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RESUMEN 
 
La piedra angular en el control de la tuberculosis en el ganado es la identificación certera y 
eliminación de los animales infectados con Mycobacterium bovis; no obstante, las 
limitaciones en la especificidad de la prueba de la tuberculina resulta en una falla en la 
diferenciación entre animales infectados y animales expuestos a micobacterias ambientales. 
Los antígenos ESAT-6 y CFP-10 son fuertemente reconocidos en ganado infectado con 
tuberculosis bovina, y estás proteínas no inducen respuestas en el ganado no infectado, por 
lo que su uso puede ser una alternativa al PPD en las pruebas intradérmicas en el ganado y 
otras especies. 
El objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial del cóctel proteico ESAT-6+CFP-
10 administrado de forma intradérmica en ganado infectado naturalmente en hatos con 
diferentes prevalencias de la infección. 
Se evaluaron diferentes concentraciones del cóctel proteico (5, 10 y 15 µg de cada proteína) 
en 10 animales infectados naturalmente con M. bovis y 10 animales no infectados, la lectura 
de la reacción se realizó cada 24 horas durante 4 días. Las respuestas hacia el cóctel 
proteico alcanzaron su pico máximo a las 72 horas. La mejor respuesta intradérmica fue 
obtenida con 10 µg de cada proteína. Posteriormente está concentración del cóctel proteico 
fue evaluado en hatos con alta y baja prevalencia de la infección, éste último con co-
infección paratuberculosis. Nuestros datos muestran que el uso intradérmico del cóctel 
proteico en paralelo con la prueba de la tuberculina permite la identificación de animales 
sospechosos a esta última prueba y mejora la identificación de animales infectados con 
tuberculosis en hatos con co-infección con paratuberculosis. De la misma forma, el cóctel 
proteico fue evaluado en hatos libres de tuberculosis bovina. A diferencia del PPD, el cóctel 
proteico no induce reacciones intradérmicas en animales sensibilizados a la exposición por 
micobacterias ambientales o infectados con paratuberculosis. Por lo que concluimos que el 
cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 mejora la especificidad de la prueba intradérmica sin 
afectar la sensibilidad.  
 
Palabras clave: Mycobacterium bovis, ESAT-6, CFP-10 prueba de intradermorreacción. 
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ABSTRACT 
The cornerstone of tuberculosis control in cattle is the accurate detection and removal of 
animals infected by Mycobacterium bovis; however, the limitations in the specificity of 
tuberculin testing result in a failure to differentiate between M. bovis infected animals and 
animals exposed to non-pathogenic environmental mycobacterial species. The antigens 
ESAT-6 and CFP-10 are strongly recognized in tuberculosis infected cattle, and they do not 
elicit a response in cattle without infection. Besides, they are absent in most of 
environmental mycobacterial species, so its use can be an alternative to PPD tuberculin in 
the development of more specific skin diagnostic test in cattle and other species.   
The aim of the current study was to assess the potential of an ESAT-6 and CFP-10 protein 
cocktail in a skin-test format in naturally infected cattle, with different tuberculosis 
prevalences.  
We tested at different dose concentration of the protein cocktail (5, 10 and 15 µg for each 
protein) in 10 M. bovis infected cattle and in 10 non-infected cattle. Skin responses were 
measure every 24 hours for 4 days. Skin responses to the protein cocktail peaked after 72 
hours. The best skin response to the protein cocktail was obtained with 10 µg for each 
protein. Subsequently this concentration was tested in herds with high and low tuberculosis 
prevalence the last with paratuberculosis co-infection. Our data show that the protein 
cocktail in parallel with PPD tuberculin test allows the identification of suspected animals 
and improve the detection of tuberculosis infected cattle in herds with paratuberculosis co- 
infection. Also the protein cocktail was assessed in free-tuberculosis herds. Unlike to PPD, 
the protein cocktail did not elicit a response in cattle without infection. For this we 
conclude that the ESAT-6 and CFP-10 protein cocktail improve the specificity of the skin 
test without affecting the sensitivity 
 
Keywords: Mycobacterium bovis, ESAT-6, CFP-10, skin test.  
 

 



1 
 

1. INTROD UCCIÓN 
 

La tuberculosis humana es la principal causa de enfermedad y muerte en el mundo, 

especialmente en Asia y África. Según reportes de la Organización Mundial de la Salud 

(WHO, por su sigla en inglés) en el 2006 hubo 9.2 millones de casos nuevos, y 1.7 muertes 

por tuberculosis. Ésta enfermedad es causada por bacterias del complejo Mycobacterium 

tuberculosis, en éste grupo se encuentra Mycobacterium bovis (M. bovis), el agente 

causante de la tuberculosis bovina,  el cual tiene un espectro de hospederos muy amplio, 

dentro de los que se encuentran los primates, incluido el humano, animales domésticos y de 

vida silvestre (1).  

La tuberculosis bovina es una enfermedad transmisible y crónica, caracterizada por 

la formación de lesiones granulomatosas (2). Ésta es una de las enfermedades más 

importantes en la industria pecuaria al ocasionar graves pérdidas económicas, y representar 

una barrera para la comercialización del ganado y sus subproductos; además de constituir 

una amenaza para la salud humana (3).  

La prevalencia de tuberculosis en humanos causada por M. bovis muestra una 

considerable variación regional dependiendo de la presencia y extensión de la enfermedad 

en el ganado, la situación económica, social y la aplicación de medidas preventivas por lo 

que la información disponible es muy variable. En general, se considera que la incidencia 

de la infección en humanos es mucho mayor en áreas rurales con hatos infectados (4).  La 

infección en los humanos puede ocurrir por inhalación de aerosoles o a través del consumo 

de leche no pasteurizada. Considerándose un riesgo ocupacional en veterinarios, granjeros 

y trabajadores de rastros. La transmisión entre personas es posible dependiendo del estatus 

inmunológico del individuo (5-6).   

La tuberculosis bovina sigue manifestándose como un problema en el ganado a 

pesar del establecimiento de programas de control de la enfermedad. Los factores más 

importantes son económicos, sociales y culturales que evitan que se lleven a cabo 

eficientemente los programas de control, aunado a las limitaciones en la sensibilidad y 



2 
 

especificidad del derivado proteico purificado (PPD, por sus sigla en inglés)  y la 

incapacidad de detectar todos los animales infectados con M. bovis lo que contribuye 

significativamente a la persistencia de la enfermedad (7). El PPD actualmente utilizado 

contiene una mezcla de proteínas pobremente definida, muchas de las cuales se encuentran 

presentes en micobacterias ambientales, por lo que en algunos casos no permite una 

diferenciación entre animales infectados con M. bovis y animales sensibilizados por 

micobacterias ambientales, lo que representa un serio problema en lugares donde es común 

la co-infección con Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) (8). 

Es por esto que se ha propuesto el uso de pruebas alternativas o complementarias 

para confirmar o negar los resultados de la prueba intradérmica, como la prueba de 

interferón gamma (IFN-γ); sin embargo, debido a su alto costo, comparado con la prueba de 

la tuberculina, y la necesidad de personal y equipo especializado es difícil su aplicabilidad 

(9).  

Estudios in vitro han demostrado que los antígenos micobacterianos ESAT-6 y 

CFP-10 dan mejores resultados que el PPD al utilizarlos en una prueba de detección de 

IFN-γ en bovinos infectados y libres de la enfermedad. Estos resultados indican que el uso 

del cóctel proteico incrementa la especificidad de la prueba sin afectar su sensibilidad, por 

lo que su uso podría ser de gran valor en las pruebas diagnósticas de rutina en el ganado 

(10). El uso de estos antígenos permite diferenciar animales infectados por M. bovis o 

sensibilizados por la exposición a micobacterias ambientales, así como entre animales 

infectados por M. avium subsp. paratuberculosis. Además la vacunación con M. bovis BCG 

no induce una respuesta hacia estos antígenos, favoreciendo de esta forma la vacunación en 

el ganado (11).  

Diversas proteínas como MPT64, MPB59, MPB70, MPB83, ESAT-6 y CFP-10, 

han sido probadas principalmente en ratones y cobayos para su uso potencial como 

reactivos profilácticos y de diagnóstico (12-14). Solamente el antígeno ESAT-6 ha sido 

probado intradérmicamente en ganado bovino demostrando que es posible generar 

respuestas dérmicas con éste antígeno altamente purificado; sin embargo, se requieren 

grandes cantidades de proteína y un mayor tiempo para realizar la lectura de la reacción 

intradérmica (5 días, en lugar de 3) (15). Este resultado se puede deber a que un solo 
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antígeno contiene menos epitopes para reclutar al sitio de inoculación el número de 

linfocitos T necesarios para obtener una respuesta medible en las pruebas intradérmicas, 

además de que el reconocimiento de antígenos es muy amplia y variable entre individuos 

(16). Estos resultados sugieren el uso de múltiples antígenos en forma de un cóctel proteico 

para ser utilizado en el diagnóstico de la tuberculosis bovina. 

El propósito de este trabajo fue determinar la utilidad del cóctel proteico formado 

por las proteínas ESAT-6 y CFP-10 en el diagnóstico in vivo de la tuberculosis bovina en 

animales naturalmente expuestos a M. bovis.  
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2. REVISIÓN DE LITERATU RA 
 

2.1.  Agente etiológico 
 

El complejo M. tuberculosis consiste de siete especies y subespecies que incluyen 

M. tuberculosis, M. canettii, M. africanum, M. bovis, M. microti, M, pinnipeddii y M. 

caprae.  Los cuales se caracterizan por tener el 99.9% de identidad a nivel de nucleótidos y 

una secuencia idéntica de RNAr 16S (17).  

M. bovis, es un bacilo ácido alcohol resistente, alargado de aproximadamente 1-

4µm, de lento crecimiento (intervalo generacional de 16 a 20 horas), aerobio y de vida 

intracelular (2).  

La teoría  tradicional del origen de la tuberculosis menciona que es una 

antropozoonosis; se sugería que M. tuberculosis había surgido de M. bovis durante la 

domesticación del ganado hace unos 10-15,000 años aproximadamente cuando el bacilo de 

la tuberculosis bovina se pudo haber transmitido  a la población humana (18).  Sin 

embargo, los análisis genómicos indican un escenario diferente. La pérdida de genes en el 

genoma de M. bovis sugiere que M. canetti es el antecesor común de las especies del 

complejo M. tuberculosis, las perdidas sucesivas de regiones de DNA, empezando por la 

pérdida de la región RD9 originó a M. africanum, M. microti y M. bovis. Las cepas 

modernas de M. tuberculosis se originaron del antecesor común por la pérdida del locus 

TbD1 (Figura 2-1) (19).  
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Figura 2-1. Escenario evolutivo del complejo M. tuberculosis. La identificación de distintas deleciones en el 
genoma funciona como un marcador único para cada cepa (Tomado y modificado de Hewinson et. al., 2006) 
(19).  

 

2.2. Patogenia de la Infección 
 
 

La infección en el bovino puede ser adquirida por diferentes vías. Sin embargo, la 

edad, comportamiento de los animales, el medio ambiente y las prácticas en las 

explotaciones tienen una influencia significativa en la forma en que la bacteria se pone en 

contacto con su hospedero (20). La ruta principal de infección es la vía respiratoria por lo 

que la distribución de las lesiones y la patología se observa predominantemente en el tracto 

respiratorio, y en los linfonodos asociados (21).   

 
La transmisión de la enfermedad dentro del hato depende de una serie de factores 

asociado a las condiciones ambientales que enfrenta la bacteria, la resistencia o 

susceptibilidad del hospedero y la virulencia de la bacteria. Ambientes húmedos, templados 

y protegidos de los rayos solares benefician la sobrevivencia de la bacteria por largos 

períodos de tiempo conservando su capacidad infecciosa (1). Estudios en bovinos 

infectados experimentalmente muestran que es posible detectar de forma intermitente al 
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bacilo en el exudado nasal después del establecimiento de la infección. El inicio y duración 

del período de excreción depende de la dosis infectante. No obstante, los bacilos también 

son eliminados por heces, orina y leche. (20, 22). 

Una vez que el bacilo ha ingresado a las vías respiratorias bajas es fagocitado por 

los macrófagos alveolares, estos pasan a través de la pared de los bronquiolos, entran a la 

circulación, y son llevados a los linfonodos, donde subsecuentemente interactúan con las 

células ahí almacenadas (23). Diversos estudios han demostrado que M. bovis ha 

desarrollado diversas estrategias para asegurar su entrada dentro de los macrófagos, 

engañar y evadir la respuesta inmune durante y después de su entrada al fagocito, y 

modular la función efectora de la respuesta inmune celular (2, 24). Esta interacción induce 

una respuesta pro-inflamatoria localizada, conduciendo a la producción de quimiocinas y 

citocinas que amplifican el reclutamiento celular dando lugar a una masa celular conocida 

como granuloma (25). Esta estructura  está compuesta por un centro de macrófagos 

infectados rodeados por células gigantes vacuóladas o macrófagos espumosos, la capa más 

externa de la estructura es delineada por  linfocitos, y  puede estar rodeada de colágena y 

otros componentes de matriz celular (26).  

En un estudio de bovinos infectados experimentalmente, las lesiones microscópicas 

pudieron ser observadas 7 días post-infección; sin embargo, las lesiones más grandes no 

pudieron ser observadas hasta los 14 días post-infección (27). Si los mecanismos de defensa 

del individuo se encuentran en condiciones adecuadas, limitan al mínimo el desarrollo de la 

bacteria dentro del granuloma, pero estas pueden permanecer viables durante toda la vida 

del individuo. Por lo que si el estatus inmunológico del hospedero se debilita, el granuloma 

se convierte en la fuente para la diseminación sistémica de las bacterias (26).   

Pollock, et al. (23) refieren que una vez que el bovino se ha expuesto a M. bovis 

existen cuatro posibles escenarios, que son necesarios considerar en el diagnóstico de la 

enfermedad (Figura 2-2):  
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1) El bovino tiene la capacidad de resistir el desafío de la exposición a través de su 

respuesta inmune innata por lo que estos animales pueden resultar negativos a las 

pruebas diagnósticas y permanecer libres de la infección.  

2) El bovino a pesar de resistir el desafío desarrolla cambios patológicos que pueden 

ser evidentes en la inspección post-mortem y presenta respuestas positivas a las 

pruebas diagnósticas. 

3) El bovino después de la exposición a M. bovis es infectado y desarrolla la 

enfermedad, puede presentar respuestas positivas a las pruebas diagnósticas; sin 

embargo, conforme la enfermedad progresa puede llegar a ser anérgico.  

4) El bovino después de la exposición e infección desarrolla una respuesta inmune 

eficaz, los cambios patológicos pueden ser menores, por lo que en la inspección 

post-mortem puede no haber evidencia de la infección. A estos animales se les 

conoce como reactores sin lesiones evidentes en la inspección post- mortem.  

 
Figura 2-2. Diagrama que muestra los posibles resultados después de la exposición del ganado a M. bovis. 
(PM: Inspección post-mortem; PT: prueba de la tuberculina) (Tomado y modificado de Pollock, et al., 2002) 
(23).  
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2.3.  Interacción de M. bovis con el sistema inmune del hospedero  
 
 

El papel del macrófago en la tuberculosis es una enigmática dicotomía. Por un lado 

es el célula huésped de la micobacteria; y por el otro, es la célula efectora para el control y 

destrucción de dicho patógeno (28). Esta célula es capaz de inhibir el desarrollo del bacilo 

mediante la fagocitosis y  de participar ampliamente en la inmunidad celular, en el proceso 

de presentación de antígeno y el reclutamiento de linfocitos T (29). 

El reconocimiento de la micobacteria por el macrófago puede llevarse a cabo por 

diversos receptores, como los receptores para Fc, receptores de complemento CR1, CR3, 

CR4, receptores de manosa, receptores scavenger y otras moléculas receptoras de 

superficie celular (30). 

