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Resumen 

MORENO TORRES AZAF. Atlas anatomopatológico de paratuberculosis en rumiantes. 
(Bajo la dirección del MVZ, Dr. Gilberto Chávez Gris y la MVZ, M. en C. Edith Maldonado 

Castro) 

El presente trabajo pretende ser una herramienta principalmente visual que facilite la compren-

sión del diagnóstico de la paratuberculosis para Médicos Veterinarios Zootecnistas, estudiantes, 

técnicos de laboratorio y productores, ya que no existen publicaciones en el ámbito nacional y 

son escasos los trabajos internacionales que aborden solamente a la paratuberculosis.  Se des-

cribe al agente causal Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,  los signos característicos 

de la enfermedad como la emaciación, edema submandibular como en cavidades, que lo hacen 

indiferenciable a simple vista con otras enfermedades; así como su impacto tanto económico 

como en la salud pública. Se describen los hallazgos anatomopatológicos  macroscópicos y mi-

croscópicas característicos como son la enteritis y  linfadenitis granulomatosas. También se 

muestran  las  eventuales complicaciones con otros procesos infecciosos, su diagnóstico dife-

rencial como coccidiosis.  Se muestran las características histológicas de la enteritis granuloma-

tosa con la participación de macrófagos, linfocitos y células gigantes, hallazgos compatibles con 

inflamación crónica. Se presentan tinciones de Ziehl- Neelsen para observar bacilos ácido-

alcohol resistentes, así como la clasificación histopatológica de las lesiones de PTB y otras 

pruebas diagnósticas de PTB como son aislamiento bacteriológico, ELISA, IDGA y PCR, indi-

cando su sensibilidad y especificidad, como ventajas y desventajas. Se menciona la situación de 

PTB en México.  

Las imágenes fueron obtenidas del acervo del Dr. Gilberto Chávez Gris, que data de hace 20 

años. La información complementaria proviene de fuentes bibliográficas como son libros y ar-

tículos científicos así como de medios electrónicos.
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La paratuberculosis (PTB) o enfermedad de Johne es un proceso infeccioso causado 

por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP), es un bacilo ácido alcohol 

resistente (BAAR) y la ácido alcohol resistencia tanto de MAP como de otras micobacterias 

es debida a la presencia de pared compuesta por lipoarabinomanano, ácidos micólicos, 

arabinogalactano y ácidos grasos de cadena larga1, que también brindan resistencia al am-

biente, asegurando la supervivencia a enzimas de los macrófagos y esto les proporciona la 

facultad de convertirse en bacterias intracelulares. (Figura 1) 

Figura 1. Esquema de la estructura de la pared celular de las micobacterias. A: Ácidos gra-
sos de cadena corta. B: Ácidos grasos de cadena larga. C: Lipoarabinomanano. D: Micolato. E: 
Arabinogalactano. F. Peptidoglicano. G: Mánósidos de fosfatidilinositol. H: Membrana celular.  

A B 
C 

D 

E 

F 
G H 

Introducción 
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La distribución de la enfermedad es mundial y está presente en México (Figura 2). La 

infección es muy común en rumiantes tanto domésticos como silvestres, así como en no 

rumiantes de vida silvestre, tales como comadrejas, conejos, liebres, osos, zorros, entre 

otros2 .  

En el cuadro clínico clásico de PTB se presenta un engrosamiento de la mucosa intesti-

nal debida a una enteritis granulomatosa.  MAP puede estar presente en  heces, orina, le-

che, semen e incluso atravesar la barrera placentaria3 tanto en animales que presentan 

clínicamente la enfermedad, como en animales que la presentan de manera subclínica. El 

contagio se presenta por ingestión de alimentos contaminados con heces que tienen el mi-

croorganismo.  Existe una mayor susceptibilidad a la infección es en los primeros días de 

vida3, sin embargo, los signos clínicos de la enfermedad se presentan hasta después de 

Figura 2. Mapa de distribución de paratuberculosis en México 2004-2009 
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los dos años de vida 4. 

Los animales afectados por PTB presentan pérdida de peso debido a la pérdida progresiva 

de masa muscular y atrofia de tejido adiposo produciendo una condición corporal deficiente; 

otro signo característico es la diarrea intermitente (Figura 3), causada por la  inflamación del 

intestino. Sin embargo, hay que confirmar el diagnóstico ya que estos signos no son exclusi-

vos de la PTB. La linfangitis y linfangiectasia produce la obstrucción de vasos linfáticos y esto 

provoca la salida de líquidos por la luz intestinal, así como la merma de la presión osmótica 

sanguínea en animales emaciados4 . También puede presentarse edema a nivel submandi-

bular (Figura 4) como en cavidades torácica y abdominal debido a hipoproteinemia.  Es im-

portante mencionar que el apetito de los animales no se observa afectado. 

Figura 4. Vaca con edema submandibular,
signo presente en PTB. 

Figura 3.Toro de lidia con diarrea 
asociada a PTB.  

4 



La paratuberculosis impacta de manera importante en la producción animal al generar 

disminución en la producción láctea, así como el desecho precoz de animales5. También 

se relaciona con problemas de baja fertilidad y predisposición a la mastitis. Los estudios de 

distribución y prevalencia en bovinos indican que la paratuberculosis ocasiona pérdidas 

económicas anuales de 3 a 10% en los adultos, sobretodo a partir del segundo año de 

vida6.  

Existen estudios que asocian a MAP como el causante de la Enfermedad de Crohn (EC) 

en los humanos, este proceso no tiene cura conocida y quien la padece tiene una calidad 

de vida pobre causada por los síntomas. Los síntomas de la EC son malestar general, hi-

porexia, pérdida de peso corporal, dolor abdominal, diarrea, fiebre leve y persistente7,8. Las 

lesiones que el microorganismo causa en tracto gastrointestinal son: enteritis crónica proli-

ferativa o bien enterits ulcerativa9, 10. Se especula que la vía de entrada de MAP en huma-

nos es por ingestión del microorganismo en alimentos contaminados como pudieran ser la 

leche y la carne11,12 (Figura 5). 

Figura 5. A) Ingreso de MAP a través de leche o queso contaminado B) es ingerido C) 
produciendo la Enfermedad de Crohn, afectando intestino delgado y grueso. 

A 
B 

C 
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Diagnóstico de paratuberculosis 

Las lesiones macroscópicas y microscópicas son de gran utilidad en el diagnóstico de la 

PTB, así como otros procedimientos diagnósticos, que empleados solo o en combinación 

ayudan a tener un diagnóstico oportuno. 

MAP puede causar lesiones con diferente grado de afección acompañando o no con  un 

cuadro clínico de emaciación (Figura 6), diarrea, edema submandibular, ascitis, hidrotórax e 

hidropericardio.  

Diagnóstico Macroscópico 

Figura 6. Animales emaciados por PTB A) Oveja pelibuey, B) Cierva [Cortesía Dr. Fernando 
Paolicchi], C) Cabra alpino francesa 

A B C 

Por definición, la necropsia es el examen sistemático de un cadáver en búsqueda de le-

siones, siendo una herramienta diagnóstica importante y de apoyo a otros procedimientos 

de diagnóstico. Los procedimientos de necropsia utilizados pueden variar entre especies y el 

tipo de rutina utilizada para su realización dependerá de quien ejecuta la necropsia, la dispo-

nibilidad de materiales y equipos para su realización, el estado de conservación del cadáver 

y las necesidades de quien solicita la necropsia. Por ello en el presente trabajo se hace énfa-

sis en la importancia de la inspección del aparato digestivo de rumiantes  debido a la acele-

ración de los cambios post-mortem que sufre el tubo digestivo.

Diagnóstico anatomopatológico
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Figura 7. Inspección de intestino delgado 

Debido a lo anterior cuando se presenta 

la oportunidad  de realizar una necropsia 

de un animal con sospecha de paratu-

berculosis es importante realizar la inspec-

ción del intestino delgado (Figura 7) en sus 

tres porciones: duodeno, yeyuno e íleon, 

así como los linfonodos mesentéricos si-

guiendo el orden descrito en la figura 8. Se 

presenta en el cuadro 1 la secuencia a se-

guir para la toma de la válvula ileocecal. 

Figura 8. La inspección de intestino delgado y grueso debe realizarse en el 
siguiente orden: (1) Válvula ileocecal a partir del ciego (2). Linfonodos 
mesentéricos, en busca de aumento de tamaño y/o fusión (3). Íleon (3). (4) Yeyuno. 
Finalmente debe inspeccionarse duodeno, que es la estructura intestinal que tiene al 
páncreas adyacente. Este tipo de inspección se realiza invariablemente, en cualquier 
especie de rumiante sometido a necropsia. 

1 

3 
2 

4 
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Imagen descriptiva Descripción del procedimiento  

Se localiza el ciego y se separa del me-
senterio hasta llegar a su unión con el 
íleon 

A) Se separa el íleon del mesenterio, 
respetando los linfonodos. B) El objeti-
vo es llegar a la unión con el ciego 
(Inferior). 

Ya separados ciego e íleon, realizar un 
corte para separar y aislar el ciego, de 
aproximadamente 1.5 cm a partir de la 
unión ileocecal al íleon.

Cuadro 1. 

