión de la enfermedad . 

 

 

 

 

1.4 Patología de la tuberculosis 

 

El primer paso empieza con la inhalación del bacilo y su arribo a los alvéolos 

pulmonares, donde son fagocitados por los macrófagos alveolares, la destrucción de la 

micobacteria depende principalmente de la capacidad microbicida de los fagocitos del 

huésped y de los factores de virulencia propia de la micobacteria ingerida. M. bovis es 

capaz de evadir la destrucción intracelular usando varios mecanismos como: El cambio 

de pH del endosoma, inhibición de la apoptosis y la destrucción del superóxido tóxico. 

La micobacteria al multiplicarse induce una respuesta proinflamatoria localizada, que 

favorece el reclutamiento de células inflamatorias y monocitos que se diferenciarán en 

macrófagos, los cuales ingerirán de nuevo a la micobacteria  pero no la destruirán. De 

dos a tres semanas después de la infección, se desarrolla una respuesta inmune celular 

en la que es evidente la presencia de linfocitos T específicos que proliferaran dentro de 



las lesiones tempranas o granulomas, habilitarán a los macrófagos para matar a las 

micobacterias intracelulares. Subsecuentemente a esta fase, el crecimiento de las 

micobacterias se ha detenido (24).  

 

El tubérculo o granuloma esta formado por un centro de macrófagos infectados, 

rodeados de macrófagos vacuolizados y otros fagocitos mononucleares, con un manto 

de linfocitos en asociación con fibras de colágeno y una matriz de componentes 

extracelulares que delimitan la periferia de la estructura (25). El centro sólido necrótico 

de la lesión inhibe el crecimiento extracelular de la micobacteria, como resultado la 

infección se detiene. La enfermedad puede progresar, y después de la infección primaria 

puede llevarse acabo una diseminación hematógena, meses o años después (24). La 

contención de la micobacteria usualmente falla cuando el estado inmune del huésped 

cambia, lo cual usualmente ocurre como consecuencia de la edad, por desnutrición o 

coinfecciones que reducen o deterioran las funciones de los linfocitos T CD4+. Seguido 

de dichos cambios del sistema inmune, la estructura del granuloma decae provocando la 

ruptura y liberación de miles de bacilos viables a las vías aéreas, facilitando la 

diseminación a través de aerosoles que contienen el bacilo (25).  

 

Formación del granuloma 



 
Figura 1 Quién pone el granuloma en la tuberculosis? Russell DG. Nature review. Microbiology. 5:39-47 

2007. 

 

1.5 Inmunidad de la tuberculosis 

 

Dado que estos microorganismos son capaces de encontrar un nicho donde son 

inaccesibles a los anticuerpos circulantes, su eliminación precisa de mecanismos 

inmunitarios muy diferentes de los mecanismos de defensa frente a las bacterias 

extracelulares (13). La principal respuesta inmune protectora contra bacterias 

intracelulares como las micobacterias es mediada por la inmunidad celular (26), la 

inmunidad mediada por células consta de dos tipos de acciones: La muerte de los 

microorganismos fagocitados como resultado de la activación de los macrófagos por las 

citocinas en particular interferón-γ (IFN-γ), derivada de los linfocitos T, y a la lisis de 

las células infectadas por los linfocitos T citotóxicos CD8+ (13). La respuesta inmunitaria 



innata frente a las bacterias intracelulares depende principalmente de los fagocitos y de 

las células asesinas naturales (NK). Los fagocitos, inicialmente los neutrófilos y 

posteriormente los macrófagos ingieren e intentan destruir estos microorganismos. Las 

bacterias intracelulares activan a las células NK, directamente o estimulando en los 

macrófagos  la producción de interleucina-12 (IL-12), una potente citocina activadora 

de las células NK (13).   

 

La IL-12 producida por macrófagos, células dendríticas y linfocitos B, estimula 

específicamente la actividad de los linfocitos Th1. Estas células producen 

principalmente dos citocinas IL-2 e IFN-γ (27): La IL-2 es producida únicamente por 

células Th1, actúa de forma autocrina y paracrina sobre linfocitos T y B, células NK y 

macrófagos. Los receptores de IL-2 tienen cadenas alfa (CD25), beta (CD122) y 

gamma. Para responder a IL-2 los linfocitos T deben de ser activados antes por el 

antígeno e IL-12. Como se mencionó antes el IFN-γ es producido por los linfocitos T, 

así como por algunos linfocitos T CD8+ y células NK (27). El IFN-γ estimula la 

activación de los macrófagos para que produzcan diversas sustancias microbicidas, 

como productos  reactivos de oxígeno, óxido nítrico y enzimas lisosómicas.  El IFN-γ 

también favorece la producción de isótopos de anticuerpos que activan el complemento 

y opsonizan bacterias para su fagocitosis, ayudando así a las funciones efectoras de los 

macrófagos (13). Otra citocina importante para el control de la enfermedad es del factor 

de necrosis tumoral-α  (TNF-α) es secretado por los macrófagos, las células T, B y los 

fibroblastos. Asimismo, actúa en forma sinérgica con el IFN-γ para inducir la expresión 

de la enzima iNOS, involucrada en la producción de oxido nítrico (NO) que participa en 

la destrucción de M. bovis junto con los intermediarios de oxigeno (28), el TNF-α mata a 

las células tumorales y produce necrosis en el centro de algunos tumores in vivo. Esto se 

debe a que estas células interpretan la unión del TNF-α con su receptor como una señal 

de apoptosis (27). Recientemente se observó que la terapia anti-TNF-α, utilizada en el 

tratamiento de artritis reumatoide y enfermedad de Crohn, causa el desarrollo de TB 

diseminada como consecuencia de la reactivación de una tuberculosis latente, debido a 

una alteración en la formación de los granulomas existentes. Esto, indirectamente, 

demuestra la importancia del TNF-α en la formación del granuloma, que es un 

mecanismo de defensa para evitar la propagación de la infección y su participación en el 

control de la TB (28).    

 



Semanas después de la infección, está alcanza los ganglios linfáticos regionales, con la 

consiguiente activación de linfocitos T CD4+ (cooperadoras). Los linfocitos T CD4+ son 

los dominantes en la protección, se ha visto que los linfocitos T CD8+ (citotóxicas) son 

esenciales también para el control de infecciones causadas por micobacterias. En 

algunos estudios se sugiere que los linfocitos CD8+ contribuyen a la resolución de la 

infección mediante la producción de IFN-γ y la citolisis de células infectadas (29, 30).  

 

Los linfocitos T CD4+ tienen un papel crítico en la defensa contra los agentes patógenos 

intracelulares y extracelulares que resisten a la muerte después de ser capturados por 

macrófagos. Estos linfocitos se activan por señales de membrana emitidas por las 

propias células Th1 y por el IFN-γ secretado por ellas. Una vez activados los 

macrófagos pueden matar bacterias intracelulares o ingeridas. Las células Th1 producen 

una variedad de citocinas y moléculas de superficie que no sólo activan macrófagos 

infectados, sino que también matan macrófagos viejos crónicamente infectados, 

estimulan la producción de nuevos macrófagos en la médula ósea y reclutan macrófagos 

al sitio de infección (26). Los linfocitos T CD4+ reconocen e interactúan con células B 

que han unido e internalizado antígenos extraños gracias a sus inmunoglobulinas de 

superficie. Las moléculas que presentan el antígeno peptídico a los linfocitos T son 

glucoproteínas de membrana codificadas por un grupo de genes llamado complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC) (31). 

 

Los linfocitos T CD8+ citotóxicos son esenciales para la defensa contra agentes 

patógenos que viven dentro de las células. Estos linfocitos T citotóxicos pueden 

eliminar cualquier célula que albergue tales patógenos, reconociendo péptidos extraños 

que son transportados a la superficie celular unidos a moléculas de complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) de clase I. Los linfocitos T CD8+ citotóxicos llevan a cabo 

su función lítica liberando dos tipos de proteínas citotóxicas preformadas: Las 

granzimas, que son capaces de inducir apoptosis en cualquier tipo de células blanco, y la 

perforina que forma poros y agujeros en la célula blanco a través de los cuales entran las 

granzimas. El ligando FAS, una molécula unida a membrana, expresada por los 

linfocitos T CD8+ y por algunos CD4+, también es capaz de inducir apoptosis por unión 

FAS expresado en la superficie de algunas células blanco. Los linfocitos T CD8+ 

citotóxicos también producen IFN-γ, importante en la expresión de MHC de clase I y de 

la activación de los macrófagos (13). En bovinos se ha observado que los linfocitos T 



CD8+ están no solo involucradas en la lisis de células específicas si no que son capaces 

de matar directamente a las micobacterias vía liberación de granzimas  (32).  