Después del reconocimiento de la micobacterias por las células fagocíticas se lleva a 

cabo la activación celular y la producción de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias, 

como IL-2, IFN-γ, IL-12, IL-18, TNF-α, RANTES, MCP-1, MIP-1α e IL-18. De la misma 

forma se producen citocinas anti-inflamatorias, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 y TGF-β, que 

en conjunto coordinan la respuesta inflamatoria (Figura 2-3) (31). 

 
Figura 2-3. Interacción de M. bovis con el sistema inmune del hospedero. Después de la infección los 
macrófagos se activan y secretan citocinas y quimiocinas, para atraer al sitio de infección macrófagos,  
linfocitos T, células NK, los cuales producen IFN-γ, y junto con otras citocinas  activa a los macrófagos y así 
controlan la infección. (Tomado y modificado de Berrington, et al. 2007) (31). 
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La respuesta inmunológica específica hacia M. bovis se inicia con la participación 

de los linfocitos T (α/β CD4+ y CD8+ y γ/δ) siendo el principal efector el linfocito T 

CD4+, involucrado en el reconocimiento de antígenos que son procesados en el fagosoma y 

presentados como pequeños fragmentos peptídicos anclados a moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC) II en la superficie celular de las células presentadoras 

de antígenos. Por otra parte, los linfocitos T CD8+ reconocen antígenos que han sido 

procesados en el citosol y que son presentados por moléculas MCH I (32).  

La respuesta inmune celular es tanto el mecanismo de defensa y la causa de la 

formación de granulomas observados en las infecciones por M. bovis, (7). Además, la 

respuesta inmune celular predominante cambia hacia una respuesta inmune humoral 

conforme la enfermedad progresa, provocando un fenómeno conocido como anergia, en el 

cual los animales no reaccionan a las pruebas diagnósticas actualmente usadas, 

representando un riesgo de infección para los otros animales (Figura 2-4) (33).  

 

 
Figura 2-4. Representación del espectro de la respuesta inmune del bovino después de la infección por M. 
bovis. Inicialmente se desarrolla una respuesta inmune celular, la cual cambia hacia una respuesta humoral 
conforme la enfermedad progresa y aumenta la carga bacteriana, en estados avanzados de la enfermedad se 
puede desarrollar un estado de anergia (Tomado y modificado de Pollock, et al. 2002) (23).  
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2.4. Importancia de la tuberculosis bovina en la salud pública  y situación 
actual  

 
 

Como se mencionó anteriormente M. bovis es el agente etiológico de la tuberculosis 

en animales domésticos, también es una de las 3 especies del complejo M. tuberculosis que 

causa enfermedad en humanos. Históricamente, la infección por M. bovis ha sido 

relacionada a tuberculosis extra-pulmonar en niños debido al consumo de leche no 

pasteurizada, después de la introducción de la pasteurización la incidencia por esta vía de 

infección ha disminuido. Sin embargo, la infección por vía aérea es frecuente entre 

personas que tienen un contacto cercano con ganado infectado (34).  

La incidencia real de la infección por M. bovis en humanos es desconocida y quizá 

subestimada ya que generalmente no se hace una distinción entre especies del aislado 

obtenido (3). En América Latina, la mayoría de los estudios han sido realizados en 

Argentina describiendo incidencias del 0.7% al 6.2% en regiones lecheras (35). En México 

existe poca información al respecto, en un estudio realizado en pacientes con problemas 

respiratorios crónicos, 3 de 19 aislamientos obtenidos correspondieron a M. bovis (36). Sin 

embargo, un análisis retrospectivo realizado en San Diego, California reveló que de los 

años 2001 a 2005 el 8% de los casos de tuberculosis se debió a M. bovis, de estos el 60% se 

presentó en personas de origen mexicano (37).  

El control de la tuberculosis por M. bovis en el humano se basa en el control de la 

enfermedad en los animales, es por eso que se realiza una intensiva campaña para su 

erradicación y evitar las pérdidas económicas asociadas y las restricciones a la movilización 

de animales. Gracias a esto, actualmente 11 estados del país se encuentran en etapa de 

erradicación con una prevalencia menor al 0.5%. 

Para efectos de exportación de ganado en pie el Departamento de Agricultura de los 

Estados Unidos de América, ha reconocido 24 regiones de baja prevalencia, 14 de las 

cuales con una prevalencia menor al 0.1% pueden exportar con una sola prueba de 

tuberculina al lote, 9 regiones con una prevalencia menor al 0.5% pueden exportar con 

prueba de lote y prueba de hato de origen y una región que no requiere pruebas de 
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tuberculina para exportar ganado castrado a los Estados Unidos ya que tiene una 

prevalencia menor al 0.01% (38).  

 

2.5. Diagnóstico de la tuberculosis bovina 
 

La identificación y eliminación temprana de los animales enfermos es la base de los 

programas de erradicación de tuberculosis alrededor del mundo. La infección se diagnostica 

por lo general en el animal vivo mediante reacciones de hipersensibilidad retardada. 

Habitualmente la infección es subclínica, raramente se observa evidencia clínica de la 

enfermedad en el ganado (39).  

La tuberculinización es la prueba ante-mortem autorizada por la Organización 

Mundial en Sanidad Animal (40); sin embargo, en la Unión Europea, Estados Unidos y 

Australia se ha aprobado el uso de la prueba de IFN-γ. La primera prueba detecta la 

reacción de hipersensibilidad tardía a la inyección intradérmica del PPD, mientras que la 

segunda  prueba, detecta la liberación de IFN-γ en cultivos con sangre completa 

estimulados con PPD usando una prueba de ELISA (7, 41-42). Tras el sacrificio, se realiza 

un examen post-mortem para buscar lesiones sugestivas a tuberculosis bovina, las cuáles se 

analizan por técnicas histopatológicas y bacteriológicas. También se pueden utilizar 

técnicas con sondas de ADN y la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Sin embargo, 

el cultivo bacteriano tradicional continúa siendo el método rutinario de confirmación de la 

infección.  

2.5.1. Evaluación de la respuesta inmune celular 
 

2.5.1.1. Prueba de hipersensibilidad retardada  
 
 

Esta prueba se fundamenta en la aplicación intradérmica  de la tuberculina que fue 

descubierta por Roberto Koch en 1890 (43), el objetivo es identificar la presencia de los 

linfocitos T del huésped que han sido expuestos y están sensibilizados a antígenos 

específicos de M. bovis (44), está reacción es actualmente definida como una 

hipersensibilidad de tipo retardado (45).  
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Koch desarrolló la tuberculina para ser utilizada como una vacuna terapéutica en 

humanos; sin embargo, pronto advirtió sus propiedades diagnósticas, ya que al ser 

inyectadas en personas infectadas, estas desarrollaban fiebre, escalofríos y vómito, signos 

no observados en personas no infectadas. Esta prueba fue adoptada para su uso en el 

ganado cuando se descubrió que los animales desarrollaban una respuesta térmica después 

de inyecciones subcutáneas con 0.2 a 0.5 ml de tuberculina (42, 46-48). En 1908 Moussu y 

Mantoux  modificaron la forma de aplicar la tuberculina, de una forma subcutánea a 

intradérmica, siendo los primeros en describir su uso en el ganado en el pliegue caudal (49).  

La prueba comparativa usando el PPD aviar fue introducida hasta 1942, y en 1975 se 

sustituyó la tuberculina humana por la tuberculina bovina después de demostrar que esta 

tenía una potencia mayor y era más específica (47).   

La prueba de la tuberculina consiste en la inyección intradérmica del PPD bovino  

en la tabla del cuello y la subsecuente medición de la inflamación en el sitio de inoculación 

72 horas después. Esto se puede llevar a cabo utilizando solo PPD bovino, o en una prueba 

comparativa, empleando PPD bovino y el PPD aviar. En México la prueba simple se realiza 

en el pliegue caudal de la cola (50). La elección de la prueba a utilizar depende de la 

prevalencia de la infección por M. bovis y el nivel de exposición ambiental a otros 

micobacterias sensibilizadoras (40). La sensibilidad y especificidad de las pruebas es 

variable, pero se considera que la prueba cervical es más sensible que la prueba caudal (47, 

51). Aunque el uso de varias técnicas, diferentes dosis y preparaciones hace difícil una 

comparación, algunos autores han analizado la sensibilidad y especificidad de las pruebas 

(Cuadro 2-1) (42, 47, 51-53).  

 

Cuadro 2-1. Sensibilidad y especificidad de las pruebas intradérmicas realizadas en el 
ganado bovino (Tomado y modificado de Schiller, et al., 2010)(53).  
 

Prueba de la tuberculina 

Caudal 

Sensibilidad % 

68-96.8 

Especificidad % 

96-98.8 

Cervical Simple 80-91 75.5-96.8 

Cervical Doble comparativa 55.5-93.5 88.8-100 
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Los resultados de estas pruebas pueden ser influenciados por la etapa de la 

enfermedad, la presencia de otros organismos que provoquen reacciones cruzadas y por 

factores propios del bovino, como la inmunosupresión durante el período post-parto, un 

estado de estrés por transporte, infecciones virales que depriman al sistema inmune, etc. 

(42).  

La reacción de hipersensibilidad hacia el PPD usualmente se desarrolla  3-6 

semanas después de la infección con M. bovis, se cree que hay una correlación positiva 

entre el tamaño de la respuesta intradérmica y la extensión de la patología, lo que podría 

aumentar la  probabilidad de hallar lesiones en rastro en animales con fuerte reacciones 

intradérmicas (54). Aunque un animal que se encuentre en un estado avanzado de la 

enfermedad puede desarrollar pobres reacciones intradérmicas y presentar varias lesiones. 

La administración del PPD induce una supresión temporal de la respuesta 

intradérmica hacia los antígenos micobacterianos que puede confundir la interpretación de 

las subsecuentes pruebas (55). Dicha supresión se presenta desde el día 3 al 60 después de 

la inoculación, los mecanismos responsables de este efecto no han sido esclarecidos pero 

este fenómeno limita la versatilidad de las pruebas intradérmicas y es una advertencia de 

los efectos de la administración del antígeno en posteriores pruebas in vitro (56).  

La gran desventaja del PPD actualmente utilizado es que muchos de los antígenos 

son encontrados en especies micobacterianas ambientales, lo que ocasiona problemas con la 

especificidad de la prueba. Por esta razón se introdujo el uso del PPD aviar en la prueba 

doble comparativa. A pesar de que está prueba constituye una buena señal de exposición a 

micobacterias no siempre es posible discriminar entre el ganado con tuberculosis y ganado 

expuesto a micobacterias ambientales, lo que representa un serio problema en lugares 

donde es común la co-infección con M. avium subsp. paratuberculosis ya que en algunos 

animales, la respuesta hacia el PPD aviar puede ser igual o mayor que hacia el PPD bovino 

(8).   
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2.5.1.2. Prueba de interferón gamma (IFN-γ) 
 
 

Debido a la variabilidad en la sensibilidad y especificidad de la prueba de la 

tuberculina se ha propuesto la utilización de pruebas alternativas o complementarias, una de 

ella es la prueba de IFN-γ que fue desarrollada en Australia (41) y es comercializada bajo el 

nombre de Bovigam® (Prionics, Switzerland), este kit emplea como antígenos al PPD 

bovino y aviar, se puede utilizar en borregos, cabras, búfalos y teóricamente en cualquier 

especie de la familia Bovidae.   

 Esta prueba presenta una sensibilidad y especificidad superior a la prueba de la 

tuberculina (87.7% y 99.2%, respectivamente) (53); además, el uso de ambas pruebas en 

paralelo mejora sustancialmente la sensibilidad (95.2%) (7, 42). Tiene la ventaja que el 

criterio para definir a un animal como positivo puede ser ajustado para mejorar la 

sensibilidad o especificidad de la prueba. Pero sobre todo, detecta a una importante 

proporción de animales que escapan a la detección con la prueba intradérmica porque 

permite la identificación temprana de animales infectados desde los 14 días (57). Esta 

prueba ha sido evaluada en muchos países, apoyando la idea que puede ser considerada  

como una prueba diagnóstica complementaria a la prueba de la tuberculina. Sin embargo, 

debido a su alto costo, comparado con la prueba de la tuberculina,  la necesidad de  

personal y equipo especializado, y a las limitaciones logísticas es difícil su aplicabilidad.  

Es bien conocido que después de la inyección intradérmica del PPD se induce una 

supresión temporal de las respuestas de hipersensibilidad retardada hacia los antígenos 

micobacterianos (58); sin embargo, el efecto sobre la prueba de IFN-γ no es muy claro. Los 

primeros reportes indican  un aumento gradual de los valores de densidad óptica (OD) en la 

prueba de IFN-γ entre el día 7 y 59 después de la prueba caudal (59), aunque este efecto 

puede variar dependiendo del formato de la prueba intradérmica empleado, y si el estudio 

fue realizado en animales infectados naturalmente o experimentalmente (7, 42, 53, 60).   

Después de la prueba caudal en animales sensibilizados con una preparación de M. 

bovis AN5 inactivada se observó un aumento en las respuestas hacia el IFN-γ en un período 

de 3 a 28 días (61). Por otro lado, en animales infectados experimentalmente este aumento 

se observó entre 3 a 7 días después, pero esto no tuvo efecto sobre la respuesta  diferencial 



15 
 

a la tuberculina, por lo que no hay una interferencia con la interpretación final de la prueba 

de IFN-γ (56). Sin embargo, en animales infectados naturalmente el incremento en la 

respuesta hacia el PPD bovino se observó 3 días después de la prueba caudal, y no hacia el 

PPD aviar como lo anteriormente reportado (55).  

Respecto a la prueba cervical comparativa, los estudios en animales infectados 

naturalmente indican que este formato de la prueba intradérmica no aumenta o disminuye 

significativamente las respuestas hacia el PPD en la prueba de IFN-γ (55, 58, 62).  En 

animales infectados experimentalmente los resultados son contradictorios, por una parte se 

menciona que hay una disminución en la producción de IFN-γ 3 días después de la prueba 

cervical comparativa (63) ; y por otro lado, se menciona un aumento en la producción de 

IFN-γ 7 días después de la prueba (64).  

Lo anterior demuestra que los resultados obtenidos en animales infectados 

experimentalmente no siempre pueden validarse en infecciones naturales, por lo que hay 

que tener cuidado al extrapolar la información. Schiller et al. (53) después de analizar  estos 

estudios  concluyen  que de acuerdo a los resultados obtenidos en animales infectados 

naturalmente, no hay evidencia de que la prueba cervical comparativa induzca un aumento 

o disminución en la producción de IFN-γ hacia el PPD bovino o aviar, a diferencia de la 

prueba caudal la cual puede inducir un aumento en la producción de IFN-γ hacia el PPD 

bovino 3 días después de la prueba (Figura 2-5). 
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Figura 2-5. Influencia de la prueba cervical comparativa y la prueba caudal en la prueba de IFN-γ en animales 
infectados naturalmente con M. bovis. Las respuestas fueron medidas antes, 3 y 10 días después de la prueba 
intradérmica.  Se muestran las medias de las respuestas hacia el PPD (PPD-B menos PPD-A ± SEM) en 
bovinos que se les aplicó la prueba caudal (n=8) o la prueba cervical comparativa (n=15) representados como 
círculos blancos, o negros, respectivamente. (*P < 0.05) (PC: Prueba caudal; PCC: Prueba cervical 
comparativa) (Tomado y modificado de Coad, et al. 2010) (55). 

 
La prueba de IFN-γ se usa en paralelo con la prueba intradérmica con el objetivo de 

identificar a una mayor proporción de animales infectados que escapan a la identificación 

con la prueba intradérmica y que pueden permanecer en el hato siendo una fuente de 

infección para otros animales. De la misma forma esta prueba se utiliza en algunos países 

como una alternativa a la prueba cervical comparativa para esclarecer el resultado de los 

animales reactores a la prueba caudal. No obstante, la exposición a micobacterias 

ambientales compromete la especificad de ambas pruebas, y tienen la desventaja de que no 

pueden detectar animales infectados en un estado de depresión de la respuesta inmune 

celular.  

