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Resumen 
 
La tuberculosis bovina es una enfermedad infectocontagiosa de origen bacteriano y de curso 

crónico, además de ser una de las zoonosis más importantes a nivel mundial. El objetivo del presente 

trabajo fue detectar la presencia de Mycobacterium bovis en muestras de suero de leche, empleando 

una PCR múltiplex, se obtuvieron un total de 233 muestras de leche de vacas y 26 muestras de 

tanques de acopio; procedentes de hatos lecheros de diferentes estados de la República Mexicana 

(Querétaro, San Luis Potosí, Guanajuato, Hidalgo, Coahuila). Para realizar la PCR-M, se emplearon 

los iniciadores que identifican los genes RD1 y RD9 para el género tuberculosis y la especie M. 

bovis respectivamente, este se realizó con el ADN obtenido a partir de las muestras de suero de 

leche. Se realizó el aislamiento bacteriológico a partir de las muestras de suero de leche, mediante 

técnicas convencionales para identificar a las micobacterias. En los resultados de la PCR se logró 

amplificar un producto de 150 pb que corresponde a la región RD1 del complejo tuberculosis en el 

14.59% (34/233) de las muestras de leche y en 15.38% (4/26) de las muestras de tanque. Se logró 

la identificación de M. bovis con la PCR para el gen RD9 de 34 muestras individuales y 4 de tanque 

observándose el producto de amplificación de 206 pb. Se obtuvieron seis aislamientos; cuatro en 

muestras de suero leche individuales y dos de las muestras de tanque, identificando a M. bovis por 

métodos bioquímicos. Los resultados obtenidos demuestran el potencial que tiene el empleo de la 

PCR-M, como método diagnóstico diferencial, así como la ventaja de detectar micobacterias en 

muestras provenientes de leche. 
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1. Introducción 

 
 
La Tuberculosis bovina (TBb), es una enfermedad infecto-contagiosa, crónica y progresiva, que se 
caracteriza por la formación de granulomas básicamente en linfonódulos y pulmón, puede llegar a 
afectar órganos digestivos, genitourinarios, huesos y articulaciones, o difundirse por todo el 
organismo del animal. La TBb es causada por Mycobacterium bovis, bacteria de crecimiento lento 
intracelular obligado (O´Reilly y Daborn, 1995; Pérez, et al, 2008), de distribución mundial y capaz 
de infectar a diferentes especies animales y al hombre, considerándose así una zoonosis (Thoen y 
Barletta, 1995).  
 
La importancia de esta enfermedad es por el riesgo que representa para la salud humana y por los 
efectos negativos que ocasiona en la industria pecuaria, debido a su carácter enzoótico. Las pérdidas 
económicas que genera en la ganadería nacional, son por concepto de eliminación de ganado 
infectado, decomisos de canales, desecho prematuro de animales y rompimiento de líneas genéticas, 
retrasos y disminución de las lactancias (Mendoza y Morilla, 2008; Pérez, et al, 2008). 
 
El contagio natural en los bovinos se realiza de forma directa e indirecta, siendo las principales vías 
de infección la respiratoria y la alimentaria. M. bovis es eliminado con mayor frecuencia a través de 
las expectoraciones y se considera que la eliminación por leche es menor al 2%, pero esto dependerá 
del grado de infección que tenga la vaca y de que los linfonodos mamarios y la ubre desarrollen 
lesiones granulomatosas. La leche infectada con M. bovis, puede contaminar los equipos de ordeño, 
suelo, camas, recipientes de contención y almacenamiento de la leche, así como el insuficiente 
procesamiento de la leche puede propagar la enfermedad a otros hatos donde los terneros sean 
alimentados con leche contaminada con M. bovis (Rodgers, et al, 2007).  
 
El diagnóstico confirmatorio de TB, se realiza por medio del cultivo bacteriológico a partir de tejidos 
que presenten lesiones granulomatosas, hisopados nasales y leche, teniendo el inconveniente de que 
es un método que puede tardar hasta cuatro semanas para observar crecimiento bacteriano y tres 
semanas más para llevar a cabo la tipificación por métodos bioquímicos (González, et al, 1999). Las 
técnicas de diagnóstico basadas en la amplificación de ADN de M. bovis por medio de la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) han sido ampliamente descritas (Rodriguez, et al, 2014). 
 
La tuberculosis bovina es una enfermedad de difícil control y el contar con métodos de diagnóstico 
alternos, que permitan establecer un diagnóstico más sensible, específico y rápido en comparación 
con el cultivo bacteriológico y que se puedan emplear diferentes tipos de muestras como leche de 
bovino ayudaría a establecer programas de control oportunos (Thoen y Barletta, 1995; Mendoza y 
Morilla, 2008; Pérez, et al, 2008; Rodriguez, et al, 2014). 
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1.1 Situación actual de la Ganadería Lechera en México 
 
La actividad ganadera está enfocada en la generación de alimentos para consumo humano. Los 
diferentes alimentos de origen ganadero proveen nutrientes esenciales, contribuyendo con el 15% 
del total de la energía alimentaria y el 25% de las proteínas de la dieta humana. La producción 
ganadera eficiente requiere de buenas prácticas de gestión que incluyen la alimentación adecuada y 
cuidado de la salud, selección y desarrollo de razas adaptadas a los entornos específicos de 
producción. (FAO, 2016).  
 
La población de bovinos productores de leche en México es de 2,457,683 millones de cabezas en el 
año 2015. Durante el 2016 (Cuadro 1 y Figura 1) la producción de leche de bovino alcanzó 192,052 
litros a nivel nacional y para el 2017 se estima un incremento de 1.7% respecto del año anterior 
(SIAP, 2015). 
 
Según datos del censo agrícola y forestal 2015, el país cuenta con alrededor de 1.13 millones de 
unidades de producción de ganado bovino y cerca del 60% de estas unidades tienen como actividad 
principal el desarrollo o engorda de bovinos (SIAP, 2015). 
 

 
Cuadro 1. Principales estados productores de leche de bovino 2015 – 2016 (Millones de litros) 

(Panorama de la Leche en México, 2015). 
 

 
 
 

Diciembre Variación

Estado 2015 2016 Absoluta Relativa

Nacional 11,394,663 11,607,493 212,829 2

Jalisco 2,157,002 2,228,482 71,480 3

Coahuila 1,380,539 1,411,959 31,420 2

Durango 1,142,047 1,133,982 -8,065 -1

Chihuahua 1,034,227 1,051,731 17,504 2

Guanajuato 796,786 823,444 26,658 3

Veracruz 695,762 703,003 7,241 1

México 455,283 448,833 -6,450 -1

Puebla 449,000 448,782 -218 0

Hidalgo 423,627 423,965 338 0

Chiapas 417,750 419,965 2,152 1

Resto 2,442,640 2,513,409 70,769 3
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Figura 1. Producción Nacional de leche de bovino 2012 - 2016 (Miles de litros). 

Tomada de: http://infosiap.siap.gob.mx/opt/boletlech/Brochure_leche_DIC2015.pdf 
 
 
En la actualidad, la ganadería contribuye con aproximadamente el 40% de la producción de 
alimentos y las actividades ganaderas dependen cerca de mil millones de personas en todo el mundo, 
o que durante los últimos 20 años la ganadería ha sido uno de los sectores más dinámicos de la 
agricultura (FAO, 2016). Durante los últimos 15 años, el sector ganadero en México ha crecido a 
un ritmo aproximado de 4% anual (SAGARPA, 2015). 
 
 

1.2 Historia de la Tuberculosis Bovina (TBb) 
 

La Tuberculosis producida por M. bovis, probablemente haya aparecido como enfermedad 
endémica, primero en animales, antes que en el humano. Mientras que M. tuberculosis, 
microorganismo que posee la capacidad de infectar diferentes especies de primates, se considera 
que apareció primero en primates no humanos y posteriormente en humanos. El complejo 
evolucionó como patógeno humano en el Este del continente africano y su dispersión a otras 
regiones pudo haber ocurrido con las primeras migraciones humanas. El desarrollo de la tuberculosis 
se propicionó a una serie de condiciones como: el aumento de la población, la domesticación de 
animales, la estratificación social y la ingestión de una dieta menos variada. A continuación, se 
muestra la línea del tiempo de la enfermedad (Figura 2) (Myers, et al., 1998; Gutiérrez, et al., 2005; 
Mostowy y Behr, 2005; Hershkovitz, et al., 2008; Díaz y Jaramillo, 2012; Cartes, 2013). 
 
A la enfermedad varios nombres, tales como tísis (phtisis) por los antiguos griegos, consunción 
(consumption), Tuberculosis y peste blanca (white plague) (Myers, et al., 1998). 
 
 

http://infosiap.siap.gob.mx/opt/boletlech/Brochure_leche_DIC2015.pdf
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Figura 2. Línea de tiempo del descubrimiento de la Tuberculosis bovina (TBb) (Gurrola, 2017). 

 
 
 
En sus estudios Koch describe la tinción, aislamiento, cultivo del bacilo y reproducción de la 
enfermedad a través de la inoculación del bacilo en animales de experimentación en cobayos y 
recuperó el bacilo nuevamente en los animales infectados (Carrillo, 2007). Define a la tuberculosis 
como una enfermedad infecciosa que cumple con los postulados de Koch-Henle: 
 

1. La bacteria patógena debe aislarse siempre de animales enfermos y nunca de animales sanos.  
2. Cuando un animal está enfermo la bacteria debe aislarse en cultivo puro.  
3. Si la bacteria se inocula a otro individuo debe reproducirse la enfermedad.  
4. La bacteria debe aislarse nuevamente en un cultivo puro (Koch, 1882; Monaghan, et al., 1994).  
 

A partir de los hallazgos de Koch y al desarrollo alcanzado por la bacteriología, se descubrieron 
nuevas especies de Micobacterias; M. smegmatis, M. avium, M. kansassi y M. bovis (Thoen, et al., 
2006). 
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1.3 Salud pública  
 
 
La Tuberculosis (TB), es uno de los principales problemas de salud pública, que provoca anualmente 
dos millones de muertes a nivel mundial. En México la participación de M. bovis en humanos ha 
sido estimada en un 7 %, mientras que en sur de los Estados Unidos de Norteamérica (EUA) llega 
al 40 % (Ortíz, 2015; SENASICA, 2016).  
 