Secuencia de examen macroscópico y obtención de muestras 
de intestino para  histopatología 

A

B

8 



Imagen descriptiva Descripción del procedimiento  

Realizar un par de cortes laterales al 
fragmento de íleon restante y rodear su 
contorno para localizar y tomar la válvu-
la ileocecal. Enjuagar cuidadosamente 
con agua corriente, recordando que las 
mucosas son muy valiosas para su es-
tudio macroscópico y microscópico. 

La válvula ileocecal de un animal sin cambios 
patológicos aparentes en intestino se obser-
va lisa, estrecha en la luz del órgano y de un 
color rosado brillante (Círculo) 

Cuadro 1. (Continúa) 
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Las lesiones  que sugieren PTB a la necropsia son el engrosamiento de mucosa intestinal 

con distribución zonal a difusa, linfadenomegalia mesentérica con o sin fusión de linfonodos, 

linfangitis y linfangiectasia de moderada a grave, estas lesiones se presentan fundamental-

mente en las fases finales.  Cuando existe linfangiectasia se observan los vasos linfáticos 

blanquecinos, turgentes y tortuosos. (Figuras 9, 10 ,11,  12 y 13) 

Figura 9. Edema en intestino delgado. Obsérvese 
la prominencia de los vasos sanguíneos y linfáticos. 
(Flechas) así como degeneración de grasa 
mesentérica, observable con un aspecto húmedo. 
(Círculo) 

Figura 10. Linfangiectasia moderada en intestino 
delgado (Flecha) 

Figura 11. Vasos linfáticos tortuosos, sugerente a Linfangitis y linfangiectasia de 
moderadas a graves. Obsérvense los vasos linfáticos no afectados(Flechas delgadas) 
en comparación con vasos engrosados y aumentados de tamaño los marcados con 
flechas gruesas. 
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Figura 13. Edema y linfangiectasia grave en mesenterio (Flecha) e intestino delgado. 
Obsérvese la prominencia de los vasos linfáticos. 

Figura 12. Obsérvese el aspecto brillante de la capa serosa donde existe 
linfangiectasia (Círculo) y el mesenterio edematoso (Flecha) 
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Es importante realizar la inspección sistemática durante la necropsia para la toma de muestras a 

partir de lesiones sugerentes a PTB, sin embargo en caso de no encontrar estas lesiones pueden 

tomarse muestras de tejido linfoide asociado a mucosa de yeyuno, íleon, válvula ileocecal (Figura 

14) y ciego (Figura 15)13 para su estudio histológico donde se pueden observar lesiones granulo-

matosas compatibles con PTB. En las figuras 16 y 17  se muestran engrosamientos de la mucosa 

de válvula ileocecal y ciego. Otro hallazgo a la necropsia sugerente a PTB es el aumento de tama-

ño y fusión de los linfonodos mesentéricos, particularmente el ileocecal3 (Figuras 18, 19,  20 y 21) 

Figura 15. Separación de válvula ileocecal para 
inspección y toma de muestra para histopatología Figura 14. Separación de ciego para inspección 

y toma de muestras para histopatología 

Figura 16. Ciego engrosado. Es perceptible el engrosamiento de mucosa sin 
realizar la apertura del órgano (Línea). Obsérvese también el linfonodo 
ileocecal aumentado de tamaño (Flecha). Para referencia de órgano normal, 
ver figura 8 
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Figura 18. Se observa aumento de tamaño de linfonodos mesentéricos (1). 

1 

Figura 17. Válvula ileocecal (Círculo) y ciego con engrosamiento de la mucosa, 
que se observa con aspecto corrugado. 
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Figura 19. Extracción de linfonodo aumentado 
de tamaño para su estudio histopatológico

Figura 20. Fusión de linfonodos mesentéricos (Flecha) . 

Un hallazgo a la necropsia en caprinos y ciervos es la presencia de focos de calcificación 

de mucosa intestinal, submucosa y los linfonodos mesentéricos adyacentes al sitio de le-

sión14 , éstos se observan de color blanquecino o de color arena  (Figura 22 y 23). 

Figura 21. 
Linfadenomegalia y 
fusión de linfonodos 
mesentéricos con 
presentación grave 
(Flechas) 
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Figura 23. Linfonodos de ciervo cortados longitudinalmente donde se muestra calcificación 
de la zona cortical (Flechas). [Cortesía Dr. Fernando Paolicchi] 

Al observar el intestino delgado es perceptible el engrosamiento de la mucosa intestinal sin 

realizar la apertura del intestino tanto de manera segmental como difusa (Figuras 24 y 25), y 

al realizar la apertura del órgano se puede  encontrar la mucosa con un aspecto corrugado  

con presentaciones de leve a grave (Figuras 26, 27, 28, 29 y 30). Es importante diferenciar el 

engrosamiento de la mucosa de un intestino mucosa de un intestino afectado por paratu-

berculosis de un intestino normal contraído post mortem, ya que en el primer caso, los plie-

gues  no desaparecen al estirar el segmento de intestino. (figura 31).  El diagnóstico macros-

cópico de paratuberculosis es fácil y rápido si se realiza por personal capacitado. 

Figura 22. Corte longitudinal de linfonodo mesentérico de cabra con reactividad 
asociada a lesión granulomatosa así como calcificación de la zona cortical (Flechas)  
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Figura 25. Engrosamiento segmental de la mucosa ileal perceptible aún sin la apertura del 
intestino (Línea) 

Figura 24. Engrosamiento a lo largo del intestino debido a la mucosa afectada, perceptible 
sin realizar la apertura del órgano. (*) 

*

*

*
*

*
*
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Figura 26. Engrosamiento de la mucosa intestinal en intestino de oveja. Se observa en (a) con 
aspecto difuso y (b) zonal. 

a 

b 

Figura 27. Engrosamiento de la mucosa intestinal  con presentación zonal. (Rectángulo). 
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Figura 28. Engrosamiento de la mucosa 
intestinal con presentación zonal. 

Figura 31. A) Intestino de cabra con 
engrosamiento de mucosa, conservado al 
estirar la porción de órgano. B) Intestino 
congestionado, mismo que pierde el 
aspecto corrugado al estirar la porción de 
órgano. 

Figura 30. Engrosamiento de la mucosa 
intestinal con presentación difusa 

Figura 29. Engrosamiento de la mucosa 
intestinal a nivel de íleon con presentación difusa 

A 

B 
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En ovinos jóvenes existe una estructura linfoide asociada a la mucosa intestinal 

que es timo-dependiente y produce en su mayor parte IgM15, localizada cerca de 

la unión ileocecal abarcando toda la extensión del íleon, la cual es aproximada-

mente de 1.5m. Esta estructura observa sin abrir el íleon de color blanquecina 

(Figura 32) y al realizar la apertura  puede observarse como una estructura co-

rrugada pero ésta tiene una consistencia suave (Figura 33). Cabe señalar que 

esta estructura al ser timo-dependiente involuciona con la edad del animal y no 

es observable en animales adultos. 

Figura 32. Obsérvese el borde antimesentérico de 
una sección de íleon de una oveja joven (óvalo). Se 
observa turgente, ligeramente blanquecino y granular. 
Esto corresponde al tejido linfoide asociado a 
íleon. 

Figura 33. A la apertura del intestino de oveja jo-
ven observamos el tejido linfoide asociado a 
íleon. Éste se observa en el borde antimesentéri-
co, la mucosa se observa normal en el borde me-
sentérico. No confundir con engrosamientos cau-
sados por  PTB. 
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Cabe señalar que hay casos sospechosos a paratuberculosis que pueden complicarse con 

otras enfermedades por ejemplo infecciones bacterianas secundarias (Figura 34) y parasi-

tosis causadas por nematodos (Figura 35). PTB puede confundirse con una infección por 

protozoarios del género Eimeria e Isospora spp. debido al engrosamiento que ocasiona en 

la mucosa (Figura 36). La diferencia radica en la edad de presentación de la enfermedad, 

debido a que en un cuadro de coccidiosis los signos clínicos se presentan desde edades 

tempranas. Debido a lo anterior, en caso de afección intestinal donde se observa el engro-

samiento de la mucosa intestinal en animales jóvenes es necesario realizar flotación o estu-

dio histopatológico y así confirmar el diagnóstico diferencial. 

Figura 34. Caso de paratuberculosis con 
necrosis intestinal, asociada con Escherichia 
coli.  

Figura 35.  Además de la mucosa del ciego 
engrosada, lo cual es sugerente de PTB se 
pueden apreciar Trichuris ovis (Pinzas) cau-
sando alta producción de moco y lesiones 
hemorrágicas   

Figura 36. Porción de intestino delgado de un 
cabrito con engrosamiento nodular en la 
mucosa, se  descarta paratuberculosis debido 
a la  edad de presentación del cuadro clínico.  
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Otra enfermedad diferencial de paratuberculosis en ovinos y caprinos es linfadenitis caseo-

sa, provocada por Corynebacterium pseudotuberculosis. Esta bacteria Gram positiva causa 

abscesos caseosos en linfonodos, hígado, bazo, órganos tubulares y en disposición para-

vertebral. Puede haber confusión al pensar que paratuberculosis es sinónimo de pseudotu-

berculosis, lo cual no es correcto; ya que MAP y Corynebacterium pertenecen al grupo de 

bacilos ácido-alcohol resistentes denominado CMN (Corynebacterium - Mycobacterium - 

Nocardia), pero el cuadro clínico y la etiología  es totalmente diferente en MAP y Pseudotu-

berculosis, en donde MAP no provoca abscesos. En las figuras 37 y 38 observamos absce-

sos provocados por Corynebacterium pseudotuberculosis. 