 

Todos los efectos de los linfocitos T dependen de interacciones con células que 

contienen proteínas extrañas. Los linfocitos T CD8+ y Th1 interactúan con antígenos 

producidos por gérmenes patógenos que infectan a la célula blanco o han sido ingeridas 

por ésta (13).  

   

Los linfocitos que expresan el receptor γδ son un linaje distinto al de los linfocitos T 

que expresan αβ, que son los más numerosos. El porcentaje de linfocitos γδ varían 

mucho en diferentes tejidos y especies, pero en conjunto menos del 5% de los linfocitos 

T expresan receptores de células T (RCT) γδ. Una característica de los linfocitos T γδ es 

su abundancia en los tejidos epiteliales de ciertas especies; en los rumiantes constituyen 

hasta un 60% de la población de linfocitos T. El linfocito γδ puede lisar células 

infectadas por micobacterias y algunas células leucémicas. Pueden representar una 

primera línea de defensa contra ciertas bacterias debido a que una alta proporción 

reconoce proteínas de choque térmico bacterianas (HSP). Los linfocitos γδ  responden 

de manera predominante en la reacción de linfocitos mixtos, lo cual indica que pueden 

reconocer antígenos del MHC extraños y también pueden ser citotóxicos (27), esta 

población de linfocitos tienen un rol de protección, antiinflamatorio y de regulación (33, 

34, 35, 36).     

 

La mayoría de las células γδ presentes en la sangre de rumiantes jóvenes expresan la 

molécula de diferenciación linfocitaria workshop cluster 1 (WCl), mientras que en otros 

tejidos como el bazo, las células γδ son WC1- (37). En rumiantes las células T γδ se 

dividen en 2 subpoblaciones basada en la expresión  del WC1. WC1- y WC1+. Los 

análisis de la expresión de genes y  microarreglos sugieren que los linfocitos T γδ WC1+ 

de ganado representan una población inflamatoria, mientras que los linfocitos T γδ 

WC1- son células reguladoras y comparte características con células de tipo mieloide 
(38,39). Estudios en bovinos han demostrado que los linfocitos T γδ están involucrados de 

manera importante en infecciones con M. bovis. Después de la infección experimental 

se observó que cambia la cinética de las poblaciones de linfocitos γδ WC1+ en etapas 

tempranas posdesafío (40), dichos cambios están relacionados con la aparición de estas 

células en el desarrollo de la lesiones en etapas iniciales (41).  



 

1.6 Diagnóstico de la tuberculosis 

 

1.6.1 Tuberculinización  

 

Las pruebas de tuberculinización autorizadas por la SAGARPA y que son aplicadas por 

médicos veterinarios aprobados en tuberculosis bovina y/o personal oficial aprobado, 

son: a) Prueba en el pliegue caudal, b) Prueba cervical comparativa y c) Prueba cervical 

simple. Las tuberculinas autorizadas para efectos de campaña son: a) derivado proteico 

purificado (PPD) bovino: elaborado con Mycobacterium bovis cepa AN5, que se utiliza 

en la prueba caudal, cervical comparativa y cervical simple. b) PPD aviar: elaborado 

con Mycobacterium avium cepa D4, que se utiliza en la prueba cervical comparativa. 

 

El procedimiento para la prueba doble comparativa se lleva a cabo de la siguiente 

manera: se rasura el tercio medio superior del cuello área donde se inocula la 

tuberculina. El sitio de aplicación superior es 10 cm debajo de la cresta, el sitio inferior 

es aproximadamente 13 cm debajo de la anterior; la prueba se efectúa aplicando 

intradérmicamente 0.1 ml de PPD aviar y 0.1 ml de PPD bovino.  Previo a la 

inoculación, se levanta un pliegue de piel en el centro de las áreas rasuradas y se 

procedió a medir el grosor, utilizando un vernier. El registro final de las medidas se 

redondea según el siguiente criterio: de 6.2 baja a 6.0, 6.3 sube a 6.5; de 6.7 baja a 6.5; 

de 6.8 sube a 7; debiendo registrarse los valores en los formatos para prueba cervical 

comparativa. El PPD aviar se inocula intradérmicamente en el área rasurada superior y 

el PPD bovino en la inferior.  La lectura de la prueba se efectúa a las 72 h (+ 6 h), 

midiendo con el vernier el grosor de las reacciones, éstas fueron anotadas en el formato 

oficial de la prueba cervical comparativa, sustrayendo el valor de la primera lectura al 

de la segunda; una vez realizada la operación se procede a graficar los valores obtenidos 

tanto de PPD aviar como del bovino y el punto de intersección da el resultado de la 

prueba. De acuerdo a la gráfica oficial se interpretan  los resultados. 

 

Prueba cervical simple y prueba caudal simple: Estas pruebas se emplean para probar 

hatos en los que se conoce la existencia de M. bovis; o bien, para probar ganado que 

estuvo expuesto directa o indirectamente con hatos infectados con M. bovis. La ventaja 



de la prueba caudal simple es que no se tiene que rasurar el área ya que se hace en el 

pliegue ano caudal del animal. 

 

Las reacciones se clasifican como: 

Negativa: Cuando no se observe ni se palpe ningún cambio en la piel del sitio de 

aplicación. 

Reactor: Cuando sea visible y/o palpable cualquier engrosamiento, rubor, calor, dolor o 

necrosis en el sitio de aplicación (42). 

 

1.6.2  Prueba de interferón gamma (IFN-γ) 

 

Es un ensayo que permite determinar la respuesta inmune celular mediante la 

evaluación de IFN-γ liberado por la estimulación in vitro de células sensibilizadas al 

antígeno tanto en cultivos de sangre completa, como en cultivo de células 

mononucleares separadas de sangre u otros órganos linfoides. La estimulación de 

cultivos de sangre empleando como antígenos el PPD bovino y el PPD aviar ha sido el 

método más práctico para el diagnóstico de la enfermedad en los bovinos. Se pueden 

emplear antígenos que ayuden a distinguir animales infectados de animales como el 

ESAT-6 que es un antígeno que solo se expresa en las cepas patógenas de M. bovis y no 

en las cepas vacunales de BCG. La producción de IFN-γ inducida por el antígeno es 

cuantificado mediante una prueba de ensayo inmuno enzimático tipo sandwich 

empleando anticuerpos monoclonales. La producción de IFN-γ  correlaciona con el 

grado de desarrollo de la enfermedad, por lo que en animales no infectados los niveles 

de producción de la citocina son bajos.  La especificidad de la prueba puede mejorarse 

mediante el uso de proteínas de secreción de la micobacteria, dichas proteínas están 

restringidas o sus niveles de expresión son muy diferentes entre la vacuna BCG y las 

cepas patógenas del complejo tuberculosis. La prueba de IFN-γ ha demostrado ser más 

sensible que la tuberculinización para el  diagnóstico de la enfermedad ya que puede 

detectar animales en estados tempranos de la infección (43).  

 

1.6.3  Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas  (ELISA) 

 

La técnica ELISA se basa en la detección de un antígeno inmovilizado sobre una fase 

sólida mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una reacción 

http://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
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enzimática cuyo producto, es un substrato colorido puede ser medido 

espectrofotométricamente. Este principio tiene muchas de las propiedades de un 

inmunoensayo ideal: Es versátil, simple en su realización, económica y se consigue 

mediante el uso de suero.  

 

Las cuatro fases de un ensayo ELISA son las siguientes: 

1. Conjugación del anticuerpo o del antígeno con un enzima (peroxidasa, fosfatasa 

alcalina). El anticuerpo conjugado al enzima se emplea en los ensayos directos e 

indirectos, sandwich, etc. El antígeno marcado se emplea en ensayos de competición de 

antígeno.  

2. Unión del antígeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La unión de anticuerpos o 

antígenos se realiza con facilidad a la superficie de plásticos tratados que tienen gran 

afinidad por proteínas.  

3. Formación de una o más capas de inmunocomplejos. En el caso del antígeno unido a 

la placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-antígeno marcado (ELISA 

directo) o empleando un anticuerpo primario anti-antígeno y un secundario anti 

primario marcado (ELISA indirecto). Este segundo método permite la amplificación de 

la señal al poderse unir uno o más anticuerpos secundarios a cada anticuerpo primario. 