2.5.2. Evaluación de la respuesta inmune humoral 
 

2.5.2.1. Prueba de inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA)  
 
 

Debido al espectro de la respuesta inmune en la tuberculosis bovina (Figura 2-4), 

los animales anérgicos que no son identificados con los métodos diagnósticos que evalúan 

la respuesta celular tienen una mayor probabilidad de presentar una enfermedad 
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generalizada y ser altamente infectivos, aunque una cierta proporción de estos animales 

pueden ser detectados por ensayos serológicos, debido principalmente al desarrollo tardío e 

irregular de la respuesta inmune humoral durante la enfermedad (65).  

A pesar de la baja sensibilidad de las pruebas serológicas, se ha observado un efecto 

anamnésico en el título de anticuerpos después de una prueba intradérmica, el cual esta 

correlacionado con una mayor severidad de la enfermedad (66). Esto tiene relevancia en 

situaciones de prevalencia media o alta, en donde en una primera etapa se podrían 

seleccionar y eliminar los animales con enfermedad avanzada o anérgicos, que son la 

principal fuente de infección en el hato, y que pueden tener cantidades detectables de 

anticuerpos circulantes; y pueden no manifestar reacción a las pruebas de tipo celular.  

Para la prueba de ELISA se han utilizado diferentes antígenos como el PPD, 

proteínas de secreción (filtrado de cultivo), así como antígenos purificados, ya sean nativos 

o recombinantes (33, 41, 67-69). El uso de antígenos sero-dominantes como MPB70 y 

MPB83 han mejorado la especificidad de la prueba, pero no la sensibilidad (67, 70-71). No 

obstante, ha habido varios avances en el desarrollo de nuevas técnicas, principalmente 

basadas en el uso de cócteles proteicos; algunos de ellos son: MAPIA (por su sigla en 

inglés, multi-antigen print immunoassay), el cual es una herramienta muy eficiente para la 

detección de anticuerpos a gran escala, así como para la caracterización de la respuesta 

serológica en el ganado y otras especies infectadas con M. bovis (72), fluorescencia 

polarizada (73),  inmunoensayo de quimioluminiscencia  en placas de 96 pozos (74), o en 

plataforma (75) que permiten la detección de anticuerpos 2 semanas después de la infección 

(76).  

Las pruebas serológicas pueden detectar anticuerpos contra M. bovis, aunque 

relativamente baratas y simples de realizar, actualmente no son una alternativa a las pruebas 

establecidas para evaluar la respuesta inmune celular; sin embargo, pueden ser auxiliares 

para identificar infecciones crónicas.   
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2.5.3. Identificación del agente 
 

2.5.3.1. Inspección sanitaria e histopatología   
 
 

En áreas endémicas o de alta prevalencia se puede realizar un diagnóstico 

presuntivo de la enfermedad después de encontrar las lesiones sugestivas de tuberculosis 

bovina  durante la necropsia; sin embargo, en áreas de baja prevalencia es necesario realizar 

una inspección detallada, junto con la colección de tejidos para su análisis histopatológico y 

aislamiento bacteriano. 

La búsqueda de las lesiones idealmente debería realizarse en todos los tejidos 

listados en el Cuadro 2-2 ya que la distribución de las lesiones es muy amplia, y en zonas 

de baja prevalencia el 66% de los animales pueden tener una sola lesión (77).  

 

Cuadro 2-2. Distribución de los granulomas detectados en los bovinos infectados con 
tuberculosis bovina (Tomado y modificado de Corner, et al. 1990) (77). 
 

Tejido % de lesiones detectadas 

Linfonodos retrofaríngeos  29.4 

Linfonodos mediastinales  28.2 

Linfonodos bronquial  18 

Pulmón 9.8 

Linfonodos mesentéricos 2.9 

Linfonodos parotídeos  2.4 

Linfonodos cervicales profundos 2.4 

Linfonodos inguinales superficiales 1.2 

 

Esto puede ser una de las causas de encontrar animales reactores a la prueba de la 

tuberculina sin lesiones visibles, o quizá el animal  está en una etapa temprana de la 

infección y las lesiones son muy pequeñas para ser observadas a simple vista. Además se 

debe considerar que la sensibilidad de la técnica de necropsia depende del tiempo y cuidado 
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de la persona que realiza la inspección, la cual puede ser del 28.5% como es indicada en un 

estudio realizado en los Estados Unidos (78-79).  

La presencia de bacterias ácido alcohol resistentes puede demostrarse 

microscópicamente en frotis directos de muestras clínicas y en materiales tisulares 

preparados. La resistencia al ácido hidroclórico-etanol se puede demostrar con la tinción 

clásica de Ziehl-Neelsen, aunque también puede utilizarse la tinción fluorescente de 

auramina-rodamina (80). El diagnóstico preliminar se puede hacer si el tejido muestra 

lesiones histológicas sugestivas, un centro formado por macrófagos infectados rodeados de 

células gigantes vacuóladas o macrófagos espumosos, los linfocitos delinean  la periferia de 

la estructura, la cual puede estar rodeada de colágena y otros componentes de la matriz 

extracelular (26).  

2.5.3.2. Aislamiento bacteriano 
 
 

La prueba definitiva para confirmar la infección por M. bovis es su aislamiento y 

tipificación; sin embargo, hay varios factores que influyen en el éxito del mismo, como la 

conservación del tejido, el procedimiento de descontaminación, el medio de cultivo y las 

condiciones de incubación.  

Para preservar los tejidos y evitar su contaminación se utiliza borato de sodio; sin 

embargo, el tejido no debe permanecer más de 10 semanas en esta solución y de preferencia 

deber ser mantenido a 6°C, ya que a mayor tiempo la viabilidad de las micobacterias 

disminuye (50, 78). El proceso de descontaminación generalmente se hace con un ácido o 

un álcali, el reactivo ideal debe mostrar una mínima toxicidad hacia M. bovis pero máxima 

hacia otros organismos contaminantes; sin embargo, el descontaminante tradicionalmente 

usado, el hidróxido de sodio al 2% tiene el mayor nivel de toxicidad comparado con otros 

reactivos como el ácido oxálico, o el cloruro de  hexadecilpiridinio, lo que puede afectar el 

aislamiento de la micobacteria (81). 

Las micobacterias requieren medios enriquecidos para crecer, los medios usados 

tradicionalmente son: Stonebrink y Lowenstein-Jensen, los cuales contienen verde de 

malaquita al 2%  para inhibir el crecimiento de otros microorganismos, para diferenciar los 
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medios, al medio Stonebrink también se le agrega cristal violeta (82). Ambos medios de 

cultivo tienen la misma composición, a excepción que el glicerol es reemplazado por  0.5% 

de piruvato de sodio en el medio Stonebrink (83), esto permite realizar una diferenciación 

entre M. tuberculosis y M. bovis, ya que este último es incapaz de usar el glicerol como 

fuente de carbono, debido a la falta de una piruvato kinasa funcional, por lo que M. bovis 

generalmente no crece en medio Lowenstein-Jensen que solamente contiene glicerol como 

fuente de carbono. Los medios Middlebrook 7H10 ó 7H11 muestran una tasa de 

crecimiento más rápida,  de 28 días, a diferencia de los 36 días con medio Stonebrink; sin 

embargo, estos medios son más caros y susceptibles al crecimiento de microorganismos 

contaminantes (78). El intervalo generacional de M. bovis es de 16-20 horas, por lo que los 

cultivos se deben incubar durante 8 semanas a 37°C en una atmosfera con 5% de CO2.  

En la última década ha habido un gran avance en el desarrollo de otros métodos de 

cultivo, el sistema BACTEC 460 fue el primer sistema semi-automático en ser 

comercializado, posteriormente se desarrollo un sistema totalmente automático BACTEC 

MGIT960, estos sistemas tienen una mayor sensibilidad que los medios sólidos y un 

período de detección de cultivos positivos más corto (13-15 días) y son una alternativa para 

el aislamiento de M. bovis; pero, estos métodos requieren el empleo de lectores y sistemas 

de incubación especializados, lo que eleva su costo (80, 84-85). 

Una vez que el aislado ha sido obtenido, se pueden utilizar varias técnicas para 

confirmar la identidad del aislamiento basadas en la morfología de la colonia y en pruebas 

bioquímicas, las cuales pueden tomar hasta 4 semanas en completarse (Cuadro 2-3). 
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Cuadro 2-3. Características bioquímicas de algunas especies del complejo M. 
tuberculosis (Tomado y modificado de Barrera, 2007)(80). 

Prueba M. tuberculosis M. bovis M. bovis 
BGC 

M. africanum M. microti 

Morfología rugosa rugosa rugosa rugosa lisa 

Piruvato como 
fuente de carbono 

- + + - - 

Pirazinamidasa + - - + + 

Niacina + - - +/- + 

Nitrato + - - +/- - 

Ureasa +/- - + +/- +/- 

Susceptibilidad a 

TCH 

R S S S S 

R= Resistente, S= Susceptible, TCH= Tiofeno-2-hidrazida del ácido carboxílico 

 

2.5.3.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
 

Actualmente la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) empieza a ser 

introducida en algunos laboratorios con el objetivo de facilitar la identificación de las 

micobacterias y otros microorganismos. Hay varios protocolos publicados para la detección 

por PCR de micobacterias; no obstante, parece no haber consenso en cuanto a la extracción 

de ADN y al método de amplificación. Se han utilizado varios iniciadores, los más 

comunes incluyen secuencias que amplifican el ARNr 16S, la región intergénica del ARNr 

16S-23S, las secuencias de inserción IS6110, IS1801, los genes hsp65, rpoB, recA, dnaJ, 

sodA, los genes que codifican para las proteínas de 32 kDa y  mpb70 (86-89); de la misma 

forma, se han desarrollado algunos sistemas que permiten una diferenciación entre M. 

tuberculosis y M. bovis como la amplificación de un producto de 500bp, la identificación 

de la región RD9, y la amplificación del gen oxyR y pncA (90-91).  

La mayoría de los protocolos para la detección de M. bovis se basan en 

procedimientos desarrollados en laboratorios de investigación. Otras aplicaciones han 
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tendido a la evaluación de kits comerciales más robustos y a veces excesivamente caros; 

por ejemplo, los sistemas  AMPLIFIED MTD® (Gen-Probe, San Diego, Calif.) y 

Amplicor® (Roche Diagnostic Systems, Branchburg, NJ) que se basan en la detección del 

ARNr 16S. A pesar de ser sistemas que permiten la obtención de un diagnóstico más 

rápido,  la variabilidad en la sensibilidad obtenida impide la sustitución de los métodos 

convencionales de aislamiento e identificación de las bacterias del complejo M. 

tuberculosis, que aunque son lentos y engorrosos, siguen siendo la prueba de oro para la 

detección definitiva de estas bacterias. 

Los factores que contribuyen a la reducción en la sensibilidad de los protocolos de 

amplificación actuales son en el bajo número de bacilos en las muestras clínicas, la 

eliminación intermitente de la bacteria, o una ineficiente extracción de ADN de la 

micobacteria, lo que puede ocasionar la presencia de inhibidores de la PCR en las muestras 

(42, 92). 

 

2.6. ESAT-6 y CFP-10 
 
 

Los análisis comparativos de los genomas de M. tuberculosis H37Rv y H37Ra, así 

como M. bovis y M. bovis BCG han revelado cerca de 16 regiones de diferencia (RD), las 

cuales han sido perdidas en algunas de las cepas avirulentas. Una de estas es la región RD1, 

la cual tiene una longitud de 1.5 kilobases  y abarca 9 genes Rv3871-Rv3879c,  la falta de 

esta región es uno de los  motivos de la atenuación de M. bovis BCG, ya que forma parte de 

un sistema de secreción especializado llamado ESX-1 o sistema de secreción VII (93), cuya 

función es la de permitir la secreción de las proteínas  de bajo peso molecular llamadas 

ESAT-6 ó esxA (por su nombre en inglés, early secreted antigenic target of 6 kDa) y CFP-

10 (por su nombre en inglés, culture fíltrate protein of 10-kDa), también conocida como 

esxB ó MTS-10 (17, 94-95). De la misma forma este sistema es necesario para la secreción  

de las proteínas EspA (Rv3616c), EspB (Rv3881) y EspR (Rv3849) (96).  

Los estudios  sugieren la participación de estas proteínas en varios procesos que 

contribuyen en la patogénesis de la micobacteria, como la supresión de la respuesta pro-
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inflamatoria, necrosis, apoptosis, formación del granuloma, arresto de la maduración del 

fago-lisosoma y lisis celular (95, 97-99). Están implicadas en la diseminación de la bacteria 

en el hospedero, estudios con peces cebra indican que los componentes del sistema de 

secreción ESX-1 son requeridos para dar una señal de reclutamiento y agregación a los 

macrófagos, con el objetivo de atraer más células al sitio de infección y promover su 

diseminación (99-100). Este mecanismo es el que podría pasar en los tejidos de los 

animales infectados, ya que se ha observado que la infección con bacterias deficientes en 

ESX-1 resulta en la agregación de células adyacentes a las vías aéreas, pero no en las 

porciones más distales del parénquima pulmonar (101).  

De la misma forma, estas proteínas participan en la regulación de las funciones de 

los macrófagos, aumentan la producción de TNF-α e IL-12, disminuyen la expresión de la 

molécula co-estimulatoria B7.1 (CD80), inhiben la activación del factor de transcripción 

NF-κB a través de la unión de ESAT-6 al receptor TLR-2 en la superficie de los 

macrófagos y disminuyen la producción de las especies reactivas de oxígeno (ROS), en un 

proceso que acelera la ruptura del H202  en H20 y oxígeno, reduciendo el nivel de H202 en la 

célula (102-103).   

El genoma de M. tuberculosis H37Rv tiene 5 copias de este sistema de secreción, al 

parecer se generaron por duplicación, en el orden ESX-4, ESX-1, ESX-3, ESX-2 y ESX-5. 

Sin embargo, no se conocen sus funciones, a excepción del sistema ESX-3 el cual es 

esencial para la captación de zinc, y ESX-5  que está relacionado con la aparición de cepas 

de lento crecimiento, y al parecer participa en la secreción de las proteínas PPE y PE-

PGRS. Estos sistemas contienen genes que codifican proteínas de la familia CFP-10 y 

ESAT-6, FtsK/SpoIIIE; pero no se complementan uno a otro (93-94). 

Las proteínas ESAT-6 y CFP-10 son importantes antígenos inmunodominantes y 

esenciales para la virulencia de M. tuberculosis y M. bovis (104).  Como se puede observar 

en el Cuadro 2-4 están ausentes en todas las cepas de M. bovis BCG, en el complejo M. 

avium y en la mayoría de las micobacterias ambientales, lo que las hace fuertes candidatos 

como reactivos diagnósticos (44). 
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Cuadro 2-4. Distribución de los antígenos ESAT-6 y CFP-10 entre las micobacterias 
(Tomado y modificado de Andersen, et al. 2000) (44). 

Micobacteria ESAT-6 CFP-10 

Complejo M. tuberculosis + + 
M. bovis BCG (todas las 
subcepas) 

- - 

M. abcessus - - 
Complejo M. avium - 

 
- 

M. branderi - - 
M. celatum - - 
M. chelonae - - 
M. fortuitum - - 
M. gordonii - - 
M. kansasii + + 
M. malmoense - - 
M. marinum + + 
M. oenavense - - 
M. scrofulaceum - - 
M. smegmatis - - 
M. szulgai + + 
M. terrae - - 
M. vaccae - - 
M. xenopi - - 
 
 
 
 

Los estudios sugieren que la utilización de estas proteínas recombinantes o péptidos 

sintéticos de las mismas en la prueba de IFN-γ, mejoran la especificidad de la prueba, y 

permiten la diferenciación entre animales infectados con M. bovis o sensibilizados a la 

exposición por otras micobacterias como M. avium subsp. paratuberculosis o animales 

vacunados con M. bovis BCG  (8, 10-11, 105-108). El mayor beneficio se observa en áreas 

de baja prevalencia, donde el uso de los PPDs en la prueba de IFN-γ ha demostrado tener 

una pobre especificidad (60).  
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3. ANTECEDENTES 
 

Uno de los motivos que ha propiciado la búsqueda de antígenos específicos que 

mejoren la especificidad de la prueba intradérmica, ha sido el hecho de que la vacunación 

con M. bovis BCG en humanos induce reacciones intradérmicas hacia el PPD, complicando 

la interpretación de los resultados. Esto llevó a la purificación y caracterización de muchas 

proteínas de M. tuberculosis y M. bovis (109). 