Figura 37. Ovino  (Izquierda) que presenta un absceso en linfonodo submandibular, 
probablemente causado por Corynebacterium pseudotuberculosis. 
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Figura 38. Abscesos hepáticos causados por Corynebacterium pseudotuberculosis.
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Diagnóstico Microscópico 

La histopatología es una herramienta fundamental para realizar el diagnóstico de paratu-

berculosis. Primordialmente, la reacción granulomatosa es causada por microorganismos 

que no pueden ser contrarrestados por la inmunidad humoral, en este caso por tratarse de 

un microorganismo intracelular, causando una reacción de hipersensibilidad crónica, tam-

bién conocida como hipersensibilidad tipo IV.  Esta comienza por la liberación de citocinas, 

que funcionan como opsoninas,  las cuales  provienen de linfocitos T sensibilizados con un 

antígeno, lo cual lleva a la acumulación de macrófagos (Figura 39), mismos que pueden 

ser observados  de una forma ovoide con núcleo excéntrico conocida como célula epite-

lioide (Figura 40), o bien, fusionados formando células gigantes (Figura 41). La finalidad de 

esta contención es para delimitar cuerpos extraños o microorganismos y posteriormente 

estas células puedan ser eliminadas con ayuda de las células NK (por sus siglas en inglés, 

natural killer,  que son otro tipo de linfocitos encargados de eliminar a los macrófagos que 

consiguieron fagocitar al antígeno16.  

Figura 40 . Se observan macrófagos con nú-
cleo excéntrico, denominados células epite-
lioides (Flecha). Tinción H-E, 400 aumentos 

Figura 39. Corte histológico de intestino, 
donde puede apreciarse acúmulo de macró-
fagos (Lesión granulomatosa). 
Tinción H-E,100 aumentos 
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La lesión característica de paratuberculosis es la enteritis granulomatosa. Está caracteriza-

da por un acúmulo de macrófagos y células epitelioides en lámina propia de la mucosa 

(Figura 42) también afecta submucosa e incluso serosa y subserosa. El evento inflamato-

rio provoca en casos avanzados engrosamiento de vellosidades14 . 

Otra lesión sugerente a paratuberculosis en la observación histopatológica es la presencia 

de linfangitis y linfangiectasia 14 (Figura 43) 

Figura 41. Células gigantes (Flechas) Tinción H-E. 1000 aumentos 

Figura 42.  Corte histológico de in-
testino delgado, donde se observan 
macrófagos en lámina propia. 
(Flecha)  Tinción H-E, 400 aumen-
tos. 
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Figura 43a. Corte histológico donde se observa vaso linfático con macrófagos en su interior 
(1), linfangitis granulomatosa y (2), edema en capa serosa del intestino delgado, en (a), 
tinción H-E, 100 aumentos. Figura 43b. Detalle de la imagen 43a donde en (1) se observan 
macrófagos  en el interior de la luz  y (2) células mononucleares en la periferia del vaso 
linfático. Tinción H-E, 400 aumentos. 

a b 

1 

2 

1 

2 

Puede existir reacción granulomatosa  focal o multifocal en tejido linfoide asociado a intes-

tino, así como en linfonodos mesentéricos (Figuras 44) . En la lesión se pueden encontrar 

BAAR intracelularmente empleando la Tinción Z-N, observándose las micobacterias de 

color rojo o morado. (Figuras 45 y 46) 

Figura 44. Macrófagos presentes en linfonodo. Tinción H-E, 400 
aumentos. Se muestra el acercamiento de un macrófago con pocos 
BAAR en su interior con tinción Z-N a 1000 aumentos. 
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Figura 46. BAAR. Se observan intracelulares o 
adyacentes a los macrófagos, de color rojo o 
ligeramente rosas. Tinción de Ziehl-Neelsen. 
100 aumentos 

La protección contra MAP depende de la respuesta inmune celular. Se descri-

ben dos formas distintas de la enfermedad: Una forma tuberculoide ó paucibaci-

lar caracterizada por pequeños granulomas formados por células epitelioides       

rodeados por abundantes linfocitos con escasos o nulos BAAR; y una forma   

lepromatoide o multibacilar caracterizada por lesiones compuestas por macrófa-

gos con abundantes BAAR. Cabe mencionar que existe una clasificación dividi-

da en 3 categorías de las lesiones microscópicas asociadas a paratuberculosis . 

Figura 45. BAAR (Flecha) observados dentro de macrófagos.  Tinción de Ziehl-Neelsen. 
400 aumentos  
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Clasificación de la lesión Características de la lesión 

Tipo I 

A) Lesiones focales en la porción basal (Flecha)  Tinción H-
E 4 aumentos y B) interfolicular (círculo) de tejido linfoide 
asociado a intestino. Tinción H-E 40 aumentos C) lesiones 
granulomatosas compuestas por  macrófagos y células 
epitelioides. No se observan BAAR. Tinción H-E. 400 au-
mentos 

Cuadro 2.  

Clasificación de lesiones microscópicas de paratuberculosis17

Se sugiere que estas lesiones histológicas intestinales se asocian a estadios de 

la enfermedad17.  En el cuadro 2 se ilustran estas lesiones, categorías y subca-

tegorías conforme la gravedad de dichas lesiones. 

A

B

C
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Tipo II 

A) La lesión granulomatosa se extiende hacia la 
mucosa adyacente al tejido linfoide asociado. Pue-
den observarse en la porción basal de la lámina 
propia de las vellosidades intestinales. (Flecha)  
Tinción H-E. 100 aumentos  

Clasificación de la lesión Características de la lesión 

A 

B) En secciones del mismo 
corte se aprecian algunos 
BAAR de color morado 
(Flecha) Tinción Z-N / Verde 
Brillante. 1000 aumentos. 

B 
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Cuadro 1. (Continúa) 

Tipo III 

Se reconocen 3 subtipos: Las lesiones granuloma-
tosas afectan la mucosa adyacente y no adyacente 
al tejido linfoide asociado 

 Subtipo IIIa A) Granulomas multifocales en lámina propia principalmente. In-
volucran más vellosidades causando su engrosamiento [Círculo]. 
Tinción H-E 100 aumentos B) Detalle de la imagen anterior. Tin-
ción H-E. 400 aumentos 

A 

B B 
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Clasificación 
de la lesión 

Características de la le-
sión 

 Subtipo 
IIIa 

(Continúa) 

C) En subserosa y serosa pue-
den apreciarse focos de linfoci-
tos y macrófagos alrededor de 
vasos linfáticos y sanguíneos 
(Detalle Tinción H-E 400 aumen-
tos). 

D) Se observan BAAR en canti-
dad de  moderada a abundante. 
(Tinción Z-N/VB 1000 aumentos) 

Cuadro 1. (Continúa) 

C 

D 
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Cuadro 2. (Continúa) 

Clasificación de la lesión Características de la lesión 

 Subtipo IIIb 

A) Enteritis granulomatosa compuesta por 
gran cantidad de células epitelioides, ma-
crófagos y algunas células gigantes distri-
buídas difusamente, dando un aspecto de 
mosaico a la mucosa asociada y no asocia-
da al tejido linfoide. [Círculo] (Tinción H-E 
100 aumentos) 

A 
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Cuadro 2. (Continúa) 

 Subtipo IIIb 

(Continúa) 

B) Es apreciable engrosamiento de 
vellosidades (Flechas) debido a la 
presencia de lesión granulomatosa 
en lámina propia (Círculo). Tinción H
-E 400 aumentos 

C) Se observan abundantes BAAR. 

Tinción Z-N/VB 400 aumentos 

Clasificación de 
la lesión 

Características de la lesión 

B 

C 
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 Subtipo IIIc 

A) Granulomas compuestos por ma-
crófagos y células gigantes localiza-
dos en tejido linfoide asociado. 
(Flecha) Tinción H-E, 400 aumentos 

B) En la mucosa intestinal predomi-
na infiltrado inflamatorio difuso com-
puesto por linfocitos, apreciable en 
las puntas de vellosidades. Se apre-
cia edema en submucosa y agrega-
dos de linfocitos y células plasmáti-
cas [Óvalo]  (Tinción H-E, 100 au-
mentos) 

Clasificación 
de la lesión 

Características de la lesión 

Cuadro 2. (Continúa) 

A 

B 
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Cuadro 2. (Continúa) 

 Subtipo IIIc 

(Continúa) 

C y D) Se observan escasos BAAR. En ocasiones pueden no 
ser observados.  (Tinción Z-N/VB 1000 aumentos) 

Clasificación de la lesión Características de la lesión 

C 

D 
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Como se mencionó en la página 20, para realizar el diagnóstico diferencial con parasitosis 

además de tener como referente la edad del animal, es necesario realizar cortes histopatoló-

gicos donde se demuestre la presencia de  los parásitos asociados al cuadro de diarrea, co-

mo en el caso de las coccidias de los géneros Eimeria e Isospora (Figura 47)  

Figura 47. Coccidias engrosando las vellosi-
dades intestinales (Flechas). Obsérvese en 
las demás vellosidades la presencia de oocistos 
(Tinción H-E, 100 aumentos). El recuadro indica 
aumento de la sección señalada con flechas a 
400 aumentos. 