La tuberculosis en humanos también puede ser causada por M. bovis, pero esta es menos frecuente 
en países donde se produce leche pasteurizada y se implementan programas de control y 
erradicación de tuberculosis bovina, la alta prevalencia en el ganado favorece la exposición aerógena 
o digestiva al bacilo por el consumo de leche cruda y así como de quesos frescos, lo que incrementa 
el riesgo de salud pública (Milián, et al., 2012; OMS, 1992); se ha descartado que el consumo de 
carne de animales tuberculosos pueda transmitir el agente, ya que, cuando se presentan lesiones en 
la carne en canal esta se decomisa y no llega a consumo (OMS, 1992). 

La incidencia es mayor entre los ganaderos, los empleados de rastros y personas que trabajan con el 
ganado bovino. Además, los humanos pueden contagiarse por la exposición a otras especies; se han 
producido infecciones documentadas en cabras y animales silvestres y ciervos de granja (Milián, et 

al., 2012; OMS, 1992). 
 
 

1.4 Clasificación de las Micobacterias 
 
Las micobacterias se engloban dentro del género Mycobacterium, único dentro de la familia 
Mycobacteriaceae y pertenecen al orden Actinomicetales. Se encuentran relacionadas con el género 
Corynebacterium y Nocardia (Granados y Villaverde, 2011). 
 
Se conocen 54 especies de micobacterias dentro del género, de acuerdo al Manual de Bergey; 
algunas de las especies tienen entre sí un grado de homología muy elevada, tanto estructural como 
fisiológica. En este sentido se destaca el Complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, 

M. bovis, M. africanum, M. microti) y el Complejo Mycobacterium avium (M. avium, M. 

intracellulare, M. paratuberculosis), donde se encuadran los agentes etiológicos de la tuberculosis, 
por ello denominados también: bacilo de la tuberculosis humana (M. tuberculosis), bovina (M. 

bovis) y aviar (M. avium) (Thoen y Barletta, 1995; Díaz y Ferran, 2001; Appleyard y Clark, 2002). 
 

1.4.1 Mycobacterium bovis 
 
M. bovis es una bacteria en forma de bacilo Gram positivo, aerobio obligado (microaerófilo), con 
tamaño entre 0,2-0,7 x 1-10 micras ligeramente curvados, sin movilidad, de crecimiento muy lento 
(16 a 20 horas tiempo de replicación) (Haagsma, 1993). 
 
Sus características esenciales son: a) presentan ácido alcohol resistencia, es decir que no se 
decoloran con soluciones al 3% de ácido y 95% de etanol una vez teñidos con colorantes básicos, 
es positiva a la tinción de Gram; b) no forman esporas, conidios o cápsula (no presenta 
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polisacáridos); c) es inmóvil; d) es anaerobia y e) morfológicamente son bacilos rectos o curvados, 
aunque a veces presentan forma cocobacilar, filamentosa o ramificada (Butler, et al., 1986; 
Appleyard y Clark, 2002). 

 

1.4.2 Resistencia ambiental 
 
Es sensible al calor, a los rayos ultravioleta y al sol directo, presenta resistencia a ácidos, alcoholes, 
álcalis, desinfectantes y a la desecación; además es naturalmente resistente a muchos antibióticos 
debido principalmente a la envoltura celular altamente hidrofóbica que actúa como una barrera 
permeable lo que hace difícil su tratamiento (OMS, 1992; Marchal, 1993; O´Reilly y Daborn, 1995; 
Milián, et al., 2000). 
 
A continuación, se presenta el Cuadro 2 en el que se resumen los tiempos de sobrevivencia del M. 

bovis en diversos sustratos y bajo diferentes condiciones ambientales.  
 

Cuadro 2. Sobrevivencia de M. bovis en el medio ambiente. 

 
Sustrato Tiempo Referencia 

Agua estancada (pH 4-5) 203-260 días (Yssel, et al., 1992) 

Rayos solares 16-23 días (Dannenberg, 1991) 

Heces con exposición al 
sol 

37 días a 6 meses 
dependiendo de la 

época del año 

(Yssel, et al., 1992; 
Milián, et al., 2000; 
Francis, et al., 1978) 

Materia orgánica en las 
instalaciones a 

temperatura de 28 °C. 
31-37 días (Pérez, et al., 2008) 

Instalaciones 71-84 días (Pérez, et al., 2008) 

Animales enterrados a la 
sombra 2 años 

(Aranaz, et al., 1996; 
Rivas-Santiago, et al., 2005; 

Rodgers, et al., 2008;) 
Suelo húmedo 4 a 8 meses (Ramakrishnan, 2012) 

Agua 400 días (Johnson, et al., 1998) 
Solución Salina 

Fisiológica 300-400 días (Waters, et al., 2011) 

 

1.4.3 Hospedadores 
 

M. bovis tiene uno de los más amplios rangos de hospedadores de todos los patógenos conocidos, 
se ha demostrado la infección en bovinos, borregos, perros, gatos, monos, simios, primates, hombre, 
cerdos, elefantes, rinocerontes, pericos, venados, zorros, tapires, camellos, bisontes, llamas, 
elefantes marinos, zarigüeyas y jirafas. (Francis, 1991; O´Reilly y Daborn, 1995; Díaz, et al., 2006). 
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1.4.4 Transmisión 
 
La principal vía de transmisión de la Tuberculosis es la aerógena, del 80 al 90% por inhalación de 
aerosoles, tos o exhalación de un animal infectado que elimina dosis elevadas del microorganismo. 
Por medio de descargas nasales los animales clínicamente enfermos, eliminan una gran cantidad de 
gotas de diversos tamaños las cuales provienen principalmente de bronquios, que contienen moco, 
leucocitos y los bacilos (Francis, 1991; Ozyigit, et al., 2007). 
  
Otra vía de ingreso es la digestiva, por el consumo de pastos y alimentos contaminados con 
secreciones nasales, materia fecal, semen, orina, descargas vaginales, uterinas y linfonodos 
supurantes, que contengan la bacteria (OMS, 1992; Hermoso de Mendoza, 1992; Palmer, et al., 
2003; Ozyigit, et al., 2007). 
  
La transmisión vertical de M. bovis, ocurre congénitamente en el útero a través del cordón umbilical, 
siendo esta vía poco común (O´Reilly y Daborn, 1995; Palmer, et al., 2003; Ozyigit, et al., 2007). 
La transmisión horizontal durante la monta, puede ocurrir si los órganos reproductivos están 
infectados, no obstante, esta vía es extremadamente rara (Williams y Hoy, 2000). 
 
La ingestión de leche contaminada con bacilos constituye una fuente de infección para los animales 
lactantes y para el hombre. El insuficiente procesamiento de la leche de rebaños afectados puede 
propagar la enfermedad a otros rebaños, debido a que de 1% a 2% de las vacas infectadas eliminan 
el microorganismo en la leche (Ozyigit, et al., 2007). 
 
Estudios experimentales han demostrado la exposición de M. bovis por diferentes vías (intratraqueal, 
oral, intravenosa e intraperitoneal) demuestran que las lesiones tuberculosas se diseminan y son 
fuente de infección (Milián, et al., 2000). Los abscesos cutáneos pueden ser fuente de infección en 
una gran variedad de animales domésticos y de vida silvestre (Palmer, et al., 2003). 
 

1.4.5 Pared celular 
 
 
Presenta una membrana citoplásmica (Figura 3) cubierta por una capa extensa de peptidoglicanos 
unidos a polisacáridos, los cuales se encuentran esterificados con los ácidos micólicos (60% del 
peso de la pared celular), formados por lípidos libres, glucolípidos y peptidoglucolípidos; tal 
estructura, que le brinda una apariencia cerosa, le confiere una alta hidrofobicidad, resistencia a 
detergentes, a un buen número de antibióticos, a las tinciones habituales y tiene afinidad por la 
tinción ácido alcohol resistente de Ziehl Neelsen (Hermoso de Mendoza, 1992; Milián, et al., 2000; 
Pérez, et al., 2008).  
 
La propiedad de resistencia es debido al alto contenido en sulfolípidos de la pared celular 
micobacteriana, que funcionan como evasinas; es decir, moléculas que facilitan que la bacteria 
escape de la acción de los macrófagos inhibiendo la fusión del fagosoma con el lisosoma, lo cual 
puede explicar su éxito como parásitos intracelulares (Lanelle y Daffe, 1991; Nigou, et al., 1999; 
Zahrt y Thomas, 2003; Díaz y Jaramillo, 2012). 
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Figura 3. Estructura y componentes que conforman de la pared celular de las micobacterias:  

1) Lípidos externos; 2) Ácido micólico; 3) Polisacaridos (Arabinogalactado); 4) Peptidoglicano 
(PGL); 5) Membrana plasmática; 6) Lipoarabinomanano (LAM) y 7) Fosfatidilinositol manosido. 

Tomada de: http://www.fmed.uba.ar/depto/microbiologia/teo6.pdf   
 

 
 
El peptidoglicano protege a la micobacteria, ocasiona lisis por cambios osmóticos y por lisozimas. 
El ácido micólico forma una barrera impermeable que impide el acceso de sustancias hidrofílicas y 
fármacos, induce la producción de TNF en los macrófagos y formación del granuloma, bloquea el 
efecto de IFN-γ, IL-1 y TNF, inhibe la unión del fagosoma con el lisosoma en macrófagos. Y LAM 
activa células T vía TLR y CD1 (Díaz y Jaramillo, 2012). 
 
Sus principales antígenos proteícos son: CFP-10 y MPT-64, las cuales disminuyen la expresión de 
cofactores en CPA, aumentan la secreción de TNF, IFN- γ e IL-10; e inhibe la producción de óxido 
nítrico, esto evade los mecanismos inmunes que se desarrollan durante la infección (Rodgers, et al., 
2007).  
 
De acuerdo a la clasificación de Runyon et al., (1959) agrupó a las micobacterias atípicas en base a 
su pigmentación, la morfología de las colonias y velocidad de crecimiento. En todos los casos el 
rango de temperatura óptimo de crecimiento para las micobacterias se establece entre los 28 °C y 
45 °C (Barcenas, et al., 2008). 
 