Los mayores avances se han  logrado con la identificación de la región de  

diferencia 1 (RD1), por lo que se ha evaluado la capacidad de los antígenos ESAT-6 y 

CFP-10 para inducir reacciones de hipersensibilidad retardada. La mayoría de los estudios 

se han hecho en cobayos demostrando que el uso de estos antígenos induce fuertes 

reacciones en animales infectados con M. tuberculosis y no así en los animales 

sensibilizados con M. bovis BCG o M. avium (13, 16, 110-113).  

En humanos la proteína ESAT-6 ha mostrado ser más específica que el PPD (114), 

incluso una compañía farmacéutica rusa ha desarrollado una preparación llamada 

DIASKINTEST® formada por las proteínas ESAT-6 y CFP-10, la cual no induce 

reacciones en pacientes vacunados (115).  

El  primer reporte del uso de ESAT-6 intradérmicamente en bovinos menciona que 

con 400 µg de proteína es posible diferenciar entre animales infectados con M. bovis o 

sensibilizados por la exposición a micobacterias ambientales (15). Posteriormente, se 

reportó que con el uso de un lipopéptido sintético es posible inducir reacciones 

intradérmicas con 100 µg de esta proteína (9).  

No obstante, no se ha probado el uso del cóctel proteico ESAT-6 y CFP-10 en 

bovinos y debido al éxito observado en las pruebas in vitro se cree que su uso puede ser de 

gran utilidad en el diagnóstico in vivo de la tuberculosis bovina.  
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4. HIPÓTESIS 
 

La reacción de hipersensibilidad retardada será más específica y sensible en 

animales expuestos naturalmente a Mycobacterium bovis mediante la aplicación 

intradérmica del cóctel proteico  ESAT-6 y CFP-10. 

 

5. OBJETIVOS 
5.1. Objetivo General 

 

Determinar la utilidad del cóctel proteico ESAT-6 y CFP-10 en el diagnóstico in 

vivo de la tuberculosis bovina en animales naturalmente expuestos a Mycobacterium bovis.  

5.2. Objetivos Específicos  
 

� Producir las  proteínas recombinantes ESAT-6 y CFP-10. 

� Determinar la concentración del cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 para el estudio in vivo. 

� Caracterizar la reacción de hipersensibilidad retardada mediante la aplicación del cóctel 

proteico ESAT-6+CFP-10. 

� Determinar la producción de IFN-γ in vitro ante el cóctel proteico.  

� Determinar la sensibilidad y especificidad del cóctel proteico.  
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6. DISEÑO EXPERIMENTAL 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

7.1. Producción de las proteínas recombinantes 
 

Los genes de M. tuberculosis correspondientes a las proteínas recombinantes 

rESAT-6 y rCFP-10, están clonados en el vector de expresión pRSET y pQE32, 

respectivamente ambos permiten la adición de un tallo de histidina a la proteína 

recombinante en el extremo N-terminal, permitiendo su detección con un anticuerpo 

monoclonal anti-histidina y facilitando su purificación mediante cromatografía de afinidad 

a metales.  

El vector de expresión para la proteína rESAT-6 se obtuvo de un banco de 

plásmidos pertenecientes a la Dra. Clara Espitia, mientras que el sistema de expresión para 

la proteína rCFP-10 fue diseñado por el Dr. Antonio J. Vallecillo Maza del grupo de la Dra. 

Clara Espitia (Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM). 

Se transformaron las cepas C41 y MC15 de E. coli. Una colonia aislada de cada 

construcción se sembró en caldo Luria Bertani (LB) con carbenicilina (100mg/ml) 

(Invitrogen, USA)  se incubó a 37°C con agitación constante de 200 rpm, la inducción de la 

expresión de la proteína recombinante se realizó en la fase logarítmica intermedia del 

cultivo, cuya cinética de crecimiento fue previamente establecida. La sobre expresión de la 

proteína se realizó con 250 µM de IPTG (isopropyl-β-D-Thiogalactopuranoside, Research 

Organics, Cleveland, USA) el cultivo se mantuvo en incubación a 37°C por  4 horas más. 

Pasado este tiempo el cultivo bacteriano fue centrifugado a 454 x g por 30 minutos a 4°C, 

el sobrenadante se eliminó por decantación y la pastilla se resuspendió en PBS 1x para 

romper a las células bacterianas mediante sonicación con 3 pulsos cada uno de 1 minuto 

con un minuto de descanso entre cada pulso (VirTis VirSonic 475 Cell Disrupter, USA).  

Los cuerpos de inclusión de la proteína ESAT-6 se lavaron 2 veces con PBS 1x-Triton X 

100 al 2% y se solubilizaron con un amortiguador desnaturalizante por 18 horas a 4°C en 

movimiento suave. El material soluble se clarificó por centrifugación a 20196 x g por 15 

minutos a 4°C y se almaceno en alícuotas de 1 ml a -70 ° C hasta su purificación. La 
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proteína CFP-10 se obtuvo de forma soluble por lo que después de sonicar las bacterias la 

fracción soluble se almaceno en alícuotas de 1 ml a -70 ° C hasta su purificación. 

 

7.1.1. Purificación por afinidad a níquel. 
 

La purificación de la proteína recombinante ESAT-6 se realizó mediante 

cromatografía de afinidad empleando una columna empacada con 2 ml de Ni-NTA 

Agarose® (Qiagen, Venlo, Netherlands). Se equilibro con 4 ml del amortiguador 

desnaturalizante (50mM NaH2PO4, 50mM NaCl, 8 M Urea, 10 mM imidazol pH 8). Se 

agregaron 2 ml de la proteína  a purificar y posteriormente se realizaron 5 lavados con 4 ml 

del amortiguador de lavado (50mM NaH2PO4, 500mM NaCl, 8 M Urea, 10 mM imidazol 

pH 8). Finalmente la proteína se eluyó con 3 ml del amortiguador de elusión (50mM 

NaH2PO4, 50mM NaCl, 8 M Urea, 500 mM imidazol pH 8).  

El plegamiento de la proteína se llevó a cabo por diálisis en membranas 

Spectra/Por® (MWCO 3500, DAIGGER, Broadwick St. USA) contra la solución 

amortiguadora  en concentraciones decrecientes de urea (6, 4, 3, 2, 1 ,0 M) sin imidazol. Se 

determinó la concentración de la proteína por el método de Lowry modificado y ajustado 

para placas de microtitulación, haciendo alícuotas de 1 ml y almacenando a -70°C hasta su 

utilización.  

 

7.1.2.  Análisis de la expresión de las proteínas recombinantes en geles 

de poliacrilamida SDS-PAGE e Inmunotransferencia. 

 
La producción de las proteínas recombinantes se evaluó con análisis electroforético 

en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%. Las muestras de proteínas se prepararon con 

un volumen igual al del buffer de carga 2X, se hirvieron en baño María por 5 minutos. La 

separación se realizó primero a 60 volts y posteriormente a 120 volts usando una solución 

de  tris-glicina y SDS al 1% (250 mM Tris-base y 1.91 M glicina).  
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Después de la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de PVDF 

(polyvinylidene difluoride P-Innunobilon nylonv, Millipore, CO. Bedford, Mass) a 60 volts 

constantes durante 1 hora, en una solución de tris-glicina (250 mM Tris-base y 1.91 M 

glicina) con 10% de metanol absoluto. Para evidenciar la presencia de los antígenos las 

membranas se tiñeron con azul de Coomassie (Coomassie Brillant Blue R-250, Boehringer 

Mannheim Corp. Indpls, IN USA) y se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-

histidina peroxidasa (HRP-anti-his6, Roche, Indianapolis USA) en una concentración 1:200 

o con un anticuerpo policlonal anti-CFP-10 en una concentración 1:4000 con PBS-Tween-

20 al 0.05% BSA al 2% a 25°C en agitación suave. La membrana se lavó 3 veces con PBS-

Tween-20 al 0.05% durante 3 minutos y se reveló con 10 µl de peróxido de hidrógeno al 

30% en 10 ml de PBS con 3,3-diaminobencidina BAD (SIGMA Chemical CO, St Louis, 

MO USA). La reacción se detuvo con agua bidestilada.  

 

Sin embargo, debido a los diversos problemas presentados en la expresión y 

purificación de las proteínas recombinantes se solicitó la donación de las mismas  al Dr. 

Martin Vordermeier del grupo de Investigación en Tuberculosis bovina, Veterinary 

Laboratories Agency, New Haw, Surrey, UK.  

7.1.3. Determinación de concentración de endotoxina 
 

Se realizó el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus, LAL ((Limulus Amebocyte 

Lysate) (Lonza, Walkersville USA) para la cuantificación de endotoxinas en las proteínas 

recombinantes tal y como lo indica el fabricante. Se colocaron 15 µg de las proteínas 

diluidas en 50 µl de agua libre de nucleasas. Se agregaron 50 µl del lisado de amebocitos, 

se incubaron 10 minutos a 37°C. Posteriormente se agregó el sustrato cromogénico y se 

dejo incubar otros 10 minutos a 37°C. La reacción se detuvo con una solución de SDS al 

10%. Las densidades ópticas se leyeron en un lector para placas de ELISA automático, 

utilizando el filtro de  405 nm.  

Dado que  el límite de endotoxinas en un producto está relacionado con su dosis 

máxima se utilizó el procedimiento descrito por la guía directiva de la FDA de 1987 para 

calcular el límite de endotoxinas (116).  
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El límite de endotoxina es expresado como K/M, donde: 

 

K= 5.0 UE/Kg, representa la dosis pirogénica umbral en humanos y conejos. 

M= representa la máxima dosis por Kg que puede ser administrado en un período de 

una hora. 

En este estudio consideramos que la dosis máxima de las proteínas recombinantes 

que puede ser usado es de 0.1mg, entonces:  

 

Límite de endotoxina = 
�	��/��

�.
	��
= 50	��/�� 

 

 El límite de endotoxina presente en la proteínas recombinantes es de 50 UE/ mg. 

 

7.2. Determinación de la producción de Interferón Gamma (IFN- γ) 
 

7.2.1. Colección de sangre para estímulo celular 
 

Se colectaron 10 ml de sangre de los animales evaluados, en tubos vacutainer con  

heparina de sodio como anticoagulante (BD Vacutainer® Sodium Heparin, USA), la 

muestra se tomo antes de la prueba de la tuberculina o 3 días después. Las muestras se 

transportaron a temperatura ambiente, protegidas de la luz y se procesaron durante las 

primeras 10 horas de haberse obtenido. El estimulo de los linfocitos en las muestras de 

sangre periférica se hizo utilizando placas para cultivo celular de 96 pozos. En cada pozo se 

depositaron 250 µl de sangre, las células se estimularon por duplicado con el PPD bovino, 

PPD aviar y con 4 µg de concentración final del cóctel proteico (2 µg ESAT-6 y 2 µg CFP-

10). Como control positivo se utilizó 1µg de la Lectina de Phytolacca americana Pokewee 

(SIGMA Chemical CO. St Louis, MO USA). Como control negativo se uso PBS 1x estéril. 

Las placas se incubaron por 16 horas a 37°C en una atmósfera húmeda de 5% de C02. Los 

sobrenadantes se recuperaron por centrifugación a 824 x g por 20 minutos a 4°C y se 

depositaron en placas de 96 pozos nuevas las cuales se almaceron a -20°C para la posterior 
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evaluación de la producción de IFN-γ empleando la prueba comercial de BOVIGAM® 

(Pfizer Animal Health, Victoria Australia) 

 

7.2.2. Evaluación de la producción de IFN-γ  
 
 

El IFN-γ liberado en los plasmas de los cultivos, se midió usando la prueba de 

diagnóstico BOVIGAM® (Mycobacterium bovis Gamma Interferon Test Kit for Cattle, 

Pfizer Animal Health, Victoria Australia) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las 

densidades ópticas (O.D.) de las placas de IFN-γ se leyeron en un lector de placas de 

ELISA automático (Multiskan Ascent, THERMO) utilizando el filtro de 450 nm.  

Se utilizaron los controles positivos y negativos incluidos en el kit, por duplicado en 

cada placa. Para la validación de la prueba se evaluaron las O.D. de los controles y se 

aceptó un rango del control negativo de < 0.130 y > 0.700 en el positivo. Se uso el criterio 

de valores de PPD B – PPD A ≥ 0.1 y  PPD B – PBS ≥ 0.1 para determinar una respuesta 

positiva y lo contrario para una respuesta negativa. Y un valor ≥ 0.7 O.D. en las células 

estimuladas con Pokewee para considerar valido el análisis.  

7.3. Aislamiento de ADN micobacteriano 
 

Se recolectaron los exudados nasales de todos los animales evaluados, utilizando 

hisopos estériles sumergidos en 2 ml de PBS 1x estéril. Las muestras se transportaron a 

temperatura ambiente, se centrifugaron a 20196 x g durante 10 minutos y los sedimentos 

nasales se mantuvieron a -20°C hasta su procesamiento. Mediante un método descrito para 

micobacterias (117) se extrajo el ADN de los sedimentos, se homogenizó con 400 µl de TE 

(100mM tris-HCl, 10mM EDTA pH 8), con 50 µl de lisozima (10mg/ml) (SIGMA-Aldrich, 

USA)  y se incubó por 16 horas a 37°C. Posteriormente se agregaron 75 µl de SDS al 10% 

y 50 µl de proteinasa K (1mg/ml) (SIGMA-Aldrich, USA)  y se incubó 20 minutos a 65°C. 

Se agregaron 100 µl de NaCl 5 M y posteriormente 100 µl de una solución de NaCl 5M con 

5% de N-cetyl-N,N,N-trimetyl bromuro de amonio (CTAB) (SIGMA-Aldrich, USA)  y se 

incubó 10 minutos a 65°C. El ADN se extrajo con un volumen de cloroformo/alcohol 

isoamílico (24:1) (SIGMA-Aldrich, USA). El ADN se precipitó con 0.7 volúmenes de 
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isopropanol absoluto (SIGMA-Aldrich, USA) y se lavó con 1 ml de etanol al 70%.   El 

ADN se resuspendió en 50 µl de agua libre de nucleasas (GIBCO, Auckland, N.Z) La 

concentración y pureza del ADN se evaluó por espectrometría (D.O. a 260/280 nm) 

utilizando un espectrofotómetro tipo Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer, USA). 

7.4. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)  
 

Se utilizó un protocolo de PCR anidado e iniciadores previamente descritos para 

la amplificación de un fragmento del gen mpb70 (118).  

El PCR simple se realizó mediante la amplificación de un producto de 372 pb del 

gen mpb70 con los iniciadores mpb70 F (5’-GAACAATCCGGAGTTGACAA-3’)  y 

mpb70 R (5’-AGCACGCTGTCAATCATGTA-3’) utilizando el siguiente protocolo de 

amplificación, un ciclo inicial de desnaturalización a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 

desnaturalización a 94°C por 45 segundos, alineamiento a 60°C por 30 segundos, y 

extensión a 72°C por 45 segundos, y finalmente un ciclo de 72°C por 5 minutos. 

Posteriormente el PCR anidado se realizó utilizando 1 µl de la reacción anterior para 

amplificar un producto de 208 pb del mismo gen, utilizando los iniciadores M22 F (5’-

GCTGACGGCTGCACTGTCGGGC-3’) y M22 R (5’-CGTTGGCCGGGCTGG 

TTTGGCC-3’). En este caso se utilizó un sistema Touchdown para la amplificación del 

producto debido a la amplificación de bandas inespecíficas con el protocolo propuesto. El 

sistema consiste en 7 ciclos iníciales a 94°C por 30 segundos y 70°C por 30 segundos, 10 

ciclos con las mismas temperaturas disminuyendo 1°C cada ciclo, y 8 ciclos a 94°C por 30 

segundos, 60°C por 30 segundos y un período de extensión a 72°C por 30 segundos.  