Para llegar a  inferir  el género de las coccidias 

(Figura 48) es importante realizar mediciones, 

observar la morfología de las coccidias y así 

determinar el género y especie para llegar a el 

diagnóstico definitivo. La morfología observa-

da en las coccidias presentes en la imagen 48 

es sugestiva a   debido a la presencia de 4 

ooquistes con 2 esporozoítos18. En la figura 

49 podemos observar una esquizogonia con-

teniendo gametos, lo cual indica la fase repro-

ductiva de Eimeria spp. en el intestino del ani-

mal, la cual causa acción traumática a las ve-

llosidades intestinales al permitir la salida de 

macro y microgametos. 

Figura 48. Coccidias del género Eimeria spp. 
afectando las criptas intestinales. Eimeria 
presenta 4 ooquistes con 2 esporozoítos 
[Círculo] Tinción H-E, 400 aumentos. 
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Figura 49. Esquizogonia de Eimeria spp alojada en submucosa, en tinción H-E y distintos 
aumentos: (1) [Flecha] 100 aumentos (2) gametos a 1000 aumentos  

1 2 
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Es una técnica basada en reacciones de unión antígeno-anticuerpo en secciones microscó-

picas de tejido, siendo también una técnica empleada en el diagnóstico de PTB. Una vez 

dada dicha unión, la reacción positiva es evidenciada mediante la acción de una enzima so-

bre un sustrato y la adición de un colorante, la cual es detectada mediante el microscopio 

fotónico; o bien, esta reacción puede ser evidenciada por fluorocromos, observados con  

ayuda de luz ultravioleta. Los anticuerpos utilizados en la reacción se dividen en dos grupos 

denominados policlonales y monoclonales (Ver apéndice, sección inmunohistoquímica). 19

Uno de los anticuerpos utilizados para facilitar la observación de lesiones granulomatosas es 

antilisozima, ya que los macrófagos contienen lisozima. El resultado del marcaje positivo se 

expresa por la presencia de un precipitado dado por el cromógeno y el contraste se realiza 

posteriormente con un colorante como la hematoxilina. En ocasiones aunque existan lesio-

nes granulomatosas focales estas pueden ser negativas a Z-N. (Figura 50). De las figuras 

51 a 53 se observan distintas reacciones de IHQ usando diversos anticuerpos empleados 

en el  diagnóstico de PTB tales como interleucina 10 (IL-10), proteína p35 y sintasa de óxido 

nítrico inducible (iNOS).  Para conocer el fundamento de las reacciones, ver apéndice, sec-

ción inmunohistoquímica. 

Inmunohistoquímica 
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Figura 51. Macrófagos en mucosa y lámina propia (Marrón)  marcados con IL-10 en 
dilución 1:50. Técnica ABC (Avidin-Biotin-Complex). 100 aumentos. Se presenta un 
detalle en 400 aumentos para demostrar la presencia de macrófagos marcados. 

Figura 50. Macrófagos marcados con antilisozima en segmento interfolicular 
(Flecha). Dilución 1:100. Técnica ABC (Avidin-Biotin-Complex). 400 aumentos. 
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Figura 53. Células epitelioides, que se observan de color marrón marcadas con 
iNOS en dilución 1:200. Técnica ABC (Avidin-Biotin-Complex). 400 aumentos 

Figura 52. Células epitelioides (Asteriscos) marcadas con Anti-P35 en 
dilución 1:100. Técnica ABC (Avidin-Biotin-Complex). 400 aumentos 

* *
*
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Es una prueba diagnóstica confirmatoria de paratuberculosis. Se realiza a partir de  órganos 

como linfonodos o secciones de intestino, así como leche y heces3.  Los medios de cultivo 

utilizados para el aislamiento de MAP son el Löwenstein-Jensen, Herrold y  Middlebrook 

(Figuras 54, 55 y 56).Cabe señalar que los medios de cultivo deben ser adicionados con an-

tibióticos y antifúngicos para evitar contaminación, además de micobactina. La micobactina 

es una molécula que ayuda a la captación de hierro (sideróforo), la cual es necesaria para el 

proceso de respiración de MAP20. Esta característica marca la diferencia entre otras mico-

bacterias que no requieren de micobactina para su desarrollo. 

El desarrollo bacteriano puede tardar entre 8 semanas y hasta 12 meses, caracterizándose 

por colonias pequeñas menores 0.5 cm de diámetro de color blanco-amarillentas, redondas 

y convexas. Para la confirmación del aislamiento de MAP, una vez obtenido las colonias se 

realiza un frotis directo con la tinción de Z-N donde los bacilos se observan agrupados y de 

color rojos o morados (Figura 57).  

Figura 54. Medio Löwenstein�Jensen con 
varias colonias de MAP (óvalos). 

Figura 55. 

Medio Löwenstein�Jensen con algunas 
colonias de MAP (Círculo) 

Aislamiento bacteriológico 
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Figura 57. BAAR agrupados sugerentes a MAP tomados a partir de cultivo. En los círculos 
se observan acúmulos de BAAR causados por el factor de acordonamiento, mismo que es des-
crito más adelante. Tinción Ziehl � Neelsen.1000 aumentos. 

Figura 56. Medio Löwenstein� Jensen identificado con el número de la muestra del animal 
correspondiente y fecha de siembra, dicha muestra fue positiva a PTB en pruebas  diagnósti-
cas complementarias como ELISA y PCR. El desarrollo bacteriano se llevó a cabo en el fon-
do del medio, observándose como puntilleo blanco (Círculos). 
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Otra utilidad de realizar frotis con tinción Z-N  es en muestras de heces y en mucosa intesti-

nal de los animales que presentan infección por PTB, donde se pueden aprecian BAAR 

agrupados  (Figuras 58 y 59). ; aunque debido a la excreción intermitente de micobacterias, 

no es probable encontrarlas en animales con fases tempranas de la infección. La  caracterís-

tica de agrupación se debe al factor de acordonamiento (Cord Factor), que es  un  glucolípi-

do de la pared celular de MAP compuesto por trehalosa 6-6� -dimicolato y la interacción con 

la molécula de fosfatidilinositol, actuando también como factor de virulencia21 provocando 

una reacción granulomatosa.22  El factor de acordonamiento también se asocia a la resisten-

cia a los antibióticos presente en micobacterias.21

Figura 58. Raspado de 
mucosa intestinal rea-
lizado post-mortem 
con BAAR dispuestos 
en acúmulos (Flecha). 
Tinción Z-N. 1000 au-
mentos. 

Figura 59. Raspado 
de mucosa intestinal 
realizado post-
mortem con BAAR.
Se observan en acú-
mulos. Tinción Z-N 
1000 aumentos. 
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ELISA 

Otra técnica diagnóstica empleada en la detección de PTB se realiza mediante 

serología la cual se basa en la detección de anticuerpos contra MAP, el ensayo 

enzimático conocido como ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)23 se 

utiliza para detectar anticuerpos del animal infectado contra MAP. Los resultados 

en un ELISA se obtienen rápidamente, en comparación a el aislamiento bacterio-

lógico, además de ser económico, por lo tanto puede utilizarse para realizar diag-

nóstico de hato24. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad son dependientes 

del antígeno empleado. En el cuadro 3 se observan sensibilidad y especificidad 

de la prueba de ELISA  en diferentes especies de rumiantes25,26 . 

Al realizar la interpretación de los resultados en la prueba de ELISA primero se 

determina el punto de corte, el cual  se establece al obtener un cociente resultan-

te del promedio del valor de la muestra sospechosa dividido entre el promedio del 

valor obtenido de los sueros testigo positivos . Los valores obtenidos se determi-

nan a través de la Densidad Óptica (Figura 60) medida a través un espectrófotó-

metro que por medio de un filtro registra la cantidad de luz que se difracciona, es 

Especie Sensibilidad Especificidad 

Bovino 47.3% a 100% 99% 

Ovino 93% al 96.8% 93% al 96.8%

Caprino 28% al 64.7% 28% al 64.7%

Cuadro 3. Sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA para bovinos, ovinos 

y caprinos.  25,26

Diagnóstico Serológico 
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Figura 60. Prueba de ELISA en placa de fondo plano de 96 pozos. Puede observarse en A: 
Testigo positivo B: Testigo negativo C: Testigo Blanco y D: Muestras sospechosas con resulta-
do positivo. 

A 

B 

C 

D 

Figura 61. Lector de ELISA. Espectofotómetro donde se realiza la lectura de la prueba.  

decir, a mayor unión antígeno anticuerpo, mayor reacción colorimétrica y Densi-

dad óptica debido a la luz absorbida. (Figuras 61, 62 y 63)
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Figura 63. Lector de ELISA conectado a una computadora. Los resultados son expre-
sados en Densidades ópticas, los cuales son arrojados en  una base de datos con la utili-
zación de un software. 

Figura 62. Placa de ELI-
SA ingresando al lector 
automatizado para su 
lectura. 
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Inmunodifusión en Gel de Agar 

La inmunodifusión en gel de agar o también conocida como IDGA, es otro méto-

do de detección de anticuerpos, donde en una matriz de agarosa se perfora 1 

pozo central donde se coloca el antígeno soluble y 6 pozos externos que for-

man una roseta para colocar las muestras sospechosas, los sueros testigo posi-

tivo y negativo en volúmenes iguales. Las muestras difunden por el agar y al 

existir reacciones antígeno- anticuerpo en los casos positivos se observan lí-

neas de precipitación (Figura 64). Este método  posee una especificidad cerca-

na al 100% y una sensibilidad del 50% aproximadamente en animales clínica-

mente afectados y del 26.7 al 29% de sensibilidad en los animales afectados 

subclínicamente17,25. Por  ser una prueba sencilla puede ser usada para probar 

rebaños completos contra MAP27, aunque tiene el inconveniente de utilizar 10 

veces más concentración de antígeno comparado con el ELISA y su uso de li-

mita generalmente a confirmar la infección de animales con signos clínicos 

Figura 64. IDGA positiva (Círculo), donde las líneas de complejos antígeno-anticuerpo se 
observan de color blanco (Flechas rojas). A) testigos positivos , B) testigos negativos,        
C) sueros problema. Al centro, el pozo donde se coloca el antígeno. 

