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RESUMEN 

 

La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad infecciosa crónica producida por 

Mycobacterium bovis, que se caracteriza por la formación de granulomas 

nodulares conocidos como tubérculos, guarda importancia por el riesgo que 

representa para la salud humana y por los efectos negativos que ocasiona a la 

industria pecuaria. En  México las pérdidas económicas debidas a la tuberculosis 

bovina se calculan en más de 500 millones de pesos anuales, tan solo por el 

desecho de bovinos enfermos o reactores. Dado que la enfermedad se desarrolla 

lentamente, un animal infectado puede diseminar la infección a otros miembros de 

su rebaño antes de que empiecen a manifestarse los signos clínicos, por tanto la 

identificación oportuna de los bovinos tuberculosos es necesaria para establecer 

las mejores medidas de control en los hatos. Diferentes pruebas de diagnóstico se 

emplean para tal propósito, no obstante éstas poseen cierto grado de 

inespecificidad mostrando una proporción relativamente alta de resultados falsos 

positivos. Por tal situación, en algunas de ellas se realizan estudios comparativos 

con los antígenos de Mycobacterium avium para diferenciar entre animales 

infectados por M. bovis y aquellos sensibilizados por exposición a  micobacterias 

ambientales.  Este tipo de sensibilización se atribuye a la reactividad cruzada  

entre especies de micobacterias y géneros taxonómicamente cercanos como: 

Actinomyces, Streptomyces, Nocardia, Rhodococcus y Corynebacterium. En 

particular, dentro de éste ultimo género  se encuentran especies con potencial 

patógeno reconocido para los bovinos, como son: C. pyogenes,  C. bovis, C. 

renale y C. pseudotuberculosis, así como especies oportunistas, tal es el caso de 

C. xerosis y  C. amycolatum. Debido a la elevada presencia de Corynebacterium 

spp. en los bovinos, y  a su estrecha relación taxonómica con el género 

Mycobacterium,  se  estudió la interferencia de éste género bacteriano con las 

principales pruebas indirectas empleadas para el diagnóstico de la TB, basadas en 

la respuesta inmune, en casos de infección natural y en un modelo experimental. 

El estudio comprendió tres fases experimentales. En la primera se evaluaron 

mediante ELISAs comparativos a M. bovis, M. avium y Corynebacterium xerosis 

sueros de vaquillas que en su momento se vacunaron contra la TB,  y  que 

resultaron positivos al aislamiento de C.  xerosis  en muestras de exudado nasal. 

En la segunda se seleccionaron vacas positivas y negativas a diferentes pruebas 

diagnósticas de Tuberculosis (ELISA, Tuberculina, BOVIGAM) para evaluar su 

reactividad o respuesta inmune a Corynebacterium mediante pruebas de ELISA, 

intradermorreacción e INF-, empleando el Extracto Proteico del Filtrado de Cultivo 

(EPFC) de C. xerosis; a estos animales se les tomaron muestras de exudado 

nasal y de leche para determinar por un lado, la  posible presencia de 

Corynebacterium, y  por el otro,  para confirmar la  posible infección por M. bovis 



mediante  PCR. En la tercera se formaron tres grupos de cobayos con cinco 

animales cada uno. El  grupo 1 se inoculó con el EPFC de M. bovis, el grupo 2 con 

el sonicado de una suspensión de bacterias de C. xerosis (SNC) y el grupo 3 

permaneció como control sin inmunizar. La respuesta de los cobayos se evaluó 

mediante pruebas de intradermorreacción empleando para los diferentes grupos la 

tuberculina bovina, la tuberculina aviar y un preparado proteico de C. xerosis para 

determinar la posible reactividad cruzada entre los preparados antigénicos 

empleados; además se evaluó la respuesta inmune humoral mediante ELISAs 

comparativos utilizando el  EPFC de M bovis, el EPFC de M. avium  y  un 

sonicado de la bacteria completa de C. xerosis.  Los resultados de los ELISAs 

efectuados con los sueros de cobayos muestran que solo aquellos animales 

inoculados con el SNC (grupo 2) desarrollaron un nivel significativo de anticuerpos 

a esta preparación antigénica y no mostraron anticuerpos a los antígenos del 

EPFC de M. bovis o de M. avium. A diferencia los cobayos inoculados con el 

EPFC de  M. bovis (grupo 1) mostraron niveles de anticuerpos significativos y 

comparables en los tres diferentes ensayos de ELISA, señalando con ello que en 

el EPFC de M. bovis además de estar presentes antígenos específicos de la 

especie, también hay un número importante de antígenos comunes a géneros 

bacterianos taxonómicamente relacionados. En tanto que, en la evaluación de las 

pruebas intradérmicas se observó que en los cobayos del grupo 2  reaccionan 

fuertemente al propio SNC, además del PPD de M. avium y del de M. bovis; 

mientras que los  del grupo 1 reaccionan fuertemente al Derivado Proteico 

Purificado (PPD) bovis, y en menor grado también al PPD avium pero no a las 

preparaciones de Corynebacterium. Los resultados de intradermorreacción 

utilizando las preparaciones de Corynebacterium que se realizaron en vacas 

reactores a la tuberculina pero negativas al aislamiento de Corynebacterium 

tampoco indujeron la hipersensibilidad tardía (HT). De acuerdo a los resultados la 

presencia  o infección de de Corynebacterium spp. no tiene influencia sobre las 

pruebas de diagnostico tradicionalmente empleadas para identificar un bovino 

tuberculoso; sin embargo,  la presencia o infección por Mycobacterium bovis si 

puede influir en las pruebas diagnosticas que se empleen para aquellas 

enfermedades producidas por Corynebacterium basadas en la respuesta inmune. 
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1. Introducción 

 

1.1. Definición de la enfermedad 

 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, crónica y progresiva que se 

caracteriza por la presencia de lesiones granulomatosas o tubérculos 

principalmente en linfonodos del sistema respiratorio y pulmón, pero puede 

extenderse o presentarse en órganos del sistema digestivo, reproductivo y 

nervioso. La enfermedad es producida por especies del género Mycobacterium, 

pertenecientes al Complejo Mycobacterium tuberculosis, siendo M. tuberculosis la 

especie representativa causante de la enfermedad en el humano; mientras que, en 

el ganado bovino y en otras especies animales domésticas y de vida silvestre la 

enfermedad es producida esencialmente por M. bovis. (1, 2)   

 

 

1.2. Importancia de la tuberculosis en los humanos. 

 

Desde el siglo pasado, la tuberculosis se identificó como una enfermedad de 

índole social vinculada con la pobreza, por ende con las malas condiciones de 

vida y de trabajo. Aunque se trata de una enfermedad infecciosa controlable en el 

ámbito comunitario y curable de forma individual, dista mucho de poder 

erradicarse. Hoy en día continúa siendo el proceso infeccioso más importante en 

el mundo, debido a que su incidencia se ha incrementado más que haberse 

controlado, entre otras causas, por la aparición de cepas resistentes de               

M. tuberculosis y a la epidemia del SIDA. Se considera, según datos de la OMS, 

que al menos un tercio de la población mundial está infectada, y que anualmente 

aparecen cerca de 10 millones de nuevos casos; por lo cual se estima en más de 

30 millones el número de personas tuberculosas y en más de 3 millones las que 

podrían morir a causa de la enfermedad. Por consiguiente, se considera dentro de 

las principales enfermedades infecciosas con mayor mortalidad, al diagnosticarse 
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en 7 de cada 100 decesos en el mundo; no obstante el 99 % de estas muertes 

ocurre en países subdesarrollados, y afecta sobre todo a los adultos jóvenes en su 

edad más productiva (3). 

Las circunstancias que favorecen la enfermedad son complejas, y son resultado 

de la interacción de factores medioambientales, socioeconómicos, culturales, 

demográficos; así como de características propias inherentes del individuo, como 

son: edad, raza, estado de nutrición e inmunológico, enfermedades intercurrentes, 

etc., e indiscutiblemente de la capacidad patógena del bacilo tuberculoso 

involucrado en el proceso. (4,5) 

 

Debido a ello, los estados de  inmunosupresión, como son los ligados a la 

infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y la presencia de 

enfermedades concurrentes, como la diabetes mellitus, la desnutrición, la 

sobrepoblación, y la falta de recursos para enfrentar la enfermedad hacen difícil la 

solución de este problema. Como referencia en 2009, murieron de tuberculosis 1,7 

millones de personas, de éstas 380 000 estaban infectadas con VIH; el mayor 

número de defunciones se registraron en la Región de África, donde el VIH ha 

provocado un rápido incremento de la epidemia de tuberculosis. (6,7) 

 

En la República Mexicana el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y 

Control de Enfermedades (CENAVECE) en el año 2011 registró 19,445 casos de 

tuberculosis en todas sus formas clínicas (8) con una tasa de 16.03 por cada 100 

mil habitantes. Del total de casos notificados 14,281 correspondieron a 

tuberculosis pulmonar. La dependencia informó que las incidencias más altas se 

registraron en los Estados de occidente y Golfo de México, mientras que las 

incidencias más bajas se presentaron en los Estados del centro. Cabe señalar que 

Tamaulipas y Baja California duplican la tasa nacional, y junto con Veracruz, 

Chiapas, Nuevo León, Jalisco, Sinaloa, Nayarit, Guerrero, Sonora, Oaxaca y 

Chihuahua concentran 70% de los casos identificados en el país. (9,10) 
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1.3. Importancia de la tuberculosis bovina en Salud pública.  

 

Como se comentó antes, M. tuberculosis es el principal agente patógeno de la 

tuberculosis en humanos, sin embargo, la trasmisión zoonótica de animales al 

humano por M. bovis es de gran impacto en salud pública; pese a  que los datos 

de infección son variables y dispersos se estima que la especie es responsable de 

entre el 5 y el 10% de los casos en los  humanos; no obstante la cifra puede ser 

mayor, debido a la inexactitud del diagnóstico que se realiza en los centros de 

salud; pues este comúnmente se realiza a partir de una baciloscopía, sin definir la 

especie micobacteria involucrada, debido a la necesidad de iniciar el tratamiento. 

Además las lesiones entre ambas especies son clínica y radiológicamente 

indistinguibles. Para lograr un diagnóstico asertivo se debe realizar el aislamiento 

e identificación por pruebas bioquímicas y/o técnicas moleculares que permitan la 

tipificación de las especies.  

 

El modo más común de transmisión de M. bovis al hombre puede ser por el 

consumo de leche cruda infectada o subproductos lácteos fabricados con leche 

infectada sin pasteurizar, produciendo linfadenopatías  cervicales o lesiones a 

nivel intestinal y/o en la piel. (11)   

 

Cuando la trasmisión ocurre por inhalación de aerosoles, a partir de ganado 

enfermo, se asume que la infección primaria ocurrirá a nivel pulmonar con 

posibilidad de diseminación a órganos distantes. Otra forma de infección frecuente 

sobre todo en los rastros es por inoculación traumática durante la manipulación de 

canales infectados, causando lesiones en piel.  

 

En los últimos años, la incidencia de tuberculosis humana por M. bovis ha 

disminuido en países desarrollados como resultado de buenas campañas de 

erradicación de la tuberculosis en los bovinos y de la pasteurización de la leche de 

consumo. 
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Por el contrario, en países en vías de desarrollo no existen programas intensos de 

pasteurización por lo que la presencia de la enfermedad en hatos lecheros 

representa un riesgo considerable de salud pública (12). Así se ha observado existe 

correlación entre la erradicación de la tuberculosis en el ganado y la prevalencia 

en humanos. (13)  

 

En México, el riesgo se explica por la elevada prevalencia de la enfermedad en 

ganado de leche, y la falta de participación de un alto porcentaje de los establos 

en la campaña de erradicación. Además se estima que solo el 70 % de la 

producción de leche del país se pasteuriza; lo demás, se consume directamente o 

se transforma en derivados lácteos sin pasar por el proceso, lo que señala un 

riesgo latente de infección al humano, debido a ello existe interés por diseñar 

nuevas estrategias de control y erradicación de la enfermedad a través de 

métodos modernos de diagnóstico. (14,15,16) 

 

 

1.4. Impacto económico de la tuberculosis bovina en Salud Animal.  

 

La enfermedad tiene serias implicaciones económicas, aparte de las pérdidas 

directas por la muerte de los animales, es responsable de bajas en la producción 

de leche, reduce la ganancia de peso y la tasa de conversión alimenticia. Debido a 

estos retrasos los animales que se  tienen programados para que su primer parto 

lo tengan a los 2 años, el retraso en el desarrollo ocasiona que estén presentando 

su primer parto alrededor de los 36 meses de edad, dado que no se  alcanza el 

peso adecuado (330-360 kg en raza Holstein Friesian) para su primera 

inseminación. La presencia de la enfermedad en los hatos reduce la fertilidad en 

un 6% y es causa el decomiso de canales en rastros.(17) Así las pérdidas 

económicas tan solo por el desecho de bovinos enfermos o reactores se calculan 

en más de 500 millones de pesos anuales en nuestro país.  
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Las pérdidas también se relacionan con el comercio interior y exterior, para tener 

idea de la problemática asociada con la enfermedad cabe mencionar que México 

exporta anualmente un promedio 1,2 millones de terneros a los Estados Unidos 

Americanos; no obstante, esta actividad se ha afectado en los últimos años ya que 

representa una barrera no arancelaria que se sujeta o relaciona con la prevalencia 

de tuberculosis en los diferentes Estados del país, es decir, sólo los Estados libres 

de TB están autorizados para exportar animales (Figura 1).  (18)  