M. bovis se encuentra dentro del grupo III que corresponden a las micobacterias no cromógenas y 
de crecimiento lento; necesita una incubación de 80 a 90 días para producir colonias visibles 
(O´Reilly y Daborn, 1995; Díaz, et al., 2006). 
 
 
 
 

http://www.fmed.uba.ar/depto/microbiologia/teo6.pdf
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1.5 Estructura genómica  
 
Los primeros datos del genoma micobacteriano identificado, indicaron que el contenido en G+C 
(polymorphic G+C Rich secuences, PGRSs) era del 65.6% de M. bovis (4, 345,492 pb del aislado 
virulento bovino AF2122/97) y 99.95% identificado de M. tuberculosis (4.411.532 pb del aislado 
humano H37Rv) (Thoen, et al., 2006).  
 
La primera descripción de un plásmido micobacteriano se debió a Crawford y Bates, 1979, a partir 
de M. avium; consiste en un único cromosoma en forma de lazo. Se ha descubierto la existencia de 
plásmidos micobacterianos, pequeños fragmentos de ADN con unos pocos genes, frecuentemente 
implicados en la resistencia a antibióticos o a otros agentes antimicrobianos (Dean, et al., 2005; 
Appleyard y Clark, 2011).  
 
El estudio del genoma micobacteriano comenzó más tarde que la mayoría de las bacterias, debido 
en primer lugar a que la lentitud de su crecimiento las hacía poco deseables para la realización de 
estudios generales del genoma bacteriano y en segundo lugar, a que los elementos de intercambio 
de material genético entre micobacterias, como por ejemplo los plásmidos, eran desconocidos 
(Grange, 1995). 
 
De las especies del Complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. microti M. avium M. 

caprae y M. africanum) comparten una homología del 85 del 100% DNA-DNA (Thoen, et al., 
2006).  
 
Una aproximación indirecta al estudio del genoma micobacteriano, se logró gracias al uso de 
hibridaciones ADN-ADN entre los genomas de diferentes especies para conocer el grado de 
homología del ADN y con ello, el grado de parentesco evolutivo de las micobacterias (Humblet, et 

al., 2009). El fundamento del proceso consiste en someter el genoma de dos especies 
micobacterianas a desnaturalización y mezcla, comprobando después los tramos de hebras de 
diferentes especies acopladas entre sí. De este modo se conoce que el porcentaje de homología de 
M. tuberculosis y M. bovis BCG es del 97% (Thoen, et al., 2006). Además, M. bovis no tiene nuevo 
material genético para compararlo con M. tuberculosis. Así, estás mutaciones en el DNA de M. 

bovis es la mayor contribución para estas diferencias, aunque más de 2000 nucleótidos polimorfos 
simples han sido encontrados (Brosch, et al., 2002; Whelan, et al., 2010). 
 
Por ejemplo, M. bovis tiene un punto de mutación que lo hace resistente a la pirazinimidasa. Se ha 
encontrado el gen que codifica para la secreción de proteínas involucradas a la adhesión de la pared 
celular. También el locus TbD1 (presente en M. bovis, pero ausente en M. tuberculosis), codifica 
para la transportación de proteínas y sintetizas involucradas en el tráfico de lípidos y la biosíntesis 
de glucolípidos (Waters, et al., 2011). 
 
El análisis del genoma de M. bovis desafía la hipótesis epidemiológica natural como M. tuberculosis 
es una adaptación humana de M. bovis es adquirida del ganado lechero. Se hizo un análisis indicando 
que M. canettii es el ancestro de las especies del Complejo M. tuberculosis. La eliminación de DNA, 
empezó con la perdida de la región RD9 (Posición RD de las regiones de diferencia), originaron M. 

africanum (grupo heterogéneo de cepas aisladas principalmente en África), con propiedades 
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intermedias entre M. tuberculosis y M. bovis; M. microti (causante de la tuberculosis en roedores y 
pequeños mamíferos) y M. avium (Diaz, 2013; Waters, et al., 2011).  
 

Además, M. bovis BCG o Bacilo Calmette-Guérin, fue una adaptación in vivo derivada de una cepa 
patógena de M. bovis, durante la experimentación. Esta cepa es claramente aerobia y crece bien en 
medios de glicerol a diferencia de las cepas convencionales de M. bovis. Su origen se remonta a 
1908 cuando Albert Calmette, médico y Camille Guérin, veterinario, iniciaron la tarea de atenuar 
una cepa aislada de una vaca con tuberculosis. Para lograrlo, realizaron 230 pases seriados de dicha 
cepa en un medio de cultivo a base de papa con adición de bilis, considerando finalizado el proceso 
en 1919 al asegurarse que la cepa era avirulenta para cobayos, conejos, vacas y caballos. Aunque 
tradicionalmente se considera que la cepa madre pertenece a la especie M. bovis, se ha cuestionado 
que la concentración de varios antígenos de M. bovis, como MPB64 y MPB70, varía de sobremanera 
en los filtrados dentro de las cepas hijas BCG (Brosch, et al., 2002; Waters, et al., 2011).  
 
 

1.6 Regiones de diferencia del genóma  
 
 
El análisis comparativo entre genomas permite estudiar la evolución de una cepa virulenta a variante 
atenuada. Si bien M. tuberculosis, así como M. bovis y M. bovis BCG presentan un alto grado de 
conservación a nivel de su genoma, se ha detectado la presencia de regiones de polimorfismo 
(Brosch, et al., 2002). 
  
Los aislados del complejo de M. tuberculosis pueden ser diferenciados por el polimorfismo de 
secuencias largas o regiones de diferencia (RD, por sus siglas en inglés) y de acuerdo con su 
distribución en el genoma; la presencia o ausencia de deleciones particulares ha sido propuesto como 
un punto discriminativo, como lo es la falta de la región RD12 para M. bovis (Díaz, 2013). 
 

Estas corresponden a 16 regiones ausentes en M. bovis BCG, que representan un total de 61 ORF´s. 
Nueve de estas regiones están ausentes también en cepas virulentas de M. bovis. Las deleciones, por 
sí solas no explican el fenotipo atenuado de BCG, ya que en cepas complementadas no se restablece 
un grado de virulencia comparable a la de M. tuberculosis o de M. bovis. Sin embargo; la 
reintroducción de la región RD1 en BCG, resulta en la represión de al menos 10 proteínas y en la 
inducción de tres proteínas adicionales (Brosch, et al., 1998).  
 
Esto condujo a la generación de un patrón de expresión proteica en BCG, muy similar al exhibido 
por cepas virulentas de M. bovis y de M. tuberculosis. Esos datos sugieren que BCG, al tener 
delecionada RD1, carece de un control regulatorio sobre distintos loci. La participación de los genes 
codificados en el segmento RD1 concuerda con un rol de regulación global asociado a virulencia 
(Cuadro 3) (Manharias, et al., 1996; Parsons, et al., 2002; Das, et al., 2007). 
 
Estas regiones de diferencia (RD) a menudo representan cambios irreversibles en la composición 
genética que probablemente sean resultado de los errores en la replicación del ADN o del cambio 
de elementos genéticos suelen ser cambios neutrales o mutaciones positivas, como la deleción de 
katG como un medio de resistencia adquirida hacia el fármaco isoniazida en algunas cepas de M. 

Tuberculosis (Díaz, 2013). 
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Cuadro 3. Regiones de Diferencia presentes y ausentes entre M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis 
BCG (Manharias, et al., 1996; Parsons, et al., 2002; Das, et al., 2007). 

 
 RD1 RD2 RD3 RD4 RD5 RD6 RD7 RD8 RD9 RD10 RD11 RD12 RD13 

M. 

tuberculosis 
            

M. bovis             

M. bovis 

BCG 
            

 
 
Una comparación entre los genomas de M. tuberculosis y M. bovis revela que las secuencias RD1, 
RD2 y RD3 están presentes en M. bovis y que el antígeno de secreción ESAT6 (Rv3875) y la 
proteína de filtrado de cultivo CFP10 (Rv3874) han sido identificadas como antígenos 
inmunodominantes encontrados en RD1, la proteína 21 (CFP21) y la proteína MPT64 de M. 

tuberculosis en RD2, antígenos que han mostrado ser blancos importantes para estudios de 
reactividad inmune en varios modelos de investigación (Brosch, et al., 1998; Ganguly, 2008; Jonge, 
2007). 
 
Existen loci’s independientes que ayudan a una identificación rápida de micobacterias patógenas 
incluyendo a M. tuberculosis de aislados de cultivo o bien directamente de muestras clínicas (Díaz, 
2013). La pérdida de la región RD1 en la cepa BCG ha sido implicada en la atenuación de los 
mecanismos de mutación (Thoen y Barletta, 2006). 
 
 

1.7 Epidemiología 
 
Es el estudio de los patrones de la enfermedad de la tuberculosis que existen en condiciones de 
campo, así como la evaluación de la frecuencia, distribución y de los determinantes de salud - 
enfermedad en las diferentes poblaciones. Entendiéndose por determinante a las causas de la 
enfermedad que puede ser cualquier factor de riesgo que al ser alterado origina cambios en la 
frecuencia o en las características de la enfermedad (SENASICA, 2015). 
 

1.7.1 Factores de riesgo 
 
Existen una gran cantidad de factores de riesgo y que pueden ser determinantes para la presentación 
y diseminación de la enfermedad como el estado de salud del animal, función zootécnica, la edad, 
el manejo, deficiente condición corporal o malnutrición; por ejemplo cuando los terneros se 
alimentan con leche cruda proveniente de vacas enfermas ya que entre el  1% a 2% pueden eliminar 
la bacteria en la leche, también puede influenciar la susceptibilidad del animal a la TBb (Neill, et 

al., 1994; Ozyigit, et al., 2007; Millian, et al., 2011). 
  
La mala condición corporal puede ser una consecuencia del estado clínico avanzado de la 
enfermedad, más que un factor de riesgo como tal (Cook, et al., 1996; Costello, et al., 1998). En 
animales malnutridos, se han demostrado niveles significativamente bajos de linfocitos (Monaghan, 
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et al., 1994), haciéndolos más susceptibles a la infección por M. bovis. Esto también ocurriría en 
animales pre-infectados con virus inmunosupresores como el de la Diarrea Viral Bovina (DVB) y 
la Inmunodeficiencia Bovina (Griffin, et al., 1993).  
 