A

AB

B

B

A 

C 

A B 

C 

B 
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Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
Es un método de diagnóstico molecular donde la sensibilidad y especificidad son  cercanas 

al 100%. Se puede realizar PCR de capa leucoplaquetaria de muestras de sangre con anti-

coagulante EDTA, leche, semen o heces. Cada una de las muestras requiere un protocolo 

de extracción y purificación  de ADN de micobacterias. Uno de los juegos de iniciadores más 

empleado para la realización de PCR para el diagnóstico de PTB, está basado en el frag-

mento de inserción denominado IS900, el cual está presente en MAP28. Al estudiar la se-

cuencia de inserción IS900 por medio de análisis de polimorfismo de la longitud de los frag-

mentos de restricción (RFLP, por sus siglas en inglés), se ha demostrado cierta heterogenei-

dad entre los aislamientos, por lo cual las cepas de Map se clasifican en 2 grupos: de lento 

crecimiento de origen ovino denominadas "S" (sheep) y cepas que incluyen a aislamientos 

obtenidos a partir bovinos, fauna silvestre y humanos, denominados "C" (cattle). Sin embar-

go, no existe plena correlación entre el tipo de cepa y el hospedero. Adicionalmente, se iden-

tificó un tercer tipo intermedio denominado "I" 

Un juego de iniciadores informados y probados para la amplificación de IS900 son P3N y 

P5N, los cuales amplifican un fragmento de 314 pares de bases (pb), mientras que al utilizar 

los iniciadores denominados DMC529, DMC531 y DMC533 de tipo específico, en las cepas 

de tipo �C� se amplifica un fragmento de 310 pb mientras que el producto esperado de 164 

pb corresponde a la cepa �S� e �I� 29,30(Figura 65) 

Diagnóstico Molecular 
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Figura 65.  Fotografía de gel de agarosa al 1%, 
donde se observan productos de amplificación 
mediante PCR para la detección de MAP. 

MPM: Marcador de peso molecular 100pb 

Carril 1. Muestra 1 donde se ven fragmentos de 
amplificación mediante PCR que corresponden a un 
producto de 310 pb que corresponde a la cepa tipo 
�C� y a su vez también se amplifica un producto de 
164 pb considerada como cepa �S� y/o �I� al utilizar 
iniciadores de tipo específico. 

Carril 2. Muestra 2 donde se observa un producto 
de amplificación mediante PCR utilizando los inicia-
dores de tipo específico donde el producto obtenido 
de 310 pb corresponde a la cepa de tipo �C�. 

48 



Análisis de Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de 
Restricción (RFLP) 

Es otra técnica de diagnóstico molecular donde se utilizan enzimas de restricción 

para realizar la identificación de ciertos Loci en el genoma de MAP. Puede existir 

variantes en las localizaciones de estos Loci, lo cual hace que existan patrones 

distintos entre cepas bacterianas de MAP31. Estas diferencias en los patrones 

son denominadas conforme al origen genético: C, S e I, mencionadas anterior-

mente32. Estas variaciones en los patrones se identifican con una sonda genera-

da a partir de la secuencia IS900. La lectura de los patrones se realiza a través 

de cámaras y Software especial como el denominado Gel Compare (Applied 

Maths, Kortrijk, Belgium)31 con la finalidad de encontrar diversos perfiles para de-

terminar la especie animal de origen de la cepa infectante, así como infección de 

MAP interespecie tanto en un mismo lugar  como en diferentes regiones geográfi-

cas. En la figura 66 se muestra un análisis realizado mediante RFLP. 

Figura 66. RFLP usando ADN de Map, basado en la secuencia IS900 digerida con la endonucleasa 
BstEII de ADN de Map. Los tipos de RFLP encontrados son:  C1, C33, I3, C1/I3, C18 y C18/I3. 
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Prueba complementaria para  

Diagnóstico de PTB 
Días de obtención de 

resultados Costo por prueba 

Aislamiento bacteriológico 8 a 52 semanas§ +++ 

ELISA 2-3 días ++ 

IDGA 2-3 días ++ 

RFLP 7 días a 52 semanasǂ ++++ 

PCR 2 días ++++ 

Cuadro 4. Días empleados en la obtención de resultados y costos de las pruebas 
complementarias para MAP 

 Una vez que se conocen las características de las pruebas diagnósticas tam-

bién es importante considerar el tiempo de obtención de resultados y el costo de 

cada prueba.  

En el cuadro 4 se presenta una comparación  de las pruebas empleadas en el 

diagnóstico  de MAP, donde podemos observar los días de obtención de resulta-

do  y el costo que tienen las pruebas 

§: Dependiente de la especie de origen 

ǂ Dependiente del método de extracción de ADN utilizado.
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Revisión sistemática 

Para la realización del presente trabajo se utilizaron fotografías que se han to-

mado durante 20 años del acervo del Dr. Gilberto Chávez Gris, así como de tra-

bajos de investigación en proceso. El desarrollo del presente atlas se realizó 

iniciando con una introducción de la enfermedad, su agente causal, los signos 

clínicos de la enfermedad, implicaciones económicas; así como de salud públi-

ca.  Posteriormente se realizó el capítulo de diagnóstico macroscópico de la en-

fermedad desde que un animal es remitido muerto o vivo para su eutanasia a la 

sala de necropsias, después se presentó el capítulo donde se tratan las obser-

vaciones macroscópicas para realizar la toma de muestra y su posterior confir-

mación histopatológica; del mismo modo se plantean diagnósticos diferenciales 

a PTB,  ya sea por el tipo de lesión o de la edad del animal, o bien, asociado 

con otros procesos infecciosos; posteriormente se muestra el capítulo de diag-

nóstico anatomopatológico, donde se presentan imágenes de lesiones micros-

cópicas compatibles con PTB, su clasificación convencional, para finalizar con 

la mención de las diversas pruebas que pueden ser  utilizadas para el diagnósti-

co de PTB como son el aislamiento bacteriológico, ELISA, IDGA, PCR y RFLP y 

algunas consideraciones técnicas para su realización asentadas en un apéndice 

de éstas pruebas complementarias, donde se mencionan los protocolo de di-

chas técnicas y los reactivos requeridos. 

Finalmente se revisa la problemática económica y social que existe al tener 

PTB en México y la repercusión que tiene si no es diagnosticada a tiempo. 
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Análisis de la información 

La paratuberculosis es producida por  Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, que 

es un bacilo ácido-alcohol resistente, y en la actualidad no se cuenta con un tratamiento efi-

ciente para ésta enfermedad. Es causa de baja producción láctea y bajo rendimiento en ca-

nal de  rumiantes dedicados a producción así como de desecho precoz. Esto causa pérdi-

das económicas estimadas en  $10,345 por vaca al año derivadas por desecho prematuro, 

infertilidad, baja en la producción láctea y en la engorda, costos de servicio veterinario y mor-

talidad del ganado.33. La enfermedad se distribuye mundialmente y está presente en México. 

MAP es causante también de la Enfermedad de Crohn en humanos 7,8,9,10,11,34.  

Es importante destacar la posibilidad de contagio entre animales debido a la mala lotificación 

de los animales susceptibles, falta de cuarentena y áreas exclusivas tales como enfermería 

y estercoleros mal ubicados en las unidades de producción 35(Figura 67).  

Figura 67. Hay que evitar usar los corrales como estercoleros y 
favorecer la limpieza de éstos. 
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En muchas ocasiones, la PTB puede diseminarse fácilmente por fallas en el diseño y la 

construcción de instalaciones pecuarias debido a la falta de previsión  del uso de barreras 

contra los vientos dominantes, declive del suelo para facilitar el desagüe y evitar la contami-

nación a producciones aledañas, así como por deficiencias en las prácticas de bioseguridad 

de los sistemas de producción tales como la inexistencia de tapetes sanitarios en las entra-

das de cada área, así como, compartir implementos entre una o más áreas, por ejemplo: 

palas, carretillas, bieldos, guantes, cuerdas etc., siendo éstos un vector fomite de la enfer-

medad. 

Para evitar la diseminación de MAP en el ambiente se sugiere llevar a cabo un manejo de 

excretas donde se pretenda eliminar a MAP,  ya sea con ayuda de composta o biodigestión, 

debido a que en el proceso de descomposición se alcanzan temperaturas mayores a 60°C 

que pueden destruir microorganismos patógenos tales como Mycobacterium36.

Para evitar o disminuir PTB, el diagnóstico temprano de la enfermedad, las medidas de bio-

seguridad y control son importantes en una producción pecuaria, y así obtener un rendi-

miento económico óptimo de producción animal.  Es recomendable que exista en México 

un programa voluntario de prevención y erradicación de PTB, en cual  la eliminación de ani-

males portadores subclínicos será decisión del productor debido a que pueden tener un po-

tencial genético valioso, debido a esta flexibilidad es posible llevar a cabo medidas de control 

en un hato, dado que hay que recordar que la PTB sin aplicaciones de medidas de control y 

bioseguridad es un riesgo a la salud animal y pública36. 