Para descartar la presencia de inhibidores del PCR y demostrar la integridad del 

ADN se realizó un PCR control con iniciadores específicos para amplificar un fragmento 

de 375 pb del gen cyb, que codifica el citocromo b del bovino, con los iniciadores cyb F 

(5’-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’) y cyb R (5’-GCCCCTCAGAAT 

GATATTTGTCCTCA-3’).  El protocolo de amplificación es similar al PCR simple para 

mbp70, a excepción de la temperatura de alineamiento que se realizó a 58°C. Los 

protocolos de amplificación se realizaron con el equipo (Thermo-Hybaid, USA). 
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Para la amplificación de los productos de PCR se tomaron 2 µl de ADN extraído de 

los exudados nasales juntos con la siguiente mezcla de reactivos en un volumen final de 

25µl (Cuadro 7-1). 

 

Cuadro 7-1. Protocolo de la reacción en cadena de la polimerasa 

Reactivo PCR simple  PCR anidado 
Concentración 

reacción 
Volumen (µl) Concentración 

reacción 
Volumen 

10X Buffer de la 
reacción 

1X 2.5  1X 2.5 

50 mM MgCl2 2.5 mM 1.25  1.5 mM 0.75 
5 mM mezcla dNTP  200 µM 1  200 µM 1 
20 µM Iniciador F 0.4 µM 0.5  0.2 µM 0.25 
20 µM Iniciador R 0.4 µM 0.5  0.2 µM 0.25 
Agua - 17.05 - 19.05 
ADN - 2 - 1 
5U/µl Taq DNA 
polimerasa 

1 U 0.2  1 U 0.2 

 

Posteriormente, una alícuota de 10 µl de cada producto de amplificación se separó 

por medio de electroforesis  en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio  (0.005%) y 

solución TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8). El producto de la reacción fue 

visualizado utilizando un fotodocumentador (Gel Logic 200 Imaging System, Kodak, UK). 

Para determinar el tamaño de los segmentos amplificados se empleó un marcador de peso 

molecular 100 pb (GeneRuler 100 bp DNA ladder ready to-use, Fermentas, USA).  

7.5. Determinación de la sensibilidad del PCR simple y anidado 
 

Con el fin de determinar la sensibilidad del método de identificación de M. bovis 

mediante PCR se inocularon experimentalmente 2 ml de PBS 1X con 1x106 ufc de M. bovis 

AN5. Se realizaron diluciones décuples seriadas para obtener concentraciones desde 10 

bacterias hasta 1x105 ufc en un volumen total de 2 ml. La extracción de ADN y la reacción 

de PCR se realizaron de acuerdo a lo descrito anteriormente.  
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7.6. Descripción del origen de los bovinos utilizados 
 

7.6.1. Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca, Hidalgo (CAIT) 
 

El CAIT es una de las cuencas lecheras más importantes del país, está ubicado en el 

kilometro 57 de la carretera federal México-Pachuca. En este lugar se realiza la explotación 

intensiva de bovinos especializados  en la producción lechera de la raza Holstein. Existe 

evidencia clínica, patológica y bacteriológica de la presencia de M. bovis  en esta cuenca 

lechera. De acuerdo a los dictámenes de pruebas existentes, el establo en el que se trabajó 

cuenta con una prevalencia aparente del 32% (estimado de acuerdo al última 

tuberculinización realizada) Los bovinos utilizados en esta investigación tienen  una edad 

promedio de 3.5 años. 

 

7.6.2. Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en  Producción 
Animal en el Altiplano 

 
Este centro ubicado en Tequisquiapan, Querétaro se dedica a la enseñanza, 

investigación y difusión de la producción animal a través del desarrollo de modelos 

prácticos productivos con bovinos, caprinos, ovinos, mediante sistemas de autogestión 

forrajera. El sistema de bovinos productores de leche se basa en la producción de leche en 

pradera mediante un esquema de pastoreo intensivo con semovientes de raza Holstein del 

tipo neozelandés, Jersey y la cruza de ambos, a efecto de producir leche de alta calidad, rica 

en sólidos. Además de la presencia de M. bovis (prevalencia aparente < 1%), existe la 

evidencia serológica de paratuberculosis en la población bovina.  
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7.6.3. Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en Ganadería 
Tropical 

 
El CEIEGT se encuentra en el estado de Veracruz, en el municipio de Martínez de 

la Torre. Se dedica a la enseñanza, investigación y difusión de la producción ganadera 

tropical a través de un modelo práctico de producción de bovinos en un sistema de doble 

propósito, vaquillas F1 (Holstein x Cebú) para la producción de leche, ovinos de pelo y 

especies acuícola, con base en el aprovechamiento de los recursos tropicales, 

principalmente los forrajes.  El hato se encuentra libre de tuberculosis y brucelosis desde el 

año 1994.  

7.6.4. Centro de Enseñanza, Práctica e Investigación en Producción y 
Salud Animal 

 
El CEPIPSA se encuentra en San Miguel Topilejo,  Delegación Tlalpan en México, 

D.F. En este lugar se realiza la explotación intensiva de bovinos especializados en la 

producción lechera de la raza Holstein. El hato se encuentra libre de tuberculosis y 

brucelosis; sin embargo, existe la evidencia de la presencia de paratuberculosis bovina.  

7.7. Estudio Piloto 
 

7.7.1. Animales experimentales 
 

Para seleccionar los animales del grupo experimental, se tomaron muestras de 

sangre e hisopos nasales de 20 bovinos reactores al PPD bovino, de un establo del 

Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca, Hidalgo (CAIT). De estos animales se 

seleccionaron 10 que resultaron positivos al PCR y a la prueba de IFN-γ, considerándolos 

infectados por Mycobacterium bovis. 

Los animales del grupo control pertenecen al Centro de Enseñanza, Investigación y 

Extensión en Ganadería Tropical, de la FMVZ - UNAM. 
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7.7.2. Determinación de la concentración del cóctel proteico ESAT-6 y 

CFP-10 para el estudio in vivo  

 
Para  determinar la concentración del cóctel proteico a utilizar en la prueba 

intradérmica se diseñaron los siguientes tratamientos (Cuadro 7-2). 

 

Cuadro 7-2. Tratamientos administrados intradérmicamente a los bovinos del grupo 
experimental y grupo control, en un volumen total de 0.1ml. 

Tratamiento Concentración por proteína Concentración total 

 PPD aviar  - 100 µg 
PPD bovino - 100 µg 

T1 (ESAT-6, CFP-10) 5 µg 10 µg 
T2 (ESAT-6, CFP-10) 10 µg 20 µg 
T3 (ESAT-6, CFP-10) 15 µg 30 µg 

T4 (ESAT-6, CFP-10, MPB83) 10 µg 30 µg 
PBS 1x - - 

 

 

El área donde se administró los tratamientos se rasuró previamente. El sitio de 

aplicación superior está 10 cm debajo de la cresta y el sitio inferior aproximadamente 13 

cm debajo del sitio anterior, lateralmente se dejó un espacio de aproximadamente 15 cm 

entre cada tratamiento. La administración intradérmica se realizó con jeringas desechables 

de 1ml con graduación de 0.1ml y agujas hipodérmicas desechables calibre 24 de 0.5 cm de 

largo (Figura 7-1). 

La lectura de las reacciones se realizó cada 24 horas, durante 4 días con un vernier 

graduado en mm. Antes de la administración de cada tratamiento se midió el grosor de la 

piel. De esta forma se analizaron las respuestas intradérmicas de los animales infectados 

con Mycobacterium bovis y los animales control. 
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Figura 7-1. Puntos de inoculación para la evaluación de la concentración del cóctel proteico a utilizar en 
animales naturalmente expuestos y libres de tuberculosis bovina.  Se utilizaron 4 puntos de inoculación en la 
tabla del cuello derecha donde se administraron 10, 20 y 30µg del cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 y PBS 
como control negativo. En la tabla del cuello izquierda se inoculó el PPD bovino, PPD aviar y 30µg del cóctel 
proteico ESAT-6+CFP-10+MPB83. Todos los antígenos fueron administrados en un volumen de 0.1ml.  

 

7.8. Estudio de campo 
 

El número de animales a muestrear se determinó según lo recomendado por 

Argimon P. y Jiménez J. (119). Los autores indican que para calcular del tamaño de 

muestra para analizar la sensibilidad y especificidad de una prueba diagnóstica se puede 

emplear la fórmula de estimación de una proporción.  

Por lo cual se empleó la  siguiente ecuación:  

 

� =	
����	�1 � ��

��
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Donde: 

N: número de sujetos necesarios 

Zα: valor de Z correspondiente al riesgo α fijado (1.96) 

P: valor de la proporción esperada (sensibilidad 85%, especificidad 97%)1 

d: precisión con que se desea estimar el parámetro (0.05) 

 

Al despejar la ecuación anterior para determinar cuántos animales infectados se 

necesitan se calcula que se necesitan 196 vacas infectadas con tuberculosis bovina. 

� =	
1.96�	�0.85��1 − 0.85�

0.05� 													 

� =	3.8416	�0.85�	�0.15�0.0025 = 196 

 

En el mismo sentido, al despejar la ecuación anteriormente mencionada para 

determinar cuántos animales no infectados se necesitan se determinó que se necesitan 45 

vacas no infectadas con tuberculosis bovina. 

� =	1.96
�	�0.97��1 − 0.97�

0.05� 											 

		� = 	3.8416	�0.97�	�0.03�0.0025 = 45 

 

Sin embargo, al hacer la corrección por pérdida de muestras utilizando la ecuación: 

 

�$ = �	 %1 �1 − &�' ( 

 

                                                 
1 Los estudios in vitro han mostrado que el cóctel proteico (ESAT-6 y CFP-10)  tiene una sensibilidad del 
85% y una especificidad del 97% (10). 
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Donde:  

N: representa el número de sujetos teórico;  

Na: el número de sujetos ajustado, 

R: la proporción esperada de pérdidas (0.20) 

 

Se estimó que se tendrían que muestrear a 245 vacas enfermas y 57 vacas sanas, con 

un gran total de 302 vacas.  

 

 La selección de los animales se realizó al azar de acuerdo a la disponibilidad de los 

mismos en los ranchos estudiados. Por lo que en cada rancho se muestrearon los siguientes 

animales:  

 

Cuadro 7-3. Número de bovinos muestreados en el estudio de campo.  

Origen 
CAIT 

Número de animales 
138 

Estatus del hato 
Alta prevalencia de TB (>5%) 

CEIEPAA 76 Baja prevalencia de TB (<1%), co-
infección con M. paratuberculosis  

CEIEGT 59 Libre TB 
CEPIPSA 30 Libre TB, co-infección con      

M. paratuberculosis  
TOTAL 303  

TB= Tuberculosis bovina 
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7.8.1. Tuberculinización y administración intradérmica del cóctel 

proteico 

 
Para determinar la utilidad del cóctel proteico en el diagnóstico in vivo de la 

tuberculosis bovina, se inoculó en la tabla del cuello del bovino el PPD aviar y PPD 

bovino, tal y como lo indica la norma oficial mexicana para realizar la prueba cervical 

comparativa (50).  Al mismo tiempo se inoculó la concentración del cóctel proteico 

determinada en el estudio piloto y  PBS 1x, dejando un espacio lateralmente de 

aproximadamente 15 cm entre cada tratamiento (Figura 7-2).  

 
Figura 7-2. Puntos de inoculación de los antígenos para el estudio de campo en animales naturalmente 
expuestos y libres de la enfermedad.  

El área donde se administraron los tratamientos se rasuró previamente. La 

administración intradérmica se realizó con jeringas desechables de 1ml con graduación de 

0.1ml y agujas hipodérmicas desechables calibre 24 de 0.5 cm de largo. La lectura de la 

reacción se realizó con un vernier graduado en mm, 72 horas posteriores a la inoculación. 

Antes de la administración de cada tratamiento se midió el grosor de la piel.  

 

7.9. Análisis estadístico 
 

En el estudio piloto se seleccionaron animales cuyos registros anteriores mostraban 

en 2 ocasiones un resultado positivo hacia el PPD bovino en la prueba intradérmica. Se 

considera un animal infectado con M. bovis aquel que cumple con este requisito y que 

además tuvo resultados positivos en la prueba de IFN-γ y es positivo al PCR a partir de 
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exudado nasal.  Un animal sano o no infectado es aquel que proviene de un hato libre de 

tuberculosis donde las pruebas diagnosticas confirmaron este estatus. La sensibilidad y 

especificidad se calculó con el paquete estadístico Win Episcope 2.0 y el punto de corte se 

analizó con una curva ROC (por su nombre en inglés, Receiver Operating Characteristic) 

utilizando el software GraphPad Prism 5® (USA).   

En el estudio de campo los animales de cada hato se seleccionaron aleatoriamente, 

en este caso los resultados de la prueba cervical comparativa y la prueba de IFN-γ 

utilizando los PPDs se compararon con los resultados obtenidos en la prueba intradérmica y 

la prueba de IFN-γ empleando el cóctel proteico ESAT-6 + CFP-10. 

Los animales clasificados como sospechosos por la prueba cervical comparativa 

fueron considerados negativos en análisis de los resultados. Las diferencias entre los 

tratamientos se determino con la prueba Kruskal Wallis utilizando el software GraphPad 

Prism 5. El índice Kappa se calculo con el paquete estadístico EPIDAT 3.1. La 

concordancia se determino en base a la siguiente escala (119): 

 

Concordancia Índice Kappa 

Muy baja <0.02 

Baja 0.21 a 0.40 

Moderada 0.41 a 0.06 

Buena 0.61 a 0.80 

Muy buena 0.080 
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8. Resultados 
 

8.1. Producción de las proteínas recombinantes 
 

Se realizó una cinética de crecimiento de cada una de las cepas E.coli C41: pRSET-

ESAT-6 y M15:pREP4 pQE32-CFP10. La fase logarítmica intermedia se alcanzó a las 3.5 

horas de crecimiento que es cuando la Tasa de Crecimiento Específico (TCE) se desacelera 

y el Tiempo de Duplicación (TD) aumenta.  Es por esto que se eligió este momento para 

adicionar el inductor (Figura 8-1).  

 

 

Figura 8-1. Cinética de crecimiento de la cepas de expresión E.coli C41: pRSET-ESAT-6 y M15:pREP4 
pQE32-CFP10. A) Cinética de crecimiento de ♦  M15:pREP4 pQE32-CFP10 y ● C41: pRSET-ESAT-6 
crecidas en medio líquido LB con carbenicilina (100 mg/ml). El medio de cultivo LB se utilizó como control 
negativo ▲Blanco. B) Gráfica del promedio de los datos de la Tasa de Crecimiento Específico (TCE=h-1) y  
C) el Tiempo de Duplicación (TD=h) calculados a partir de la cinética de crecimiento para cada una de las 
cepas recombinantes. Las flechas indican el momento en que se decidió realizar la inducción de la expresión 
de las proteínas.  
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Se evaluaron 3 concentraciones de IPTG 100, 250 y 500 µM, para la inducción de la 

expresión de la proteína ESAT-6, la cual se identificó mediante SDS-PAGE, su identidad 

se corroboró con un anticuerpo monoclonal anti-histidina. Como se observa en la Figura 

8-2 la expresión de la proteína es similar entre las diferentes concentraciones de inductor, 

por lo que se decidió utilizar una concentración final de 250 µM de IPTG para la inducción 

de la expresión de la proteína ESAT-6. 

 
Figura 8-2. Expresión de la proteína recombinante E. coli C41-pRSETesat6 con diferentes concentraciones de 
IPTG. A) La membrana de PVDF se tiño con azul de coomassie y B) posteriormente se incubo con un 
anticuerpo monoclonal anti-histidina (1/2000)  para verificar la producción de la proteína ESAT-6 (14.4 kDa). 
Se indujó la expresión de la proteína con 100, 250  y 500 µM  IPTG a las 3.5 hrs de cultivo (PM: Peso 
molecular, Carril: 1) Bacteria sin inducción,  2) Bacteria inducida con 100 µM, 3) Bacteria inducida con 250 
µM, 4) Bacteria inducida con 500 µM). La flecha señala la proteína recombinante ESAT-6. 