En relación al sexo como factor de riesgo, las hembras productoras de leche normalmente 
permanecen más tiempo en las unidades de producción permitiendo con esto que se establezca y se 
desarrolle la enfermedad (Costello, et al., 1998). En países en vías de desarrollo que mantienen 
machos como animales de trabajo por periodos largos de tiempo y por lo tanto, se incrementa el 
riesgo de exposición (Cook, et al., 1996).  
 
Lo mismo sucede con las diferencias en la susceptibilidad entre razas, las cuales es probable que 
estén más relacionadas a la intensidad de la producción a las que son sometidas (Menzies y Neill, 
2000). No obstante, se ha demostrado que en razas como la Holstein-Friesan, la prevalencia y 
severidad de la enfermedad es mayor en comparación a la raza cebú o sus cruces, aún mantenidos 
bajo las mismas condiciones de manejo (Kazwala, et al., 2001). 
 
Los animales mantenidos en confinamiento y en alta densidad, tienen mayor riesgo que los animales 
que están a pastoreo, considerando que la principal vía de transmisión es la respiratoria (Kazwala, 
et al., 2001).  La alta densidad animal junto con una alta humedad ambiental, proveen las 
condiciones ideales para la diseminación del organismo (Ameni, et al., 2007). Es posible que las 
instalaciones que favorezcan el contacto entre los animales, como el alojamiento en cubículos o la 
ocupación de un patio de alimentación, pudiera ser un factor que aumente el riesgo de transmisión 
(Espejo, 2004). 
  
Con respecto al tipo de producción, se ha descrito que el ganado lechero,  tiene mayor riesgo de 
infectarse que el ganado de carne (Espejo, 2004), lo cual, puede ser explicado en primer lugar por 
las condiciones de manejo al que están sometidos los animales, ya que en el ganado lechero tiene 
mayor estrés por las grandes producciones y mayor tiempo de vida productiva dentro del establo, 
además de que las posibilidades de contacto son mayores, por ejemplo durante la ordeña, pudiendo 
aumentar la susceptibilidad de estos animales  y la compra de animales es una práctica común en 
este tipo de hatos, lo que aumenta el riesgo (Costello, et al., 1998; Ameni, et al., 2007; Humblet, et 

al., 2009). 
 
 

1.8 Signología 
 
La tuberculosis bovina es una enfermedad de curso crónico inaparente y lenta, ya que la signología 
puede tardar meses o años en aparecer; un solo ejemplar puede transmitir la enfermedad a muchos 
otros animales del rebaño antes de manifestar los primeros signos clínicos los cuales son 
inespecíficos (disminución de la producción lechera y deterioro del estado general de salud). Sin 
embargo; en ocasiones la bacteria permanece en estado latente en el organismo hospedador sin 
desencadenar la enfermedad (Menzies, et al.,1993; Neill, et al., 1994; Díaz y Jaramillo, 2012). Las 
terneras pueden contagiarse al ingerir leche cruda procedente de vacas enfermas y pueden pasar 
meses o incluso años hasta que el animal infectado muere (OIE, 2015). 
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Los signos clínicos que pueden manifestarse durante la enfermedad son muy variados, al igual que 
la gran variedad de lesiones, pudiendo observarse:  
 
• debilidad progresiva, 
• pérdida de apetito, 
• pérdida de peso, 
• fiebre fluctuante;  
• aceleración de la respiración (taquipneas), dificultad de respirar (disnea),  
• sonidos anormales en la auscultación y percusión, 
• diarrea, 
• ganglios linfáticos grandes y prominentes 
• muerte. 
 
 

1.9 Patogenia 
 
 
Cuando las micobacterias ingresan al huésped pueden acontecer varios sucesos: resistencia, 
infección o enfermedad. La infección ocurre por la ingestión o inoculación directa a través de la 
inhalación de pequeñas gotas de 1-2 µm que llegan a la parte final de los bronquiolos (20 µm) y a 
los alveolos, en cantidades comprendidas entre 103 a 104 UFC, se considera que son capaces de 
iniciar la respuesta inmune celular, como respuesta primaria, así como una posterior 
hipersensibilidad tardía (DTH). De tal manera que, la primera defensa que tiene que ser abatida es 
la de los Neumocitos tipo III, siendo esto un punto crucial para el desarrollo de los subsecuentes 
eventos. La respuesta inmune inicia con la llegada de las células citotóxicas y macrófagos que 
también pueden ser activados de manera inespecífica (Lanelle y Daffe, 1994). 
 
Las micobacterias evitan los mecanismos microbicidas de los macrófagos por medio de: a) 
inhibición de la fusión fagosoma-lisosoma, b) destrucción de la membrana del fagosoma; M. bovis 
tiene la capacidad de formar el factor cordón: iniciando con la intervención de los sulfolípidos 6-
6´trehalosa dimicolato, reduciendo la actividad respiratoria fosforilativa de las mitocondrias, así 
como, la separación de los ribosomas del retículo endoplasmático y c) producción y liberación de 
la enzima Superóxido Dismutasa (SOD); protege a la micobacteria de los efectos de los radicales 
de oxígeno generados durante el estallido oxidativo por los macrófagos (McNeill y Brennan, 1991; 
Lanelle y Daffe, 1994; Thoen y Barletta, 1995). 
 
Desde el punto de vista patológico la hipersensibilidad retardada (Tipo IV), la tuberculosis puede 
ser definida como el proceso que se destruyen a los macrófagos inactivados que contienen y donde 
se multiplican los bacilos tuberculosos. Simultáneamente la respuesta celular puede definirse como 
el proceso donde las células mononucleares (macrófagos y neutrófilos) pueden ingerir y destruir al 
bacilo para destruirlo. Ambas respuestas pueden detener la multiplicación del bacilo; cuando el 
crecimiento bacilar ocurre en los macrófagos no destruidos, este es el componente que predomina 
en la necrosis caseosa, delimitando la infección (Dannenberg, 1993). 
 
La presentación del antígeno por parte de las células presentadoras de antígeno (CPA), son muy 
importantes para permitir el procesamiento antigénico y facilitar su unión con la proteína del 
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Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) y ser reconocidos por los linfocitos T subtipos 
CD4 y CD8, responsables de la resistencia (Ramakrishnan, 2012). La enfermedad se desarrolla en 
cuatro etapas. 
Primera etapa: al llegar los bacilos al pulmón son fagocitados por los macrófagos alveolares y, si no 
son destruidos, inicia la destrucción del macrófago y proliferan los bacilos. Al iniciarse la respuesta 
de tipo celular, los linfocitos T sensibilizados secretan linfocinas (IFN- γ, TNF e IL-1) que atraen 
más macrófagos (Dannenberg, 1993; Trigo, et al., 1998; Díaz y Jaramillo, 2012). 
 
Segunda etapa: el granuloma se desarrolla al inicio y se forma la estructura que delimitara a la 
infección; al llegar los macrófagos activados secretan TNF y se transforman en células epitelioides 
(llamadas así por su semejanza con las células epiteliales); estas células contienen múltiples bacilos 
en su citoplasma. Simultáneamente se fusionan algunos macrófagos para constituir células gigantes 
y formar el centro del granuloma; mientras que en la periferia se organizan linfocitos y células 
plasmáticas. Con el tiempo se produce necrosis central del granuloma, así como necrosis periférica.  
 
Tercera etapa: las lesiones son encapsuladas por fibrinógeno y acumulan prominentes depósitos de 
calcio. Las lesiones nodulares son duras de 1 – 2 cm de diámetro, de color blanco-amarrillenta, 
semiblanda con exudado serofibrinoso o grumoso con aspecto de queso cottage. Puede estar 
encapsulada o bien circunscrita formando el granuloma, puede presentar calcificación y crepitar al 
corte, (Neill, et al., 1994; Trigo, et al., 1998; Arraiz, et al., 2007; Rodgers, et al., 2007). La 
apariencia microscópica de un granuloma focal (granuloma), pierde la arquitectura del órgano y el 
detalle celular, se aprecia un material granular rodeado de células inflamatorias mononucleares que 
predominan macrófagos, células epitelioides, linfocitos y granulocitos activados. Puede presentar 
calcificación distrofica, local y se presenta cuando los niveles plasmáticos de calcio son normales 
(Aranaz, et al., 1996; Trigo, et al., 1998). 
 
La hipersensibilidad celular que se desarrolla, contribuye a la destrucción del tejido. Las 
interacciones entre los linfocitos T y los macrófagos pueden ser potencialmente benéficos o dañinos 
para el huésped dependiendo de las circunstancias específicas locales. Aunque el bacilo tuberculoso 
sigue siendo viable por varios años en el material caseoso sólido, estos son incapaces de 
multiplicarse en estas condiciones. Los bacilos liberados por macrófagos inmaduros pueden ser 
tomados y controlados por los macrófagos activados por los linfocitos T, para que posteriormente 
se acumulen células epitelioides (secretoras de IL) alrededor del material caseoso y así prevenir se 
extensión (McNeill y Brennan, 1991). 
 
Cuarta etapa: desafortunadamente, la hipersensibilidad retardada es asociada a la licuefacción del 
material caseoso, el bacilo encuentra un microambiente favorable y se multiplica exponencialmente 
hacia el espacio extracelular. Resultando que el tejido resulte dañado y sufra su erosión hacia los 
bronquios, seguido por la formación de las cavitaciones hacia otras partes del pulmón, extendiendo 
la infección y ocasionando bronconeumonía y la muerte del individuo (Trigo, et al., 1998). Aunque 
los bacilos se diseminan por todo el pulmón, las consecuencias más importantes ocurren en la 
cavidad, donde los mecanismos de defensa no son eficaces, los macrófagos no sobreviven al 
material licuado o incluso caseoso, debido a la sensibilización de antígenos micobacterianos 
presentes en altas concentraciones y los bacilos comienzan a replicarse (Thoen y Barletta, 1995). 
 