El diagnóstico de PTB por métodos anatomopatológicos es factible si el Médico  

Veterinario está capacitado y al realizar la necropsia reconoce las lesiones macroscópicas 

sugerentes a PTB y junto con las lesiones microscópicas puede establecer un diagnóstico 
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final. Los estudios anatomopatológicos deben verse como una inversión en un sistema de 

producción y no como una pérdida, pues es una alerta de la presencia de PTB, la cual, de 

no detectarse a tiempo puede mermar los ingresos de una empresa pecuaria. 

 Tomando en cuenta el diagnóstico diferencial para PTB pueden presentarse casos atípicos 

asociados a otras enfermedades bacterianas tales como colibacilosis, salmonelosis o parasi-

tarias como coccidiosis y tricuriosis, mismas que pueden generar el engrosamiento y hemo-

rragias en mucosa intestinal. Esto puede generar confusión al momento de realizar la ne-

cropsia y el diagnóstico bacteriológico. 

No es recomendable basar el diagnóstico de PTB con observaciones clínicas en ganado 

que presenta diarrea intermitente, dado que no siempre se presenta el cuadro clínico, por lo 

cual se recomienda realizar pruebas complementarias, pero, al hacer un raspado rectal para 

la realización de tinción ZN, sólo se puede encontrar MAP en el recto en fases avanzadas 

de PTB. Además,  la técnica realizada para la obtención del raspado rectal es invasiva y pro-

duce laceraciones e infecciones secundarias. 

Sin embargo, existen casos en donde no se presentan las lesiones clásicas de PTB y el ani-

mal afectado conserva una condición corporal que no denota un estado de enfermedad 

(Figura 68); entonces estos animales al convertirse en portadores asintomáticos de MAP se 

convierten en un diseminador potencial de BAAR. En esa premisa radica la importancia de 

la realización de pruebas diagnósticas complementarias como aislamiento bacteriológico, 

ELISA, IDGA, PCR y RFLP, donde lo recomendable es utilizar más de una prueba a la vez, 

debido a que el rango de sensibilidad y especificidad es variable entre las pruebas  y esto 

depende en gran medida de la etapa de infección en la que se encuentra el animal, además 

del tipo de muestra obtenida para su diagnóstico, todo lo anterior nos provee de más infor-
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mación para concluir  si el animal está infectado,  si está eliminando micobacterias en heces, 

leche, semen o si está cursando con una bacteremia. Debido a lo anterior, siendo mayor el 

tiempo de espera y el costo económico, el diagnóstico definitivo de PTB se realiza con el 

aislamiento bacteriológico a partir de heces o leche, sin embargo, se pueden realizar  prue-

bas diagnósticas como ELISA, IDGA, PCR y RFLP, las cuales tienen una sensibilidad y es-

pecificidad altas, obteniéndose un diagnóstico preciso.    

Aunque es mayor el tiempo de espera y mayor el costo económico, el diagnóstico definitivo 

de PTB se realiza con el aislamiento bacteriológico a partir de heces o leche, sin embargo, 

se pueden realizar las pruebas diagnósticas como ELISA, IDGA, PCR y RFLP, las cuales 

tienen una sensibilidad y especificidad altas, obteniéndose un diagnóstico preciso.    

Un problema de suma importancia en México es la presencia de tuberculosis bovina (TB), 

siendo  una enfermedad de campaña (NOM-031-ZOO-1995) en la que para realizar las 

pruebas de intradermorreacción comparativa en pliegue caudal y cervical se emplean antí-

genos inespecíficos denominados Derivado Proteico Purificado Bovino (PPD-B) y Derivado 

Proteico Purificado Aviar (PPD �A) y debido a la homología genética que presentan TB y 

Figura 68. Semental ovino en exhibición y cabra amamantando, con una condición 
corporal adecuada, que podrían tener paratuberculosis de manera subclínica.
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PTB, se producen reacciones cruzadas en infecciones de paratuberculosis con reacción in-

tradermoreacción positiva contra TB. De igual forma, si se vacunan bovinos contra PTB  con 

las vacunas que se encuentran disponibles en el mercado europeo (Gudair® , Farco Veteri-

naria S.A. España), las cuales causan reacción positiva contra los antígenos utilizados en las 

pruebas de campaña de TB, y éstas podrían arrojar resultados falsos positivos. Sin embar-

go, en México, en el caso de ovinos y caprinos no se tiene reportado la presencia de tu-

berculosis; los cuales al no estar en campaña de TB, son candidatos al empleo de vacunas 

contra PTB para el control de la enfermedad. También sería importante replantear la campa-

ña de Prevención y Erradicación de Tuberculosis Bovina para evitar que exista diseminación 

de PTB en ganado bovino empleando vacunación  

Por los motivos expuestos en el presente análisis de la información es de suma importancia 

difundir el conocimiento acerca de la enfermedad apoyado en la explicación sobre la patoge-

nia de  PTB, empleando material visual y textual compilado  para el diagnóstico de la enfer-

medad en etapas tempranas así como en etapas ya avanzadas. Esta necesidad se está 

cubriendo en este Atlas, ya que es un auxiliar para realizar el diagnóstico de PTB que sea 

utilizado por Médicos Veterinarios, estudiantes de Medicina Veterinaria, Técnicos en Diag-

nóstico y Productores Pecuarios interesados en el tema. 

Para expresar dudas y comentarios acerca del presente trabajo de tesis con la finalidad de 

enriquecerlo favor de comunicarse vía correo electrónico con el autor y sus asesores: 

Dr. Gilberto Chávez-Gris: gris@unam.mx 

M. en C. Edith Maldonado Castro: macae09@hotmail.com 

Azaf Moreno Torres: azafmt_871027@hotmail.com
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Abreviaturas  
ABC. Avidin-Biotin-Complex (Complejo Avidina-Biotina) 

BAAR. Bacilos Ácido Alcohol Resistentes 

EC. Enfermedad de Crohn 

H-E. Hematoxilina y Eosina. 

IDGA. Inmunodifusión en Gel de Agar 

IFN- ɣ. Interferón gamma 

IgM. Inmunoglobulina M 

IHQ. Inmunohistoquímica 

IL-10. Interleucina 10 

iNOS. Sintasa de Óxido Nítrico Inducible 

MAP. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

MPM. Marcador de peso molecular 

pb. Pares de bases 

PCR. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PTB. Paratuberculosis 

TB. Tuberculosis 

VB. Verde Brillante 

ZN. Ziehl� Neelsen
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Apéndice 

Inmunohistoquímica 

Anticuerpos policlonales y monoclonales19

Los anticuerpos policlonales se producen inmunizando animales con antígenos purifica-

dos, específicamente conejos, caballos, cabras y aves. Una ventaja de los anticuerpos poli-

clonales es la identificación de varios epítopes de una proteína blanco, característica que 

los hace poseer mayor sensibilidad. Sin embargo, esto da menor especificidad y mayor 

probabilidad de obtener falsos positivos en la IHQ.  

Los anticuerpos monoclonales son producidos en ratones. Los ratones son inoculados con 

antígeno purificado, posteriormente son tomados linfocitos B directamente del bazo y son 

fusionadas con células de mieloma de ratón. Este procedimiento da lugar a la formación de 

un hibridoma, que es una célula neoplásica inmortal productora de inmunoglobulinas espe-

cíficas para un solo epítope. La ventaja de los anticuerpos monoclonales es su alta especi-

ficidad, la cual reduce la posibilidad de reacción cruzada contra otros antígenos. Sin embar-

go, en algunos casos es difícil determinar si la reacción fue hacia el antígeno deseado o 

hacia epítopes resultantes del proceso de fijación. 

Anticuerpos utilizados en las técnicas de inmunohistoquímica citadas en la presente tesis: 

Interleucina 10 (IL-10)38 

Es una citocina secretada por macrófagos, linfocitos T, linfocitos B, macrófagos y keratino-

citos. También se conoce como factor de desactivación de los macrófagos. 
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Los macrófagos desempeñan un papel central en los procesos infecciosos como blanco pa-

ra los agentes patógenos y en la activación del sistema inmune. IL-10 es un potente factor 

inmunosupresivo. Algunos patógenos intracelulares específicamente tienen como blanco a 

los macrófagos para  disminuir la respuesta inmune del hospedero y así impedir su elimina-

ción. Además, bacterias específicas como Mycobacterium spp. y Listeria monocytogenes 

pueden sobrevivir y replicarse en macrófagos mientras inducen la expresión de IL-10.    

IL-10 puede inhibir la producción de algunas citocinas tales como IL-2, Interferón gamma 

(IFN ɣ), factor de necrosis tumoral alfa (TNF α), IL-4, IL-3, IL-1 y el factor estimulante de colo-

nias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). Así como una variedad de moléculas de super-

ficie son reguladas por IL-10 tales como el complejo mayor de histocompatibilidad clase II 

(MHC clase II). IL-10 también inhibe la producción de oxígeno reactivo e intermediarios del 

nitrógeno en macrófagos activados, así como la proliferación de linfocitos T macrófago-

dependiente.