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Mapa de la Republica Mexicana donde muestra estados libres y control contra la TB. (19) 
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Los índices de incidencia y prevalencia de la enfermedad varían de acuerdo al tipo 

de explotación a la  que se someten los animales y al área geográfica; 

registrándose por tanto los índices más bajos de prevalencia para ganado de 

carne en el norte del país (< 0.50%); en tanto que, los más altos se registran en 

ganado de leche principalmente en hatos localizados en el centro y sur de la 

República Mexicana (16.5%). (20) La razón por la que la prevalencia de la 

enfermedad es mayor en ganado lechero que en ganado de carne, se debe a que 

su vida útil es más prologada y el manejo de los animales es predominantemente 

estabulado o semiestabulado por tanto la densidad de población es mayor y el 

riesgo de adquirir infecciones por el contacto directo vaca-vaca se incrementa. (12) 

 

La enfermedad es contagiosa y se propaga principalmente por contacto directo vía 

inhalación de aerosoles procedentes de los pulmones de animales infectados sin 

embargo, las becerras pueden infectarse al ingerir leche cruda de vacas 

tuberculosas.(21) Dado que la enfermedad se desarrolla lentamente, un animal 

puede diseminar la infección a otros miembros de su rebaño antes de que 

empiecen a manifestarse los signos clínicos; por tanto, el desplazamiento de 

animales domésticos infectados no detectados y el contacto con mamíferos de 

vida libre (zorros, coyotes, búfalos, alces y venados) infectados, son las 

principales formas de propagación. (22) 

 

 

1.5 . Generalidades del género Mycobacterium 

 

El género Mycobacterium está integrado por bacilos rectos de 3 a 5 μm de longitud 

o ligeramente curvos en forma de maza, inmóviles, no esporulados, con 

abundantes gránulos citoplasmáticos, que poseen una resistencia mayor a la 

tinción por los colorantes comunes (cristal violeta), pero una vez teñidos son 

resistentes a la decoloración con una mezcla de alcohol ácido. Se destaca en su 
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estructura una gran riqueza en lípidos (20-60%). El contenido de bases de guanina 

más citocina en la molécula de ADN es de 62 a 70 moles %. (23) 

El género incluye más de cien especies que se dividen en cuatro grupos para fines 

de estudio: El Complejo tuberculosis, formado por  las especies M. tuberculosis, 

M. bovis (incluida la cepa BCG), M. africanum,  M. microti, M. caprae, M. pinnipedii 

y M. canettii. (24) El Complejo leprae, que incluye M. leprae y M. leprae-murium.  

El Complejo avium que incluye a las especies M. intracellulare y M. avium, esta 

última dividida en cuatro subespecies: M. avium subsp. avium, M. avium subsp. 

silvaticum, M. avium subsp. paratuberculosis y M. avium subsp. hominissuis; En el 

cuarto grupo se incluyen micobacterias atípicas. (25) 

 

Las especies pertenecientes al Complejo tuberculosis se caracterizan por ser 

microorganismos intracelulares obligados, aerobios, inmóviles, que se replican 

dentro de los fagosomas de los macrófagos. La temperatura óptima de crecimiento 

de estas especies es de 37ºC con un rango entre 30 y 42ºC; y su velocidad de 

crecimiento es mucho más lenta que la mayoría de las bacterias. M. tuberculosis 

tiene un tiempo de generación de 10 a 15 horas, por lo que su crecimiento en 

medios de cultivo no se consigue hasta la 3 o 4 semanas como mínimo.(26) Las 

formas saprófitas desarrollan con mayor rapidez, proliferan a 22° C, producen más 

pigmento y son menos ácido-resistentes que las formas patógenas. (27) 

 

 

1.5.1. Características de la pared celular de Mycobacterium 

 

De manera general se conoce que la envoltura bacteriana provee protección y 

soporte a las bacterias; además de poseer mecanismos que permiten el 

intercambio de sustancias entre la bacteria y el medio ambiente. En el caso de las 

micobacterias esta envoltura muestra diferencias estructurales entre bacterias 

Gram-positivas y Gram-negativas. La envoltura micobacteriana no presenta la 

membrana externa característica de los organismos Gram-negativos y aunque 
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posee peptidoglicano como las bacterias Gram positivas, las moléculas unidas o 

asociadas a este polímero son, en las micobacterias, fundamentalmente de 

naturaleza lipídica en vez de proteínas y lipopolisacáridos, como en aquellas. (23) 

La envoltura consiste en dos partes principales: la membrana plasmática y, 

alrededor de ella, la pared celular. La primera le otorga a la célula protección 

osmótica y transporte de iones y moléculas, en tanto que la segunda le brinda 

soporte mecánico y protección. La pared celular está constituida por tres capas, 

que por tinciones convencionales pueden apreciarse, estas son: 

 

•Capa interna, moderadamente electrón-densa, compuesta por el 

peptidoglicano cuya estructura es similar a la de las bacterias Gram positivas. 

 

•Capa media, más ancha que la anterior y electrón-transparente, compuesta 

por el polisacárido arabinogalactano, cuyos extremos distales están 

esterificados con ácidos grasos de alto peso molecular, los ácidos micólicos, 

de tamaño y estructura única para las micobacterias (70-90 átomos de 

carbono). 

 

•Capa externa, de grosor variable electrón-opaca, de la cual no puede 

conocerse con las técnicas actuales, su exacta composición, aunque se le 

atribuye una estructura glucolípida (Figura 2). (28) 
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Figura 2 Estructura de la pared celular de las Micobacterias por capas
.(29)

 

 

Químicamente la pared celular de la bacteria está constituida por complejos de 

micolil-arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP) y lipoarabinomanosa (LAM). A su 

vez el mAGP está formado por polímeros de arabinogalactano, peptidoglicano y 

ácidos micólicos. El peptidoglicano de la pared celular es un polímero altamente 

entrecruzado, formado por aminoazúcares y aminoácidos (unidades de N-

acetilglucosamina y ácido N-glicolilmurámico), que se encuentra rodeando a la 

membrana plasmática; las moléculas de ácido murámico presentes en su 

ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR DE 

Mycobacterium 
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estructura están unidas covalentemente al complejo micolil-arabinogalactano, 

formado por el arabinogalactano (polisacáridos de arabinosa y galactosa), que se 

encuentran esterificando a los ácidos micólicos (ácidos grasos de 60-90 átomos 

de carbono. (28) 

 

Otro grupo importante de componentes de la pared celular son los sulfatos de acil 

trehalosa, involucrados en la inhibición de la fusión fago-lisosoma, se les asocia 

con la capacidad de virulencia de M. tuberculosis. (30) La segunda molécula que 

domina la envoltura de las micobacterias, es el polisacárido lipoarabinomanosa 

(LAM), formado por residuos de D-arabinosa y D-manosa. El LAM exhibe un 

amplio espectro de funciones inmunoreguladoras, entre las que se encuentran por 

un lado anular la activación de las células T, inhibir la activación de los macrófagos 

mediada por el IFN-, así como la actividad de la proteína quinasa C; también 

estimula la producción de citocinas por los macrófagos, las cuales pueden 

provocar muchas de las manifestaciones clínicas de la tuberculosis. (31) 

Además de los componentes anteriores existen proteínas asociadas a la pared, 

algunas con función enzimática, necesarias para la construcción y reconstrucción 

de los polímeros de la pared durante el proceso de división celular y crecimiento; 

otras recientemente descubiertas poseen función de porina. Estas últimas, 

encontradas en bajo número, lo que está de acuerdo con la baja permeabilidad de 

las micobacterias a las moléculas hidrofílicas. (23) 

 

 

1.5.2. Características antigénicas de Mycobacterium  

 

Los principales antígenos de las micobacterias pueden dividirse en dos grandes 

grupos: 

 Los solubles citoplasmáticos.  

 Los insolubles ligados a la pared celular. 
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En relación a la naturaleza de los antígenos solubles, se sabe que hay: 

 

a) De naturaleza polisacárida, comunes a todas las micobacterias y 

constituidos por arabinomananos, arabinogalactanos, glucanos. 

 

b) Lipídica, los monóxidos de fosfatidil inositol (PIM) constituyen una familia de 

lípidos polares que se encuentran presentes en la membrana plasmática de 

las micobacterias. Entre ellos podemos citar los glicolípidos fenólicos, 

bastante específicos para M. tuberculosis (PGL-Tbl). Otros como el 

fenoltiocerol que se une con el Ac micocerórisico para formar el factor de 

virulencia fenoltiocerol-dimicocerato (PDIM). 

 

c) Las proteínas del Mycobacterium son las que le confieren sus principales 

propiedades antigénicas; actualmente más de 1000 proteínas han sido 

identificadas, pero solo alrededor de ciento cincuenta han sido bien 

caracterizadas.  

 

Para su estudio se han agrupado en cuatro grupos de acuerdo a su función, 

secuencia y características físicoquímicas: 

 

El primer grupo formado por proteínas de stress térmico (hsp, del inglés heat 

shock protein), son un grupo de polipéptidos esencialmente citoplasmáticos, que 

incrementan su síntesis frente a estímulos estresantes como los cambios en la 

temperatura, el incremento de daño oxidativo y la disminución de nutrientes; esta 

respuesta probablemente proteja a la micobacteria durante situaciones adversas, 

manteniendo la conformación funcional de proteínas esenciales y asistiendo en la 

reducción de proteínas desnaturalizadas. Se agrupan en familias dependiendo del 

peso molecular: hsp65 kDa o GroEL, hsp 10 kDa o GroES, hsp 70 kDa o ADNK, 

hsp 90 kDa, hsp 16 kDa entre otras. (32) 
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El segundo grupo son las lipoproteínas, incluye a las de 19 kDa, 26 kDa, 27 kDa y 

38 kDa, fundamentalmente constitutivas de la pared celular pero pueden ser 

encontradas en el citoplasma, las de 19 y 38 kDa son las más importantes. Se 

considera que estas lipoproteínas están involucradas en la inducción de 

respuestas humoral y celular, en especial de la respuesta de las células T de 

memoria in vitro, y tienen un papel funcional en el transporte de nutrientes a través 

de la pared celular. (33) 

 

Un tercer grupo son las proteínas de secreción constituidas principalmente por 

proteínas de 12, 16, 19, 23, 26, 27, 30, 31, 31.5 y 41 kDa, algunas de éstas 

forman el complejo 85 que es el mayor constituyente del sobrenadante de los 

cultivos del Mycobacterium tuberculosis.  

 

El último grupo está constituido por las enzimas, la L-alanina deshidrogenasa de 

40 kDa y la superóxido dismutasa de 23 kDa, que están involucradas en los 

mecanismos de defensa del bacilo dentro de los macrófagos. (34, 35) El 35 % de los 

antígenos secretados por M. tuberculosis, está representado por tres proteínas, 

comprendidas en el rango de 30/32 kDa denominado complejo antigénico 85, 

estas proteínas se designan comúnmente como: 85A (32kDa), 85B (30kDa) y 85C 

(32 kDa); además de ser un producto de secreción, normalmente se localizan en 

la pared celular y en la superficie de la bacteria pues contribuyen a la síntesis de la 

pared, ya que poseen actividad de esterasas. Estas proteínas constituyen un 

importante mecanismo mediante el cual la bacteria interactúa con su entorno y 

que las protege  para sobrevivir en ambientes hostiles y ayuda a la colonización. 

Más aún, varias de ellas representan importantes factores de virulencia por tanto 

juegan un papel central en la determinación de las vías de presentación del 

antígeno y el reconocimiento por células T efectoras implicadas en la protección. 
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La proteína de 16 kDa o MPT63 es una de las principales proteínas secretadas, 

aunque también se ha mostrado estar asociada a la envoltura de la micobacteria; 

su función no es clara pero debido a su estructura similar a la de la familia de las 

inmunoglobulinas y a otras moléculas de adhesión, se sugiere está involucrada en 

la interacción con las células del hospedero facilitando los mecanismos de 

invasión celular. (36) 

 

Estudiando los antígenos en doble difusión en gel se han establecido 4 grandes 

grupos con mayor o menor especificidad: 

 

a) Grupo I compuesto de antígenos comunes compartidos por todas las 

micobacterias e incluso algún otro género bacteriano como Nocardia y 

Corynebacterium. 

b) Grupo II serían antígenos propios de las micobacterias de crecimiento lento. 

c) Grupo III lo formarían antígenos de micobacterias de crecimiento rápido y 

nocardias. 

d) Grupo IV constituido por antígenos propios de cada especie. (37) 

 

 

1.6. Patología de la tuberculosis 

 

En la mayoría de los casos de campo,  la enfermedad se observa en las vías 

respiratorias inferiores (VRS), principalmente en los pulmones y ganglios linfáticos 

asociados. Sin embargo, el tracto respiratorio superior (TRS) y los tejidos  también 

pueden mostrar la enfermedad en un número significativo de casos. (38) Una vez 

que los microorganismos han alcanzado el tejido del hospedero en este caso el 

alveolo o los alveolos pulmonares, se desencadena una reacción inflamatoria 

inespecífica con exudación de polimorfonucleares y presencia de macrófagos 

(conocidos también como monocitos tipo II (macrófagos alveolares)) que fagocitan 

a los bacilos, sin embargo, éstos no mueren y se multiplican intracelularmente. 



~ 14 ~ 

 

Este fenómeno inicialmente intra-alveolar puede tener lugar en linfonodos 

regionales y/o distantes y en otros órganos al ser transportados los bacilos por vía 

sanguínea, linfática, libremente o contenidos dentro de los macrófagos. En 

cualquiera de los lugares mencionados, con la fagocitosis de los bacilos por los 

macrófagos, se desencadena una respuesta inmune celular. 

 

La información obtenida producto de la fagocitosis es transmitida por el macrófago 

inactivo a un linfocito T o B. Si la información es recibida por un linfocito B, éste se 

activa diferenciándose a células B memoria y células plasmáticas. Estas últimas 

sintetizan anticuerpos, los que facilitan la opsonización de los bacilos por los 

polimorfonucleares, los que tampoco pueden detener la proliferación de los bacilos 

al igual que los macrófagos inactivos como se mencionó.  