En el caso del anticuerpo unido a la placa se incuba con una mezcla de antígeno y 

antígeno marcado. Se ensayan diferentes relaciones de antígeno frío frente a una 

cantidad fija de antígeno marcado. Es el ensayo de competición del antígeno.  

4. Revelado de la reacción enzimática. Después de un lavado para eliminar todas las 

moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos se añade el sustrato 

enzimático en solución. Se deja reaccionar y se lee la densidad óptica (DO) mediante 

espectrofotometría (44).  

 

Los antígenos y proteínas de M. bovis más comunes que se utilizan para el diagnostico 

de la tuberculosis bovina a través de ELISA son: CFP-10, ESAT-6, Acrl-MPB83, 

MPB59, MPB64, MPB70, MPB83, alpha-crystallin (Acrl. Rv3391), 38-kDa y filtrados 

de cultivo de M. bovis (45).  

 

1.6.4 Reacción en cadena de la Polimerasa PCR 

 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Inmunoensayo&action=edit


La reacción en cadena de la polimerasa, conocida como PCR, es una técnica de biología 

molecular descrita en 1985 por Kary Mullis, cuyo objetivo, es obtener un gran número 

de copias de un fragmento de ADN particular. Tras la amplificación, resulta mucho más 

fácil identificar con una muy alta sensibilidad, virus o bacterias causantes de una 

enfermedad. 

 

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para 

replicar cadenas de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas 

alternadas para separar las cadenas de ADN recién formadas entre sí tras cada fase de 

replicación y a continuación, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas para que vuelvan 

a duplicarlas. 

Existen varios tipos de PCR como: PCR anidada, PCR in situ PCR multiplex RT-PCR y 

PCR tiempo real .  (46)

 

En el caso de la tuberculosis se han utilizado como blanco para la amplificación, 

regiones específicas del cromosoma de microorganismos causantes de la patología, 

entre estas se encuentran las secuencias de inserción IS6110, IS1081, genes que 

codifican proteínas como MPB70 y una de 65 kDa (47, 48, 49).  

 

1.6.5 Análisis Bacteriológico e histopatológico 

 

Los estudios histopatológico y bacteriológico se realizan para complementar y/o 

confirmar el diagnostico de la TB a partir de muestras de órganos que presenten lesiones 

compatibles con tuberculosis o secreciones sugestivas: 

a) Nódulos linfáticos. Se toman muestras preferentemente de los nódulos de la cabeza, 

preescapulares, mediastínicos anteriores y posteriores y bronquiales derecho e 

izquierdo. En el caso de tuberculosis miliar tomar muestras de nódulos mesentéricos. 

b) Pulmones. La lesión tuberculosa puede ser caseosa o calcificada o una cavidad 

franca. De este órgano se tomarán muestras de 2 cm por lado de las lesiones presentes. 

c) Útero en caso de metritis (42). 

 

Diagnóstico bacteriológico. 

a) Examen directo: Mediante la tinción de Ziehl Neelsen o de nueva fucsina para 

microorganismos ácido alcohol resistentes en frotis realizados con el material 
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sospechoso. En caso de ser una muestra positiva, con esta tinción se observarán bacilos 

teñidos de color rojo. Puede utilizarse la microscopia de fluorescencia mediante la 

tinción con auramina-rodamina, auramina acridina o auramina fenol, que tiñe a la 

bacteria de color verde brillante. 

b) Examen indirecto: Cultivo, aislamiento e identificación del Mycobacterium, a través 

de la siembra de material sospechoso en medios especiales como Herrolds con o sin 

huevo, Middle Brook y Stonebrink, Petragnani, ATS y Lowenstein Jensen (42). 

 

Diagnóstico histopatológico 

Se utiliza la tinción de hematoxilina-eosina. Esta técnica permite identificar cualquier 

cambio morfológico de los tejidos, así como la presencia de los granulomas. 

Además pueden utilizarse las tinciones de Ziehl Neelsen y nueva fucsina en cortes o 

improntas realizados con el material sospechoso (42).  

              

1.7 VACUNAS 

 

Una vacuna ideal es aquella que puede ser una modificación, o una forma no patógena 

del agente infeccioso, que no es capaz de diseminarse como en su forma natural, pero 

aun así es capaz de estimular al sistema inmune. Una alternativa es usar organismos 

muertos como vacuna, solo que inducen una respuesta inmune de tiempo corto  y no 

una respuesta prolongada o de larga duración (50).  

 

Las vacunas contra tuberculosis se pueden clasificar en cuatro categorías: Vacunas 

conteniendo la micobacteria viva atenuada, micobacteria muerta, vacunas compuestas 

de subunidades de proteínas purificadas, peptidos o polisacaridos y las vacunas de 

ADN. Las vacunas con la micobacteria muerta o de subunidades de proteínas 

combinadas con adyuvantes convencionales han mostrado que inducen una fuerte 

respuesta de tipo humoral y que son efectivas para estados extracelulares de la infección 
(51).   

 

1.7.1 Bacilo Calmette Guerin (BCG) 

 

Albert Calmette y Camille Guérin atenuaron la cepa por un proceso al azar 

subcultivandola 230 veces en rebanadas de papa empapadas en bilis y glicerol por un 



periodo de 13 años, hasta que quedaron convencidos de que la cepa había sido atenuada 

mediante la inoculación de ganado (52). La cepa que utilizaron Calmette y Guérin deriva 

de una cepa virulenta de M. bovis aislada de una vaca con mastitis tuberculosa (53). En 

humanos se administró oralmente a neonatos nacidos de madres con tuberculosis abierta 

con elevado riesgo de desarrollar la enfermedad, para simular una transmisión de M. 

bovis a través de la leche, y aparentemente dio una protección del 90% (54). 

 

Hay dos situaciones importantes acerca de la vacunación con BCG, la primera es que la 

eficacia de protección de la BCG varia considerablemente de una región a otra, de un 

80% de protección a un 0% (55). De hecho en algunas regiones la vacunación con BCG 

puede tener un efecto perjudicial sobre la protección. En segundo lugar los efectos 

benéficos de la vacunación se observan en los neonatos y niños contra formas no 

infecciosas de la enfermedad primaria como la meningitis tuberculosa y tuberculosis 

miliar, pero una poco o nula protección contra la infección pulmonar en la adolescencia 

y la etapa adulta del individuo (56).  La BCG es un arma de 2 filos, en algunas ocasiones 

protege, pero en otras ocasiones falla la protección o hasta predispone la activación de 

la enfermedad (57). Uno de los efectos negativos del uso de una vacuna atenuada, como 

la BCG es que la vacunación en humanos y ganado interfiere con la prueba de 

intradermoreacción. 

  

En ganado, la BCG ha sido evaluada en varios ensayos, con diferentes grados de 

protección contra desafíos de M. bovis (58,59). La vacunación con BCG en ganado induce 

una reducción de la severidad de la enfermedad contra el desafío experimental, aunque 

la vacuna parece ser inefectiva en ensayos en campo contra la infección natural. Las 

bajas dosis de BCG (103 a 106 UFC) inducen una protección (60)  y dosis altas (108 a 109 

UFC) son menos efectivas. Hay evidencias que la presensibilización de los animales 

con micobacterias ambientales deteriora la eficacia de la BCG (61). Aunque este efecto 

puede ser variable dependiendo de la cepa de la micobacteria ambiental que infecte al 

animal (62).  

 

En estudios recientes se ha demostrado que la vacunación con BCG en terneros induce 

niveles más altos de protección contra tuberculosis bovina que los becerros que son 

vacunados a los 5-6 meses de edad (63). La revacunación de estos animales reduce los 

niveles de protección (64).   



 

Se han realizado ensayos recientes con la administración oral de BCG en becerros. La 

protección puede verse mejorada por esta vía de administración ya que M. bovis es 

transmitida usualmente a través de las mucosas (65). La administración oral de la BCG 

disminuye la reacción a la prueba de intradermoreacción. En humanos esta vía de 

administración inhibe la hipersensibilidad retardada al PPD (66). 