Proteína p3526 

Es una proteína estructural presente en la membrana y descubierta en Mycobacterium le-

prae con un peso molecular de 35 KDa, de ahí su denominación. También se expresa en 

MAP y en Mycobacterium avium subsp. avium.  Sin embargo, esta proteína no se expresa 

en Mycobacterium tuberculosis ni en Mycobacterium bovis, siendo esta característica útil co-

mo molécula específica de PTB 

Las condiciones para la expresión de p35  en niveles altos son: poca oxigenación en el me-

dio y alta osmolaridad, tal como sucede en el intestino de los rumiantes. Su expresión dismi-

nuye en medio con un pH de 2.0, demostrado en medios de cultivo bacteriológico. A esta 
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proteina se le relaciona con la respuesta inmune de tipo celular, generando la estimulacion 

linfocitaria y la produccion del IFN-ɣ. 

Sintasa de óxido nítico inducible (iNOS)39,40 

El óxido nítrico (NO) es un importante señalizador molecular relacionado con diversos meca-

nismos patofisiológicos en sistema cardiovascular, donde actúa como regulador del tono de 

los vasos sanguíneos; en sistema nervioso actúa como un  mediador similar a neurotransmi-

sores; y en sistema inmunológico, actuando como una parte importante en la inmunidad del 

hospedero. También puede actuar como una especie reactiva de oxígeno (Radical libre 

NO°) actuando como un agente citotóxico, particularmente en desórdenes inflamatorios. 

La producción de NO es catalizada por enzimas denominadas sintasas de óxido nítrico, de 

las cuales se conocen las siguientes: eNOS (Endotelial), iNOS (Inducible) y nNOS 

(Neuronal).  

iNOS es inducido mediante citocinas inmunoestimulantes como CD14 (receptor de LPS) y el 

interferón gamma (IFN ɣ), productos bacterianos o infección en células tales como endotelio, 

hepatocitos, monocitos, mastocitos, macrófagos y células musculares lisas; generándose 

independientemente de las concentraciones de calcio extracelular. Se expresa como defen-

sa ante agentes bacterianos y virales por las células citadas anteriormente.   

Su uso en el diagnóstico de paratuberculosis radica en la confirmación de individuos positi-

vos a MAP, analizando las reacciones de positividad en macrófagos, células epitelioides y 

células gigantes en linfonodos ileocecales y mucosa ileal.  
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Toma y envío de muestras sospechosas a paratuberculosis para realizar su aisla-

miento bacteriológico41 

Debe procurarse realizar en animales vivos la toma de muestra de la forma más 

sencilla posible y con métodos poco invasivos. 

Las muestras remitidas al laboratorio deben cumplir una serie de condiciones ge-

nerales de las que depende la calidad y eficiencia de los resultados microbiológi-

cos:  

 Formular la petición bacteriológica correcta de aislamiento de micobacterias 

 Seleccionar la muestra más representativa y rentable, recogida de forma 

estéril en cantidad suficiente 

 No deben utilizarse fijadores ni conservadores. Tampoco es recomendable 

emplear escobillones, hisopos o torundas de algodón para realizar la toma de la 

muestra. 

 Las muestras se deben recoger y enviar en contenedores estériles, de un 

solo uso y con cierre hermético.  

 El procesamiento de la muestra debe ser inmediato para evitar el sobrecre-

cimiento de la microbiota acompañante; de lo contrario, debe mantenerse 

en refrigeración(2-8 °C) hasta dicho momento 

 No se recomiendan las recolecciones de 24 horas por la posible dilución de 

las muestras con una mayor concentración bacilar y el aumento de la conta-

minación bacteriana y fúngica. 
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 Para enviar las muestras a realizar aislamiento bacteriológico dependerá de 

su origen: 

 Tejidos u órganos: 

 Para evitar la deshidratación de las muestras de biopsia, éstas deben en-

viarse al laboratorio en solución salina fisiológica o bien, en medio líquido  

de Middlebrook 7H9. Nunca debe utilizarse formol ya que haría inviables a 

las micobacterias. Por ello, deben distinguirse claramente las muestras en-

viadas al laboratorio de patología y al de bacteriología.  

Heces 

 Se recomienda el estudio de tres muestras de un mismo animal de al me-

nos 1 g cada una. Su procesamiento deberá ser inmediato. Para ello se 

añaden 5 ml de medio Middlebrook 7H9 o solución salina fisiológica a la 

muestra antes de iniciar la digestión-descontaminación pertinente, misma 

que es tratada en el procesamiento de muestras del presente apéndice. 

Leche 

 Tomar la muestra asépticamente, limpiando y desinfectando previamente la 

ubre con yodopovidona al 2%. Mantener la muestra en refrigeración (2-8°C) 

y procesar inmediatamente. 
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Procesamiento de muestras para aislamiento bacteriológico25 

Para muestras individuales de heces o tejidos: 

 Pesar  5 g de muestra (heces, raspado de mucosa intestinal, raspado de 
linfonodos  con descapsulación previa) y colocarla en un tubo tipo Falcon de 
50 ml. 

 Añadir  en esterilidad cuanto baste para 45 ml de HCP al 0.75 % en el caso 
de heces y al 1% en muestras de tejido. 

 Homogenizar perfectamente la muestra y se agitan durante 30 minutos has-
ta que el material más grosero se desintegre (sobre todo en muestras de 
heces de cabras y borregos) 

 Reposar durante 30 minutos hasta que sedimenten las partículas grandes. 

 Recoger con pipeta estéril  20 ml de la interfase (fase intermedia entre la 
fase líquida y la fase donde sedimentan las partículas más grandes de la 
materia orgánica) y transferirlo a otros tubos Falcon estériles de 50 ml. 

 Dejar  reposar los tubos durante toda la noche. 

Para inocular medios con base de huevo: 

 Recoger con pipeta Pasteur desechable aproximadamente 1ml de homoge-
neizado del fondo del  tubo Falcon que se dejó reposar toda la noche. 

Para inocular medios sintéticos  

 Centrifugar a  5000 RPM durante 15 minutos y decantar el sobrenadante 
con cuidado para no perder el sedimento obtenido. 

 Añadir 10ml de agua estéril, homogeneizar y proceder igual que en paso 
anterior. 

 Resuspender el sedimento con 1ml de agua grado biología molecular estéril. 
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Para procesar grupos de muestras: 

 Pesar 1 g de 5 muestras distintas, colocarlos en un tubo de 50 ml.

A partir de aquí se procede igual que con las muestras individuales. 

Siembra de las muestras en medios de cultivo 

Los medios de cultivo podrán ser comerciales o de elaboración propia : 

- Medios con base de huevo: 

Herrold (HEYM) con micobactina J (MJ) 2 tubos y 1 sin micobactina 

Lowenstein-Jensen (LJ) con MJ 2 tubos y 1 sin micobactina 

Cuando técnicamente se considere oportuno también se utilizarán medios sintéticos: 

Middlebrook 7H11 (M7H11) con OADC 2 tubos 

Middlebrook 7H9 con OADC 2 tubos 

 Inocular con una pipeta Pasteur desechable  8 gotas aproximadamente obtenidas del  

sedimento obtenido en cada tubo Falcon.  

 Cerrar los tubos sin apretar flameando previamente el tapón y la boca del tubo 

 Colocar los tubos en una gradilla y meterlos en posición inclinada en una estufa  a 35°

C ± 2°C sin humedad durante una semana o hasta que se seque el inoculo. 

 Una vez secos comprobar el buen estado de los tubos y cerrarlos completamente (si 

alguna muestra estuviese contaminada se repetirá la siembra de la misma). 

Se dejan el tiempo estimado de incubación para el crecimiento de las micobacterias, que en 
el caso de Map es de 14 y hasta 50 semanas.

64 



Interpretación de los resultados 

Los cultivos se considerarán positivos cuando se detecte la presencia de colonias de mor-

fología compatible con Map y posteriormente se realice un frotis directo de la colonia con 

tinción Z-N positiva y PCR positiva.

Preparación de reactivos para la descontaminación: 

HCP (0.75 %) 

N-cetil-piridinium    7.5 g 

Agua destilada   1 L 

Preparación de medios de cultivo para Mycobacterium avium 
subsp. paratuberculosis 

Medio de Löwenstein-Jensen 

Ingredientes: 

Medio base 18 g

 Glicerina 6 ml
 Micobactina J 1 mg
 Agua destilada 300 ml
 Huevos 6 piezas

 Cloranfenicol 100 mg

 Anfotericina B 50 mg/ml

 Nistatina                      100 mg/ml 
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 Mezclar el medio base, la glicerina y el agua, calentar hasta su disolución, ajustar el pH 

a 7.0 y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.  

 Dejar que baje la temperatura del medio a 50°C aproximadamente y añadir los antibió-

ticos, el antifúngico y añadir la micobactina disuelta en etanol,  agregar los huevos en-

teros que previamente habrán sido lavados y mantenidos en etanol al 70% durante 2 

h.  

 Dispensar el medio de cultivo en tubos de cristal estériles a razón de 8-10 ml por tubo.  

 Coagular el medio en estufa a 90±5 °C durante 4 h. Mantener en estufa a 37±2 °C con 

los tapones sin apretar hasta la desaparición del líquido de superficie. Cerrar totalmen-

te los tubos.  

 Guardar a 5±3°C hasta su utilización (no más de 30 días, ya que los antibióticos dismi-

nuyen su efectividad). 