 

Por otro lado, si la información obtenida de la fagocitosis del bacilo por el 

macrófago es transmitida a un linfocito T, éste al activarse se diferencia en células 

T memoria y células T productoras de diferentes sustancias conocidas como 

citocinas. Las citocinas activan a los macrófagos inactivos haciendo que éstos 

adquieran una morfología diferente por lo que ahora se les conoce como células 

epiteloides,  ya que cuando se encuentran agrupadas conforman un granuloma, 

que impide la proliferación intracitoplasmática de los microorganismos. 

 

La colección organizada de macrófagos se conoce como granuloma. Cuando éste 

está conformado por macrófagos activados se conoce como un granuloma 

epitelioide. La fusión de las células epiteloides, cuando ocurre, origina la formación 

de células gigantes multinucleadas, como la de Langhans, asociada clásicamente 

con el granuloma tuberculoso, en la cual los núcleos se disponen periféricamente. 

 

El granuloma de origen tuberculoso (conocido también como tubérculo), por lo 

general presenta necrosis caseosa lo que lo distingue de otros granulomas no 

caseificantes. (39) 
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1.7. Generalidades de Corynebacterium.  

 

Las corinebacterias están ampliamente distribuidas en la naturaleza 

encontrándose: en suelo,  agua, productos alimenticios y también en la mucosa y 

piel del hombre y animales.  Son bacilos  rectos ligeramente curvados, Gram 

positivos que miden de 3-6 µm; al agruparse adoptan una disposición típica en 

empalizada o con aspecto de letras chinas, no presentan motilidad, son catalasa 

positiva, anaerobias facultativas.(40) No poseen cápsula, no esporulan y son 

parcialmente ácido- alcohol resistentes. Las colonias en medio cistina-telurito son 

negro-grisáceas o gris metálico.(41) Forma colonias pequeñas grisáceas de 

aspecto granuloso, traslúcidas con centros opacos, y bordes convexos. (40)  

Poseen un gran contenido de guanina mas citosina (G+C). Se clasifican en no 

lipofílicas o lipofílicas, según si su crecimiento aumenta con la adición de lípidos al 

medio de cultivo. Las corinebacterias crecen de forma lenta en agar de sangre de 

carnero y producen  colonias <0.5 mm de diámetro después de 24 h de 

incubación. (42)  

 

La pared celular de Corynebacterium presenta elementos únicos en su género y 

tiene un alto contenido de lípidos, de los cuales el más notable es el ácido 

micólico. También contiene ácido meso-diaminopimélico así como polisacáridos 

como arabinosa, galactosa y algunos tipos de manosa. Sobre la base del 

contenido lipídico en la pared celular, las corinebacterias se agrupan junto a las 

micobacterias, nocardias y rodococos, dentro del grupo denominado "CMNR" por 

la similtud  química y estructural  de sus componentes lipídicos  de la pared 

celular; de los cuales el más estudiado es el ácido micólico por la importancia que 

tiene en la virulencia de Mycobacterium tuberculosis a diferencia de los otros tres 

componentes del grupo, el ácido micólico de Corynebacterium spp contiene 

cadenas de 22-36 átomos de carbono, y las cadenas que los constituyen son del 

tipo saturadas y monosaturadas, siendo las mayores el ácido hexadecenoico y 

hexadecanoico. (43, 44) 
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En particular, dentro del género Corynebacterium se encuentran especies con 

potencial patógeno reconocido para los bovinos, como son: C. pyogenes,  C. 

bovis, C. renale y  C. pseudotuberculosis, las cuales pueden producir infecciones 

en el aparato genitourinario, pielonefritis, mastitis, neumonías, problemas de piel, 

etc. Mientras que,  especies del género habitualmente consideradas  parte de la  

flora normal de esta especie animal  actualmente han mostrado su potencial  

patogénico, tal es el caso de C. xerosis y  C.  amycolatum. (45,46) 

 

ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR DE Corynebacterium 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.  Estructura de la pared celular de las Corynebacterias por capas.
(47) 
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1.8. Pruebas de diagnóstico de la Tuberculosis bovina 

 

 

1.8.1. Intradermorreacción (Prueba de tuberculina) 

 

Para el diagnóstico de rutina en campo la campaña contra la TB y de acuerdo a la 

NOM-031-ZOO-1995  recomienda  la prueba intradérmica de la tuberculina (ID) o 

prueba de hipersensibilidad retardada  en la que se emplea el derivado proteico 

purificado (PPD) de M. bovis (48). El PPD es una preparación líquida que contiene 

un extracto peptídico de proteínas estructurales y de secreción producidas durante 

el cultivo de la micobacteria en medio sintético. El extracto se obtiene por 

precipitación de las proteínas luego del calentamiento y filtración del cultivo. Esta 

fracción proteica es capaz de desencadenar una reacción local (hipersensibilidad 

retardada tipo IV) en animales que han tenido contacto previo con el bacilo 

mediante la infección natural o artificial. (49) Muchos de los antígenos que derivan 

de M. bovis se encuentran también en  especies de micobacterias ambientales no 

patógenas, lo que da lugar  a problemas de  sensibilización  y especificidad de la 

prueba.  

 

Por esta razón, la modalidad de en la tuberculina está incluido M. avium en el 

comparativo de la prueba y la interpretación se basa observando y registrando un 

aumento de grosor de la piel después de la inyección intradérmica de tuberculina 

bovina (PPD-bovino) que es mayor que la observada con tuberculina aviar (PPD 

aviar) (50). 

 

La reacción es resultado de la activación de células endoteliales, neutrófilos, 

macrófagos y células T sensibilizadas que migran al sitio de la inoculación y 

liberan citocinas, quimiocinas y substancias vasoactivas como prostaglandinas y 

leucotrienos. La inflamación se inicia entre 12 y 24 horas después, alcanza su 

mayor intensidad a las 24 a 72 horas, y puede persistir por varias semanas antes 
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de disminuir de manera general. En las reacciones muy graves hay destrucción  

tisular y necrosis en el sitio de  la inyección. (51) 

 

Las reacciones se clasifican como: 

Negativa: Cuando no se observa, ni palpa algún cambio en la piel del sitio de 

aplicación. 

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

dolor o necrosis en el sitio de aplicación. (52) 

 

Cuando se requiere mayor sensibilidad, como en casos de alta prevalencia, se 

aplica en el pliegue caudal y para el caso de requerir mayor especificidad (baja 

prevalencia), se utiliza la doble comparativa en el cuello. No obstante, como todas 

las pruebas de diagnóstico, la prueba de tuberculina tiene fallas. La simple caudal 

tiene sensibilidad de 72% al 91% y especificidad del 78% al 96%. 

Los diagnósticos falsos positivos generan problemas económicos y sociales, ya 

que conforme a la Norma Oficial Mexicana, los animales reactores positivos a la 

prueba se deben sacrificar. (53) 

 

La razones de la incapacidad de la prueba tuberculina para detectar 

estas infecciones no son claras. Es posible que algunos animales se encuentren 

en una fase temprana de la infección y aún no han montado una respuesta de 

células mediadas lo suficientemente intensa que se puede detectar en el momento 

de la prueba, entre dos y tres semanas posinfección.en la mayoría de los casos. 

Otros animales pueden ser "anérgicos" porque son incapaces de montar una 

respuesta adecuada o la progresión hacia el estado de enfermedad ha sido rápida 

y ha dado lugar a la inmunosupresión de la respuesta celular. (45,54) 
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Las tuberculinas autorizadas para efectos de Campaña son: 

 

a) PPD bovino: elaborado con  la cepa de Mycobacterium bovis  AN5, empleado 

en la prueba caudal, cervical comparativa y cervical simple. 

b) PPD aviar: elaborado con la cepa  de  Mycobacterium avium D4,  empleado en 

la prueba cervical comparativa. (52) 

 

 

1.8.2. Ensayo por Inmuno Absorción Ligado a Enzimas (ELISA) 

 

Es una técnica indirecta para la detección de anticuerpos específicos del suero a 

los antígenos específicos que  cubren las paredes de los pozos de la placa. 

Después de la incubación y del lavado para eliminar los anticuerpos  no unidos, 

los anticuerpos que se unieron a los antígenos se pueden detectar agregando una 

antiglobulina (inmunosorbente) ligada químicamente a una enzima. Este complejo 

se une a los anticuerpos y, después de la incubación y del lavado, se detecta y 

mide con sólo agregar el sustrato para la enzima correspondiente. La intensidad 

del color será proporcional a la cantidad de antiglobulina ligado a la enzima que se 

haya captado, la cual, a su vez, será proporcional a la cantidad de anticuerpos 

presentes en el suero que se está analizando. La intensidad del color se estima a 

simple vista o, a un mejor, mediante espectrofotometría. (51) 

La evaluación in vitro de la respuesta inmune es actualmente un campo que brinda 

buenas alternativas para complementar el diagnóstico de la TB. El ensayo 

inmunoenzimático (ELISA) ha sido utilizado para detectar anticuerpos en el suero 

contra los antígenos de M. bovis. Para la ELISA se han utilizado diferentes 

antígenos, tales como el PPD, el filtrado de cultivo, así como antígenos 

purificados, ya sean nativos o recombinantes. (45) Este sistema genera resultados 

en cuestión de horas y con sensibilidades que oscilan del 95 al 98% y 

especificidades del 85 al 92%, dependiendo del antígeno empleado.(55) 
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Teniendo en cuenta los posibles problemas asociados con la sensibilización del 

ganado por micobacterias no patógenas,  éstas pueden tener un impacto sobre el 

diagnóstico preciso de infección de M. bovis; debido a ello, en los últimos años  se 

han realizado investigaciones relacionadas con la evaluación de antígenos 

purificados muy específicos como marcadores de diagnóstico. (45) El antígeno 

inmuno-dominante ESAT-6 atrajo la atención en particular, porque, aunque el gen 

ESAT-6  está presente en M. tuberculosis y  M. bovis virulenta, está ausente en M. 

bovis BCG y micobacterias ambientales. (56) 

 

 

1.8.3. Prueba de detección de interferón-gamma (INF-) 

 

La inmunidad celular hacia la micobacteria puede medirse in vitro, mediante la 

cuantificación del interferón gamma (IFN-) liberado por las células T 

sensibilizadas después de la estimulación  in vitro por antígenos específicos, 

comúnmente se emplean como antígenos, los PPD bovino y aviar. La producción 

de IFN- se cuantifica mediante una ensayo inmunoenzimático tipo sándwich 

empleando anticuerpos monoclonales, empleando para el efecto un sistema 

comercial denominado BOVIGAM (Bovine Gamma Interferón Test). (57) 

 

El uso estratégico de  la prueba de interferón gamma (BOVIGAM) proporciona un 

medio para la identificación de  bovinos infectados por Mycobacterium bovis en 

fase temprana, lo que garantiza su eliminación de un rebaño infectado. (44) 

Diferentes estudios muestran una sensibilidad del 93% cuando se usa sola, pero si 

se usa en conjunto con la prueba de ID su sensibilidad se incrementa hasta en un  

95.2%. (58) 

La producción de la citocina  correlaciona con el grado de infección por M. bovis, 

por lo que en animales no infectados los niveles de producción de la citocina son 

bajos. La especificidad de la prueba puede mejorarse mediante el uso de 

proteínas de secreción como el ESAT-6 (antígeno de secreción temprana), y la 
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proteína del  filtrado de cultivo (CFP-10).  Antígenos que están presentes en las 

cepas de campo de M. bovis virulentas, pero ausentes en micobacterias del 

complejo aviar y de la vacuna BCG. La prueba de IFN-γ ha mostrado ser más 

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

puede detectar animales en estados tempranos de la infección. (45) En estudios 

experimentales, esta prueba ha mostrado detectar ganado infectado  con M. bovis 

hasta 14 días pos infección. (50) 

 

 

1.8.4. Fundamentos de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

  

Por otra parte, la biología molecular ha desarrollado herramientas como la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), para el diagnóstico de enfermedades 

bacterianas intracelulares y de difícil crecimiento. (45) 

 

Además ha sido aplicado con éxito para la detección de los miembros del 

complejo Mycobacterium tuberculosis y es especialmente útil para la detección 

directa  de M. bovis en muestras de tejido de la especie bovina. (59) 

 

La metodología consiste, primeramente en la extracción y purificación de los 

ácidos nucleicos de la muestra biológica, seguido de la amplificación de un 

segmento seleccionado del genoma del microorganismo mediante reacción en 

cadena de la polimerasa, es decir, la PCR propiamente dicha. Finalmente se lleva 

a cabo la detección de los fragmentos amplificados en la PCR (amplicones) por 

electroforesis en gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio, o mediante 

hibridación con sondas específicas. (60) 
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Una PCR que tiene como blanco el gen que codifica la proteína MPB70, se 

considera específica para M. bovis. (61) Una sola copia de este gen está presente 

en cepas de M. bovis y otras micobacterias del complejo M. tuberculosis, pero 

ausente en otras 24 especies y otros géneros bacterianos. La PCR MPB70  ha 

mostrado una  sensibilidad del 85 a 91 % y una especificidad del 77 a 86 % a 

partir de lesiones sugestivas y de aislamientos. (62) 
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2. Justificación  

 

Debido a que diferentes especies del género de Corynebacterium pueden 

colonizar o infectar a los bovinos en algún momento de su etapa productiva, y de 

la estrecha relación taxonómica de este género bacteriano con Mycobacterium 

bovis, agente causal de la tuberculosis bovina, existe una fuerte probabilidad de 

que la respuesta inmune que se desarrolla en bovinos infectados con 

Corynebacterium spp  interfiera con las pruebas diagnosticas comúnmente 

empleadas para identificar animales tuberculosos arrojando resultados falsos 

positivos. 