1.7.2 BCG recombinante  

 

Una vacuna recombinante es el resultado de un proceso de ingeniería genética en el cual 

se introduce un gen de un microorganismo infeccioso en una bacteria trasformada por 

un plásmido introducido por electroporación, para hacer que este vehículo produzca un 

antígeno capaz de inducir la formación de anticuerpos protectores al ser inoculados en 

un individuo o especie animal.  Los antígenos de la micobacteria que han mostrado ser 

importantes por las características de inmunodominancia han sido considerado  para el 

desarrollo de vacunas recombinantes, dentro de ellos el antígeno de 38 kDa (PstS-1) 

antes conocido como antígeno 78 ó antígeno 5 de M. tuberculosis,  identificado como 

uno de los principales constituyentes del sobrenadante de cultivo de esta especie 

micobacteriana, no obstante, se encuentra en concentración significativa en M. bovis. La 

secuencia de aminoácidos de dicha proteína posee homología con una proteína (PhoS) 

relacionada con la fijación y el transporte de fósforo en Escherichia coli, la cual se 

incrementa durante la disminución de fosfato en el citoplasma.  El antígeno 38 kDa de 

la micobacteria posee diferentes epítopes capaces de inducir la proliferación de clones 

de células Th1 específicas y es una molécula blanco para células T CD8+. La 

inmunodominancia de este antígeno en las reacciones mediadas por anticuerpos y 

células T se basa en su localización extracelular (67). La proteína de 38 kDa en M. 

tuberculosis es una glicoproteína activa secretada por la micobacteria (68). Además, se ha 

observado que este antígeno contiene epítopes específico para linfocitos T y B 

reconocidos en ratones y humanos con tuberculosis (69). Vordermeir describe el epítope 

Th1 más importante identificado como péptido 38 G que en humanos con tuberculosis, 

no induce la respuesta proliferativa de los linfocitos T (70, 71, 72). La inmunización con 

este antígeno induce un incremento en la respuesta inmune celular lo cual puede ser 

importante para la protección contra la tuberculosis, ya que en estudios anteriores se vio 

una mayor producción de IFN-γ. La aplicación de la proteína de 38 kDa en vacunas de 

ADN indujo una respuesta especifica contra el antígeno en linfocitos T CD8+ 



citotóxicos los cuales desempeñan un papel importante en la protección contra la 

tuberculosis (73). Este antígeno se ha visto que también es expresado por una amplia 

gama de micobacterias atípicas   

 

La vacuna BCG Phipps ha sido evaluada en modelos ratón conjuntamente con otras 

subcepas de la BCG, en estos estudios se observó que los ratones inmunizados con la 

subcepa Phipps desarrollaron áreas de neumonía menos extensas que los animales 

vacunados con las otras subcepas y su carga bacteriana fue menor, indicando el 

establecimiento de resistencia a la enfermedad. Además se observó que la reacción a la 

intradermorreacción fue relativamente baja, en comparación con las otras subcepas de 

BCG y el grupo control (74). La rBCG que expresa la proteína de 38 kDa  se probó en un 

modelo de ratón y se obtuvieron buenos resultados ya que indujo una fuerte respuesta 

Th1 demostrada por los altos niveles de producción de IL-2 e IFN-γ, y también IgG2. 

La protección que obtuvieron los ratones con la vacunación ayudó a mantener niveles 

de protección de hasta 6 meses después del desafío con una cepa patógena (75).  

 

1.7.3 Otras vacunas 

 

Vacunas de micobacterias muertas 

Estas vacunas tienen la ventaja de ser más seguras que las vacunas vivas atenuadas de 

M. bovis, pero tienen la desventaja de que es una respuesta mas de tipo humoral ya que 

hay una transformación en la respuesta de los linfocitos compatible al tipo Th2 y altos 

niveles de anticuerpos, este tipo de respuesta inmune no es útil contra la TB (76).   

 

Vacunas de proteínas micobacterianas 

El motivo para el empleo de vacunas a base de proteínas de la micobacteria es porque 

no interfiere con la prueba de intradermorreacción y la efectividad de estas vacunas no 

esta influenciada por la presensibilización de micobacterias ambientales (62). Aunque la 

protección contra la tuberculosis requiere una fuerte inducción de una respuesta inmune 

de tipo celular y es difícil que el ganado alcance esta respuesta con estas vacunas (77), se 

ha considerado el uso de adyuvantes e inmunoestimulantes para la inducción de una 

respuesta inmune celular en el ganado; inmunoestimulantes que tienen una particular 

aplicación en estimular una respuesta tipo Th1. Son oligodeoxynucleotidos (ODN) que 



contienen CpG. Los CpG pueden ser usados para mejorar la eficacia de las vacunas de 

proteínas de filtrados de cultivos y vacunas de ADN (78).  

 

Las proteínas que se han evaluado son: proteína de choque térmico 65 kDa (hsp65), 

antígenos ricos en prolina 36k Da, Ag 85 A, Ag85B, Ag 85 C, proteína de 38 kDa, 

hsp70, 36kDa, MPT64 (23 kDa), Ag856kDa (79). 

 

Vacunas de ADN 

Mycobacterium agente causal de la tuberculosis ha recibido especial atención en la 

elaboración de vacunas a base de ADN, y varias de sus proteínas han sido evaluadas 

como vacunas de ADN en modelos experimentales.  

 

Las vacunas de ADN han mostrado inducir protección contra la tuberculosis  mediante 

la estimulación de IFN-γ, citotoxicidad y respuesta de memoria en modelos de ratones 
(79). Las vacunas de ADN MPB70 y MPB83 han sido probadas recientemente en 

ganado, induciendo una respuesta de linfocitos T CD4+ y una respuesta humoral de tipo 

IgG1, además de que no provocan reacción a la prueba de intradermorreacción (80). Una 

de las estrategias para el uso de vacunas de ADN es la aplicación de la vacuna de ADN 

seguida de la aplicación de un refuerzo de BCG lo cual mejora la inmunidad contra la 

tuberculosis bovina en el ganado comparada con la aplicación sola de cualquiera de 

estas dos vacunas.   

 



 

2. HIPOTESIS 

 

La vacunación empleando BCG Phipps recombinante produce una inmunidad 

protectora y sostenida en becerras que se vacunan a edad temprana, con la ventaja de no 

interferir con la prueba de tuberculina. No obstante, es posible que existan diferencias 

en el grado de protección, lo que podrá determinarse empleando pruebas que evalúen la 

respuesta celular y humoral de manera periódica. 

 

 

3. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el grado de protección ofrecido por la vacuna BCG Phipps recombinante de M. 

bovis  contra la tuberculosis bovina. 

 

 

4. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1.-Evaluar la respuesta inmune humoral de becerras inoculados con la cepa BCG Phipps  

recombinante de  M. bovis en un hato con prevalencia alta de la enfermedad, mediante 

un ELISA comparativo.  

2.-Evaluar la respuesta inmune celular mediante la producción de IFN-γ en células 

estimuladas in vitro, en respuesta al PPD bovinos, PPD aviar, ESAT-6 y control. 

3.-Determinar si la vacuna  interfiere en las pruebas diagnósticas de tuberculinización;  

simple cervical y doble comparativa 

 

 

 

 

 

 



 

5. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

5.1 Animales de experimentación 

 

Se utilizaron 20 becerras de la raza Holstein-Friesian, de entre 6-30 días de edad, 

provenientes de dos establos de la cuenca lechera de Tizayuca Hidalgo, estas becerras 

fueron parte de un grupo de 365 becerras vacunadas con diferentes inmunógenos 

experimentales contra la tuberculosis dentro de los cuales esta la vacuna recombinante 

de BCG subcepa Phipps. 

 

5.2 Diseño experimental  

 

Los animales se evaluaron inicialmente por medio de IFN-γ para la detección de la 

inmunidad mediada por células, ELISA para la detección de anticuerpos y PCR para 

determinar su estatus de animal libre de la enfermedad. Todos los animales incluidos en 

este estudio fueron negativos a las pruebas antes mencionadas. Los animales se 

dividieron en 2 grupos de diez animales cada uno. El grupo 1 fue vacunado con 10
4 

UFC de M. bovis BCG Phipps  en 1.5 ml buffer de fosfatos (PBS) estéril  vía 

subcutánea en la tabla del cuello y el grupo 2 se dejó como grupo control, inoculando 

PBS como placebo. La respuesta inmune de los animales de cada grupo se evaluó cada 

mes durante un periodo de 6 meses mediante la evaluación de la producción de IFN-γ, 

niveles de anticuerpos y la prueba de tuberculina.   