 

Se realizó un cultivo de 1 L de caldo LB con carbenicilina (100 mg/ml), la 

expresión de la proteína recombinante ESAT-6 se indujo con 250 µM de IPTG a las 3.5 

horas de crecimiento como lo previamente determinado. Después de verificar la expresión 

de la proteína, los cuerpos de inclusión se lavaron dos veces con una solución de PBS 1X - 

Triton X-100 al 2% y se solubilizaron  en un amortiguador desnaturalizante (Urea 8M, 

50mM NaH2PO4, 50mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8) por 18 horas en movimiento suave 

a 4°C (Figura 8-3).  
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Figura 8-3. Expresión de la proteína recombinante ESAT-6 de un cultivo de 1 L de medio LB con 
carbenicilina (100mg/ml). La membrana de PVDF se tiño con azul de coomassie y posteriormente se incubo 
con un anticuerpo anti-his para verificar la producción de la proteína ESAT-6 (14.4 kDa). Se indujó la 
expresión de la proteína con 250µM  IPTG a las 3.5 hrs de cultivo, se lavaron y solubilizaron los cuerpos de 
inclusión con Urea 8M. (PM: Peso molecular, Carril: 1) bacteria con inducción,  2) bacteria sin inducir, 3) 
Cuerpo de inclusión, 4) Western blot del cuerpo de inclusión ( α-his 1/2000). La flecha señala la proteína 
recombinante. 

 
La proteína recombinante ESAT-6, se purificó  por cromatografía de afinidad a 

metales, utilizando una columna empacada con Ni-NTA Agarosa. La proteína se unió a la 

columna empleando un amortiguador con 10 mM  de imidazol, se hicieron varios lavados 

con un amortiguador con una alta concentración de cloruro de sodio (500mM) con el 

objetivo de contrarrestar las interacciones iónicas de proteínas contaminantes, finalmente la 

proteína se eluyó con 500 mM de imidazol (Figura 8-4).  

La renaturalización de la proteína se hizo mediante diálisis contra la solución de 

equilibro en concentraciones decrecientes de urea (6, 4, 3, 2, 1, 0 M). Al terminó se 

determinó la concentración de la proteína por el método de Lowry. En total se obtuvieron 9 

mg de la proteína ESAT-6 pura a partir de un cultivo de 1 L.  
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Figura 8-4. Purificación de la proteína recombinante ESAT-6. Se analizaron las 8 fracciones obtenidas, se 
observa que la proteína se eluye exitosamente al aplicar el buffer de elusión, no así en los lavados. (PM: Peso 
molecular, NP: No pegado, L1: Lavado 1, L2: Lavado 2, L3: Lavado 3, L4: Lavado 4, L5: Lavado 5, E: 
Elusión, LF: Lavado Final, C+: Control positivo. 

 
En el caso de la proteína recombinante CFP-10, al inicio de este proyecto de 

investigación se trabajó con la cepa E. coli Rosseta DE3 pET15b-CFP10; sin embargo, al 

no tener resultados positivos (datos no mostrados) se decidió cambiar de sistema de 

expresión por el plásmido pQE32 de Qiagen®, con lo cual se logró la expresión de la 

proteína recombinante CFP-10. Como se mostró en la Figura 8-1 al realizar la  cinética de 

crecimiento se determinó que la inducción de la expresión debería realizarse a las 3.5 horas 

de cultivo; esta se realizó con 250 µM de IPTG. A diferencia de la proteína ESAT-6, la 

proteína CFP-10 se obtuvo de forma soluble (Figura 8-5). La identificación de la proteína 

se corroboro con un anticuerpo policlonal contra la proteína CFP-10.  
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Figura 8-5. Expresión de la proteína recombinante CFP-10 de un cultivo de 1 L de medio LB con 
carbenicilina (100mg/ml). A) La membrana de PVDF se tiño con azul de coomassie y B) posteriormente se 
incubo con un anticuerpo policlonal anti-CFP10 para verificar la producción de la proteína CFP-10 (12-14 
kDa). La indución de la expresión de la proteína se realizó con 250µM de IPTG a las 3.5 hrs de cultivo, la 
bacteria se liso para recuperar la proteína de la fracción soluble (PM: Peso molecular, carril: 1) bacterias no 
inducidas,  2) bacterias inducidas, 3) Fracción insoluble, 4) Fracción soluble. El Western blot se realizó con 
anticuerpos policlonales de conejo anti-CFP10 (1/4000). 

 

El vector de expresión pQE32 permite la adición de un tallo de histidinas en el 

extremo N-terminal lo que permite la purificación de la proteína mediante cromatografía de 

afinidad a metales. Sin embargo, al realizar la purificación de la proteína CFP-10 se 

observa que no se pega a la columna de afinidad (Figura 8-6 panel A, carril 2), por lo que 

se decidió solubilizar la proteína con un amortiguador con Urea 4 M para exponer el tallo 

de histidina, pero este procedimiento tampoco tuvo éxito (Figura 8-6 panel B, carril 2). Es 

importante mencionar que el anticuerpo monoclonal anti-histidina no reconoce la proteína, 

esta solo puede ser identificada con el anticuerpo policlonal anti-CFP-10 (Figura 8-6 panel 

C). 
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Figura 8-6. Purificación de la proteína recombinante CFP-10 mediante cromatografía de afinidad a metales. 
A) Membrana de PVDF teñida con Azul de Coomasie que muestra la purificación de la proteína CFP-10 en 
forma soluble. B) Membrana de PVDF teñida con Azul de Coomasie que muestra la purificación de la 
proteína CFP10 previamente solubilizada con urea 8M. C) Western blot para el reconocimiento de la proteína 
CFP10 con el anticuerpo monoclonal α-histidina (I) y con el anticuerpo policlonal α-CFP-10 (II). (PM: Peso 
molecular, carril: 1) Muestra soluble antes de la purificación, 2) Fracción de muestra no pegada, 3-6) 
Fracciones del lavado, 7-8) Fracciones de elusión, 9) Fracción de lavado). 

 

A causa de los problemas en la expresión y purificación de las proteínas 

recombinantes ESAT-6 y CFP-10 se decidió solicitar la donación de las mismas al Dr. 

Martín Vordermeier del grupo de Investigación en Tuberculosis bovina en Reino Unido.  

Antes de iniciar el estudio piloto en los bovinos, se corroboró la concentración de 

las proteínas ESAT-6, CFP-10 y MPB83 por el método Lowry modificado y ajustado para 

placas de microtitulación. De la misma forma, se visualizó la pureza de las proteínas 

mediante un gel SDS-PAGE colocando 15 µg de proteína (Figura 8-7). 

 
Figura 8-7. Gel SDS-PAGE 15% teñido con azul de coomassie de las proteínas donadas por el Dr. 
M.Vordermeir.  
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Se realizó el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus, LAL ( Limulus Amebocyte 

Lysate) para la cuantificación de endotoxinas en las proteínas recombinantes. Cuya 

concentración se muestra en el Cuadro 8-1.  

 

Cuadro 8-1. Concentración de endotoxina en las proteínas 
recombinantes donadas por el Dr. M. Vordermeier. 

Proteína Endotoxina (UE/ml) 

ESAT-6 1.28 

CFP-10 1.18 

MPB83 1.05 

PBS 1 X 0.48 

 

De acuerdo al cálculo del límite de endotoxinas (50 UE/mg) (116), la concentración 

de endotoxina presente en las proteínas recombinantes es mínima, por lo que  el efecto 

observado en los siguientes estudios no se verá alterado por este factor.  

 

8.2. Estudio Piloto 
 

8.2.1. Prueba de IFN-γ 
 

Se seleccionaron 20 bovinos, los cuales fueron  reactores al PPD bovino en dos 

pruebas consecutivas. Al realizar la prueba de  IFN-γ, 7 de los 20 animales resultaron 

negativos en la prueba con el PPD bovino. 

Para determinar una respuesta positiva o negativa hacia el cóctel proteico en la 

prueba de IFN-γ se realizó una curva ROC con los resultados de los 20 animales 

provenientes del hato infectados y de los 10 animales provenientes del hato libre de 

tuberculosis. Con esto se evaluó el efecto del punto de corte en la sensibilidad y 

especificidad de la prueba de IFN-γ utilizando el cóctel proteico. El punto de corte elegido 

para el coctel proteico es de 2 ODIs (Índices de Densidad Óptica) , lo que concuerda con lo 

anteriormente reportado (Cuadro 8-2) (10).  
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Cuadro 8-2. Efecto del punto de corte en la prueba de IFN- γ al cóctel proteico 
para identificar correctamente animales infectados o no de  tuberculosis bovina.  

Punto de corte (ODIs*) Sensibilidad % Especificidad % 

≥ 1.0 85 60 

≥ 2.0 65 100 

≥ 3.0 50 100 

    *ODIs (Índices de densidad óptica= OD Cóctel proteico/ OD sin antígeno)  
 
 

8.2.2. PCR 
 

A partir del DNA genómico de los exudados nasales de las vacas infectadas y sanas 

se realizó el PCR simple de mpb70 para verificar la presencia o ausencia de bacterias del 

complejo M. tuberculosis. Solamente se amplificaron los productos esperados en las 

muestras de los animales infectados, no así en los animales sanos (Figura 8-8). 

  

 
Figura 8-8. Resultados del PCR simple para mbp70 en muestras de exudado nasal de las vacas infectadas con 
M. bovis y de las vacas no infectadas. Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio, en el que se observa 
en el primer carril el marcador de peso molecular de 100bp, carriles identificados  1 al 10 el  producto de la 
amplificación de 372bp del gen mpb70 de las vacas empleadas en el estudio piloto.  

 
Para la evaluación intradérmica del cóctel proteico solamente se  utilizaron 10 

animales de los 20 previamente seleccionados, debido a que fueron PCR positivos y 

tuvieron resultados positivos hacia el PPD bovino en la prueba de IFN-γ.  
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8.2.3. Prueba de hipersensibilidad retardada 
 

En las pruebas intradérmicas el PPD es usado a una concentración de 100 µg, pero 

la dosis óptima para un cóctel proteico formado por 2 pequeñas proteínas puede ser 

diferente, por lo que se inocularon 3 concentraciones diferentes del cóctel proteico ESAT-

6+CFP-10 en cada animal: 10, 20 y 30 µg. Así como 30 µg del cóctel ESAT-6+CFP-

10+MPB83. De la misma forma, las reacciones se midieron cada 24 horas durante 4 días 

para evaluar la cinética de respuesta a dichas concentraciones. La respuesta a los antígenos 

alcanzó su pico máximo a las 72 horas, como lo clásicamente determinado. Los animales 

infectados respondieron fuertemente al PPD bovino, pero las respuestas a las diferentes 

concentraciones del cóctel proteico fueron significativamente menores. La concentración 

del cóctel proteico con la que se observaron mejores respuestas fue con 20 µg del cóctel 

ESAT-6+CFP-10 (Figura 8-9).  

 

 
Figura 8-9. Cinética de la respuesta intradérmica a los antígenos PPDB, PPDA, y a las diferentes 
concentraciones del cóctel proteico, en los animales infectados con M. bovis. Los resultados están 
representados como incremento en el grosor dérmico cada 24 horas (lectura final-lectura inicial)  

 
La mediana en la respuesta intradérmica con 20 µg del cóctel E+C a las 72 horas fue 

de 4.5mm, comparados con los 12.5mm vistos en las reacciones con PPD bovino. La 

mediana de la respuesta al tratamiento con 30 µg del cóctel E+C+M83, que incluye 10 µg 
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de cada proteína fue de 4.0 mm, el empleo de la proteína MPB83 no mejoró la respuesta 

intradérmica y macroscópicamente la induración es menos definida (Figura 8-10).  

 

 

Figura 8-10. Respuestas intradérmicas a los antígenos PPDB, PPDA y a los 10,20 y 30µg del cóctel proteico 
ESAT-6+CFP-10 y a los 30 µg del cóctel proteico ESAT-6+CFP-10+MPB83 en los animales infectados con 
M. bovis a las 24, 48, 72 y 96 horas post inoculación. Los resultados están expresados como la diferencia en el 
incremento del grosor dérmico entre la lectura final e inicial. La caja señala los valores comprendidos entre el 
cuartil 1 y 3 (percentil 25 y 75, respectivamente), la línea central de su interior es el cuartil 2 (percentil 50 ó 
mediana). Por fuera de la caja las líneas superiores e inferiores indican los valores máximos o mínimos, 
respectivamente.  

Los animales sanos respondieron débilmente al PPD bovino y a las diferentes 

concentraciones del cóctel proteico, habiendo mayores respuestas hacia el PPD aviar. La 

mediana en la respuesta intradérmica al PPD aviar fue de 2.0 mm, comparado con los 

1.0mm del PPD bovino. Las diferentes concentraciones del cóctel proteico tuvieron poco 

incremento en el grosor dérmico siendo la máxima respuesta de 0.5mm a las 72 horas con 

10µg del cóctel E+C (Figura 8-11). 
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Figura 8-11. Respuestas intradérmicas a los antígenos PPDB, PPDA y a los 10,20 y 30µg del cóctel proteico 
ESAT-6+CFP-10 y a los 30 µg del cóctel proteico ESAT-6+CFP-10+MPB83 en los animales libre de 
tuberculosis bovina a las 24, 48, 72 y 96 horas post inoculación. Los resultados están expresados como la 
diferencia en el incremento del grosor dérmico entre la lectura final e inicial. La caja señala los valores 
comprendidos entre el cuartil 1 y 3 (percentil 25 y 75, respectivamente) y la línea central de su interior es el 
cuartil 2 (percentil 50 ó mediana). Por fuera de la caja las líneas superiores e inferiores indican los valores 
máximos o mínimos, respectivamente. 

Al comparar las respuestas intradérmicas a las 72 horas de los animales enfermos y 

sanos (Figura 8-12), se puede observar que los animales infectados responden más 

fuertemente al PPD bovino y al cóctel proteico, a diferencia de los animales no infectados 

quienes responden principalmente hacia el PPD aviar. La concentración del cóctel proteico 

ESAT-6+CFP-10 que mostró una mejor respuesta fue con 20 µg de proteína total con una 

mediana de 4.5 mm en animales enfermos, la cual no indujo respuestas en los  animales 

sanos. 
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Figura 8-12. Comparación de las respuestas intradérmicas a las 72 horas hacia los antígenos PPDB, PPDA y 
20µg del cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 en los animales infectados o no con tuberculosis bovina. Los 
resultados están expresados como la diferencia en el incremento del grosor dérmico entre la lectura final e 
inicial. La caja señala los valores comprendidos entre el cuartil 1 y 3 (percentil 25 y 75, respectivamente) y la 
línea central de su interior es el cuartil 2 (percentil 50 ó mediana). Por fuera de la caja las líneas superiores e 
inferiores indican los valores máximos o mínimos, respectivamente. La diferencia estadística entre las 
respuestas fue determinada con la prueba de Kruskal Wallis (*P <0.05, ***P<0.001). 

 
La Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZOO-1995, Campaña Nacional contra la 

Tuberculosis Bovina (Mycobacterium bovis) indica que el resultado de los valores 

obtenidos al PPD bovino y PPD aviar se deben de graficar, el punto de intersección indica 

el resultado de la prueba y de acuerdo a la gráfica oficial se interpreta el resultado como 

reactor, negativo o sospechoso. Sin embargo, en el caso del uso del cóctel proteico de 

forma intradérmica no hay un parámetro para determinar a un animal como infectado o no, 

por lo cual se realizó una curva ROC de los valores obtenidos al cóctel proteico y 

determinar el punto de corte a estos antígenos.  