 

 

3. Hipótesis 

 

La presencia de Corynebacterium spp en bovinos colonizados alterará el resultado 

de las  pruebas de tuberculina, BOVIGAM y ELISA empleadas en el diagnóstico 

de la  tuberculosis bovina. 
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4. Objetivo general 

 

Determinar la interferencia que tiene la presencia de Corynebacterium spp en el 

diagnóstico de la Tuberculosis bovina basado en la respuesta inmune, en casos 

de infección natural y en un modelo experimental de infección 

 

 

5. Objetivos particulares  

 

1) Comprobar si se presenta una respuesta falso positiva en animales 

infectados y coinfectados  con Corynebacterium xerosis y Mycobacterium 

bovis en las principales pruebas diagnósticas indirectas  para la 

tuberculosis bovina. 

 

 

2)  Examinar la reactividad cruzada entre Mycobacterium bovis y 

Corynebacterium xerosis en cobayos inoculados con extractos proteicos de 

cultivo de estos microorganismos en las pruebas de ELISA y tuberculina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



~ 25 ~ 

 

6. Materiales y métodos 

 

 

6.1. Animales de estudio 

 

1.- 24 Becerras Holstein Friesian de 8-16 meses de edad de Celaya Gto. 

Utilizadas para estudio de vacunación contra la tuberculosis bovina.  

2.- 22 Vacas Holstein Friesian en producción del hato lechero de Cuautitlán Edo. 

de México , reactoras a la prueba de la tuberculina doble comparativa. 

3.- 15 Cobayos hembras de cepa Dunkin-Hartley de 4 meses de edad, utilizados 

para el análisis de reactividad cruzada entre Mycobacterium bovis y 

Corynebacterium xerosis. Protocolo evaluado por el CICUAE de FES-Cuautitlán. 

 

 

6.2. Diseño experimental 

 

Para definir la influencia que tiene la presencia de Corynebacterium spp en las 

pruebas que comúnmente se emplean para el diagnóstico de la tuberculosis 

bovina: tuberculina, BOVIGAM y ELISA, se realizaron tres estudios 

independientes.   

 

En el primero se  utilizó una colección de sueros obtenidos de grupos de vaquillas 

que en el 2003 se vacunaron contra la TB y del grupo control sin vacunar para 

evaluar reacciones cruzadas mediante ELISA, debido a que durante el 

seguimiento de la respuesta inmune inducido por la vacunación el 55%  de las 

vaquillas resultaron positivas al aislamiento bacteriológico de C. xerosis a partir de 

muestras de exudado nasal, bajo estas circunstancias fue necesario definir la 

influencia de la colonización por C. xerosis en la respuesta inmune hacia M. bovis 

en los animales vacunados.  
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El diseño experimental para el estudio de vacunación fue el siguiente: se utilizaron 

un total de 24 becerras Holstein Friesian de 8-16 meses de edad, las cuales se 

dividieron al azar en cuatro grupos de seis animales cada uno, y alojaron en 

corrales de aislamiento del CENID-Microbiología Animal del INIFAP durante  el 

periodo experimental.   

 

 El grupo I se inmunizó con 1x 106 UFC/ml de BCG  cepa  danesa de M. 

bovis, vía intradérmica. De acuerdo a estudios realizados por Skinner et al. 

(63)  

 El grupo II se inoculó  subcutáneamente en la tabla del cuello con 300 g 

del EPFC. 

 El grupo III se inoculó subcutáneamente en la tabla del cuello con 300 g 

del EPFC pero dos días antes de la vacunación recibieron 200 mg de IFN- 

bovino recombinante vía subcutánea. 

 El grupo IV, control  se  inoculó con PBS como placebo.  

 

Tres semanas después de la primera inmunización los animales fueron 

nuevamente inoculados de acuerdo al tratamiento asignado para cada grupo. 

 

Los animales  de los diferentes grupos incluyendo el grupo control fueron 

desafiados intratraquealmente, a los seis  meses después de haber sido 

inmunizados, el desafío se realizó con una dosis de 1 x 104 UFC de la cepa 

virulenta de M. bovis No. 9930, aislada de casos clínicos. El sacrificio de los 

animales se efectuó a los 5  meses después del desafío,  bajo condiciones 

humanitarias e higiénicas.  La respuesta celular se monitoreo con la prueba de 

IFN-, a través de los diferentes muestreos evaluando la producción de IFN-  

inducido en cultivos de sangre  estimulados con el PPD bovino y el PPD aviar 

(64,65) 
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La respuesta de anticuerpos de   las vaquillas se evaluó el día 0 antes de la 

vacunación y  en las semanas 9 y 18 después de ésta, mediante ELISA (ensayos 

inmunoenzimáticos) comparativos empleando como antígeno el EPFC de M bovis,  

el  EPFC de M. avium y el antígeno sonicado de Corynebacterium xerosis. En el 

segundo estudio se analizó el hato bovino de Cuautitlán Edo. de México  cuya 

prevalencia de tuberculosis era del 28% de acuerdo a la prueba cervical doble 

comparativa (PCC), todos los animales se muestrearon en dos ocasiones con una 

diferencia de ocho meses entre uno y otro, para determinar anticuerpos a M. bovis 

mediante ELISAs comparativas empleando el EPFC de M. bovis y el de M. avium; 

al mismo tiempo los sueros se evaluaron con otro ensayo de ELISA usando un 

antígeno sonicado de C. xerosis,  para determinar  la posible reactividad cruzada. 

 

Con los resultados de tuberculina y ELISA se seleccionaron primeramente 18 

animales para evaluar la producción de IFN- al PPD bovino, PPD aviar, al 

sonicado de C. xerosis. 

 

Al realizar el segundo muestreo se seleccionaron aleatoriamente 22 animales para 

determinar la hipersensibilidad tardía al sonicado de C. xerosis, y de ellos se 

obtuvo sangre heparinizada para evaluar la producción de IFN- inducido en 

cultivos de células estimulados con los antígenos PPD bovino, PPD aviar y el 

sonicado de C. xerosis, además se intentó el aislamiento bacteriológico de 

Corynebacterium spp en muestras de exudado nasal, y en éstos se aplicó una 

prueba de PCR simple y PCR anidada para determinar la presencia de M. bovis a 

fin de identificar posibles infecciones o coinfecciones por estos microorganismos 

en los animales. 

 

En un tercer muestreo realizado al año y medio del primero se seleccionaron 16 

animales para realizar el procedimiento descrito anteriormente y así  confirmar la 

especificidad de las pruebas empleadas en el  análisis.  
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En el tercer estudio se examinó la reactividad cruzada entre M. bovis y C. xerosis  

evaluando la respuesta inmune en grupos de cobayos inoculados con 

preparaciones antigénicas de estos microorganismos en las pruebas de ELISA y 

tuberculina.  

Para lo cual  se emplearon 15 cobayos hembras de raza americana, de cuatro 

meses de edad con los que se formaron tres grupos de cinco cobayos cada uno. 

 

El grupo 1 se inoculó con el extracto sonicado de C. xerosis 

El grupo 2  se inoculó con el EPFC de M. bovis  

El grupo 3  se le inoculó PBS estéril como control 

 

Se realizaron dos inoculaciones empleando el antígeno correspondiente con 

adyuvante incompleto de Freud y una con el antígeno correspondiente solo. Las 

inoculaciones se realizaron con un intervalo de 7 y 21 días después de la primera 

inoculación (Cuadro 1). 

 

 

Cuadro 1. Esquema de inoculaciones aplicado al modelo experimental de 

cobayos 

 

EPFC: extracto purificado de filtrado de cultivo de M. bovis;  AI: adyuvante incompleto de Freud 

 

 

Grupo 

 

Inoculaciones 

 

Vía de inoculación 

 

Antígeno 

 

Volumen 

1 Dos Intramuscular Sonicado de C. xerosis + AI 1 ml 

 Una Intramuscular Sonicado de C. xerosis 1 ml 

2 Dos Intramuscular EPFC+AI 1 ml 

 Una Intramuscular EPFC 1 ml 

3 Tres Intramuscular PBS Estéril 1 ml 
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6.3. Preparación de los antígenos para la inoculación de los cobayos 

 

El CFPE de M. bovis a una concentración proteica de 1.2 mg/ml se diluyó con 4 ml 

de PBS estéril y adicionó un ml de adyuvante incompleto de Freud para tener una 

concentración final de 200 µg/ml, la mezcla se homogeneizó por 10  minutos en 

vortex a alta velocidad.  

 

Mientras que del extracto sonicado de Corynebacterium (EPSNC) con una 

concentración de proteína de 170 µg/ml se tomaron directamente 5 ml y 

depositaron en un tubo estéril a éste se le adicionó 1ml de adyuvante incompleto 

de Freud, la mezcla se homogeneizó y cargo la jeringa para inocular 1ml por 

animal. (66) 

 

Los animales del grupo control se inocularon con 1ml de PBS estéril cada uno. 

 

A las tres semanas de la ultima inmunización se realizaron pruebas de 

hipersensibilidad tardía empleando la tuberculina bovina, la tuberculina aviar, el 

sonicado de C. xerosis (SNC) y  un preparado proteico de éste último, 0.1 ml de 

cada uno de los antígenos se inoculó intradérmicamente en diferentes sitios de la 

región abdominal, (Figura 4).  Las lecturas se realizaron a las 24, 48 y 72 horas 

empleando  un vernier. 

 

Los cobayos se sangraron por punción directa al corazón para obtener los sueros 

sanguíneos que serían evaluados mediante tres ELISAs comparativas empleando 

el CFPE de M. bovis, el  de M.avium  y el sonicado de C. xerosis. 
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Figura 4: Esquema de aplicación de las preparaciones antigénicas para evaluar la  

hipersensibilidad tardía en los cobayos. 

 

 

SNC: Sonicado del Corynebacterium; PPD-A: Purified Protein Derivative de M. avium; PPD-B: Purified Protein 

Derivative  de M. bovis; EPSNC: Extracto Proteico del Sonicado de Corynebacterium 

 

 

6.4. Obtención de los  Extractos Proteicos  del Filtrado de Cultivo. 

 

Se empleó la cepa AN5 de M. bovis  y DN4 de M. avium para obtener los extractos 

proteicos del filtrado de cultivo que serían utilizados para la evaluación de la 

respuesta inmune mediante las pruebas de ELISA. Las micobacterias se cultivaron 

en el medio sintético de Dorset-Henley a 37ºC por seis semanas, al término, los 

cultivos se filtraron obteniendo el medio libre de bacterias. Las proteínas presentes 

en el filtrado se precipitaron con sulfato de amonio (NH4)2 SO4 a una saturación 

final del 80 %, con agitación constante a 4ºC por 24 h, el precipitado resultante se 

centrifugó 15 000 rpm por 1 h a 4ºC, para empaquetarlo y posteriormente 

resuspenderlo en solución amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2. El material 

disuelto se colocó en bolsas de diálisis (Spectra/Por No 3787-D40) con punto de 

corte de 3000 kDa con la finalidad de eliminar el exceso de sales mediante el 

proceso de diálisis. 

Cuadrante 1 Cuadrante 2 

Cuadrante 3 Cuadrante 4 
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El material así obtenido se designó como extracto proteico de filtrado de cultivo 

(EPFC), la concentración de proteína del EPFC se determinó por el método de 

Bradford (67) y fue dividido en alícuotas de 1ml, las cuales se almacenaron a  -70ºC 

hasta su uso.  Por un procedimiento similar se obtuvo el EPFC de M. avium cepa 

D4 ER el cual fue utilizado en la prueba de ELISA comparativa. 

  

 

6.5. Preparación del extracto sonicado de Corynebacterium  

 

El antígeno sonicado se preparó a partir de un aislamiento  de  Corynebacterium 

xerosis, el cual se cultivo en agar infusión cerebro corazón (BHI)  a 37 °C  por 48 

horas, al término de la incubación la masa bacteriana se cosechó en solución 

amortiguada de fosfatos (PBS). La suspensión bacteriana  se sonicó mediante 10 

ciclos de 59’ de pulsación aplicando una amplitud de 40% con descansos de 59’ 

entre uno y otro. Luego de este proceso la suspensión se centrifugó a 10 

000 rpm por 30 min,  y el sobrenadante obtenido se le determinó la concentración 

de proteína mediante la técnica de Bradford. El sobrenadante constituyó el 

“extracto sonicado de Corynebacterium”.  

 

 

6.6. Pruebas de intradermorreacción  

 

Estas pruebas se emplearon para evaluar y comparar la respuesta inmune celular 

in vivo de los bovinos del segundo estudio hacia  M.  bovis  y al Corynebacterium. 

La prueba de tuberculina doble comparativa se aplicó de acuerdo a como lo refiere 

la norma oficial  de la Campaña Nacional de la Tuberculosis Bovina (NOM- 031-

ZOO-1995), inoculando en la tabla del cuello del lado derecho, 100 μl  de PPD 

aviar en la parte superior y 100 μl  PPD bovino en la parte inferior.  Al lado 

izquierdo  se inoculó el SNC. 
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El procedimiento fue de la siguiente manera se rasuraron las tres zonas donde se 

inocularon los PPD´s con 15 cm de distancia aproximadamente entre cada zona, 

se levantó el pliegue de la piel en el centro de las áreas rasuradas y se midió el 

grosor de ésta utilizando un vernier, registrando los valores en milímetros. La 

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

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

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

doble comparativa el resultado positivo a la tuberculina se define cuando la 

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

considera un animal sospechoso cuando la reacción del PPD bovino es de 3-4mm 

con respecto al PPD aviar. Se considera un resultado negativo cuando la reacción 

del PPD bovino sea negativo o, aún siendo positiva la reacción sea igual o menor 

que la reacción provocada por el PPD aviar. 