 

5.3 Obtención de la vacuna BCG Phipps recombinante    

 

La cepa Phipps de BCG de M. bovis, se creció a 30º C en medio Middlebrook 7H9 

(Difco). Las bacterias se cosecharon en la fase exponencial del crecimiento y se 

prepararon células competentes para ser transformadas con el plasmado PMV261 que 

contiene el gen que codifica para la proteína de 38 kDa cuya expresión esta dirigida por 

el promotor de choque térmico (hsp60). Las colonias recombinantes se crecieron en  

Middlebrook 7H9 mas kanamicina. Posteriormente, las bacterias se cosecharon a mitad 

de la fase exponencial de crecimiento y se ajustó a la concentración de 10
4
 UFC/1.5 ml 

para la vacunación de acuerdo al protocolo y se guardaron a -70º C en PBS hasta su uso. 



Estas actividades se realizaron por el equipo de la Dra. Clara Espitia Pinzón, del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM, ya que en el proyecto integral, 

participan ambas instituciones. La parte correspondiente a este trabajo de tesis fue 

probar en campo la eficacia de dicha vacuna.  

 

5.4 Estimulación  in vitro de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

 

Durante los diferentes muestreos se obtuvo sangre heparinizada de cada animal se 

distribuyó en placas de cultivo de 24 pozos a razón de 1.5 ml por pozo combinando la 

sangre con los diferentes antígenos; los cultivos se estimularon con 100 µl de PPD 

bovino, 100 µl de PPD aviar, 1µg de ESAT-6 y un pozo quedó sin estimular como 

control; se incubó durante 24 horas en estufa de CO2 al 5% a 37°C. Posteriormente, se 

obtuvo el plasma de cada uno de los cultivos y se depositó en microtubos y se 

congelaron a -70°C hasta su evaluación. A partir de este plasma  se midió la cantidad de 

IFN-γ producido por el estimulo antigénico; mediante un ensayo inmuno enzimatico 

empleando un sistema comercial. 
*
   

 

5.5 Prueba de IFN-γ  

 

En una placa de 96 pozos se depositaron 50 µl de diluyente y seguido se depositaron 50 

µl de cada plasma previamente descongelado, las muestras se depositaron por 

duplicado. De la misma forma se depositaron 50 µl de control positivo y negativo. Se 

incubaron a 37°C durante 1 h. durante esto se preparó la solución buffer de lavado en 

una solución 1:20 con agua destilada, posterior a la incubación se decantó el contenido 

y se realizaron 6 lavados utilizando la solución buffer de lavado de previamente 

preparada. 

 

Se preparó el conjugado conforme al instructivo de uso, colocando para cada placa de 

96 pozos 12 ml de diluyente por 120µl de conjugado (anticuerpo anti-IFN-γ bovino) se 

colocaron 100 µl en cada pozo y se incubó por 1 h. a 37°C. Se decantó el contenido y 

nuevamente se realizaron 6 lavados. Se preparó el cromógeno tetrametilbencidina 

(TMB) más la solución buffer de enzima sustrato, que se preparó colocando 12ml de 

                                                 
*
 (BOVIGAM CSL Veterinary Australia) 



enzima por 120µl de cromógeno para una placa de 96 pozos; se adicionaron 100 µl a 

cada pozo, se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos protegidos de la luz. Se 

agregó solución de paro (H2SO4) y se realizó la lectura en un espectrofotómetro a 450 

nm. 

 

5.6 Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA)  

 

Se sensibilizaron placas (Nunc-Immuno Plate MaxiSorp) de 96 pozos con 5µg/ml de 

extracto proteico de filtrado de cultivo (CFPE) de M. bovis y M. avium respectivamente 

con solución buffer de carbonatos adicionando 100 µl por pozo; se incubaron toda la 

noche en estufa de CO2 al 5% a 37° C y 5%  de CO2.  Se decantó el contenido después 

de las 24 h y se realizaron 5 lavados con PBS/Tween 1:1000 adicionando 100 µl por 

pozo. Se colocaron 100 µl por pozo de solución bloqueadora (3% de leche), se 

incubaron por una hora y al término de la hora se lavaron 5 veces de la misma manera 

que la anterior y se almacenaron en bolsas de plástico  a 4°  C hasta su uso. 

  

Se añadieron 20 µl de cada suero problema diluido 1:50 en solución bloqueadora a cada 

pozo por duplicado así como un  suero control positivo y un suero control negativo y se 

incubó 1h. a 37° C; posteriormente se decantó el contenido y se realizaron 5 lavados.  

Se agregó a cada pozo 100 µl de proteína G conjugada con peroxidasa (Protein G, 

recombinant – peroxidase, SIGMA, No. Lot. 98H9230) diluida 1:5000 en solución 

bloqueadora y se incubó por 1h. a 37° C. Se decantó el contenido y se lavó 5 veces; se 

añadió a cada pozo 100µl de solución de revelado y se incubó a temperatura ambiente 

por 30 minutos, enseguida se paró la reacción mediante la adición de 50 µl de solución 

de paro y se leyó en un lector de ELISA a 492 nm. 

  

 

5.7 Prueba intradérmica doble comparativa 

 

La evaluación de la respuesta inmune celular in vivo, se realizó por medio de la 

respuesta  tardía  (hipersensibilidad tipo IV) caudal simple y doble comparativa, con la 

tuberculinas autorizadas para efectos de la campaña, inoculando en la tabla del cuello de 

lado derecho, 100µl de PPD aviar (cepa D4) en la parte superior y 100µl PPD bovino 

(cepa AN5)  en la parte inferior, de los 2 grupos de animales. 



 

El procedimiento de la tuberculinización fue de la siguiente manera: Se rasuraron las 

dos áreas donde se inocularon los PPD´s, con 15 cm de distancia aproximadamente 

entre una y otra zona, se levantó el pliegue de la piel en el centro de las áreas rasuradas 

y se midió el grosor de esta utilizando un vernier, registrando los valores en milímetros. 

La lectura de la prueba se realizó a las 72 h, midiendo nuevamente con el vernier el 

grosor de la piel, los valores iniciales se restaron a los valores finales para hacer la 

interpretación de la tuberculinización. En cuanto a la interpretación de la prueba doble 

comparativa, el resultado positivo a la tuberculina se define cuando la reacción al PPD 

bovino es mayor de 4 mm que la reacción al PPD aviar. Se considera un animal 

sospechoso cuando la reacción del PPD bovino  es de 3-4 mm  con respecto al PPD 

aviar. Se considera un resultado negativo cuando la reacción el PPD bovino sea 

negativo o, aún siendo positiva la reacción sea igual o menor  que la reacción provocada 

por el PPD aviar.       

 

5.8 Aislamiento 

 

El PBS estéril donde se colocó el hisopo del exudado nasal se vació en un tubo 

vacutainer, y se extrajo la mayor cantidad de PBS que quedaba en el hisopo haciendo 

presión contra las paredes del tubo, se agregó 1 ó 2 ml de Zephiran 0.5%, se 

homogenizó  y se dejó en reposo de 15 a 60 min, se centrifugó por 3 min a 3000 RPM y 

se decantó el sobrenadante, se formó un precipitado en el fondo del tubo, se decantó el 

sobrenadante dejando aproximadamente 1 ml, se disuelve el precipitado y se inoculó en 

tubos con medio de cultivo de Stonebrink adicionado con piruvato y se incubó a 37º C 

durante 6 semanas.         

5.9 Análisis estadístico  

 

El análisis estadístico se hizo mediante una T-student independiente con el programa 

Sigma Plot (Jandel Scientific versión 1.02), para determinar la existencia de diferencias 

significativas entre los 2 grupos en cada uno de los muestreos. El valor de (p<0.05) fue 

considerando como significativo.   