La curva ROC se realizó con los resultados obtenidos con el tratamiento 2. Se 

observa que con un incremento de 1.0 mm se obtiene una sensibilidad del 95% y una 

especificidad del 100% (Cuadro 8-3). 
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Cuadro 8-3. Efecto del punto de corte al cóctel proteico en la prueba intradérmica para 
identificar correctamente animales infectados o no de  tuberculosis bovina.  

Punto de corte (mm) Sensibilidad % Especificidad % 

≥ 0.5 100 90 

≥ 1.0 95 100 

≥ 1.5 90 100 

≥ 3.0 80 100 

≥ 4.5 50 100 

 

8.3. Estudio de campo 
 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio piloto, se decidió realizar el 

estudio de campo empleando 20 µg del cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 realizando la 

lectura de la reacción a las 72 horas y utilizando como punto de corte un incremento ≥ 1.0 

mm para determinarla como una reacción positiva hacia el cóctel proteico.  En el caso de la 

prueba de IFN-γ se consideró una respuesta positiva hacia el cóctel proteico un índice ≥ 2.0 

ODIs.  

8.3.1. Respuesta in vitro hacia el cóctel proteico 
 
 

La respuesta in vitro hacia el PPDB, PPDA y cóctel proteico muestra una 

correlación con la prevalencia de la enfermedad, siendo las respuestas mayores en alta 

prevalencia. El índice de respuesta hacia el PPDB fue significativamente mayor en el hato 

de alta prevalencia (Me= 2.39 ODIs ) a diferencia de la mediana en el índice de respuesta 

en el hato con baja prevalencia (Me= 1.06 ODIs) (P<0.001). La mediana en el índice de 

respuesta hacia el PPDA en alta prevalencia fue de 1.71 ODIs, a diferencia los 1.18 ODIs 

del hato de baja prevalencia (P<0.001). De la misma forma, los índices de respuesta hacia 

el cóctel proteico fueron significativamente mayores en hatos de alta prevalencia (Me= 1.95 

ODIs) en comparación con el hato de baja prevalencia (Me=1.3 ODIs) (P<0.001).  (Figura 

8-13 panel A).  
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 En los hatos libres la mediana en el índice de respuesta hacia el PPDB (1.64 y 1.02 

ODIs) y PPDA (1.82 y 1.2 ODIs) con o sin presencia de MAP, respectivamente, fue mayor 

en el hato sin la infección con paratuberculosis (P<0.01). En ambos hatos el índice de 

respuesta hacia el cóctel proteico no fue significativamente diferente (Me= 1.074 y 0.98 

ODIs con o sin presencia de MAP, respectivamente) (P>0.05). (Figura 8-13 panel B).  

 
Figura 8-13. Efecto de la prevalencia en el índice de respuesta in vitro hacia el PPDB, PPDA y cóctel proteico 
mediante la prueba de IFN-γ. Los resultados están representados como medianas con rango intercuartil 
(barras) (ODIs = OD muestra/OD PBS control). Se considera hato con alta prevalencia >5%, y hato con baja 
prevalencia <1%. b Hato con co-infección con M. avium subsp. paratuberculosis. La diferencia estadística 
entre las respuestas fue determinada con la prueba de Kruskal Wallis (**P<0.01, ***P<0.001).  

 

8.3.2. Respuesta in vivo hacia el cóctel proteico  
 

Para evaluar el potencial del cóctel proteico se analizó la respuesta intradérmica 

inducida bajo diferentes prevalencias de la infección, así como la influencia de la co-

infección con M. avium subsp. paratuberculosis (MAP)  Se estudiaron 2 hatos infectados 

con M. bovis con alta o baja prevalencia, este último con co-infección con MAP; de la 

misma forma se estudiaron 2 hatos control libres de tuberculosis bovina, uno de ellos con 

presencia de MAP. 

La respuesta intradérmica hacia los antígenos PPDB, PPDA y cóctel proteico fueron 

mayores en el hato de alta prevalencia a tuberculosis bovina, el PPDB indujo las mayores 

respuestas (Me= 9.5 mm) (Figura 8-14 panel A). 
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 En el hato de baja prevalencia las respuestas intradérmicas hacia el PPDB y PPDA 

fueron similares (Me= 1.0 mm), lo que puede ser causado por la co-infección con MAP 

(Figura 8-14 panel A). 

En los hatos libres de tuberculosis las mayores respuestas se observaron hacia el 

PPDA, siendo mayores en el hato con co-infección con MAP. No se observaron respuestas 

hacia el cóctel proteico en los hatos libres de tuberculosis bovina, a pesar de la presencia de 

MAP (Figura 8-14 panel B). 

 
Figura 8-14. Respuestas intradérmicas hacia los antígenos PPDB, PPDA y cóctel proteico. A) Respuestas 
intradérmicas hacia los antígenos PPDB, PPDA y cóctel proteico en hatos con alta (▲) y baja prevalencia (◊) 
a tuberculosis bovina. Se considera hato con alta prevalencia >5%, y hato con baja prevalencia <1%. B) 
Respuestas intradérmicas hacia los antígenos PPDB, PPDA y cóctel proteico en hatos libres de tuberculosis 
bovina con (    ) o sin (♦) presencia de MAP. Los resultados están expresados como la diferencia en el 
incremento del grosor dérmico entre la lectura final e inicial. Las barras rojas representan las medianas y 
rango intercuartil. La diferencia estadística entre las respuestas fue determinada con la prueba de Kruskal 
Wallis (**P<0.01, ***P<0.001). 
b Hato con co-infección con M. avium subsp. paratuberculosis 
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8.3.3. Evaluación del cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 en la prueba de 
de IFN-γ  en el diagnóstico de la tuberculosis bovina  

 
 

Se compararon los resultados de la prueba cervical comparativa (PCC) y los índices 

de respuesta inducidos hacia el cóctel proteico y hacia el PPD (PPDB-PPDA) en la prueba 

de IFN-γ. 

En el hato de alta prevalencia de tuberculosis bovina con la prueba cervical 

comparativa hubo 45.6% de reactores (63/138), 21% de animales negativos (29/138) y 

33.3% de animales sospechosos (46/138). Sin embargo, para el análisis de los resultados 

los animales sospechosos fueron considerados negativos a la prueba cervical comparativa, 

teniendo así 54.3% (75/138) de animales negativos a la PCC.  

Con el empleo del PPD en la prueba de IFN-γ 90 animales fueron clasificados como 

positivos, de los cuales 56 fueron reactores a la PCC y 34 fueron negativos a la PCC. 48 

animales fueron negativos en la prueba de IFN-γ, 7 de ellos fueron reactores a la PCC y 41 

fueron negativos a la PCC. La concordancia por índice Kappa fue moderada (K=0.421, 

P<0.001) (Figura 8-15 panel A). 

Por otra parte, con el empleo del cóctel proteico en la prueba de IFN-γ 73 animales 

fueron clasificados como positivos, de los cuales 44 fueron reactores a la PCC y 29 fueron 

negativos a la PCC. 65 animales fueron negativos en la prueba de IFN-γ, 19 de ellos fueron 

reactores a la PCC y 46 fueron negativos a la PCC. La concordancia por índice Kappa entre 

las pruebas fue baja (K=0.308, P<0.001) (Figura 8-15 panel B).  

Al comparar los índices Kappa obtenidos se observa que no hay diferencia 

estadística al utilizar el PPD o el cóctel proteico en la prueba de IFN-γ en hatos con alta 

prevalencia a tuberculosis bovina (Kappa global= 0.372, P=0.287). 

 



59 
 

 
Figura 8-15. Concordancia entre la prueba cervical comparativa y la prueba de IFN-γ empleando el PPD (A) o 
el cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 (B) en el hato con alta prevalencia a tuberculosis bovina. PPD= (PPDB-
PPDA).  

 

En el hato de baja prevalencia de tuberculosis bovina con el uso del PPD en la 

prueba de IFN-γ se detectó 5 animales positivos, de los cuales 1 fue reactor a la PCC 

(K=0.318, P<0.001). En cambio, al emplear el cóctel proteico en la prueba de IFN-γ se 

detectaron 15 animales positivos los cuales fueron negativos a la PCC (K= -0.025, 

P=0.620) (Figura 8-16). 

Al comparar los índices Kappa obtenidos se observa que la concordancia es muy 

baja al utilizar el PPD o el cóctel proteico en la prueba de IFN-γ en hatos de baja 

prevalencia a tuberculosis bovina (Kappa global= - 0.0217, P=0.159). 

 

 
Figura 8-16. Concordancia entre la prueba cervical comparativa y la prueba de IFN-γ empleando el PPD (A) o 
el cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 (B) en el hato de baja prevalencia a tuberculosis bovina con co-infección  
con MAP. PPD = (PPDB-PPDA). 
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8.3.4. Evaluación del cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 en la prueba 
intradérmica  para el diagnóstico de la tuberculosis bovina  

 

Al analizar los resultados de la prueba cervical comparativa (PCC) y el cóctel 

proteico empleado de forma intradérmica en el hato con alta prevalencia 63 animales 

respondieron positivamente hacia el cóctel proteico, de los cuales 48 fueron reactores a la 

PCC y 15 fueron negativos a la PCC. Es importante mencionar, que 14 de estos animales 

fueron clasificados como sospechosos a la PCC y uno fue animal catalogado como negativo 

(Cuadro 8-4). Es decir se identificaron 11% (15/138) animales más que no fueron 

identificados con la PCC (Figura 8-17 panel A), lo que sugiere un aumento en la 

sensibilidad en la prueba intradérmica usando el cóctel proteico. La concordancia entre las 

pruebas fue moderada (K=0.561, P<0.001).  

 En el hato de baja prevalencia, con la PCC solo se detectó un animal reactor, 

mientras que con el cóctel proteico se detectó 8 animales infectados los cuales no fueron 

identificados por la PCC. (3 de estos animales fueron clasificados como sospechosos por la 

PCC,Cuadro 8-4) La concordancia entre las pruebas fue nula   (K= -0.0240, P=0.729) 

Figura 8-17 B). 

Al comparar los índices Kappa obtenidos se observa que no hay concordancia al 

utilizar el cóctel proteico de forma intradérmica entre hatos de alta y baja prevalencia a 

tuberculosis bovina (Kappa global= 0.0259, P<0.001). 
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Figura 8-17. Concordancia entre la prueba cervical comparativa y la prueba intradérmica empleando el PPD 
el cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 en el hato de alta (A) o baja (B) prevalencia a tuberculosis bovina con co-
infección  con MAP. 

 
En el Cuadro 8-4 se resume el número de animales identificados por el cóctel 

proteico en la prueba de IFN-γ o en forma intradérmica, los cuales no fueron identificados 

por la prueba cervical comparativa en hatos de alta y baja prevalencia a tuberculosis 

bovina. 

 

Cuadro 8-4. Número de animales detectados con el uso del cóctel proteico en forma 
intradérmica y en la prueba de IFN-γ, en animales sospechosos y negativos determinados 
por la prueba cervical comparativa en hatos del alta y baja prevalencia. 

Prevalencia Prueba Cervical 
Comparativa 

n IFN- γ (%) Prueba intradérmica (%) 

Alta Sospechoso 46 20 14 

 Negativo 29 

Total 

9 1 

 29 (39) 15 (20) 

Baja Sospechoso 10 4 3 

 Negativo 65 11 5 

  Total 15 (20) 8 (11) 
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8.3.5. Uso del PCR a partir de exudado nasal en el diagnóstico de la 
tuberculosis bovina 

 
En el presente estudio se tomaron muestras de exudado nasal de todos los bovinos 

analizados con el objetivo de evaluar su uso y el efecto que tiene sobre el diagnóstico de la 

tuberculosis bovina.  

En el hato de alta prevalencia con el uso aditivo del protocolo de PCR a partir de 

exudado nasal es posible identificar 38 animales más que no son identificados por las 

pruebas intradérmicas (27.5%), quedando solamente 16 animales sospechosos (11.5%) y 7 

animales negativos a estas pruebas, debido quizá a un estado anergico de la infección. De 

los 48 animales que respondieron positivamente hacia los 2 antígenos en la prueba 

intradérmica, 30 fueron PCR positivos. Por otra parte,  de los 63 reactores al cóctel proteico 

intradérmico, 40 fueron PCR positivos. Una proporción similar en los reactores al PPD se 

confirmaron por PCR (38/63)  (Figura 8-18 panel A).  

Al analizar el diagnóstico con el uso de la PCC e IFN-γ con los PPDs se observa 

que con el PCR es posible identificar un 14.5% (20/138) más animales que no son 

identificados con estas pruebas. Mientras que 34 (24.6%) animales tuvieron respuestas 

positivas en las 3 pruebas (Figura 8-18 panel B).  

 
Figura 8-18. Diagramas de Venn que muestran el efecto aditivo del uso del PCR a partir de la extracción de 
ADN de exudado nasal en el diagnóstico de la tuberculosis bovina en el hato de alta prevalencia (n= 138). (A) 
Se muestra la relación de los resultados de la prueba cervical comparativa (PCC), el cóctel proteico 
intradérmico (I-Cóctel) y el PCR. (B) Relación de los resultados a la prueba cervical comparativa (PCC), 
prueba de IFN-γ con ΔPPD (B-PPDB) y PCR.  
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En el hato de baja prevalencia con el primer método diagnóstico propuesto, es decir, 

con la PPC y cóctel proteico intradérmico el uso del PCR nos permite identificar 22 

animales más, mientras que el segundo método (PCC y prueba de IFN-γ con PPD) nos 

permitiría identificar 28 animales más. En este caso, se puede observar que con el empleo 

intradérmico del cóctel proteico es posible identificar a un mayor número de animales, a 

diferencia del empleo del PPD en la prueba de IFN-γ (Figura 8-19). 

 

 

 
Figura 8-19. Diagramas de Venn que muestran el efecto aditivo del uso del PCR a partir de la extracción de 
ADN de exudado nasal en el diagnóstico de la tuberculosis bovina en el hato de baja prevalencia. (n=76) (A) 
Se muestra la relación de los resultados de la prueba cervical comparativa (PCC), el cóctel proteico 
intradérmico (I-Cóctel) y el PCR. (B) Relación de los resultados a la prueba cervical comparativa (PCC), 
prueba de IFN-γ con ∆PPD (B-PPDB) y PCR. 
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8.3.6. Evaluación del cóctel proteico en bovinos libres de la infección 
con M. bovis y la influencia de la infección por M. avium subsp. 
paratuberculosis.  

 
 

En la Figura 8-20 se muestra que el cóctel proteico no induce respuestas 

intradérmicas en animales no infectados, a pesar de la infección con MAP, a diferencia del 

uso de los PPDs. La mayor respuesta en estos hatos fue hacia el PPDA, siendo más 

evidente la respuesta hacia este antígeno en el hato con infección con paratuberculosis.  

 
Figura 8-20. Respuestas intradérmicas inducidas por el PPDA, PPDB y cóctel proteico en animales libres de 
la infección con M. bovis. (A) Hato sin evidencia de infección con M. avium subsp. paratuberculosis. (B) 
Hato con infección con M. avium subsp. paratuberculosis.  Los resultados están expresados como la 
diferencia en el incremento del grosor dérmico entre la lectura final e inicial. Las barras rojas representan las 
medianas y rango intercuartil. La diferencia estadística entre las respuestas fue determinada con la prueba de 
Kruskal Wallis (**P<0.01, *** P < 0.001).  
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8.4.  Sensibilidad del método de detección de M. bovis mediante PCR 
simple y anidado 

 
Se determinó que con el PCR simple de mpb70 es posible detectar  1x104 ufc, 

mientras que el límite mínimo de detección del protocolo de PCR anidado es de 1x102 ufc 

(Figura 8-21). 