 

 

6.7.  Prueba ELISA comparativo para M. bovis y M.avium   

 

Se sensibilizaron placas de ELISA (Maxisorb, NUNC)  con los  EPFC de M. bovis, 

el EPFC de M. avium y el sonicado de C. xerosis por separado a razón de 1 

µg/100 µl por pozo disuelto en solución amortiguadora de carbonatos (0.1 M) pH 

9.6. Las placas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 24 h, transcurrido 

el tiempo se eliminó la solución y éstas se lavaron cinco veces con solución 

amortiguadora de fosfatos salino adicionada con 0.1 % de tween- 20 (PBST).  Se 

colocaron 100 µl de  solución bloqueadora (leche descremada al 3 % en PBST) e 

incubaron  las placas por 1h a 37°C,  luego se lavaron cinco veces con PBST. Se 

depositaron 100 µl de la dilución 1:50 de cada uno de los sueros por duplicado 

disueltos en solución bloqueadora e incubó por 1 h a 37°C.  Nuevamente se 

lavaron las placas y se agregaron 100 µl de proteína-G peroxidasa (No. catalogo 

P8651, Sigma-Aldrich Chemicals. St. Louis MO., USA) a una dilución 1: 10 000 en 

solución bloqueadora, incubando 1h a 37°C. 
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Después de lavar nuevamente cinco veces, se agregaron 100 µl por pozo de 

solución de revelado 4 µg de orto-fenilendiamina (No. Catálogo P-9029, Sigma-

Aldrich Chemicals. St. Louis MO., USA) disuelta en 10 ml solución amortiguadora 

de citratos  pH 4.5, adicionando 4 µl de H2O2 al 3%. La reacción se interrumpió a 

los 10 min. Mediante la adicción de 50 µl/pozo de la  solución de paro (H2 SO4 

2M).  Las placas se leyeron a una longitud de onda de 492 nm.  Para fines 

diagnósticos el punto de corte empleado fue de 0.3 DO492 determinado 

previamente. (45)  

 

 

6.8. Prueba de interferón gamma (IFN-γ) 

 

De cada animal se obtuvo una muestra de 10 ml  de sangre con heparina para su 

evaluación en los diferentes muestreos. La sangre completa se distribuyó en 

placas de cultivo de 24 pozos en condiciones de esterilidad  a razón de 1.5 ml de 

sangre por pozo estimulados con 100 µl de PPD bovino; 100 µl de PPD aviar 

(ambos PPD a 0.3 mg/ml); 45 µl del sonicado de C. xerosis (0.27 mg/ml) y un pozo 

sin estimular como control; las placas se incubaron durante 24 horas en estufa de 

CO2 al 5% a 37° C. Al término de la incubación se obtuvo el plasma de los 

diferentes cultivos en los cuales se evaluó la producción de IFN-γ inducido por el 

estímulo antigénico mediante un ELISA sándwich comercial (BOVIGAM). 

 

El ELISA se realizó de acuerdo a las especificaciones del fabricante, 50 µl de cada 

uno de los plasmas por duplicado se diluyeron 1:2 con 50 µl  del diluyente provisto 

en el kit colocándolos en los pozos correspondientes de las placas de 

microtitulación sensibilizadas con el primer anticuerpo monoclonal específico para 

el IFN-γ bovino; después de una incubación de una hora y un lavado exhaustivo, 

se adicionó 100 µl del segundo anticuerpo monoclonal conjugado con peroxidasa, 

incubándose nuevamente por una hora, posteriormente las placas se lavaron para 

eliminar el conjugado no ligado y finalmente se adicionó el sustrato enzimático 
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(H2O2) y el cromógeno tetrametilbencidina (TMB), incubándose por 30 minutos 

antes de detener la reacción. Las placas se leyeron en un lector de ELISA marca 

BIO- RAD Benchmark Plus, empleando un filtro de 450 nm (68,69). 

 

 

6.9. Extracción de exudado nasal con hisopo para la obtención de muestra 

de M. bovis (ADN). 

 

Las muestras de exudado nasal se tomaron de cavidad nasal  de los animales de 

estudio con un hisopo estéril sumergido en 5ml de PBS estéril, las muestras se 

mantuvieron a 4°C  para la extracción de ADN y cultivo bacteriológico.  

 

La extracción de ADN de moco nasal se realizó de la siguiente manera (método de 

bromuro cetiltrimetilamonio, lisozima y proteinasa K). Se tomó 1ml de sedimento 

de los tubos en donde se encontraban los hisopos nasales, se colocó en 

microtubos y se centrifugó a 12 000 rpm x 5 min, se decantó el sobrenadante. 

Después se agregaron 400 l de TE 1X más 50 l de lisozima (TSI) se agitó e 

incubó a 37°C durante 1 h. Enseguida se adicionaron 75 l de SDS 10 % y 5l 

proteinasa K, se agitó e incubó a 65°C durante durante 20 min. Posteriormente, se 

adicionaron 100 l de NaCl 5 M y 100 l de CTAB, se agitó hasta que la solución 

tomó una consistencia lechosa y se incubó a 65°C durante 10 min. Después se 

adicionaron 750 l de una solución de cloroformo / alcohol isoamílico y se agitó 

para hacer una solución homogénea, se centrifugó a 12 000 rpm durante 5 min. 

Posteriormente, se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo (aproximadamente 

600 l) teniendo cuidado de no tomar la fase intermedia, ya que se podía 

contaminar el ADN. Inmediatamente, se adicionaron 360 l de alcohol isopropílico, 

dejando la mezcla a –20°C durante 30 min, o toda la noche. Se centrifugó a 12 

000 rpm durante 15 min y se descartó la mayoría del sobrenadante, dejando 

aproximadamente 20 l por encima del botón de ADN al cual se le adicionó 1 ml 

de etanol al 70 % frío a -20°C, se centrifugó a 12 000 rpm durante 5 min 
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nuevamente se decantó el sobrenadante. Finalmente, se permitió que el ADN se 

secara a temperatura ambiente, aproximadamente por 20 min y se colocaron los 

tubos en una centrífuga de vacío a 45°C durante 20 min. El ADN se disolvió en 20 

l de agua inyectable y se almacenó a  -20°C hasta su uso. 

La integridad del ADN se analizó en un gel de agarosa al 1%  teñido con bromuro 

de etidio y su cuantificación se realizó usando un espectrofotómetro (Pharmacia 

Biotech Gene Quant II, RNA/ADN Calculator). (70,71) 

 

 

6.10. Prueba de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  

 

Se extrajo ADN de cada muestra de exudado nasal por el método de Van 

Soolingen et al. (1995). (72) Como control positivo se empleo ADN de M. bovis AN5 

y, como control negativo,  agua Milli-Q.  

Los iniciadores para la PCR fueron TB1-F  5’ GAAACAATCCGGAGTTGACAA3´ y 

el TBR-1  5’ AGCACGCTGTCAATCATGTA3´, que amplifican el gen MPB70 con 

un tamaño de producto de 372 pb, que identifica CMTB. La reacción se llevó a 

cabo en un volumen de 25 l, se efectuó empleando 5 pM de cada iniciador a las 

siguientes concentraciones: 2.5 l de búfer 10 X, 0.5 l de dNTP (2mM), 2.5 l de  

MgCl2 (25mM), 0.25 l de la enzima Taq polimerasa (5U/l) y 5 l ADN de cada 

muestra problema. El termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400) 

tuvo las siguientes condiciones: precalentamiento a 96° C por 15 minutos, seguido 

de 35 ciclos de amplificación, constituidos de fases de desnaturalización a 94°C 

por 30 segundos y extensión a 71°C  por 30 segundos. Después de la 

amplificación, sigue la fase de extensión final a 72°C durante 10 minutos. Los 

productos fueron visualizados en geles  de agarosa al 1.5 % teñidos con bromuro 

de etidio al 1 % y la reacción se visualizó en un analizador de geles (UVP 

Biolmaging Systems, EpivChemi II Darkroom). (73) 
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6.11. PCR anidada. 

 

Posteriormente, utilizando una decima parte del producto obtenido en la reacción 

anterior se procedió a la amplificación de un fragmento de 208 pb del gen MPB70, 

dentro de la región de 372 pb, mediante una PCR anidada con los oligonucleótidos 

diseñados para este trabajo (M22/ 3 5’ GCT GAC GGC TGC ACT GTC GGGC 3’ 

Y M22/ 4 5’ CGT TGG CCG GGC TGG TTT GGC C 3’ 35  ciclos de 30” a 94° C y 

1’ a 72°C), utilizando una misma temperatura de re-asociación y extensión.(53) 

 

 

6.12. Análisis estadístico 

 

Para analizar los datos se emplearon pruebas no paramétricas para determinar la 

existencia de diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) 

Cuando se compararon 2 grupos se utilizó la prueba de Mann-Whitney y para 

analizar tres o más grupos de datos la prueba de Kruskal-Wallis. 

El análisis se realizó con el programa SigmaStat 3.5 (Point Richmond, CA, USA, 

2006). (74) 

 

 

7. RESULTADOS 

 

 

7.1. Resultados de análisis de respuesta de anticuerpos en vaquillas 

vacunadas contra la tuberculosis bovina  para M. bovis y C. xerosis  

 

En la etapa pos vacunación del estudio de evaluación de vacunas contra la 

tuberculosis bovina el 55% de las vacas fueron positivas al aislamiento de C. 

xerosis en muestras de exudado nasal alrededor de la dieciochoava semana de 

haberse vacunado, considerando la estrecha relación taxonómica entre el género 
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Corynebacterium y  Mycobacterium se analizó la posible influencia de esta 

bacteria en la respuesta inmune de los animales vacunados y control mediante 

pruebas de ELISA comparativos, para ello se evaluaron los sueros de los 

diferentes grupos en el tiempo cero antes de la vacunación, en la semana nueve y 

semana dieciocho.  

 

En la gráfica 1 se presentan  los resultados de la evaluación de anticuerpos al 

EPFC de M. bovis, EPFC de M. avium y al SNC en las vaquillas vacunadas contra 

TB en diferentes muestreos.  En el tiempo cero antes de iniciar la vacunación las 

vaquillas mostraban un nivel promedio bajo pero significativo de anticuerpos a C. 

xerosis,  los cuales sin embargo eran ligeramente más altos que  los registrados 

para M. bovis y M.avium. 

En la semana nueve pos vacunación los niveles de anticuerpos a C. xerosis se 

incrementaron en los diferentes grupos, pero fueron mayores en los grupos control 

y el vacunado con BCG; mientras que en los animales vacunados con el EPFC 

aumentaron los anticuerpos primordialmente para  M. bovis.  En la semana 

dieciocho  hubo un aumento importante de anticuerpos a C. xerosis en los 

diferentes grupos vacunados y control, siendo no obstante más altos para éste 

último, lo cual correlacionó con el elevado porcentaje de aislamientos de la 

bacteria obtenidos en los animales de estudio, (Cuadro 2).  
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Gráfica 1  Respuesta de anticuerpos en vaquillas vacunadas contra la TB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 1 Promedios de los niveles de anticuerpos IgG hacia el SNC Corynebacterium 

EPFC bovis o EPCF avium en los animales vacunados contra TB en diferentes tiempos 

 
 

Cuadro 2 Grupos de vaquillas vacunadas contra TB 
 

Grupo 1 

IFN-  + CFPE 

Grupo 2 

CFPE 

Grupo 3 

BCG 

Grupo 4 

CONTROL 

12 19* 6 8 

22* 9* 3* 5- MUERTO 

4* 25 24* 21 

17* 11 13* 1* 

23 20* 10 2 

16* 14 7* 15* 

*Vaquilllas positivas al aislamiento de C.xerosis  

* 
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Cabe mencionar que en la evaluación de la respuesta celular la producción de 

IFN- fue baja pero significativa en los grupos vacunados en las primeras 

semanas, en específico en los vacunados con BCG. Sin embargo, en el periodo 

comprendido entre las semanas 14 y 20 se observó un incremento altamente 

significativo en la producción de IFN- en todos los grupos hacia el PPD aviar, 

situación que se relacionó en tiempo también con el aislamiento de C. xerosis.  

Circunstancia, que no afectó la respuesta inmune celular inducida por la 

vacunación, como se observa en los resultados de producción de IFN- obtenidos 

en la etapa pos desafío con el PPD bovino para los diferentes grupos  incluyendo 

el grupo control. Gráficas 2 y 3. 

  

Gráfica 2  IFN PPD bovino 

 

 

Gráfica 2. Producción de IFN- en sangre completa estimulada con PPD bovino en los 

diferentes grupos CFPE´s, CFPE+INF y BCG. En diferentes tiempos. 
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Gráfica 3 IFN PPD aviar 

 

 

Gráfica 3. Producción de IFN- en sangre completa estimulada con PPD aviar en los 

diferentes grupos CFPE´s, CFPE+INF y BCG. En diferentes tiempos. 