Las células fagocíticas son atraídas por los bacilos liberados, restos celulares y factores 
quimiotácticos del hospedero, como C5a (componente del complemento) y la proteína 
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quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) (Dannenberg, 1991). Estas lesiones, algunas veces se 
pueden activar en el momento que existan factores que depriman el estado inmunológico del 
individuo como lo sería el estrés, edad, entre otros y, la inmunosupresión favorece la diseminación 
de la enfermedad en el huésped (Díaz y Jaramillo, 2012) (Figura 4). 
 
 

 
Figura 4. Patología de la Tuberculosis bovina y las cuatro etapas de su infección (Gurrola, 2017). 
 

 
1.10 Inmunidad 

 
La resistencia a los patógenos bacterianos intracelulares facultativos como Mycobacterium depende 
de la inmunidad adquirida mediada por células, caracterizada por la activación de linfocitos T (LT) 
y subsecuente activación de macrófagos para incrementar la muerte de tales organismos (Rivas-
Santiago, et al., 2005). 
 
En este proceso inmuno-patológico la respuesta inmunológica específica tanto humoral como 
mediada por células hacia un antígeno se inicia con la participación de las células T, a través del 
reconocimiento de porciones de antígenos proteicos (péptidos), unidos a moléculas clase II del 
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH-II) en la superficie de las CPA’s. Tras la activación 
por el antígeno especifico (antígenos micobacterianos) estas células secretan citocinas, como el 
factor de necrosis tumoral (TNF) y la linfotóxina que activan a los neutrofilos y células endoteliales; 
mientras que la interleucina-5 (IL-5) causa activación, crecimiento y diferenciación de las células 
B, promoviendo la producción de anticuerpos; el interferon-γ (IFN-γ) activa a los fagocitos 
mononucleares; y la interluecina-2 (IL-2) activa a las células NK así como a los linfocitos T y B 
(Neill, et al., 1993) (Figura 5). 
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Figura 5. Mecanismos inmunológicos de la tuberculosis bovina (Gurrola, 2017). 

 
 
La primera respuesta para destruir al bacilo es la hipersensibilidad retardada y la inmunidad celular. 
En esta hipersensibilidad retardada el bacilo es inhibido extracelularmente junto con los sitios de 
necrosis caseosa y la licuefacción, ocasionando el daño tisular de los tejidos afectados, 
especialmente cuando las concentraciones de antígenos son altos.  
 
La IL-2 produce una proliferación autocrina y paracrina de los Linfocitos T activados. Existe un 
aumento en la producción de IFN-γ, TNF y LT. El IFN- actúa sobre las CPA, (células endoteliales 
o macrófagos), aumentan su capacidad para eliminar el antígeno por medio de la fagocitosis y los 
mecanismos bactericidas, aumenta la expresión de moléculas clase II del CMH, aumentando la 
eficacia de la presentación antigénica de las células T CD4+ in situ. El TNF, actúan sobre células 
endoteliales, induce la activación de leucocitos y de la respuesta inflamatoria (Yssel, et al., 1992). 
 
La pérdida de la respuesta DTH a antígenos que se encuentran en forma universal, es indicio de una 
función deficiente de células T, situación conocida como anergia (ausencia de la respuesta celular). 
Los animales anérgicos son extremadamente susceptibles a la infección por microorganismos 
intracelulares. La producción de cantidades significativas de IL-2 e IFN-γ por los linfocitos T esta 
disminuida o nula y predomina la respuesta tipo Th2, donde la producción de IL-4 e IL-10 y TGF-
β es mayor. Esta respuesta limita la respuesta inmunológica contra otros patógenos lo cual puede 
provocar una respuesta fallida a la infección (Johnson, et al., 1998). 
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1.11 Métodos de diagnóstico 
 
La Norma Oficial Mexicana 031-ZOO-1995. Campaña Nacional de Control y Erradicación de la 
Tuberculosis Bovina, menciona que el diagnóstico se lleva a cabo por medio de la prueba de 
tuberculina utilizando un derivado proteico purificado (PPD), así como análisis bacteriológico e 
histopatológico y la observación de bacilos ácido alcohol resistentes (BAAR) en laboratorio. La 
toma de muestras para estudios histopatológicos y bacteriológico se realiza en órganos que 
presenten lesiones macroscópicas compatibles con tuberculosis o secreciones sugestivas.  
 
En México, los programas de control y erradicación de la tuberculosis bovina se basan en la 
tuberculinización y eliminación de los animales reactores; sin embargo, el comportamiento 
epidemiológico de la prueba ha sido una preocupación constante por sus parámetros irregulares de 
sensibilidad (40 a 90%) y especificidad (78 a 96%), lo que predispone a la presencia de resultados 
falsos positivos y falsos negativos (Waters, et al., 2011). 
 
Los métodos directos (Cuadro 4) son aquellas técnicas que se basan en la detección del agente 
etiológico como cultivo e identificación bioquímica y Tuberculina. 
 
Cuadro 4.  Métodos directos usados en el diagnóstico de tuberculosis bovina (SAGARPA, 1995). 

 
Prueba Muestra Descripción 

Cultivo 

Tejido fresco 
conservado en 

solución saturada 
de Borato. 

Siembra del material sospechoso en medios 
especiales como Stonebrink y Lowenstein Jensen. 
La temperatura óptima de crecimiento es a 37 °C. 
Morfología colonial 

Identificación 
bioquímica 

Tejido fresco 
conservado en 

solución saturada 
de Borato 

Diferentes técnicas para distinguir M. tuberculosis 
de M. bovis en el laboratorio: determinación de la 
fotoreactividad, acumulación de niacina y reducción 
de nitratos, actividad de catalasa, hidrólisis de 
Tween 80. 

 
Tuberculina 

 
In vivo en el 

animal 

Tuberculinas autorizadas para efectos de la campaña 
son: PPD bovino, elaborado con la cepa AN5 de M. 

bovis y PPD aviar, elaborado con la cepa D4 de M. 

avium. 
Prueba de pliegue caudal, prueba cervical simple y 
prueba cervical comparativa. 

 
 

Los métodos indirectos (Cuadro 5) son aquellas técnicas basadas en la detección de la respuesta 
inmune del animal ante la presencia del microorganismo, histopatología, PPD (prueba de 
tuberculina), ELISA (enzime-linked immunosorbent assay), Detección de INF-γ (Gamma 
Interferon) y Spoligotyping, Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Neill, et al., 1994). El 
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diagnóstico actual es logrado a través de métodos indirectos principalmente PPD. Desde 1917, la 
prueba tuberculina ha sido para el diagnóstico de la tuberculosis bovina (Milián, et al., 2000). 
Detecta la respuesta inmune de aquellos individuos que han estado o actualmente están en contacto 
con M. bovis, sin embargo; no es 100% específica ni sensible. Se están estudiando las respuestas 
inmunológicas a las infecciones del ganado por M. bovis para desarrollar métodos de diagnóstico 
mejorados o alternativos, ya que, a veces, las pruebas cutáneas presentan inconvenientes prácticos. 
Sin embargo, no existe una prueba sanguínea para la tuberculosis en el ganado u otros animales que 
sea de aceptación universal (Rhotel, et al., 1992). 
 

Cuadro 5. Métodos indirectos usados en el diagnóstico de la TBb 
(Neill, et al., 1994; NOM-031-ZOO-1995; Milián, et al., 2000; Luque y Herráez, 2002; Díaz y 

Jaramillo, 2012). 
Prueba Muestra Descripción 

Histopatología 
Tejidos 

sospechosos 
y sugestivos 

Se utiliza la tinción Hematoxilina-Eosina (H&E). 
Permite identificar la presencia de granulomas 
característicos y se emplea junto con la tinción Ziehl-
Neelsen para observar a los bacilos. 

Tinción de 
BAAR 

Colonias de 
micobacterias 

Mediante la tinción de Ziehl-Neelsen: se observan 
microorganismos ácidos alcohol resistentes en frotis 
realizados con el material sospechoso o bien en 
laminillas con tejidos sospechosos. Se observan a los 
bacilos de color rojo. 

ELISA Suero 
sanguíneo 

Empleada para la detección de anticuerpos, mediante el 
uso de antígenos específicos de micobacterias unidos a 
una fase sólida, conjuntamente empleando anticuerpos 
unidos a una enzima, para identificar por color. 

Spoligotyping 

Leche, sangre, 
exudado nasal, 
tejido fresco 

con lesiones o 
sugestivas de 

animales 
reactores. 

Tipificar y diferenciar genéticamente los aislados del 
Complejo M. tuberculosis. Se basa en un polimorfismo 
de ADN presente en un locus cromosomal, la región de 
repetición directa, la cual está presente únicamente en las 
bacterias del Complejo M. tuberculosis. 

Detección de 
Interferón-g 

(IFN-γ) 

Sangre 
completa con 

Heparina 

Detecta la producción de interferón gamma in vitro, 
inducida por los antígenos específicos en linfocitos 
previamente sensibilizados. Posee una sensibilidad de 
entre el 70 y 94% con una especificidad que varía entre 
un 97 y 99%. 
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PCR simple 

Leche, sangre, 
exudado nasal 
ADN de tejido 

fresco 
sugestivo con 

lesiones. 

 

Basado en la síntesis enzimática de un fragmento de 
ADN específico del microorganismo. Se basa en el uso 
de dos oligonucleótidos artificialmente sintetizados 
(primers) que hibridan las hebras opuestas y flanquean la 
región de interés de ADN blanco. Una serie repetida de 
ciclos que involucran la desnaturalización del templado, 
la hibridación de los primers de las cadenas de templado 
y la extensión de los primers, por la ADN polimerasa lo 
que resulta en una acumulación exponencial del 
fragmento específico. 

PCR anidada ADN 

La especificidad puede aumentarse realizando una 
segunda reacción de PCR, con dos cebadores nuevos que 
hibridan dentro del fragmento diana amplificado por el 
primer par, dando así lugar a productos de PCR más 
cortos, pero más específicos. 

PCR inversa ADN 

Esta variante se emplea para clonar las regiones 
desconocidas de un DNA situadas en posición vecinal a 
secuencias diana conocidas. Es decir, en lugar de 
amplificar la región interna, flaqueada por dos cebadores 
(PCR convencional), se amplifica la región externa, que 
flanquea a los cebadores. 