 

 

 



 

 



6. RESULTADOS 

 

6.1 Resultados de la prueba de IFN-γ 
 

Los resultados de producción de IFN-γ obtenidos durante el periodo evaluado en los 

grupos de estudio, luego de la estimulación de los cultivos de sangre heparinizada con el 

PPD bovino, se muestran en la gráfica 1. Al inicio del experimento ambos grupos 

presentaron valores similares de producción de la citocina; después de la vacunación en 

el primer mes de muestreo no fue apreciable un incremento importante de IFN-γ en el 

grupo vacunado; no obstante, a los 60 días su producción se elevó (0.899 + 0.324 DO, 

p>0.05),  volvió a incrementarse lineal y significativamente a los 120 y 150 días 

alcanzando para entonces su valor pico registrado en el periodo de evaluación (1.702 + 

0.483 DO, p<0.05), finalmente en el último mes, hubo un descenso en su producción.  

En tanto que, en el grupo sin vacunar se registró un aumento significativo en los niveles 

de producción de IFN-γ a los 60 y 90 días de muestreo, retornando a valores bajos al 

final del estudio. El valor promedio de producción de IFN-γ obtenido para el grupo 

vacunado en presencia del PPD bovino,  durante el periodo fue de (0.581 + 0.233 DO, 

p>0.05);  mientras que para el grupo control fue de (0.457 + 0.277 DO). 
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Gráfica 1. Promedio + DS de los niveles de IFN-γ en densidades ópticas (DO), en el  plasma obtenido de 

sangre estimulada in vitro con PPD bovino de las becerras vacunadas con BCG Phipps recombinante y las 

becerras no vacunadas (controles)          Diferencia estadística (p<0.05) entre los grupos 

 



El seguimiento de producción de IFN-γ registrado en los cultivos estimulados con  PPD 

aviar se muestra en la gráfica 2, se observa que al inicio del experimento existían 

diferencias en los niveles de producción de la citocina para ambos grupos; el grupo 

control en ese momento presentó un nivel significativo de producción (1.041 + 0.537 

DO, p<0.05), en contraste con el que se registró para el grupo vacunado que fue de 

(0.211 + 0.180 DO). El nivel de la citocina se mantuvo en valores significativos en el 

grupo control hasta los 60 días de muestreo, pero en los muestreos posteriores su nivel 

disminuye de manera progresiva. En tanto, en el grupo vacunado los niveles producción 

se elevó a los 15 días (0.721 + 0.227 DO, p>0.05), disminuyen al los 30 días y se 

incrementan a los 60 días (0.919 + 0.300 DO, p>0.05); apreciándose en los siguientes 

días una producción moderada de la citocina, que al final de la evaluación disminuyó.  

El valor promedio de producción de IFN-γ obtenido para el grupo vacunado en 

presencia del PPD aviar,  durante el periodo fue de  (0.437 + 0.197 DO, p>0.05);  

mientras que para el grupo control fue de (0.538 + 0.298 DO). 
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Gráfica 2. Promedio + DS de los niveles de IFN-γ en DO, en el  plasma obtenido de sangre estimulada in 

vitro con PPD aviar de las becerras vacunadas con BCG Phipps recombinante y las becerras no vacunadas 

(controles)           Diferencia estadística (p<0.05) entre los grupos 

  

La respuesta de producción de IFN-γ en presencia del antígeno ESAT-6  se muestra en 

la gráfica 3. Al inicio del experimento la producción de la citocina en presencia del 



antígeno fue baja y comparable para ambos grupos, posteriormente en el grupo sin 

vacunar se registró un incremento significativo a los 15 días de (0.713 + 0.160 DO, 

p>0.05), que disminuye para el siguiente muestreo y permanece ligeramente 

incrementada en relación a los cultivos sin estimular para los siguientes muestreos. 

Mientras que, en el grupo vacunado fue apreciable un aumento de la citocina a los 60 

días posvacunación (0.698 + 0.795 DO, p>0.05), al igual que en el grupo control, no fue 

evidente una mayor producción de la citocina en presencia del ESAT-6 en los muestreos 

posteriores. El valor promedio de producción de IFN-γ obtenido para el grupo vacunado 

en presencia del ESAT-6, durante el periodo fue de  (0.226 + 0.178 DO >p0.05); 

mientras que para el grupo control fue de (0.241 + 0.100 DO). 

La mayor respuesta del grupo vacunado a ESAT-6 registrada a los 60 días 

posvacunación coincide con los incrementos observados en la producción de la citocina 

en la gráfica de PPD bovino y PPD aviar.  
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Grafica 3. Promedio + DS de los niveles de IFN-γ en  DO, en el  plasma obtenido de sangre estimulada in 

vitro con ESAT-6 de las becerras vacunadas con BCG Phipps recombinante y las becerras no vacunadas 

(controles)      Diferencia estadística (p<0.05) entre los grupos 

 

 

La gráfica 4, muestra los resultados de producción de IFN-γ registrados durante el 

periodo evaluado de cultivos sin estimular, no se observaron diferencias significativas 



en los niveles de la citocina entre para ambos grupos. Sin embargo, el día 60 en el grupo 

vacunado se registró un nivel basal alto de la citocina.  

IFN- gamma Control

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0 15 30 60 90 120 150 180

Tiempo (Dias)

D
.O

. 4
50

 n
m

BCG

Control"

Gráfica 4. Promedio + DS de los niveles de IFN-γ DO, en el  plasma obtenido de sangre sin estimular de 

las becerras vacunadas con BCG Phipps recombinante y las becerras no vacunadas (controles) 

  

6.2 Resultados de la prueba de ELISA 

 

Los resultados de producción de anticuerpos en los grupos de estudio utilizando como 

antígeno el CFPE de M. bovis, se muestran en la gráfica 5. Al inicio del experimento 

ambos grupos presentaron niveles similares de anticuerpos; después de la vacunación en 

el primer mes  no fue apreciable un incremento importante de éstos en el grupo 

vacunado; a los 30 días se observó un aumento que se mantuvo hasta los 90 días 

alcanzando un nivel elevado (0.344 + 0.242 DO, p>0.05), después de ese periodo, el 

nivel de anticuerpos disminuyó  hasta  alcanzar  un valor de (0.121 + 0.058 DO, 

p<0.05), en el último muestreo realizado. En tanto, en el grupo sin inmunizar se registró 

un aumento significativo de anticuerpos a los 30 y 90 días, en ese tiempo, se observó el 

nivel mas alto de anticuerpos registrado durante el experimento, que fue de (0.327 + 

0.211 DO, p>0.05), correspondiendo en tiempo con el valor más elevado registrado para 

el grupo vacunado. En los siguientes dos muestreos se observó un descenso, y 

finalmente en el último muestreo se registró un valor promedio mayor en este grupo que 

en el grupo vacunado. 
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Gráfica 5. Promedio + DS de los niveles de anticuerpos (IgG) contra CFPE  de M. bovis en  DO medidos 

por la prueba de ELISA en bovinos vacunados con BCG Phipps recombinante y bovinos no vacunados 

(control)        Diferencia estadística (p<0.05) entre los grupos   

 

Los ensayos de ELISA realizados para determinar niveles de anticuerpos a  

micobacterias atípicas empleando el  CFPE  de M. avium  en los grupos se muestran en 

la gráfica 6.  Los resultados no mostraron incrementos importantes o significativos de 

anticuerpos durante el periodo evaluado. 
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Gráfica 6. Promedio + DS de los niveles de anticuerpos (IgG) contra CFPE  de M. avium en  DO medidos 

por la prueba de ELISA en bovinos vacunados con BCG Phipps recombinante y bovinos no vacunados 

(control)  

 

 

 



6.3 Resultados de la prueba de intradermorreacción (tuberculinización)  

 

Los resultados de la intradermorreacción (ID) se muestran en el cuadro 1, se hicieron 

dos pruebas una fue la simple caudal y dos meses después se hizo la doble comparativa. 

En el grupo vacunado hubo un animal que salió sospechoso a la prueba doble 

comparativa, al igual que en el grupo control donde también hubo un animal 

sospechoso. 

  

Cuadro 1. Resultados de las tuberculinizaciones 

1
a
 Tuberculinización 

Simple Caudal 

2ª Tuberculinización 

Doble Comparativa 

Grupo No. 

animal 

Lectura  

72 hrs 

Interpretación Lectura 

inicial 

Lectura  

72 hrs 

Diferencial Interpretación 

600 S/C Negativo 8/6 S/C - Negativo 

601 S/C Negativo 5/5 S/C - Negativo 

603 S/C Negativo 9/6 S/C - Negativo 

606 S/C Negativo 8/8 14/17 3 Sospechoso 

607 S/C Negativo 7/5 S/C - Negativo 

608 S/C Negativo 8/7 S/C - Negativo 

653 S/C Negativo 6/6 S/C - Negativo 

654 S/C Negativo 5/6 S/C - Negativo 

656 S/C Negativo 9/6 S/C - Negativo 

 

 

 

 

BCG 

657 S/C Negativo 9/5 S/C - Negativo 

573 S/C Negativo 8/5 S/C - Negativo 

584 S/C Negativo 6/5 S/C - Negativo 

611 S/C Negativo 13/11 S/C - Negativo 

612 S/C Negativo 7/5 S/C - Negativo 

613 S/C Negativo 5/5 S/C - Negativo 

614 S/C Negativo 9/5 S/C - Negativo 

618 S/C Negativo 9/6 S/C - Negativo 

660 S/C Negativo 7/5 10/10 2 Sospechoso 

620 S/C Negativo 10/6 S/C - Negativo 

 

 

 

 

Controles 

622 S/C Negativo 10/7 S/C - Negativo 

S/C sin cambios 

 

 

 



6.4 Resultados del aislamiento de Mycobacterium bovis 

 

Durante  todo el periodo que se evaluaron  las becerras no hubo  aislamiento  positivos 

de Mycobacterium bovis a partir de los exudados nasales obtenidos en los diferentes 

muestreos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. DISCUSIÓN 

 

La inmunidad protectora contra la tuberculosis es esencialmente de tipo celular, por lo 

que es deseable que las vacunas desarrolladas contra la enfermedad, sean capaces de 

estimular y sostener este tipo de inmunidad, en la cual, participan de manera relevante 

los linfocitos Th1 específicos, productores de  TNF-α,  IFN-γ e IL-2. El IFN-γ liberado 

por estas células actúa de manera paracrina sobre los macrófagos, aumentando sus 

propiedades fagocíticas y bactericidas contra las micobacterias intracelulares, logrando 

su eliminación y con ello, el control del progreso de la enfermedad 
(13)

.  