 

 

Por otro lado, los resultados de HT realizados en la semana dieciocho 

posvacunación, muestran una respuesta en varios de los animales 

preferentemente al PPD aviar, situación que coincide en tiempo con la mayor 

producción de IFN- hacia este antígeno (Cuadro 3). Sin dejar de mencionar que 

en la siguiente prueba de tuberculina  realizada, en la etapa pos desafío 

prácticamente todos los animales fueron positivos al PPD bovino.  
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CUADRO 3  Prueba de Tuberculina bovina y aviar 

 

G
R

U
P

O
 

N
° 

A
N

IM
A

L
 

LECTURA 
INICIAL 

(milímetros
) 

LECTURA 
FINAL 

A LAS 72 
HRS 

(milímetros) 
        *a / b 

DIFERENCIA
L 

(milímetros) 
*a / b 

INTERPRETACIÓ
N 

C
F

P
E

´s
 

9 5/4 15/5 10/1 - 

11 5/5 5/5 0/0 - 

14 7/6 11/20 4/14 + 

19 6/6 6/6 0/0 - 

20 6/7 21/7 15/0 - 

25 6/6 6/6 0/0 - 

C
F

P
E

´s
 +

 

IF
N

-
 

4 7/6 39/37 32/31 - 

12 7/7 7/7 0/0 - 

16 7/6 7/6 0/0 - 

17 7/5 7/8 0/3 +/- 

22 5/5 7/6 2/1 - 

23 3/3 37/31 34/28 - 

B
C

G
 

3 7/6 36/32 29/26 - 

6 5/5 18/9 13/4 - 

7 4/4 4/4 0/0 - 

10 6/6 12/24 6/18 + 

13 7/7 16/7 7/0 - 

24 9/8 9/33 0/25 + 

C
O

N
T

R
O

L
 1 4/4 30/33 26/29 +/- 

2 3/3 25/4 22/1 - 

5 MURIO ANTES DE UNA NEUMONIA CRÓNICA 

8 9/9 20/9 11/0 - 

15 4/4 4/4 0/0 - 

21 6/6 34/14 28/8 - 
*a/b Resultado tuberculina aviar/resultado tuberculina bovina, (+) positivo a tuberculina bovina, (+/-) 
sospechoso, (-) 
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7.2. Resultados de análisis de respuesta hacia M. bovis y C. xerosis en vacas 

del hato de Cuautitlán Edo. de México  

 

 

7.2.1. Evaluación de anticuerpos  

 

Gráfica 4   Comportamiento en la respuesta de anticuerpos en bovinos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 4. Resultados de ELISA comparativo de EPFC bovis, avium y sonicado de 

Corynebacterium muestreados en tres diferentes tiempos. 

 

El análisis del comportamiento de la respuesta hacia los antígenos de  M. bovis, 

M. avium y de C. xerosis  en el hato bovino de Cuautitlán Edo. de México  

mediante los ensayos de ELISA comparativos muestra  que existen diferencias 

entre ellos (P<0.05), observándose niveles más altos de anticuerpos a 

Corynebacterium, seguido de los anticuerpos a M.bovis y un nivel más bajo de 

éstos hacia M. avium.  En el segundo muestreo también se observaron diferencias 
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entre los antígenos evaluados, pero los niveles fueron  preferentemente a M. 

bovis,(P<0.05). En tanto que en el tercer muestreo los anticuerpos fueron más 

altos para el SNC existiendo diferencia entre los resultados de esta ELISA con la 

de M. bovis y la de M. avium (P<0.05) pero no entre estos dos últimos ensayos. 

En tiempo de muestreo existió diferencia para los diferentes antígenos evaluados,  

(P< 0.05). (Gráfica 4). 

 

 

7.2.2.  Evaluación de la producción de IFN-  

 

Gráfica 5  IFN- gamma 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 5. Producción de IFN -  determinados en cultivos de sangre completa 

estimulados con PPD bovino, PPD avium y el SNC en los diferentes muestreos (n= 16). 
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Los resultados de interferón señalan diferencias en tiempo y en la respuesta hacia 

los diferentes antigenos; observándose en el primer muestreo los niveles más 

altos de producción para el PPD bovino mas que en los otros muestreos 

realizados comparativamente, (P<0.05).  En este mismo muestreo la respuesta fue 

significativa para el PPD aviar pero no mayor a la que se observó con el PPD 

bovino. La respuesta con el SNC fue baja pero significativa en relación con el 

control sin estimular. 

Para el segundo muestreo la respuesta entre los antígenos de PPD aviar y PPD 

bovino fue similar y significativa en relación al control y SNC. 

En el tercer muestreo la respuesta de IFN-  fue baja para los diferentes 

antígenos, no obstante bajo los criterios de positividad de la prueba los animales 

resultaron positivos hacia dichos antígenos considerando el control sin estimular. 

Resulta interesante observar que existe un declive en la respuesta de producción 

de IFN- hacia los diferentes PPD´s, lo que contrasta al observar los niveles de 

producción basales que se incrementan en los diferentes muestreos (Gráfica 5). 

 

 

7.2.3. Prueba de intradermorreacción  

 

Los resultados de la prueba de tuberculina comparativa realizada a este  grupo de 

animales muestra un incremento gradual en el número de reactores al PPD bovino 

durante el seguimiento del estudio,  al inicio el 46% del grupo fue reactor, en tanto 

que  al final el 69% lo fue, lo cual correlaciona de manera negativa con el 

descenso en los niveles de producción de IFN- en tiempo determinados para este 

grupo de animales. Resultados similares en el incremento de vacas reactoras se 

observaron durante el periodo de estudio (un año) a nivel de hato.  La prevalencia 

inicial registrada fue del 36%, al final esta se incrementó al 50% (Cuadro 4). 

 

 

 



~
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5
 ~

 

                              

Cuad ro:l RegUtados de la prueba de tuberOJ1ina en vacas evaluadas por 
IFN-y y RISA ·s comparativos a M. bOl-ts, M. tn-tum y C. xerosis . 

PRIMERA lUBERCULlNA SEGUNDA lUBERCULlNA TE RCERA lUBERCULlNA 

PPD PPD PPD - - - -N' Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia 
anim al bovina aviar bovi na avi ar bovina aviar 

13 3 3 O 25 17 8 26 19 7 
53 O O O 5 6 1 41 24 17 
O O O O 7 7 O 6 6 O 

63 O O O • • O 27 27 O 
O O O ) ) O 16 16 O 

126 22 15 7 " 6 8 17 26 9 
135 O O O 5 5 O 7 7 O 
880 35 2. " 2. 16 8 32 18 " 890 34 30 • 33 23 \O 30 21 9 , , 

906 40 50 \O 33 12 21 29 21 8 
927 25 13 12 33 28 5 25 " " , 

928 28 18 \O 15 7 8 22 " " 93ii 32 20 12 25 17 8 26 17 9 
Po rcentaje de vacas reactoras 46% 61 .5% 69% 

Cuad ro 4 Reg¡ltados de la prueba de rubercu1ina en vacas evaluadas por 
~-y y ELlSA ·s comparativos a M. bovu, M. ovium y C. XU05U . 

PRIMERA lUBERCULlNA SEGUNDA lUBERCULlNA TERCERA lUBERCULlNA 

PPD PPD PPD 
N' Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia 

animal bovina aviar bovina aviar bovina aviar 
' 3 3 3 O 25 '7 8 26 '9 7 

O O O 5 6 1 41 24 17 
O O O 7 7 O 6 O 

63 O O O • • O 17 17 O 
64 O O 7 7 ' 6 ' 6 
126 " 15 7 14 6 9 17 16 9 
' 35 O O O 5 5 O 7 7 O 
9ao 35 2. " 2. 16 9 32 " 14 
990 34 30 4 33 13 10 30 1 9 
900 '0 50 lO 33 11 11 19 11 9 
927 25 13 12 33 19 5 25 14 " 929 19 " lO 15 7 9 11 " " 
9~ 32 20 12 25 17 8 26 17 9 
Porcentaj! de vacas reactoras ' 6% 61.5% 69% 
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En dos periodos de tiempo de cinco meses entre uno y otro, se tuvo la oportunidad 

de que al momento en que los animales se tuberculinizaron mediante la doble 

comparativa se pudo aplicar una preparación de sonicado y un extracto proteico 

de C. xerosis para determinar posibles reacciones de hipersensibilidad tardía a 

éstos antígenos, sin observarse reacción alguna en ambas ocasiones, lo cual 

correlaciona con la baja producción de IFN- determinado en los cultivos de 

sangre completa estimulados con este tipo de antígenos, señalando con ello su 

baja capacidad para inducir una respuesta celular, pese a observar niveles de 

anticuerpos significativos a  Corynebacterium  en los animales sobre todo en el 

ultimo muestreo realizado ( Gráficas 4 y 5). 

 

 

7.2.4. PCR anidada 

 

Todos los animales resultaron negativos al aislamiento de Corynebacterium spp. a 

partir de muestras de exudado nasal, en tanto que en un primer muestreo el 50% 

(15/30) resultó positivo  a la  PCR anidada para micobacterias del complejo 

tuberculosis (Figura 5), no así en un segundo muestreo en que todos los animales 

probados fueron negativos a la PCR,( Figura 6). 
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Figura 5 PCR anidada  a partir de muestras de secreciones nasales del primer 

muestreo del hato de Cuautitlán Edo. de México . 

 

Figura 5. Detección del gen MPB70 mediante la PCR anidada a partir de muestras de 
secreciones nasales de vacas de Cuautitlán Edo. de México  durante el primer muestreo. 
PM peso molecular; C+ control positivo (M. bovis); C- control negativo (agua). 
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Figura 6 PCR anidada  a partir de muestras de secreciones nasales del segundo 

muestreo del hato de Cuautitlán Edo. de México . 

 

 

Figura 6. Detección del gen MPB70 mediante la PCR anidada a partir de muestras de 
secreciones nasales de vacas de Cuautitlán Edo. de México durante el segundo 
muestreo.PM peso molecular; C+ control positivo (M. bovis); C- control negativo (agua) 
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7.3. Resultados de análisis de respuesta hacia M. bovis, M. avium y C. 
xerosis en cobayos 
 
 

7.3.1. Prueba de intradermorreacción 

 

Gráfica 6  Grupo 1 inoculado con EPFC bovis 

 

 

Gráfica 6. Resultados promedio de  HT obtenidos con el PPD-bovino, PPD-aviar y las 

preparaciones de Corynebacterium en el grupo 1 de cobayos inoculados con el Extracto Proteico 

de Filtrado de Cultivo de M. bovis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SNC: Sonicado del Corynebacterium; PPD-A: Purified Protein Derivative de M. avium; PPD-B: Purified 

Protein Derivative  de M. bovis; EPSNC: Extracto Proteico del Sonicado de Corynebacterium xerosis. 
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Gráfica 7 Grupo 2 inoculado con SNC 

 

 

 

 

 

Gráfica 7. Resultados promedio de  HT obtenidos con el PPD-bovis, PPD-avium y las 

preparaciones de Corynebacterium en el grupo 2 de cobayos inoculados con el Sonicado 

de Corynebacterium xerosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SNC: Sonicado del Corynebacterium; PPD-A: Purified Protein Derivative de M. avium; PPD-B: 

Purified Protein Derivative  de M. bovis; EPSNC: Extracto Proteico del Sonicado de 

Corynebacterium. 
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Gráfica 8 Grupo 3 control 

 

 

 

 

 

Gráfica 8. Resultados promedio de  HT obtenidos con el PPD-bovino, PPD-aviar y las 

preparaciones de Corynebacterium en el grupo 3 control sin inocular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SNC: Sonicado del Corynebacterium; PPD-A: Purified Protein Derivative de M. avium; PPD-B: 

Purified Protein Derivative  de M. bovis; EPSNC: Extracto Proteico del Sonicado de Corynebacterium. 

 



~
 5

2
 ~

 

                                    

C,~jro 5 "'.>lIt,,,,,, :1, 1, H p"",...';idOO T . di, " 1"" cob. y>s • lis ,. '0, 24, 4, Y 12 hoo¡, 

. '-', " 1'" ,< .11..,.,,,, 



~ 53 ~ 

 

Los resultados de hipersensibilidad tardia (HT) mostraron una mayor respuesta  

hacia  el PPD-bovino en  el grupo 1 inoculado con el EPFC de M.bovis en relación 

con los otros antìgenos evaluados (Cuadro 5), señalando el establecimiento de 

una respuesta específicaen este grupo, la cual fue máxima a las 24 h, 3.98 ±0.98 

vs 1.96 cm antes de inocular. Respuesta que disminuye con el tiempo sin dejar de 

ser significativa para el PPD bovino situado en el cuadrante 1.  Con el PPD-aviar 

observado en el cuadrante 2 también se desarrollo una respuesta de HT 

importante pero no mayor a la que se observó con el PPD-bovino (cuadrante 1), la 

cual fue maxima a las 48 h. Con los preparados de Corynebacterium    

(cuadrantes 3 y 4) la respuesta de HT fue baja para este grupo, siendo el extracto 

proteico observado en el cuadrante 4 el que mostró mayor capacidad para inducir 

una reacciòn de hipersensibilidad sin ser significativa, (Grafica 6).  

 

Para el grupo 2 inoculado con el sonicado de Corynebacterium, la mayor 

respuesta de HT se observó también a las 24 h siendo relativamente similar con 

los antígenos del PPD-aviar (cuadrante 2), PPD-bovino (cuadrante 1) y el extracto 

proteico de Corynebacterium xerosis (cuadrante 4). 3.06, 2.88 y 2.81 

respectivamente, no obstante,  dos de los cobayos mostraron lesiones necróticas 

en el área donde se inoculó  el extracto proteico (cuadrante 4), P< 0.05.  El 

sonicado de Corynebacterium observado en el cuadrante 3 fue incapaz de 

desarrollar una respuesta de HT  importante,  pese a que fue utilizado para 

inocular a este grupo de cobayos, (Gráfica 7). 

 

En el grupo 3,  control se registró una respuesta inflamatoria con ambos PPD, sin 

embargo esta no fue significativa al compararla con el grupo 1 inoculado con el 

EPFC de M. bovis, ninguna de las preparaciones de Corynebacterium  

(cuadrantes 3 y 4) indujo respuesta en este grupo, (Gráfica 8).  