RT-PCR RNA 

Se trata de una amplificación de RNA (especialmente 
mRNA) a través de la síntesis previa de su cDNA (DNA 
complementario al RNA), que después se amplifica por 
PCR. Es decir, no se obtienen copias del RNA en partida, 
sino de DNA, aunque se conserva obviamente la 
secuencia. 

PCR-
Multiplex ADN 

Hay múltiples pares de primers (hasta 8) lo que da una 
serie de productos. Éstos pueden verse como múltiples 
bandas en un gel de agarosa. Se usa frecuentemente en 
diagnóstico médico. Ahorra templado, tiempo y gastos. 
Requiere una cuidadosa optimización. 
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2. Justificación 

 
 
La incidencia y prevalencia de la Tuberculosis bovina (TBb) varían de acuerdo al tipo de sistema 
de producción a la que están sometidos los animales y al área geográfica. En México, la prevalencia 
de la tuberculosis en ganado lechero es del 16% y de 2.9% en ganado de carne y las pérdidas 
económicas se calculan en más de 250 millones de pesos. En países desarrollados la transmisión de 
la TBb a través de la leche se ha reducido considerablemente, gracias a la introducción de la 
pasteurización y programas de control de la enfermedad. En nuestro país no se han podido llevar a 
cabo los programas de control y erradicación de la TBb de manera adecuada, debido a las 
implicaciones que conlleva en la parte pecuaria y en cuanto a la parte de salud pública, ya que está 
enfermedad constituye en un riesgo para el humano, pues se ha determinado que M. bovis es 
responsable de aproximadamente entre un 3% - 10% de los casos de tuberculosis humana a nivel 
mundial, debido a las costumbres que prevalecen por el consumo de leche y derivados lácteos sin 
pasteurizar. 
 
El suero de leche es un subproducto de la industria quesera que representa del 80% a 90% del 
volumen total de leche procesada; este contiene concentrados de proteína del 40% al 80%, lo que 
permite un amplio uso de estos productos, principalmente en la industria alimentaria; dentro de sus 
aplicaciones más comunes es usado como substituto de otros ingredientes y componentes como son: 
bebidas, el yogur, los quesos untables (requesón), en embutidos, la panificación, la confitería, 
inclusive en la industria farmacéutica y también como fuente de alimentación animal.  
 
Este estudio tuvo como finalidad la implementación de una PCR múltiplex para detectar M. bovis a 
partir de suero de leche, debido a la importancia que esta enfermedad tiene y así poder implementar 
programas de control, prevención y erradicación de manera oportuna y efectiva.  
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3. Hipótesis 

 
 
Si las vacas están cursando con una infección producida por M. bovis y la están eliminando en leche, 
estas podrán ser detectadas en el suero mediante la técnica de PCR múltiplex.  
 
 

4. Objetivo  
 

 

GENERAL 

Determinar la presencia de Mycobacterium bovis a partir de suero de leche empleando PCR-M. 

 

PARTICULARES 

1. Obtener muestras de leche de ganado bovino en Sistemas de producción de lechería familiar. 

2. Detectar los genes RD1 y RD9 para identificar Mycobacterium bovis a partir de suero de leche.  

3. Realizar el aislamiento y tipificación bioquímica de micobacterias a partir de muestras de 

suero de leche. 
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5. Metodología 

 
 
Toma de muestras 
 
Las muestras de la leche se colectaron después del despunte de la ubre de las vacas, las cuales fueron 
previamente desinfectadas con una torunda de algodón impregnada de alcohol, se tomaron 
aproximadamente 50 ml de leche. Se colectaron un total de 259 muestras de leche de vaca (233 
muestras individuales y 26 muestras de tanques de acopio); procedentes Sistemas de producción de 
lechería familiar, de diversos estados de la República Mexicana (Tabla 1).  
 

 

Tabla 1. Número de muestras de leche individuales y de tanque evaluadas. 
 

Estado de la República Muestras Individuales Muestras de Tanque 

Querétaro 30 2 

Hidalgo 32 0 

Guanajuato 92 22 

San Luis Potosí 20 1 

Coahuila 59 1 

Total 233 26 
 

Las muestras se colectaron en tubos estériles de tipo Falcón de 50 ml, para su transporte al 
laboratorio se colocaron en una hielera con refrigerantes, procesándose dentro de las 24 - 48 horas 
siguientes a su obtención, las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Tuberculosis del 
CENID-Microbiología Animal del INIFAP. 
 
Reacción de la Cadena de la Polimerasa (PCR-M) 
 
La obtención del suero de la leche se colocaron 10 ml de leche en un tubo falcón y se le agregaron 
50 μl de solución de quimiosina al 1%, las muestras se incubaron en baño maría a 36 ºC durante 30 
min, posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos.  
 
Para la extracción del ADN a partir del suero de la leche se colocaron 2 ml de suero de la leche en 
microtubos y se centrifugaron a 12000 rpm, se quitó el sobrenadante y a la pastilla se le adicionaron 
500 μl de amortiguador TE1X y 100 μl de lisozima (10 mg/ml) y se incubó a 37 ºC durante 24 horas. 
Se agregaron 75 μl de proteinasa K (10 mg/ml) y SDS (10%), se incubó a 64 ºC por 10 minutos, se 
agregaron 100 μl de NaCl 5M y CTAB (5 M) /NaCl (5M) y se incubó a 64 ºC por 10 minutos; se 
adicionaron 750 μl de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó a 12000 rpm por 5 
minutos. Se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo de 2 ml y se agregaron 250 μl de isotiocinato 
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de guanidina (5 M) y 250 μl de acetato de amonio (7.5 M) y se mantuvieron a 8º C por 20 minutos. 
Se agregaron 500 μl de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó a 12000 rpm por 5 
minutos. Se transfirió la fase acuosa en un microtubo de 1.5 ml y se centrifugo a 12000 rpm, se 
eliminó el sobrenadante y a la pastilla obtenida se le agrego 500 μl de alcohol isopropílico se incubo 
a -20 ºC durante toda la noche. Se centrifugó a 12000 rpm por 15 minutos, se quitó el sobrenadante, 
se lavó con etanol al 70% por 5 minutos, se eliminó el sobrenadante y la pastilla de ADN se dejó 
secar a temperatura ambiente, se hidrato el ADN con 100 μl de agua grado biología molecular y se 
almacenaron a -20º C hasta su uso (Talbolt, et al., 1997; Milián, et al., 2000; Rodríguez, et al., 
2014). 
 
Se determinó la presencia de M. bovis a partir del ADN de las muestras del suero de la leche 
obtenidas. La detección de los genes RD1 y RD9 se realizó mediante PCR-M empleando los primers 
de la Tabla 2. 
 

Tabla 2. Primers utilizados mediante PCR-M en muestras de suero de leche. 

Gen Primers Secuenciación 
Peso 

Molecular 
Ref. 

RD1 
ET1 
ET2 
ET3 

5´-AAG-CGG-TTG-CCG-CCG-ACC-GAC-C-3´ 
5´-CTG-GCT-ATA-TTC-CTG-GGC-CCG-G-3´ 
5´-GAG-GCG-ATC-TGG-CGG-TTT-GGG-G-3´ 

150 pb 

Talbolt, et, 

al., 1997; 
Rodriguez, 
et al., 
2014 

RD9 
RD FF 
RD Int 
RD FW 

5´-GTG-TAG-GTC-AGC-CCC-ATC-C-3´ 
5´-GCT-ACC-CTC-GAC-CAA-GTG-TT-3´ 
5´-GCT-ACC-CTC-GAC-CAA-GTG-TT-3´ 

206 pb 

Díaz, 
2013; 
Rodriguez, 
et al., 
2014 

 
La reacción empleada fue: 12.5 μl de PCR MasterMix (4 mM MgCl2, 0.4 mM de cada dATP, 
dGTP, dCTP, 400 μM dUTP, 0.05 UI ADN polimerasa), 1 μl de cada uno de los iniciadores ET1 
(5 pmol), ET2(25 pmol), ET3 (5 pmol), 5 μl de agua libre de nucleasas, 10 μl del ADN (6 ng/μl.) 
obtenido del suero de la leche. Se incluyeron como controles el ADN de M. bovis y de M. bovis 
BCG.  
 
El programa del termociclador empleado fue: un ciclo a 94 °C durante 5 minutos, seguido por 35 
ciclos de 40 segundos a 94 °C, 40 segundos a 65 °C y 40 segundo a 72 °C, y un paso de Extensión 
final a 72 ° C 40 s, manteniendo las reacciones a 4 °C. Los productos de amplificación se 
visualizaron en geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio. Visualizados en el 
transiluminador marca KODAK. 
 
Cultivo Bacteriológico del suero de la leche 
 
Posteriormente se realizó una descontaminación de las muestras del suero de leche, obtenido 
previamente con el tratamiento de la quimiosina en los tubos de Falcón con una cantidad de 8 ml se 
les añadió ácido clorhídrico al 10% de acuerdo al volumen de la leche y de 2 a 3 gotas de rojo de 
fenol al 1% (hasta obtener un color naranja), se agitaron los tubos ligeramente el tubo dejándolos 
reposar en la campana de extracción por 20 minutos. Se añadió una solución de NaOH 2N hasta que 
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el indicador virará a un color entre lila y morado. Se centrifugaron las muestras a 3000 rpm durante 
20 min, se decantaron los tubos y el sobrenadante se desechó. El sedimento del tubo se utilizó para 
el cultivo bacteriológico (Balandrano, et al., 1996). 
 
Las muestras fueron sembradas por duplicado en dos medios de cultivo denominados Lowenstein-
Jensen y Stonebrink. Dejando los tubos en una bandeja o bote con fondo inclinado, de manera que 
el líquido sembrado cubra toda la superficie del medio. Se llevaron a la estufa de cultivo con la tapa 
floja para que se evapore la parte líquida de la siembra y se dejaron incubar durante 6 – 8 semanas 
a una temperatura de 37 ºC.  
 
Los tubos se revisaron diariamente durante los primeros 3 días y revisado que no hubiera 
contaminación, se ajustó el tapón y se colocaron en posición vertical dentro de la estufa. En los 
tubos que se observaron crecimiento de colonias de crecimiento lento (a partir de la cuarta semana) 
se realizó un frotis y se tiñeron con la técnica de Ziehl-Neelsen. 
 