 

En la evaluación de vacunas contra la  tuberculosis, la cuantificación y seguimiento de 

la producción de esta citocina por las células T específicas, es un  parámetro relevante 

que nos permite determinar el establecimiento de la inmunidad protectora. De acuerdo a 

ello, los resultados obtenidos en la cinética de evaluación del IFN-γ en el presente 

estudio, señalan en promedio una aparente mayor producción de  ésta en los animales 

del grupo vacunado con, (0.581 + 0.233 DO, p>0.05) en presencia del PPD bovino, en 

relación al grupo de animales control (0.457 + 0.277 DO) aunque las diferencias no son 

significativas, indicando con ello el establecimiento de una inmunidad de tipo celular.  

No obstante, se observaron variaciones importantes aunque no significativas en la 

producción de la citocina en ambos grupos, señalando igualmente la influencia que 

ejerce la exposición continua a micobacterias atípicas ambientales en la respuesta 

inmune de los animales o  las propias cepas de campo de M. bovis circulantes. A pesar 

de esta situación, la respuesta de producción de IFN-γ en el grupo vacunado muestra ser 

específica hacia los antígenos de M. bovis tal como lo señala su mayor producción en 

los cultivos de células estimulados con los antígenos del  PPD bovino más que con los 

del PPD aviar, (0.581 + 0.233 DO y 0.437 + 0.197 DO) respectivamente. En contraste 

en el grupo control la producción promedio de la citocina  fue más alta en los cultivos 

estimulados con PPD aviar más que con el PPD bovino, (0.538 + 0.298 DO y 0.457 + 

0.277 DO) respectivamente.  

 

 

Un estudio realizado por Buddle y cols. 
 (81)

 con la finalidad de evaluar el efecto de la 

dosis de vacuna BCG en el establecimiento de resistencia a la infección bajo 

condiciones controladas muestran una producción similar de IFN-γ. En el estudio 



referido se mostró que el empleo de dosis mayores a 6 x10
6
 a pesar de que  inducen una 

elevada producción de IFN-γ en animales vacunados, la respuesta al desafío fue menos 

eficiente considerando número y grado de lesión que la de animales vacunados con una 

dosis menor. Si bien, en el presente estudio no hubo un desafío experimental de los 

animales, si hubo una exposición natural a las cepas de campo de M. bovis considerando 

la elevada prevalencia de tuberculosis existente en el hato, y a la respuesta transitoria 

que presentaron  varios de  los animales de ambos grupos al antígeno ESAT-6. Pollock 

y Anderson
 (82)

, reportan que este antígeno solo esta presente en cepas de campo de M 

bovis y no en la cepa vacunal BCG. De igual modo, esta situación se refleja en la 

cinética de anticuerpos determinada para ambos grupos a los antígenos de la 

micobacteria, en la cual se observan variaciones significativas tipo memoria durante el 

periodo evaluado, mostrando con ello, la exposición continua a la que estuvieron 

sometidos los animales en el campo. Aunado a lo anterior, la respuesta de anticuerpos 

(IgG) mostró ser específica a M. bovis tal como lo muestra la baja respuesta observada a 

los antígenos de M. avium en los dos grupos. Buddle y cols.
 (81)

, reportan que la  

vacunación en bovinos empleando dosis bajas de la vacuna BCG, muestran el desarrollo 

de menos anticuerpos en los animales vacunados más que un incremento de estos 
(58)

, tal 

como fue observado en los primeros dos meses en el presente ensayo. 

 

La ID con tuberculina se aplicó en ambos grupos en dos ocasiones, a los nueve y once 

meses después de la vacunación. En la primera tuberculinización ningún animal 

vacunado o del grupo control resulto positivo; mientras que en la segunda, aplicando la 

ID doble comparativa un animal de cada grupo resultó sospechoso, indicando con ello 

que al menos durante el periodo que duró el estudio ningún animal desarrollo  

enfermedad. Lo cual también se confirma por los resultados negativos de aislamiento de 

la micobacteria en los diferentes muestreos realizados a los animales. Estas 

observaciones además señalan que la prueba de la tuberculina no se muestra 

comprometida con la dosis empleada de vacuna, situación que para fines prácticos 

resulta conveniente y provechosa en la identificación de animales tuberculosos mediante 

el empleo de ésta prueba diagnóstica. Contrario a lo observado por Castillo y cols.
 (74)

 en 

estudios de vacunación empleando dosis más altas de vacuna BCG de 10
6 

a 10
8
 UFC, 

donde muchos de los animales mostraron reactividad a la prueba después de haber sido 

vacunados. Además, se observó que el grado de protección fue menor en los animales 

vacunados que mostraron reactividad a la ID. A este respecto, Orme y Cooper 
(83)

 



comentan que la ID y la respuesta mediada por células son fenómenos totalmente 

distintos mientras que la ID es mediada por quimiocinas, la resistencia a la enfermedad 

esta mediada por citocinas. 

 

Estudios realizados por diferentes investigadores en modelos murinos muestran que 

dosis bajas de BCG (≤10
4
 UFC), inducen preferentemente una respuesta Th1 que se 

confirma por el aumento significativo en la producción de las citocinas  IL-2 e IFN-γ, 

mientras que dosis altas de 10
6 

a 10
8
 UFC  favorecen el desarrollo de un respuesta Th2 

caracterizada por la producción de IL-4 e IL-10, respuesta que no es eficaz contra el 

patógeno intracelular 
(84, 85, 86). Sin embargo, Wedlock y cols. 

(87)
 observaron que la 

vacunación en bovinos  induce una mezcla de respuestas Th1/Th2, y que las respuestas 

no van separadas como en los humanos y en los ratones, donde citocinas de una 

repuesta Th2 son antagonistas de las citocinas Th1. Aún no es claro como es que logran  

funcionar las dos respuestas en los bovinos ya que, las citocinas de una respuesta 

inhiben a las citocinas de la otra, hacen falta estudios sobre el comportamiento de las 

respuestas.  

 

Por otro lado, después de la autorización y distribución de la vacuna BCG en humanos a 

nivel mundial, y antes del establecimiento del sistema lote-semilla, la vacuna fue 

preservada por mucho tiempo por subcultivo, produciendo posteriormente la derivación  

y diversificación  de subcepas hijas de la vacuna original BCG.  Estas cepas hijas se ha 

mostrado han perdido regiones genéticas que han afectado su antigenicidad  y con ello 

su eficacia en la protección como reportan Behr 
(88)

 y  Mahairas y cols. 
(89)

.  Es así que 

en un estudio realizado en México por Castillo y cols.
 (74)

  con el propósito de evaluar el 

grado de protección ofrecido por varias subcepas de la vacuna BCG en modelo ratón, 

mostró que al desafío empleando una cepa patógena de M. tuberculosis, los ratones 

inmunizados con las subcepas Birkhaug, Tice, Danish y Moreau, mostraron zonas 

amplias de neumonía y una fuerte respuesta a la ID; mientras que, las subcepas Sweden, 

México y Frappier aunque mostraron un reducción de las áreas de neumonía, una menor 

cantidad de UFC recuperada de tejidos y una moderada respuesta a la prueba de ID, su 

eficacia fue menor a  la que se registró con la  subcepa Phipps. 