 

Por otro lado, los resultados de los diferentes ensayos de ELISA mostraron  un 

nivel significativo de anticuerpos en el grupo 2 inoculado con el SNC, cuando  los 
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sueros de estos animales se evaluaron con el mismo antígeno, con un valor 

promedio de 1.3±0.15 D.O,  y un nivel reducido de anticuerpos cuando se hizo lo 

propio al emplear como antígenos el PPD bovino,  el PPD aviar y los  EPFC de M. 

bovis y el de M. avium en los otros ensayos de  ELISA ( P< 0.05),  señalando con 

ello el desarrollo de una respuesta humoral específica a los antígenos del SNC en 

este grupo, (Gráfica 9).   

 

A diferencia de lo observado para el grupo 2 inoculado con SNC, en el grupo 1 

inoculado con el EPFC  los niveles de anticuerpos fueron significativos en los 

diferentes ensayos de ELISA, siendo más altos en  aquel en el cual se empleo el 

PPD bovino seguido del de SNC, con valores de 1.8±0.18 y 1.5±0.078 D.O  

respectivamente.  Los valores con el  EPFC de M. bovis, PPD avium y EPFC de 

M. avium fueron tambièn significativos comparando con el grupo 3 control, P< 

0.05. Indicando  el desarrollo tanto  de anticuerpos específicos a M. bovis, como el 

de anticuerpos a los antígenos comunes compartidos con otras micobacterias,  

incluso con bacterias relacionadas como los es el Corynebacterium, a  diferencia 

de lo que se observó en el grupo inoculado con el SNC en los ensayos de ELISA, 

cuya  respuesta fue altamente específica hacia los antígenos presentes en el 

SNC. En  el grupo 3 control los valores en los diferentes ensayos de ELISA fueron 

bajos. 
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7.3.2. Evaluación de anticuerpos 

 

 

Gráfica 9 Respuesta de anticuerpos en los grupos de cobayos.  

 

 

 

 

 

Gráfica.9 Resultados de la evaluación de anticuerpos mediante ELISA’s comparativos en 

los grupos de cobayos inoculados con el SNC, EPFC y control. 

 

Los resultados de evaluación de anticuerpos con  los diferentes ensayos de ELISA 

muestran que el grupo 3 de cobayos inoculado con el SNC respondió casi 

exclusivamente a los antígenos del SNC con un valor promedio de 1.3±0.15 D.O. 

contrastando con los valores bajos registrados en los otros ensayos de ELISA en 

los cuales se emplearon el EPFC de M. bovis, el PPD bovino, el EPFC de  M. 

avium y el PPD aviar. Indicando el desarrollo de una respuesta específica a los 

antígenos del SNC en estos animales; a diferencia de lo observado para este 

grupo, en el grupo 1 inoculado con el EPFC  de M. bovis los niveles de 

EPFC avium: Extracto Proteico de Filtrado de Cultivo de M. avium; EPFC bovis: Extracto Proteico de 

Filtrado de Cultivo de M. bovis; SNC Sonicado del Corynebacterium. 
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anticuerpos fueron significativos en los diferentes ensayos de ELISA, siendo no 

obstante mas altos en  aquel en el cual se empleó el PPD bovino seguido del de 

SNC, con valores de 1.8±0.18 y 1.5±0.078 D.O  respectivamente. 

Los valores con el  EPFC de M. bovis, EPFC de M. avium y PPD aviar y fueron 

también significativos  al compararse con el grupo 3 control. En este último grupo 

los valores en los diferentes ensayos de ELISA fueron bajos.   

 

 

8. DISCUSIÓN 

 

La tuberculosis es una de las principales afecciones en los hatos lecheros, donde 

las prevalencias pueden alcanzar cifras de más del 60%. El control de la 

enfermedad se basa en la identificación y eliminación de vacas reactoras a la 

prueba de la tuberculina, principal herramienta de diagnóstico que se emplea en 

nuestro país; la cual mide la respuesta inmune celular del animal al derivado 

proteico purificado de M. bovis (PPD bovino) en la modalidad simple cervical o 

anocaudal. (52)  La prueba ha mostrado ser inespecífica mostrando una proporción 

alta de resultados falsos positivos; debido a ello, cuando un animal resulta positivo 

a la prueba simple, el diagnóstico debe confirmarse con la aplicación de la prueba 

doble comparativa, ésta permite hacer una diagnóstico diferencial entre animales 

infectados por M. bovis y aquellos sensibilizados por exposición a otras 

micobacterias al aplicarse al mismo tiempo el PPD bovino y el PPD aviar (derivado 

proteico purificado de M. avium). (75)   

 

Este tipo de sensibilización se atribuye a la reactividad cruzada  entre especies de 

micobacterias y géneros taxonómicamente cercanos como: Actinomyces, 

Streptomyces, Nocardia, Rhodococcus y Corynebacterium.  Pese al empleo del 

PPD aviar para identificar la sensibilización  de los bovinos por micobacterias 

ambientales, un número importante de reactores al PPD bovino  sacrificados  no 

muestra lesiones tuberculosas, debido  en muchos de los casos a infecciones 
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recientes,  o bien a infecciones en estado de latencia; de mayor preocupación son 

los casos de bovinos no infectados por M. bovis  que resultan reactores al PPD  

bovino por la sensibilización con antígenos de reacción cruzada de micobacterias 

ambientales  o bacterias relacionadas, como se comentó anteriormente,  y que 

reaccionan al PPD bovino más que al PPD aviar,  y  por ello son enviados al 

sacrificio. (76)  

 

La prueba de BOVIGAM es un prueba de diagnóstico alterna a la tuberculina, que 

permite determinar la respuesta inmune celular mediante la evaluación del IFN- 

liberado por la estimulación in vitro de células sensibilizadas, en este caso en 

particular,  a los antígenos  micobacterianos. De manera similar a la prueba doble 

comparativa se emplean como antígenos el PPD bovino  y el PPD aviar para 

estimular cultivos de sangre completa de los animales. (77)  

 

Otro método utilizado para el diagnóstico de TB son las pruebas de ELISA cuyos 

valores de especificidad y sensibilidad varían de acuerdo al tipo de antígenos 

seleccionados para su ejecución, así como con el grado de avance de la 

enfermedad y/o con la heterogeneidad en el reconocimiento serológico de 

antígenos por los animales enfermos. Este tipo de inmunoensayos, normalmente 

se emplean como herramienta complementaria en el diagnóstico, ya que permiten 

detectar animales en estados avanzados de la enfermedad, que en muchos de los 

casos, por encontrarse en estado de anergia no resultan positivos a la prueba 

tuberculina. (45)    

 

Igual que la prueba de la tuberculina  la especificidad de las pruebas de BOVIGAM 

y  ELISA pueden afectarse por la sensibilización de los bovinos por micobacterias 

ambientales o por bacterias filogenéticamente relacionadas.   En particular, dentro 

del género Corynebacterium se encuentran especies con potencial patógeno 

reconocido para los bovinos, como son: C. pyogenes,  C. bovis, C. renale y  C. 

pseudotuberculosis, las cuales pueden producir infecciones en el aparato 
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genitourinario, pielonefritis, mastitis, neumonías, problemas de piel, etc. Mientras 

que,  especies del género habitualmente consideradas  parte de la  flora normal de 

esta especie animal  actualmente han mostrado su potencial  patogénico, tal es el 

caso de C. xerosis y  C.  amycolatum. (46, 78)  

 

Debido a que la tuberculosis y las infecciones por Corynebacterium spp pueden 

concurrir simultáneamente en los hatos, y al hecho de que estos microorganismos 

están estrechamente relacionados se investigaron las consecuencias que tiene la 

sensibilización de este último microorganismo en la principales pruebas 

diagnósticas indirectas empleadas  para el diagnóstico de la tuberculosis bovina, 

fundamentadas en la respuesta inmune. 

 

Dada esta situación se realizó el análisis de un grupo de vaquillas utilizadas para 

la evaluación de vacunas contra la tuberculosis bovina, de las cuales se recuperó 

en alto porcentaje C. xerosis. Discurriendo sobre la relación taxonómica de este 

microorganismo con M. bovis, se tuvo la inquietud de que su presencia hubiera 

afectado la respuesta inmune inducida por la vacunación; debido a ello, se 

realizaron tres estudios independientes para analizar la influencia que pudo haber 

tenido y/o tiene  la presencia de C. xerosis en la respuesta inmune de los animales 

vacunados y/o en las pruebas diagnosticas indirectas empleadas para la 

tuberculosis bovina; como son: la prueba de la tuberculina, ELISA y IFN-.  

 

En el primer estudio se  utilizaron los sueros de las vaquillas que se vacunaron 

contra la TB, y los del  grupo control sin vacunar para evaluar la posible reacción 

cruzada ante pruebas de ELISA comparativos empleando como antígenos el 

EPFC de M. bovis,  el EPFC de M. avium y un antígeno sonicado de C xerosis.  El 

diseño experimental de vacunación contempló: un grupo vacunado con BCG;  un 

grupo vacunado con el EPFC de M. bovis; otro grupo vacunado con el EPFC de 

M. bovis pero con un tratamiento previo con IFN- bovino,  y el grupo control. 
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Antes de iniciar la vacunación las vaquillas de los diferentes grupos mostraban en 

promedio un nivel bajo de anticuerpos hacia los antígenos de M. bovis y M. avium, 

que de acuerdo al punto de corte determinado para esta prueba los animales se 

consideraron negativos a tuberculosis; (45) no obstante, mostraron un nivel mayor 

de anticuerpos hacia C. xerosis, lo cual correlacionó con la presencia de la 

bacteria en tres de los 26 animales en estudio en esa etapa evaluada. En la 

semana nueve posvacunación, los niveles de anticuerpos a C. xerosis  se 

incrementaron en los diferentes grupos,  pero  fueron  mayores en los grupos 

control y vacunado con BCG; mientras que, en los animales vacunados con el 

EPFC aumentaron los anticuerpos primordialmente para M. bovis. En la semana 

dieciocho se registró un aumento importante de anticuerpos a C. xerosis para 

todos los grupos incluyendo el control, siendo no obstante más altos para éste 

último, lo cual correlacionó con el elevado porcentaje de aislamientos obtenidos de 

la bacteria, cercano al 56% en el total de los animales. Situación que no afectó la 

respuesta inmune celular inducida por la vacunación, como lo muestran los 

resultados de producción de IFN- obtenidos en ese periodo en los cultivos 

estimulados con PPD bovino, comparando con aquellos obtenidos con el PPD 

aviar, los cuales se incrementaron significativamente en los diferentes grupos 

vacunados, pero fueron incluso mayor para el grupo control, señalando la 

especificidad en la respuesta inmune a los antígenos de M. bovis en los grupos 

vacunados. 

 

Debido  a la estrecha relación  taxonómica entre los géneros Corynebacterium y  

Mycobacterium, se considera que el incrementó en la producción del IFN-  

observado hacia M. avium pudo ser efecto de la presencia de las corinebacterias 

en las fosas nasales de las vaquillas;  ya que, después del  tratamiento con 

antibióticos  los niveles de IFN-  disminuyeron significativamente en los diferentes 

grupos.  
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Consecutivo al  desafío con una  cepa de campo de M. bovis la producción de 

IFN-  fue altamente significativa en los cultivos estimulados con el PPD bovino 

para todos los grupos en los diferentes muestreos realizados, más que para los 

estimulados con el PPD aviar, señalando que pese a la presencia de 

Corynebacterium la respuesta  hacia M. bovis inducida por la vacunación no se 

afectó y resultó ser específica en los grupos vacunados, incluso en el grupo 

control ante el desafío bacteriano.  Así, los resultados de producción de IFN- 

indican que la presencia de C. xerosis  influyó  mas sobre la respuesta inmune 

celular  a M. avium,  que en la de M. bovis. 

 

En el segundo estudio se analizó el comportamiento hacia las pruebas 

diagnósticas  de un grupo de vacas del hato bovino de Cuautitlán Edo. de México -

UNAM, que ha mostrado una prevalencia alta de tuberculosis, considerando que la 

elevada reactividad de los animales del hato se debiera en parte a infecciones por 

microorganismos relacionados en específico hacia Corynebacterium, dada su 

capacidad y frecuencia reportada para producir diferentes padecimientos en los 

bovinos,  se muestrearon todos los animales del hato para analizar su respuesta 

inmune a  M. bovis  y a  C. xerosis a fin de definir la posible reactividad cruzada 

mediante pruebas de ELISA comparativos. 

 

Los resultados de ELISA comparativos señala diferencias entre los antígenos 

evaluados  en función del tiempo.  En el primer muestreo los niveles de 

anticuerpos fueron más altos a Corynebacterium, seguido de los que se 

registraron para M. bovis,  observándose un nivel más bajo hacia M. avium.  En el 

segundo muestreo también se observaron diferencias entre los antígenos 

evaluados, pero los niveles fueron  preferentemente a M. bovis. En tanto que en el 

tercer muestreo los anticuerpos fueron mas altos para el SNC existiendo diferencia 

entre los resultados de esta ELISA con la de M. bovis y la de M. avium pero no 

entre estos dos últimos ensayos.  
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Además se evaluó la producción de IFN- inducido por el  PPD bovino, PPD aviar 

y sonicado de C. xerosis en un grupo animales seleccionados por su repetida 

reactividad a la tuberculina; al mismo tiempo, se intentó el aislamiento 

bacteriológico de Corynebacterium spp en muestras de exudado nasal, y se 

realizaron las  pruebas de PCR simple y PCR anidada para determinar la 

presencia de M. bovis para identificar las posibles infecciones o coinfecciones por 

estos microorganismos en los animales.  

 

Los resultados de interferón señalan diferencias en tiempo y en la respuesta hacia 

los diferentes antígenos; observándose en el primer muestreo los niveles mas 

altos de producción para el PPD bovino mas que en los otros muestreos 

realizados posteriormente, P<0.05.  En ese muestreo la respuesta fue tambien 

significativa para el PPD aviar pero no mayor a la que se observó con el PPD 

bovino. La respuesta con el SNC fue baja pero significativa en relación con el 

control sin estimular.  