Tipificación Bioquímica 
 
De los tubos inoculados en donde se observó la presencia de colonias, se envolvieron los tubos con 
una hoja de aluminio. También se expusieron a luz fuerte con una lámpara de tungsteno de 100 
vatios por 3 a 5 días. Después de este tiempo se volvieron a poner en la incubadora bacteriológica 
y se examinó de 24 a 48 horas después para comprobar si hay desarrollo de un pigmento anaranjado 
o amarillo. Pigmentación: la presencia de pigmento amarillo en las micobacterias fotocromógenas 
es el resultado de la producción de cristales anaranjado amarillentos de caroteno por parte de las 
micobacterias de metabolismo activo, luego de ser expuestas a una luz brillante. No se conoce el 
tipo de pigmento producido por las micobacterias en la oscuridad (Balandrano, et al., 1996). 
  
Se hicieron las técnicas bioquímicas correspondientes: Prueba de Niacina, Prueba de reducción de 
Nitratos a Nitritos, Prueba de Catalasa y Prueba de Hidrólisis de Tween 80. 
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6. Resultados 

 

A partir de la PCR-M se detectaron genes RD1 y RD9 de M. bovis. 

 

La identificación de M. bovis se realizó mediante la detección de los genes PCR-M RD1 y PCR-M 

RD9 a partir de muestras de leche procedentes de los estados de Guanajuato, Torreón y San Luis 

Potosí. 

 

Se realizó la detección de la región RD1 para identificar al Complejo Tuberculosis. De la PCR-M 

se obtuvieron productos de amplificación de 150 pb que corresponde a la región RD1, de las cuales 

el 14.59% (34/233) es de las muestras individuales de leche (Figura 6, 7 y Tabla 3) y el 15.38% 

(4/26) es de las muestras de tanque (Tabla 4 y Figura 8). 

 

Se realizó la detección del gen RD9 para identificar M. bovis en las muestras que fueron positivas 

en la PCR para la detección de RD1. Se obtuvo un producto de amplificación de 206 pb en las 38 

muestras procesadas (individuales y de tanque). Como Control positivo se utilizaron cepas de 

referencia M. tuberculosis y M. bovis (Figura 9, 10 y Tabla 5).  
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Figuras 6 y 7. Amplificación del gen RD1. Gel de Agarosa 2% teñidas con bromuro de etidio de las 
muestras de suero de leche individuales de Guanajuato (A) y Torreón (B). Carril 1 Marcador de 
tamaño (Thermo Scientific® GeneRuler 50bp DNA Ladder); carril 2 Control positivo M. bovis 150 
pb; carril 3 M. bovis BCG; carril 4 a 16 muestras positivas a M. bovis (A); carril 7, 8 y 10 muestras 
positivas a M. bovis (&); carril 14 y 17 control negativo sin DNA. 
 
 

 
 
Figura 8. Amplificación del gen RD1. Gel de Agarosa 2% teñido con bromuro de etidio de las 
muestras de suero de leche de tanques de Guanajuato. Carril 1 Marcador de tamaño (Thermo 
Scientific® GeneRuler 50bp DNA Ladder); carril 2 control positivo M. bovis 150 pb; carril 2 M. 

bovis BCG 200 pb; carril 4, 5, 8 y 10 muestras positivas a M. bovis; carril 6, 7, 9 y 11 muestras 
negativas y carril 12 Control negativo sin DNA. 
 

1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16 17 1     2      3    4     5    6     7     8    9    10   11   12  13   14   

M
. 
b

o
v
is

M
. 

b
o

v
is

M
. 
b

o
v
is

 B
C

G

M
. 

b
o

v
is

 B
C

G

M
a

rc
a

d
o

r P
M

M
a

rc
a

d
o

r 
P

M

1
G

150 pb

2
G

1
5

G

2
0

G

3
5

G

T
a

n
q

u
e

2
1

G

2
8

G

3
3

G

3
8

G

4
4

G

5
0

G

4
6

G

C
-

C
-7
8

7

3
5

6

8
7

1
2

2
1

8
4

9

6
3

9

1
5

2
5

1
4

1
7

3
3

3

8
9

150 pb

 1      2       3      4       5      6       7      8       9     10     11     12      

150 
pb 

A B 



 
 

32 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
Figuras 9. Amplificación del gen RD9. Gel de Agarosa 2% teñidos con bromuro de etidio de 
muestras las de suero de leche individuales. Carril 1 Marcador de tamaño (Thermo Scientific® 
GeneRuler 50bp DNA Ladder); carril 2 control positivo M. tuberculosis, carril 3 control positivo 
M. bovis 206 pb; Carril 6 y 7 muestras positivas a M. bovis y Carril 4, 5, 8 y 9 muestras negativas y 
Carril 10 control negativo sin ADN. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 10. Amplificación del gen RD9. Gel de Agarosa 2% teñidos con bromuro de etidio de 
muestras las de suero de leche individuales. Carril 1 Marcador de tamaño (Thermo Scientific® 
GeneRuler 50bp DNA Ladder); carril 2 control positivo M. tuberculosis, carril 3 control positivo 
M. bovis 206 pb; carriles 7, 8, 9, 11 y 13 muestras positivas a M. bovis; carriles 4, 5, 6, 10 7,9 y 
11muestras negativas y carril 14 control negativo sin ADN. 
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Cultivo Bacteriológico 

 

En el cultivo bacteriológico se obtuvieron seis aislamientos, de las 259 muestras; cuatro en muestras 

de suero leche individuales y dos de las muestras de tanque (Foto 1).  Los aislamientos tuvieron un 

desarrollo a partir de las cuatro semanas, fueron positivos a la tinción de Ziehl Neelsen (Foto 2), se 

les clasificó como Bacilos Ácido Alcohol Resistentes (BAAR).   

 

Tabla 3. Resultados de las muestras de suero leche individuales. 
 

Estado de la 

República 
Muestras 

Individuales 

PCR 

RD1 

PCR 

RD9 

Cultivo 

M. bovis 

Querétaro 30 0 0 0 

Hidalgo 32 0 0 0 

Guanajuato 92 18 18 4 

SLP 20 4 4 0 

Torreón 59 12 12 0 

 

 
Tabla 4. Resultados de las muestras de tanques de acopio. 

 

Estado de la República Muestras 

de Tanque 

PCR 

RD1 

PCR 

RD9 
Cultivo M. bovis 

Querétaro 2 0 0 0 

Hidalgo 0 0 0 0 

Guanajuato 22 4 4 2 

SLP 1 0 0 0 

Torreón 1 0 0 0 
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Tipificación Bioquímica 

 

La tipificación de las cepas se realizó mediante pruebas bioquímicas: Catalasa, Hidrolisis de Tween 

80, Nitratos y Niacina (Balandrano, et al., 1996), y con los resultados obtenidos fueron clasificados 

como M. bovis (Tabla 5, Foto 3, 4, 5 y 6). 

 

Tabla 5. Tipificación bioquímica de las cepas de M. bovis y M. tuberculosis 
 

 Catalasa Tween 80 Nitratos Niacina 

R L 

M. bovis - + - - - 

M. Tuberculosis + - + + + 

 
 
. 

Foto 1. Cultivo bacteriológico del 
suero de las leches, tanto 
individuales como de tanque. Se 
observó el crecimiento de las 
colonias a partir de la 3 semana 
del aislamiento. 

Foto 2. Frotis de BAAR a partir de 
las colonias observadas en los 
medios de cultivo de las muestras de 
suero de la leche. 
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Foto 5. Prueba de Nitratos a Nitritos. 
Algunas micobacterias (entre ellas M. 

tuberculosis) utilizan nitratos como 
fuentes de nitrógeno. Se detecta la 
presencia de nitritos cuando se forma un 
colorante rojo. M. bovis no presenta 
coloración. 

Foto 6. Prueba de Niacina. Todas las 
micobacterias producen algo de niacina 
(ác. Nicotínico), solo M. tuberculosis 
produce y acumula en gran cantidad. M. 

tuberculosis produce un fuerte color 
amarillo Y M. bovis no presenta 
coloración. 
 

Foto 3. Prueba de Catalasa. Los 
microorganismos que producen la enzima 
catalasa, tienen la capacidad de 
descomponer el peróxido de hidrógeno en 
agua y oxígeno libre. M. bovis produce 
burbujas de forma lenta. 

Foto 4. Prueba de Hidrólisis de Tween 
80.    La liberación de mayor o menos 
cantidad de ácido oléico media la 
actividad enzimática de las 
micobacterias. M. bovis no presenta la 
coloración a la hidrolización al Tween 
80 
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7. Discusión  

 

La tuberculosis bovina es una enfermedad reemergente de difícil control. Esto debido a que el bacilo 

es capaz de persistir en el hospedero evadiendo la respuesta inmune. La transmisión de tuberculosis 

bovina a humanos ocasionada por M. bovis, se ha atribuido al contacto directo con animales 

infectados o el consumo de leche no pasteurizada proveniente de estos animales, ya que, varios 

autores Espinoza, et al, 2005; Sánchez, 2015; han demostrado que ese proceso reduce con 

efectividad o elimina a los microorganismos patógenos, como Mycobacterium y Brucella. 

 

Rendón, et al., 2008; refiere que la posibilidad de obtener un cultivo positivo a partir de muestras 

de leche de bovinos, generalmente es muy baja, como lo obtenido en el presente estudio, pues 

menciona para que se de esta situación, el animal tendría que estar cursando con una infección 

generalizada y linfonodos abiertos, tener afección de la glándula mamaria o de los linfonodos 

mamarios, pues observó que al menos del 3% de las vacas que cursan con tuberculosis y eliminan 

el bacilo en leche. 

 

El porcentaje de aislamiento de M. bovis, en el presente estudio fue del 1.7 % en las muestras 

individuales y del 7.7% de las muestras provenientes de tanque; el aislamiento de las micobacterias 

depende de muchos factores entre ellos que el agente este siendo eliminado en la muestra obtenida, 

su viabilidad y adaptabilidad. Durante la revisión de cultivos, se observó la presencia de 

contaminantes; aun cuando el porcentaje de aislamientos obtenidos pueda ser considerado bajo, la 

importancia de esta prueba es confirmar que el animal está eliminando bacterias viables en leche y 

que pueden ser un foco de infección en animales y al humano. 