 

 
 

Figura 8-21. Sensibilidad de la prueba de PCR simple y anidado a partir de exudado nasal. Gel de agarosa al 
2% teñido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de peso molecular de 
100bp, carriles identificados  1 al 6 producto de la amplificación del gen mpb70 a partir de una solución de 
PBS 1X inoculada experimentalmente con distintas concentraciones de M. bovis AN5.  
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9. DISCUSIÓN 
 

Los esfuerzos que se han hecho en el control de la tuberculosis bovina, han 

permitido la disminución de la prevalencia de esta enfermedad en varios estados de la 

república (38); sin embargo, su erradicación es complicada debido a varios factores, uno de 

ellos es la baja especificidad del PPD actualmente utilizado en las pruebas diagnósticas, por 

esto es necesario la implementación de pruebas con mayor especificidad que permitan la 

identificación de los verdaderos negativos. A partir de la descripción de la prueba de IFN-γ 

(41) se han hecho innumerables investigaciones para evaluar su capacidad diagnóstica 

mostrando ser más sensible y especifica que la prueba intradérmica. Sin embargo, la 

exposición a otras micobacterias o la co-infección con M. avium subsp paratuberculosis 

afecta la especificidad de esta prueba, incrementando el número de reacciones falsas 

positivas (120).  

En el presente estudio se compararon las respuestas inducidas hacia el cóctel 

proteico ESAT-6+CFP-10 y hacia el PPD en animales libres de tuberculosis bovina y 

animales infectados naturalmente, con el objetivo de analizar las ventajas que ofrece el uso 

del coctel proteico en el diagnóstico de la tuberculosis bovina. Estas comparaciones se 

realizaron en la prueba in vitro de IFN-γ y en la prueba in vivo de intradermorreacción. 

Respecto a la prueba de IFN-γ, en el hato de alta prevalencia más del 60% de los 

animales reactores a la prueba cervical comparativa tuvieron respuestas positivas hacia 

ambos antígenos en la prueba de IFN-γ, adicionalmente 40% de los animales clasificados 

como sospechosos o negativos a la prueba de la tuberculina tuvieron respuestas positivas 

hacia ambos antígenos, por lo que es más probable que la mayoría de estos animales estén 

infectados y no hayan sido identificados por la prueba de campo. Por lo tanto, si la prueba 

de IFN-γ se realizará en animales negativos y sospechosos a la prueba intradérmica, con el 

uso del PPD se detectaría 25% más de animales; mientras que, con el uso del cóctel 

proteico esta proporción sería del 21%.  

Sin embargo, el mayor beneficio del uso del cóctel proteico en la prueba de IFN-γ 

se observa en hatos de baja prevalencia, en donde el 20% de estos animales mostraron 
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respuestas positivas hacia el cóctel proteico. En este caso con el PPD una baja proporción 

de animales pudo ser clasificado como positivo, esto debido a una fuerte reacción hacia el 

PPD aviar debido a la co-infección con M. avium subsp. paratuberculosis lo que disminuye 

la especificidad de las pruebas basadas en el uso del PPD. Esto ha sido previamente 

reportado en ganado infectado experimentalmente con M. avium (107, 121-122) y en hatos 

con una co-infección con MAP, en donde se reporto que el 50% de los animales tuvo 

respuestas falsas negativas en la prueba de IFN-γ (123).  

Es importante señalar que también se observó una diferencia significativa tanto en 

el tamaño de la reacción intradérmica como en el índice de respuesta en la prueba de IFN-γ 

en los hatos de alta y baja prevalencia de tuberculosis, siendo mayores las respuestas en el 

hato de alta prevalencia, esto puede ser explicado en parte, por el nivel de exposición hacia 

M. bovis y por el grado de infección, ya que existe una correlación positiva entre el tamaño 

de la reacción intradérmica y la extensión de la patología (54). Sin embargo, también se ha 

descrito una disminución en las respuestas in vivo e in vitro en animales con una co-

infección con paratuberculosis, resultando en una disminución de la sensibilidad  (123).  

Los resultados anteriores demuestran la necesidad de realizar pruebas secundarias a 

la prueba de intradermorreacción para aumentar la sensibilidad y especificidad de esta 

prueba.  En hatos de alta prevalencia la prueba de IFN-γ puede ser realizada usando el PPD 

o el cóctel proteico. En hatos de baja prevalencia o con co-infección con paratuberculosis lo 

ideal es el uso del cóctel proteico ya que la respuesta hacia estos antígenos no se ve 

afectada por esta co-infección. 

A pesar de que el uso del cóctel proteico en la prueba de IFN-γ ha demostrado tener 

una mayor especificidad que la prueba cervical comparativa, sobre todo en hatos de baja 

prevalencia (124-125), su aplicabilidad es difícil, debido a su alto costo y a las limitaciones 

logísticas en su desarrollo. Es por ello que se analizó la influencia en el diagnóstico de la 

tuberculosis bovina al emplear el cóctel proteico pero de forma intradérmica junto con la 

prueba cervical comparativa.  

Como primer paso se realizó un estudio piloto con 10 animales infectados 

naturalmente, los cuales se seleccionaron en base a los resultados positivos de la prueba de 

IFN-γ y PCR, además de que habían sido reactores a la prueba cervical comparativa en dos 
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ocasiones anteriores. Se probaron diferentes concentraciones del cóctel proteico, 5, 10  y  

15 µg de cada proteína con el objetivo de determinar la concentración óptima y el tiempo 

de lectura de la reacción. En estudios anteriores se reporto que era necesario el uso de altas 

concentraciones de proteína para inducir reacciones intradérmicas en bovinos (≥ 400 µg) y 

además era necesario un mayor tiempo de lectura de la reacción (96 horas en lugar de 72 

horas) (15). Sin embargo, en el presente estudio fue posible obtener respuestas con la dosis 

mínima (5 µg de cada proteína), siendo mejores con una concentración de 10 µg. El pico 

máximo de la reacción se observo a las 72 horas, lo que tiene la ventaja de que la lectura de 

la reacción hacia el PPD y hacia el cóctel proteico puede realizarse al mismo tiempo.  

Además de las diferentes concentraciones del cóctel proteico analizadas, se evaluó 

un cuarto tratamiento compuesto por una combinación de las proteínas ESAT-6, CFP-10 y 

MPB83, esta última proteína se incluyo debido al potencial mostrado en pruebas 

intradérmicas en cobayos (108); sin embargo, su inclusión no mejoro la respuesta inducida 

por el cóctel proteico ESAT-6+CFP-10 por lo que se decidió no incluirla en estudios 

posteriores. En un reciente reporte que analiza el potencial de estos antígenos en la prueba 

intradérmica en bovinos infectados naturalmente, los autores mencionan un efecto aditivo 

con el uso de la proteína MPB83 aunque este no es significativo (126).  

Los resultados de las reacciones intradérmicas inducidas por la dosis de 10 µg de 

cada componente del cóctel proteico en animales infectados y libres de tuberculosis bovina 

fueron usados para realizar una curva ROC y analizar el efecto del punto de corte en la 

sensibilidad y especificidad de la prueba con estos antígenos. Con un incremento ≥ 1 mm la 

sensibilidad y especificidad estimada es de 95% y 100%, respectivamente.  

Posteriormente, se compararon los resultados obtenidos con esta dosis del cóctel 

proteico (10 µg de cada proteína) y con la prueba cervical comparativa (PCC) en el hato de 

alta y  baja prevalencia de tuberculosis bovina. En el hato de alta prevalencia hubo 63 

reactores a la prueba cervical comparativa (45.6%) el mismo número de animales positivos 

hacia el cóctel proteico, pero no los mismos animales; ya que con el uso del cóctel proteico 

se pudo identificar al 30.4% de animales catalogados como sospechosos a la PCC, y un 

animal catalogado como negativo. Es decir se identificó un 11% más de animales que no 
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fueron identificados con la PCC. Lo que demuestra un aumento en la sensibilidad de la 

prueba intradérmica empleando el cóctel proteico. 

A pesar de que la respuesta intradérmica con el cóctel proteico es menor que la 

respuesta obtenida con el PPD, su uso en paralelo permite una mayor identificación de 

animales infectados, permitiendo esclarecer el resultado sospechoso de la prueba cervical 

comparativa, sin necesidad de repetir la prueba 60 días después.  

La respuesta hacia los antígenos en la prueba intradérmica en el hato de baja 

prevalencia  con co-infección con MAP es muy diferente, con la PCC solo se pudo detectar 

un animal reactor, mientras que 13 % fue  clasificado como sospechosos, esto debido a una 

fuerte respuesta hacia el PPD aviar. Sin embargo,  el cóctel proteico identifico  8 animales 

infectados (10.5%), de los cuales, 3 fueron clasificados como sospechosos y 5 como 

negativos por la prueba cervical comparativa. Por lo que el uso del cóctel proteico en hatos 

con co-infeccion con MAP, compensa la baja especificidad del PPD. 

En resumen, se puede decir que el uso del cóctel proteico permite identificar a una 

importante proporción de animales que escapan a la identificación con la prueba cervical 

comparativa, incrementando su sensibilidad y especificidad empleándolo en la prueba de 

IFN-γ o en forma intradérmica; sin embargo, esta última ofrece la ventaja de que se puede 

realizar al mismo tiempo que la prueba cervical comparativa evitando los problemas 

logísticos que conlleva la prueba in vitro (Cuadro 8-4).  

El diagnóstico definitivo de la tuberculosis bovina se realiza con el aislamiento de la 

micobacteria; sin embargo, en algunos casos es imposible obtener un aislamiento a pesar de 

que los bovinos sean reactores a las pruebas intradérmicas, esto es más frecuente en 

prevalencias bajas de la infección. En los últimos años ha habido un gran avance en el 

desarrollo de herramientas de biología molecular que permiten una identificación más 

rápida de la infección. Una de estas pruebas es el PCR, el cual generalmente se realiza  

después de la extracción de ADN de los tejidos sospechosos; sin embargo, una herramienta 

poco empleada es el PCR a partir de la extracción de ADN de exudados nasales, debido a 

que es necesario que el animal este excretando la micobacteria para que pueda ser detectada 

(60). Estos períodos de excreción son intermitentes y varían de un individuo a otro por el 
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grado de infección  o debido a una variación en la resistencia o susceptibilidad a la 

infección (127).  

En el presente estudio se evaluó el beneficio del uso de este protocolo de PCR en un 

diagnóstico integral de la tuberculosis bovina. Se realizó un sistema de PCR anidado, ya 

que en este estudio se demostró que con el PCR simple se puede detectar 1x104 ufc en 

solución salina, mientras que con el PCR anidado es posible detectar hasta 1x102 ufc en 

solución salina. La sensibilidad de este sistema se puede mejorar con otros métodos de 

extracción de ADN más eficientes; sin embargo el método empleado es económico, simple 

de realizar y tiene una sensibilidad aceptable (92).  

Como  se mostró anteriormente el uso del cóctel proteico de forma intradérmica en 

paralelo con la prueba cervical comparativa es una opción más práctica que puede llevarse 

a cabo y que permite la identificación de varios animales que no son identificados por esta 

última prueba.  Si se usará el PCR en estos animales se podría detectar a un importante 

número de animales que están excretando la micobacteria y que son una fuente de infección 

para el resto del hato. En el hato de alta prevalencia, como se esperaba hubo un alto número 

de animales identificados por PCR (62%) (85/138), 31 de los cuales tuvieron respuestas 

positivas hacia ambos antígenos aplicados de forma intradérmica.  

El PCR nos permitió corroborar algunos de los resultados obtenidos con el cóctel 

proteico, de los 63 reactores hacia el cóctel proteico en el hato de alta prevalencia, 40 

fueron PCR positivos (63%). Mientras que el hato de baja prevalencia más del 80% (7/8)  

de los reactores al cóctel fueron PCR positivos. Es importante mencionar que el hecho de 

que el resto de los animales que respondieron hacia este cóctel y fueron PCR negativos, no 

significa que no estén infectados, simplemente pueden estar en un período de no excreción 

de la micobacteria.  

Un dato interesante es que en el hato de baja prevalencia hubo un número alto de 

animales PCR positivos, los cuales no pudieron ser identificados con las otras pruebas 

diagnósticas, esto puede ser debido a la baja respuesta en las pruebas in vivo e in vitro en 

estos animales, que impide un incremento significativo en el grosor intradérmico causado 

por la co-infección con MAP o por una sensibilización  (55, 123). Esto confirma que la 
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sensibilidad de las pruebas de campo se ve afectada por la presencia de paratuberculosis, 

enmascarando la prevalencia real de la infección por tuberculosis bovina.  

La especificidad del cóctel proteico fue evaluada en hatos libres de la infección. No 

se observo ninguna respuesta intradérmica hacia el cóctel proteico a pesar de la infección 

con paratuberculosis, a diferencia de las reacciones inducidas hacia el PPD aviar y PPD 

bovino. Demostrando ser altamente específico. Esto concuerda con los resultados obtenidos 

en animales vacunados con M. bovis BCG, los cuales tuvieron fuertes respuestas 

intradérmicas hacia el PPD pero no hacia el cóctel proteico el cual está compuesto por 

antígenos que solo se encuentran presentes en el complejo M. tuberculosis (126).  

Una de las principales limitantes de este estudio fue la falta del aislamiento para 

confirmar una infección con M. bovis. Esto nos hubiera permitido determinar la 

sensibilidad y especificidad del cóctel proteico; sin embargo con la alta especificidad 

observada en hatos libres de la infección y con los resultados obtenidos en los animales 

infectados podemos proponer el uso del cóctel proteico en la prueba intradérmica en 

paralelo con la prueba cervical comparativa, sobre todo en hatos de baja prevalencia, o en 

hatos con una co-infección con paratuberculosis.  

Finalmente, uno de los objetivos del presente estudio era la expresión y purificación 

de las proteínas recombinantes ESAT-6 y CFP-10 con el fin de realizar la evaluación 

anteriormente analizada y contar con el sistema de expresión para las próximas 

investigaciones. Sin embargo, debido a los problemas en la expresión de estas proteínas, 

tuvimos la necesidad de solicitar la donación de estas; a pesar de ello, se continuaron los 

trabajos de expresión y purificación. Al término de este proyecto se concluyo la 

estandarización de la expresión y purificación de la proteína ESAT-6. Respecto a la 

proteína CFP-10 se logró obtener un sistema de expresión eficiente; sin embargo, la 

purificación de esta proteína ha sido complicada debido a que no puede ser purificada 

mediante cromatografía de afinidad a metales. A pesar de esto, se ha intentado su 

purificación mediante cromatografía de intercambio iónico obteniendo resultados 

alentadores, de la misma forma, se está trabajando en la estandarización de la re-

purificación de esta proteína mediante exclusión molecular. Con el objetivo de tener la 
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capacidad de producir y purificar ambas proteínas en cantidad suficiente para las próximas 

evaluaciones. 
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10. CONCLUSIONES 
 

• Es posible inducir reacciones intradérmicas en bovinos con el uso de pequeñas 

concentraciones (10 µg de proteína) de antígenos altamente purificados.  

 

• El uso intradérmico del cóctel proteico en paralelo con la prueba cervical 

comparativa permite la identificación de animales sospechosos a la prueba cervical 

comparativa. 

 

• En hatos con co-infección con paratuberculosis el cóctel proteico mejora la 

identificación de los animales infectados con tuberculosis bovina, incrementando así 

la especificidad del diagnóstico.  

 
• El uso de estos antígenos altamente específicos no induce reacciones en animales 

sensibilizados a la exposición por micobacterias ambientales o infectados con 

paratuberculosis.  
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11. PERSPECTIVAS 
 

 

Es necesario realizar más estudios de campo para evaluar el comportamiento del 

cóctel proteico administrado de forma intradérmica en diferentes prevalencias de 

tuberculosis bovina. De la misma forma se debe evaluar el uso de otros antígenos que 

mejoren la sensibilidad de este cóctel y que permitan la identificación de un mayor número 

de animales. Algunos de estos antígenos pueden ser TB10.4, PE5, PE13, Rv3615c y 

OmpATb los cuales identifican animales infectados que no son detectados con las proteínas 

ESAT-6 y CFP-10 y que podrían tener un efecto aditivo  (10, 126, 128-129). 

De la misma forma es importante evaluar el uso de péptidos sintéticos de estas 

proteínas, ya que al ser sintetizados químicamente es más fácil su estandarización y control 

en la calidad.  
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