Para el segundo muestreo la respuesta entre los antígenos de PPD aviar y PPD 

bovino fue similar y significativa en relación al control y SNC. 

En el tercer muestreo la respuesta de IFN-  fue baja para los diferentes 

antígenos, no obstante bajo los criterios de la prueba los animales resultaron 

positivos hacia dichos antígenos, considerando el control sin estimular. Resulta 

interesante observar que existe un declive en la respuesta de producción de IFN- 

hacia los diferentes PPD´s conforme el tiempo avanza,  lo que contrasta con los 

niveles de producción basales,  que se incrementan en los diferentes muestreos. 

Situación que difiere con el aumento del número de animales  positivos a la 

prueba de tuberculina doble comparativa. Contrario a estas observaciones el 

número de animales positivos al PCR anidado para identificar la presencia de M. 

bovis, disminuye en los muestreos. Así, los resultados del incremento de  

positividad de animales reactores puede ser consecuencia de una inmunidad de 

memoria establecida por el contacto previo con este microorganismo, ya que el 

50% de éstos fue positivo al inicio del estudio. La baja respuesta hacia el PPD 
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aviar indica la reducida sensibilización de los animales por micobacterias 

ambientales, no obstante se aisló Mycobacterium fortuitum a partir del exudado de 

fosas nasales de dos vacas del hato.  

 

Para definir  la posible participación de Corynebacterium en la respuesta de 

hipersensibilidad tardía hacia M. bovis, se tuvo  oportunidad de que al momento en 

que los animales se tuberculinizaron mediante la prueba doble comparativa, se 

pudo inocular paralelamente una preparación de sonicado y una del  extracto 

proteico de C. xerosis, para determinar posibles reacciones cruzadas en las 

pruebas de hipersensibilidad, en dos periodos de tiempo de cinco meses entre uno 

y otro; sin observar reacción alguna  con los antígenos de este microorganismo en 

ambas ocasiones evaluadas a diferencia de la reactividad observada con M. bovis, 

lo cual correlacionó con el bajo nivel de  IFN-  producido en los cultivos de sangre 

completa estimulados con los antígenos de Corynebacterium; señalando que a 

pesar de ser un microorganismo taxonómicamente relacionado y de su posible 

antigenicidad cruzada con el género Mycobacterium, un animal reactor al PPD 

bovino no responde en las pruebas de HT e IFN- y a los antígenos de 

Corynebacterium, pese a observar niveles de anticuerpos significativos a esta 

bacteria en las vacas de estudio.  El análisis bacteriológico realizado en muestras 

de exudado nasal fue negativo a Corynebacterium spp para todos los animales del 

grupo en los diferentes muestreos.  

 

Con respecto a las pruebas de hipersensibilidad Acosta y col. (79)  realizaron un 

estudio en cabras infectadas naturalmente con C. pseudotuberculosis para 

determinar la posible influencia de éste microorganismo en las pruebas de 

tuberculina. Las cabras  referidas no presentaban antecedentes de tuberculosis, ni 

reactividad a la prueba de la tuberculina, para el efecto sometieron a los animales 

a varias intradermorreacciones con PPD bovino y PPD aviar, observando que  en 

ninguna de ellas se indujo un resultado falso positivo, confirmando la especificidad 

de la prueba de tuberculina con respecto a infecciones por Corynebacterium 
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pseudotuberculosis, similar a lo que observaron estos investigadores en la prueba 

intradérmica, en nuestro estudio también se confirma la especificidad de la 

tuberculina, puesto que ningún animal positivo al PPD bovino reaccionó a los 

antígenos de Corynebacterium xerosis.   

Acosta y col. observaron que existe un incremento en la respuesta inmune 

humoral hacia los antígenos MPB70 y A60 de M. bovis  luego de las sucesivas 

tuberculinizaciones en las cabras infectadas por C. pseudotuberculosis.  Análogo a 

estos resultados en los bovinos de FES-Cuautitlán, a pesar de que no hubo 

aislamientos de corinebacterias de exudados nasales los niveles de anticuerpos 

fueron altos, consecuencia de la reactividad cruzada entre algunos de los 

antígenos estructurales y de secreción de M. bovis y Corynebacterium spp., como 

lo es el llamado complejo A60 y los componentes glicolípidicos de la pared celular. 

(80,81) 

Para confirmar los resultados de hipersensibilidad tardía al PPD bovino,  se realizó 

un tercer estudio empleando un modelo experimental de cobayos, en el cual se 

formaron tres grupos: el grupo 1, inoculado con el EPFC de M. bovis;  el grupo 2, 

con el SNC de C. xerosis y el grupo 3, el control sin inocular.  Los resultados  de 

HT mostraron una mayor respuesta  hacia  el PPD-bovino en el  grupo 1, la cual 

fue maxima a las 24 h. De igual modo, se registró una respuesta de HT con el 

PPD aviar observada en el cuadrante 2, siendo menor esta respuesta que la de 

PPD bovino. 

Con los preparados de Corynebacterium observada en los cuadrantes 3 y 4 la 

respuesta de HT fue mucho menor, siendo no obstante el EPSNC en comparación 

con el SNC el que mostró mayor capacidad para inducir una reacción de 

hipersensibilidad.   

Para el grupo 2 inoculado con el SNC, la mayor respuesta de HT se observó 

también a las 24 h siendo relativamente similar con los antígenos del PPD aviar, 

PPD bovino y el extracto proteico de C. xerosis  respectivamente, no obstante,  
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dos de los cobayos mostraron lesiones necróticas en el área donde se inoculó el 

extracto proteico. Cabe mencionar que la HT observada en este grupo no rebasó a 

la que se registró en el grupo 1, con el PPD bovino. El sonicado de 

Corynebacterium fue incapaz de desarrollar una respuesta de HT importante, pese 

a que fue utilizado para inocular a este grupo de cobayos; resultados similares de 

HT al PPD bovino se han reportado en cobayos  inoculados con C. pyogenes 

como modelo experimental de infección. (82) 

De igual modo se ha informado de reacciones no específicas a la tuberculina en 

borregos y cabras infectadas por C. pseudotuberculosis.(83) 

Los resultados  observados en el grupo de cobayos inoculados con SNC, son 

contradictorios con aquellos observados por Acosta y col., en los que cabras 

infectadas por C. pseudotuberculosis no muestran HT  al PPD bovino y al PPD 

aviar observada en los cuadrantes 1 y 2, situación que puede estar relacionada 

con el mayor estímulo antigénico suministrado a  los cobayos con las repetidas 

inoculaciones y el uso de adyuvante para tal propósito.  

En el grupo 3  se registró una respuesta inflamatoria con ambos PPD, sin embargo 

esta no fue significativa al compararla con el grupo 1. Ninguna de las 

preparaciones de Corynebacterium indujo respuesta en este grupo. 

Llama la atención el hecho de que en el primer estudio realizado para definir la 

posible interferencia de Corynebacterium en las principales  pruebas diagnosticas 

empleadas para la tuberculosis, se notó una respuesta importante en la 

producción de IFN-  hacia los antígenos de M. avium en los animales infectados 

por C. xerosis, éste hecho se asocia indirectamente con la mayor respuesta de HT 

igualmente con los antígenos del PPD aviar, que se registró en el grupo 2 de 

cobayos inoculados con el SNC  de C. xerosis, y en los mismos bovinos del primer 

estudio. 

Así los resultados de los estudios señalan que la presencia de corinebacterias no 

influye en la respuesta de hipersensibilidad tardía al PPD bovino, pero si puede 

afectar la respuesta de HT y producción de IFN-  al PPD aviar dando falsos 
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positivos a este. Situación que puede incluir el empleo de la tuberculina doble 

comparativa utilizadas en campo y la prueba de BOVIGAM, en la que se utiliza 

también ambos PPD, bovino y aviar.  

Por otro lado, los resultados obtenidos en las diferentes ELISA´s  realizadas con 

los sueros de los cobayos indican que un animal infectado con M. bovis puede 

desarrollar una respuesta de anticuerpos a los antígenos de microorganismos 

relacionados como Corynebacterium, y M. avium, sin embargo su respuesta de 

anticuerpos es mayor a los propios antígenos de M. bovis.  Al parecer, los 

antígenos comunes o de reacción cruzada se localizan principalmente en la pared 

celular de estos microorganismos. (84, 85) 

No obstante, se comprobó  que el empleo del ELISA comparativo establecido por 

Díaz y col. (43) fue adecuado para diferenciar la respuesta de anticuerpos  

específica hacia M bovis, de aquella debida a la sensibilización por otras 

micobacterias  y microorganismos relacionados, similar al uso y propósito que 

tiene la prueba de tuberculina doble comparativa. 

En tanto que, la respuesta humoral de un animal infectado por Corynebacterium 

no muestra reactividad a los antígenos micobacterianos, solo responde a sus 

propios antígenos. 

De acuerdo a las observaciones de los tres estudios realizados, las pruebas 

diagnosticas tradicionalmente empleadas para identificar animales tuberculosos no 

se afectan por la presencia de infecciones causadas por el género 

Corynebacterium, existiendo cierto grado de sensibilización que se refleja más en 

la reactividad hacia los antígenos de M. avium por lo que se recomienda que en 

las pruebas se incluya la evaluación comparativa entre M. bovis y M. avium para 

confirmar las infecciones por M. bovis. 
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9. CONCLUSIONES 

 

1. En este trabajo la coinfección por Corynebacterium spp, no tiene influencia 

sobre las pruebas de tuberculina empleada para diagnóstico e identificación 

de un bovino tuberculoso. 

 

2. La presencia o infección por Mycobacterium bovis si puede influir en las 

pruebas diagnosticas que se empleen para aquellas enfermedades 

producidas por Corynebacterium basadas en la respuesta inmune humoral. 

 

3. En el modelo experimental de cobayos inoculados el sonicado de C. xerosis 

se induce hipersensibilidad tardía al PPD aviar, PPD bovino y a los propios 

antígenos de Corynebacterium; no obstante, la respuesta fue mayor al PPD 

aviar.  

 

4. Por ensayos inmunoenzimáticos (ELISA) se comprueba que la respuesta de 

anticuerpos en cobayos inoculados con SNC es  propia a los antígenos de 

C. xerosis.  

 

5. En cobayos inoculados con el EPFC de M. bovis se induce una respuesta 

de anticuerpos compleja, tanto a los propios antígenos de la especie, como  

a  antígenos comunes a los géneros taxonómicamente relacionados.  
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6. La coinfección por corinebacterias no influye en la respuesta de 

hipersensibilidad tardía al PPD bovino, pero si puede afectar la respuesta 

de hipersensibilidad tardía y producción de IFN-  al PPD aviar en  los 

bovinos. 

 

7. Es recomendable que en las pruebas diagnósticas se incluya la evaluación 

comparativa entre M. bovis y M. avium para confirmar las infecciones por 

bacterias del complejo M. tuberculosis. 
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10. ANEXO 
 
 
10.1 GLOSARIO 
 
 
ADN   Ácido desoxirribonucleico 

BCG      Bacilo Calmette-Guérin 

BHI    Infusión cerebro corazón 

º C   Grados centígrados 

cm   Centímetros 

DO   Densidad óptica 

ELISA   Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas  

EPFC   Extracto Proteico de Filtrado de Cultivo 

EPSNC  Extracto proteico de sonicado de Corynebacterium 

h                              Hora 

ID   Intradérmica 

IFN-   Interferón - gamma 

KDa   Kilodaltones 

LAM   Lipoarabinomanosa 

mAGP   Micolil-arabinogalactano-peptidoglicano 

ml   Mililitros 

μl   Microlitros 

μm   Micrómetros 

NaCl    Cloruro de sodio 

 (NH4)2 SO4  Sulfato de amonio 
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nm   Nanómetros 

PBS    Solución amortiguadora de fosfatos 

PBST   Solución amortiguadora de fosfatos tween 

PCC    Prueba cervical doble comparativa 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

pH   Potencial de hidrógeno 

PIM   Monóxidos de fosfatidil inositol 

PPD   Derivado proteico purificado 

SNC   Sonicado de Corynebacterium 

Subsp   Subespecie 

TB   Tuberculosis bovina 

UFC   Unidades formadoras de colonias 

URT   Tracto respiratorio superior 
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10.2  SOLUCIONES 

 

SOLUCION DE PEGADO.  

Buffer de Carbonatos 0.06 M   pH 9.6 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 3.8gr/L 

Carbonato de sodio (Na2CO3) 1.93gr/L 

Agua destilada 1L 

 

SOLUCION DE LAVADO.   

Buffer Fosfatos (PBS)  pH 7.4 con Nacl y 0.1 % de Tween 20 

Fosfato disódico hidrogenado (Na2HPO4) 1.1gr/L 

Fosfato sódico dihidrogenado (NaH2PO4) 0.32gr/L 

Cloruro de sodio (NaCl) 8.5gr/L 

Tween 20 0.5ml/L 

Agua destilada 1L 

 

SOLUCION BLOQUEADORA.   

Leche descremada en PBS y  de Tween 20 al 0.1% 

Fosfato disódico hidrogenado (Na2HPO4) 1.1gr/L 

Fosfato sódico dihidrogenado (NaH2PO4) 0.32gr/L 

Cloruro de sodio (NaCl) 8.5gr/L 

Tween 20 0.5ml/L 

Leche descremada en polvo 1.5 gr/100ml  

Agua destilada 1L 

 

SOLUCION DE REVELADO.   

Buffer citratos pH 4.5 

Acido cítrico (C6H8O7) 4.6 gr/L 

Citrato trisódico (Na3C6H5O7) 7.4 gr/L 

Agua destilada 1L 
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Agregar al momento de su empleo: 

Ortofenildiamina 4µg/10ml 

Agua Oxigenada (H2O2) 4µg/10 ml 
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