 

El aislamiento micobacteriano es lento y se requiere, por lo menos, de tres a cuatro semanas para 

presentar un desarrollo visible sobre el medio de cultivo y se requiere que permanezcan hasta de 

nueve semanas en incubación para poder descartar que no haya desarrollo bacteriano o 

contaminación con otros agentes. Se debe considerar la descontaminación como sugiere 

Balandrano, et al., 1996, para que permita eliminar a todos los microorganismos que pudieran 

interferir con el crecimiento de M. bovis. Pues las muestras pueden contener una flora bacteriana 

mixta y se debe reducir una probable contaminación con otras bacterias. A las 259 muestras de leche 
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procesadas, se les realizó la descontaminación utilizando la técnica de Zephiran al 0.2% el 

aislamiento fue del 2.3 % del total de las muestras, y el crecimiento se observó después de las nueve 

semanas y en el 98.44% no fue posible obtener el aislamiento, esto se puede atribuir a que la 

viabilidad de las bacterias excretadas en las muestras no era la suficiente para el crecimiento o que 

resultaron contaminadas con otro tipo de bacterias, probablemente porque el método de 

descontaminación no fue el adecuado. Existen otras técnicas de descontaminación como el Método 

de Petroff (el hidróxido de sodio al 4%), pero es tan fuerte que puede matar o dañar seriamente a las 

micobacterias de la muestra, haciendo que su desarrollo sea lento o nulo (Cernoch, et al., 1994; 

Balandrano, et al., 1996; Rojas y González, 2006; Koneman, et al., 2008). 

 

Los métodos de diagnóstico oficial para la detección de tuberculosis bovina que se establecen en la 

NOM 031-ZOO 1995, son la prueba de tuberculina y el análisis microbiológico e histopatológico.  

Actualmente, se ha hecho la sugerencia por parte del CONASA, en el Comité de Salud y Producción 

Bovina; que el uso de las herramientas de biología molecular pueda ser utilizadas como alternativa 

para determinar la presencia de la M. bovis ya que estas pruebas tienen una alta sensibilidad y 

especificidad.  

 

Para alcanzar las estrategias de control y eliminación más eficaces, se requiere disponer de técnicas 

diagnósticas de vanguardia que sean rápidas, sensibles y específicas. Las técnicas de análisis de 

ácidos nucleicos se han vuelto viable. La aplicación de la PCR; es de gran apoyo en el diagnóstico 

de la tuberculosis bovina porque permite la identificación oportuna y precisa de M. bovis en 

muestras clínicas, sin sacrificar al animal, en este caso las muestras de leche, como al igual que lo 

reporta Rendón, et al., 2008 

 

Diversos autores como Manharias, et al., 1996; Talbolt, et al., 1997; Brosch, et al., 2002; Arraiz, et 

al., 2007; han trabajado en el establecimiento de técnicas de PCR-M, con la finalidad de tener una 

prueba diagnóstica diferencial que permita distinguir entre la especie de micobacteria y la cepa que 

está presente en los animales afectados, sin embargo; la sensibilidad que presentaron sus pruebas 

no rebasan el 60%.  
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La PCR necesita la elección correcta de la secuencia blanco del microorganismo que se desea 

identificar. Las diferencias en la secuencia de genes pueden ser una herramienta útil para la 

tipificación de diferentes cepas y serotipos de una misma especie (Rojas y Gonzales, 2006). En el 

presente estudio, se realizó una PCR - Múltiplex para el diagnóstico de tuberculosis bovina que tiene 

una Sensibilidad del 95% y una Especificidad del 100%, está basada en la identificación dos 

Regiones de Diferencia (RD) de M. bovis, con la cual se logró identificar y diferenciar la presencia 

del ADN de M. bovis en el 14.7 %. Con esta prueba, se logra la detección de M. bovis en leche en 

un tiempo de tres días comparado con la prueba de “oro” el aislamiento bacteriano cuyo crecimiento 

puede llegar a tardar más de ocho semanas (Balandrano, et al., 1996)  

 

A menudo hay problemas con la manipulación en la mayoría de los protocolos de extracción de 

ADN (Small, et al., 1993; Rojas y Gonzales, 2006) lo cual, los hace propensos a la contaminación 

de las muestras, la calidad del ADN, las degradaciones parciales y el tiempo que duran los 

protocolos, además es necesario utilizar reactivos y procedimientos agresivos que eventualmente 

podrían conducir a la pérdida del material genético presente en la muestra. Otros factores que pueden 

afectar a la sensibilidad y especificidad de la técnica como lo describe Moran, et al, 2000; son la 

viabilidad biológica y la amplificación inespecífica.  El ADN fue visualizado en geles de agarosa, 

observándose de buena calidad. 

 
Otras pruebas alternativas empleadas en el diagnóstico de tuberculosis bovina en complemento con 

las descritas en la NOM-031-ZOO-1995 son: ELISA, Prueba de IFN-γ, Spoligotyping y PCR.  

 

La prueba de Spoligotyping, permite la diferenciación simultánea de las micobacterias del complejo 

M. tuberculosis (Dannenberg, 1991; De Armas, et al., 2006). El método está basado en el 

polimorfismo de ADN de la bacteria en una región que contiene múltiples secuencias repetidas de 

36 pb separadas por secuencias no-repetidas de 34 a 41 pb conocidas como región de repetición 

directa (DR). Se puede realizar con muestras obtenidas post mortem y ante mortem (exudado nasal, 

leche y sangre) y es utilizada como una herramienta molecular complementaria en zonas de baja 

prevalencia y hatos de erradicación. Es específica para cada tipo de cepa del complejo M. 

tuberculosis. Puede usarse directamente el ADN extraído sin necesidad de hacer aislamiento. Su 

especificidad y sensibilidad es del 98% (Milián, et al., 2000; Díaz, et al., 2006). 
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González-Llamazares, et al., 1999 especifica que dentro de los métodos de prevención y control de 

las enfermedades está el considerar a la vacunación como una alternativa, sin embargo; en el caso 

de la TBb en México no existe la vacunación. De forma experimental se ha realizado la vacunación 

empleando la cepa M. bovis BCG como una alternativa para el control de la enfermedad. Pero para 

que esta pueda ser considerada es necesario contar con pruebas de diagnóstico que permitan 

diferenciar animales infectados con M. bovis de campo, de animales vacunados con M. bovis BCG. 

Con la PCR-múltiplex empleada en este estudio permite diferenciar entre cepas de M. bovis y M. 

bovis BCG, convirtiéndola en una alternativa diagnostica que puede ser empleada para establecer 

programas de seguimiento epidemiológico de una manera más certera en caso de que se decidiera 

llevar a cabo la vacunación con M. bovis BCG. 

 

La presencia de los genes RD1 y RD9 para la  identificación de M. bovis mediante la PCR-M 

empleada en este estudio, puede ser una alternativa para llevar a cabo el diagnóstico a partir de la 

obtención de muestras biológicas (hisopado nasal) o del suero de leche, como ha sido demostrado 

Brosch, et al., 1998, realizó una PCR en dos etapas basado en regiones genómicas de diferencia 

(RD1, RD9 y otras regiones), con el objetivo de diferenciar  especies  de Mycobacterium como M. 

canettii, M. tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis y M. bovis 

BCG; tanto en veterinaria como en medicina humana con este método se logra una diferenciación 

rápida, lo que lo hace ser un método que puede ser utilizado en laboratorios de rutina y con fines de 

vigilancia.  

 

Diversos autores Brosch, et al., 1998; Ameni, et al., 2007; Arraiz, et al., 2007; Dean, et al., 2011; 

han descrito la RD1 que codifica la secreción de las proteínas ESAT-6 y CFP-10, las cuales juegan 

un papel importante en los mecanismos de patogenicidad de M. tuberculosis y M. bovis, que 

disminuyen la expresión de los cofactores en CPA (B7) y promueven la producción de IFN-γ por 

parte de las células CD4 y CD8 sensibilizadas. En el estudio de Talbolt, et al, 1997; Parsons, et al, 

2002; encontraron que el gen RD1 está ausente de todas las cepas de M. bovis BCG, pero está 

presente en todas las cepas del complejo M. tuberculosis y M. bovis. En este estudio se identificó el 

gen RD1 en el 14.59% de las muestras individuales de leche y el 15.38% de las muestras de tanque. 

Para esta prueba se utilizó como control positivo M. bovis BCG y la cepa de referencia AN5 de M. 

bovis observándose claramente la diferencia entre las cepas control.  
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En la PCR-M RD9 del presente estudio se emplearon los iniciadores reportados por Parsons, et al., 

2002; Díaz, 2013; para detectar el gen RD9 que amplifica un producto de 206 pb para M. bovis y de 

333 pb para M. tuberculosis. De las 38 muestras individuales y de tanque, positivas a la PCR, se 

obtuvó el producto esperado de 206 pb, esto indica que hay animales que están eliminando M. bovis, 

y esto es un foco de infección para otras vacas y humanos. 

 

Actualmente muchos laboratorios están incorporando la técnica de PCR a sus métodos de 

investigación y diagnóstico de bacterias patógenas en alimentos, lo hacen buscando rápidez y 

simplicidad. Con esta técnica se puede detectar animales que presentan tuberculosis crónica y que 

están eliminando la bacteria en leche, con lo cual se puede llevar a cabo las medidas para 

implementar un programa de control y su posterior erradicación de manera más fácil a los animales 

reactores; o mantener a los animales en producción controlada y su eliminación y sacrificio como 

lo establece la NOM 031-ZOO-1995. 
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7. Conclusiones 

 
➢ Con la PCR múltiplex utilizando la identificación de los genes RD1 Y RD9, se detectaron 

animales que estaban eliminando M. bovis en leche. 

➢ Se obtuvo el aislamiento de M. bovis en el 1.7% de las muestras de suero leche de animales 

provenientes de lecherías familiares. 

➢ PCR-Multiplex empleada en este estudio, es una prueba diagnóstica rápida que puede 

detectar animales verdaderos positivos a tuberculosis bovina en un menor tiempo pudiendo 

así proponer la implementación de programas de control, prevención y erradicación. 
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