 

En la actualidad no se ha autorizado el uso de vacunas para el control de la tuberculosis 

en bovinos aunque se han logrado progresos importantes en la elaboración de nuevas 



vacunas, hasta el momento ninguna ha sido superior a la BCG. El uso de la vacuna de la 

tuberculosis en animales domésticos depende entre otras circunstancias del desarrollo de 

pruebas de diagnostico que permitan diferenciar animales vacunados de animales 

infectados, ya que como se explicó anteriormente algunas vacunas pueden inducir la 

respuesta de hipersensibilidad tardía, lo cual dificultaría la discriminación entre 

animales infectados de vacunados. Dos de las pruebas de diagnóstico más usadas para la 

identificación de bovinos tuberculosos están basadas en la detección de la respuesta 

inmune mediada por células: Hipersensibilidad retardada la cual se detecta mediante la 

prueba de tuberculina o ID, o la síntesis in vitro de IFN-γ en cultivos de sangre 

completa estimulados con antígenos micobacterianos como el PPD 
(90)

. Monaghan y 

cols.
 (91)

 documentan que ambas pruebas diagnósticas tienen una sensibilidad de 65 al 

95% y son parcialmente efectivas en distinguir el ganado infectado del ganado sano. 

Hope y cols.
 (92)

 reporta que uno de los mayores factores que disminuyen la sensibilidad 

de ambas pruebas, es el previo contacto del ganado con micobacterias ambientales que 

comparten antígenos con M. bovis y la respuesta no específica de las células NK en 

animales jóvenes. Wu y cols.
 (93)

 observan que en animales neonatos, la exposición a 

una variedad nueva de antígenos resulta en un alto grado de activación de los linfocitos 

de sangre periférica. Estas células pueden desencadenar más fácilmente la liberación de 

IFN-γ en respuesta a los antígenos micobacterianos o a otros antígenos de reacción 

cruzada. Las células que secretan altos niveles de IFN-γ puede que no se desarrollen 

como células de memoria. Tal situación se demuestra en el presente estudio por las 

frecuentes variaciones  en los niveles de IFN-γ determinados para ambos grupos, 

vacunado y control, las cuales estuvieron relacionadas tanto con la exposición de los 

animales a las cepas de campo de M. bovis, como a las micobacterias atípicas 

ambientales de acuerdo a la respuesta de  IFN-γ observada en los cultivos estimulados 

con PPD aviar. En este sentido el empleo de antígenos específicos para distinguir 

animales infectados de vacunados ha considerado la utilidad del antígeno de secreción 

temprana de M. bovis (ESAT-6) debido a que este antígeno solo se encuentra presente 

en las cepas M. bovis y M. tuberculosis patógenas y no en la cepas vacunales BCG.  

Aunque  Pollock y Anderson 
(82)

 han observado que la reactividad a este antígeno puede 

no estar presente en todos los animales infectados con M. bovis.  Aunado a ello,  Hope y 

cols.
 (94)

  muestran que la producción de  esta citocina por este antígeno se encuentra 

afectada por la previa sensibilización del ganado a micobacterias ambientales.  Buddle y 

cols.
 (95)

 refieren que en estados tempranos de la enfermedad  existe un fuerte 



reconocimiento a antígenos de masa molecular baja como el ESAT-6 y el CFP-10,  

mientras que  en estados avanzados de la enfermedad se reconocen antígenos con 

distintas masas moleculares.   

 

Es así que,  los estudios experimentales de vacunación que se han  realizado muestran 

que la  efectividad y grado de protección  de la  vacuna BCG esta relacionada con la 

cepa vacunal utilizada, dosis de vacuna, edad de los animales y sensibilización de los 

mismos a micobacterias atípicas.  La importancia del presente estudio estriba en la 

aplicación y evaluación de la eficacia de la  vacuna BCG cepa Phipps recombinante en 

condiciones de campo en un hato con elevada prevalencia de la enfermedad, que de 

acuerdo a los parámetros inmunológicos evaluados fue capaz de inducir una respuesta 

inmune celular, caracterizada por una baja pero significativa producción de IFN-γ, junto 

con bajos niveles de anticuerpos; lo cual es deseable que se logre en el desarrollo de 

resistencia contra la enfermedad mediante el empleo de vacunas. Este escenario se ha 

mostrado no solo en los estudios de vacunación contra tuberculosis bovina, sino 

también para otros patógenos intracelulares como Leishmania major, donde se ha 

reportado que la dosis de antígeno administrada es crucial para determinar el tipo de 

respuesta inmune inducida, dosis bajas antígeno preferentemente inducen una respuesta 

inmune celular, en tanto que dosis altas inducen además la producción de anticuerpos 

que no favorecen la resistencia la infección.  

 

En la resistencia a la tuberculosis como en otras infecciones por microorganismos 

intracelulares en los bovinos,  los anticuerpos del isotipo IgG2  ofrecen mayor 

protección que los del isotipo IgG1, ya que ofrecen mayor capacidad opsonizante, y son 

mejores inductores de la fijación de complemento, por tanto favorecen mayormente la 

eliminación de la micobacteria.  La producción de anticuerpos  específicos de este 

isotipo es favorecida primordialmente por el IFN-γ, principal citocina involucrada en la 

respuesta inmune celular. 

 

Los resultados obtenidos hasta ahora no muestran diferencias claras en los parámetros 

considerados para la evaluación de la vacuna, no obstante ninguno de los animales de 

ambos grupos muestra signos de infección, por lo que se contempla el seguimiento de 

ellos hasta la etapa productiva en la que se espera pueda existir una mejor definición de 

su comportamiento inmune o resistencia a la infección. No obstante, los resultados de 



tuberculinización en el área de recría del establo mostraron una reducción de la 

incidencia de la enfermedad del 5.3% que se tenía antes del programa de vacunación a 

un 1.5% después de la vacunación, mientras que las vaquillas que entran al área de 

producción se tenían una incidencia del 32% y se redujo a 3.7%, lo que señala un 

beneficio del empleo de las vacunas en la resistencia a la enfermedad en el área de 

recría.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

8. CONCLUSIONES  

 

1.- La vacunación  de becerras recién nacidas con la BCG recombinante indujo una 

respuesta inmune celular mediada por la inducción de IFN-γ. 

 

2.- La dosis de vacuna empleada no favoreció el desarrollo de una hipersensibilidad 

tardía, mostrando su no interferencia con el diagnóstico de animales enfermos mediante 

la prueba de tuberculina.  

 

3.- Los resultados obtenidos no muestran diferencias claras en los parámetros 

considerados para la evaluación de la vacuna, ya que ninguno de los animales de ambos 

grupos mostró signos de infección durante el periodo evaluado.  

 

4.- Es probable que en la etapa productiva de los animales pueda existir una mejor 

definición de la eficacia o grado de protección de la vacuna, luego de que es en esta  

etapa cuando los animales están expuestos a situaciones de estrés y al desafío natural de  

Mycobacterium bovis 

 

5.- Es recomendable que en estudios posteriores se contemple el desarrollo de métodos 

de diagnóstico específicos y sensibles, que en su momento permitan la diferenciación de 

animales infectados de vacunados. 

 

 

 

 



 

9. ANEXO 1   SOLUCIONES 

 

SOLUCION DE FIJADO.  

Buffer de Carbonatos 0.06 M   pH 9.6 

 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 3.8gr/l 

Carbonato de sodio (Na2CO3) 1.93gr/l 

Agua destilada 1l 

 

SOLUCION DE LAVADO.   

Buffer Fosfatos (PBS) 0.01 M  pH 7.4 con NaCl y 0.1 % de Tween 20 

 

Fosfato disodico hidrogenado (Na2HPO4) 1.1gr/l 

Fosfato sodico dihidrogenado (NaH2PO4) 0.32gr/l 

Cloruro de sodio (NaCl) 8.5gr/l 

Tween 20 0.5ml/l 

Agua destilada 1l 

 

SOLUCION BLOQUEADORA.   

1.5% de leche descremada en PBS y 0.1% de Tween 20 

 

Fosfato disodico hidrogenado (Na2HPO4) 1.1gr/l 

Fosfato sodico dihidrogenado (NaH2PO4) 0.32gr/l 

Cloruro de sodio (NaCl) 8.5gr/l 

Tween 20 0.5ml/l 

Leche descremada en polvo 1.5 gr/100ml  

Agua destilada 1l 

 

SOLUCION DE REVELADO.  

Buffer citratos pH 4.5 

 

Acido cítrico (C6H8O7) 4.6 gr/l 

Citrato trisodico (Na3C6H5O7) 7.4 gr/l 



Agua destilada 1l 

Agregar al momento de su empleo: 

Ortofenildiamina 4µg/10ml 

Agua Oxigenada (H2O2) 4µg/10 ml 
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