Medio de Herrold 

Ingredientes: 

 Glicerina  27 ml     

 Micobactina J 2 mg 

 Agua destilada 870 ml 

 Huevos  6 yemas 

 Peptona 9 g 
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 NaCl  4.5 g 

 Bacto agar 15.3 g 

 Extracto de carne 2.7 g 

 Piruvato sódico 4.1 g 

 Verde de malaquita  al 2%  5 ml 

 Cloranfenicol 100 mg/ml

 Anfotericina B 50 mg/ml

 Nistatina                     100 µg/ml

 Mezclar el agua, la peptona, el NaCl, el bacto-agar, el extracto de carne y la glicerina, 

calentar hasta su disolución, añadir la micobactina disuelta en etanol y el piruvato.  

 Ajustar el pH a 7.5 y esterilizar con autoclave durante 15 min a 121°C.  

 Dejar que baje la temperatura a 50°C aproximadamente y añadir las yemas de 6 hue-

vos lavados y esterilizados mediante inmersión en etanol al 70%durante 2 h.  

 Una vez que esté todo bien disuelto se añade el verde de malaquita y los antibióticos. 

  Servir el medio de cultivo en los tubos de cristal estériles a razón de 9-10 ml por tubo, 

dejándolos en posición inclinada hasta su coagulación.  

 Mantener en estufa a 37 °C con los tapones sin apretar hasta la desaparición del líqui-

do de la superficie. Cerrar totalmente los tubos. Guardar a 5±3 °C hasta su utilización 
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Medio Agar Middlebrook 7H9 / 7H11 

 Mezclar la glicerina, medio base (M7H9 o M7H11) y el agua ; añadir la micobactina 

disuelta en etanol y esterilizar en autoclave durante 15 min. Dejar enfriar y añadir los 

antimicrobianos y el enriquecimiento (OADC). 

 Servir el medio en tubos de cristal estériles a razón de 8 ml por tubo. Dejar enfriar has-

ta su solidificación.  

 Mantener en la estufa a 35±2 °C con los tapones sin apretar hasta la desaparición del 

líquido de la superficie. Cerrar totalmente los tubos. Guardar a 5±3 °C hasta su utiliza-

ción. 

 Ingredientes: 

Middlebrook

7H11

Middlebrook

7H9

Medio base 15g 15g

Glicerina 5g 5g

Micobactina J 2 mg 2 mg

Agua calidad biología mole-
cular estéril

900 ml 900 ml

Penicilina sódica 100.000 U.I 100.000 U.I

Cloranfenicol 100 mg 100 mg
Anfotericina B 50 mg 50 mg
Bacto agar  ���������� 15 g
Ácido Oléico, Albúmina, 
Dextrosa y Catalasa 
(OADC)

100 ml 100 ml
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Procedimiento para realizar Inmuno Difusión en Gel de Agar29 

 Disolver 1 g de agarosa en 100 ml de PBS, calentar hasta su perfecta diso-

lución, evitando la formación de burbujasverter 10-12 ml de la solución en 

placas de Petri de 10 cm de diámetro, dejar solidificar  a temperatura am-

biente. 

 Perforar las placas de Petri mediante un sacabocados que forma 1 rosetas 

con 6 pocillos periféricos y uno central de 3 mm de diámetro cada uno.  

 Depositar en el pocillo central 30µl de una solución de antígeno protoplásmico de 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis PPA-3 (Allied,Mo,USA) a una con-

centración de 4 mg/ml en agua destilada. En los 2 de los pozos periféricos agregar 

los sueros controles positivo (30 µl), mientras que en los cuatro pozos restantes de-

positar 30 µl de los sueros problema. 
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Preparación de Reactivos utilizados en la prueba de ELISA 

Solución amortiguadora de carbonato 

   Carbonato de sodio (Merck, Darmsdat, Germany)             5.3 g 

  Agua destilada                                                                     1000 ml 

 Ajustar el pH a 9.6   

Suspensión de Mycobacterium phlei

      M. phlei                                                                                            5 g 

 Solución salina (NaCl al 0.85%)                                                   1000 ml 

Amortiguador citrato  0.05 M 

Solución A:  

 Ácido cítrico monohidratado                                                    22.97 g 

 Agua destilada                                                                         1000 ml 

Solución B:  

 Citrato sódico tribásico                                                             29.4 g 

  Agua destilada                                                                     1000 ml 

 Mezclar 600 ml de Solución A + 479 ml de Solución B, agregando agua 
destilada c.b.p. 2 L. 

 Ajustar el pH a 4 al momento de utilizarlo  

Antígeno 

 Antígeno PPA-3 (Lab. Allied)                                                         0.04 mg/ml 

PBS-TG (Solución salina de fosfatos - Tween gelatina) 

 NaCl                                                                                                         8 g 

 KCl                                                                                                           2 g 

 Fosfato dibásico de sodio (Golden Bell. México)                                   1.44 g 

 Fosfato monobásico de potasio (Baker,Edo de Méx., México)              0.24 g 
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       Agua destilada                                                                          c.b.p.1L                           

 Ajustar el pH a 7.4 

 Tween 80 (Merck Hohenbrunn, Germany)                                      0.5ml     

 Esterilizar en autoclave a 125°C/25 minutos 

 Gelatina (Bloxon. México)                                                             1 g                           

Sustrato ABTS  

 ABTS (Sigma, Mo. USA)                                                                  5.48 mg 

 Amortiguador citrato                                                                         50 ml 

 Añadir 19 µl de la solución: 1:25 H2O2 (10 µl H2O2 de 30% v/v en 120 µl 
de agua destilada) 
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Inmuno Ensayo Enzimático29 

 Previamente a la realización de esta técnica se lleva a cabo la fijación del 

antígeno a los pozos de la placa, depositando 100µl/pozo del antígeno pro-

toplásmico de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis PPA-3 

(Allied,Mo,USA) a una concentración de 0.04 mg/ml en buffer carbonato 

 La placa se mantiene a una temperatura de 4°C durante toda la noche. Los 

sueros problemas son adsorbidos con una suspensión de Mycobacterium 

phlei (Allied,Mo,USA) a una proporción de 1:1 y de igual forma se mantie-

nen a 4°C durante toda la noche. 

 Después de lavar con PBS-TG las placas sensibilizadas con el antígeno, se 

depositan 100 µl/pozo del suero problema adsorbido con una dilución 1:100 

de PBS-TG. En cada una de las placas se coloca un suero testigo positivo y 

negativo, igualmente adsorbidos con M phlei. Las placas se dejan incubar 

en cámara húmeda a temperatura ambiente durante 2 h. Después de  lavar 

tres veces las placas con PBS-TG se agrega a cada pozo 100 µl de anti-

cuerpo anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa de rábano 

(Sigma,Mo,USA) a una dilución de 1:4500. Las placas son incubadas du-

rante 2 h en cámara húmeda a temperatura ambiente. 

72 



 Al final de este periodo, las placas se lavan 3 veces con PBS-TG y se aña-

de  100 µl/pozo de la solución reveladora con ABTS (Sigma,Mo,USA). Fi-

nalmente, después de una incubación de 15 a 20 min en oscuridad y agita-

ción constante, se procede inmediatamente a la lectura de las placas a tra-

vés de un espectrofotómetro de 8 canales empleando un filtro de 405 nm 

(Elx 800, Bio-tek Instruments). 

 Para obtener los resultados se divide el promedio del valor de la densidad 

óptica del suero sospechoso entre el promedio del valor de la densidad óp-

tica del testigo positivo de cada placa. El punto de corte  establecido para el 

caso del antígeno PPA-3 es, muestras con cociente mayor a 0.8 se consi-

deran como positivas. 

Consideraciones para obtener una ELISA con sensibilidad aumentada. 

Al realizar la preadsorción de los sueros con Mycobacterium phlei considerada 

como micobacteria saprófita, se disminuye la probabilidad de detectar anticuer-

pos contra otras micobacterias saprófitas o contra Corynebacterium o Nocardia

spp., y así disminuir  reacciones cruzadas, por lo tanto aumentando la sensibili-

dad al 57% y la especificidad al 98,9% en bovinos17. Usando la proteína p35, que 

está presente sólo en MAP y en Mycobacterium leprae se obtienen valores de 

sensibilidad de 100% y especificidad del 92%26
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Reactivos requeridos para extracción de ADN de MAP a partir de heces29 

 Acetato de amonio 7.5 M pH 6.3  

 07.225 g de Acetato de amonio 

 12.5ml de agua destilada 

 TE-Tritón 100X  

 3.025 ml de Tris HCI 1M pH8  

 0.7445 g de EDTA (pH 8.0 con 675µl de NaOH 10N) 

 1ml de Tritón 100X 

  46.9 ml de agua destilada 

 Isotiocinato de guanidina 5M  

 29.54 g de Isotiocinato de guanidina 

 50ml de agua destilada 

 PBS 

 8.5g de Cloruro de sodio (NaCl) 

  1.1 g de Fosfato de sodio dibásico 

0.32 g de Fosfato monobásico de potasio (KH2PO4) 

1000 ml de Agua destilada 
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Extracción de ADN de MAP a partir de heces 

 Con un abatelenguas nuevo se toman 2g de cada muestra de heces y se co-

locan en el fondo de un tubo de 50 ml, se disuelven en HPC 0.75% c.b.p. 45 

ml, se agitan los tubos durante una hora en el agitador orbital y se dejan toda 

la noche a temperatura ambiente. 

 Al día siguiente, se toman 20 ml del sobrenadante (tomando un poco de la fa-

se intermedia), las muestras se centrifugan a 2,500 rpm/10 min. 

 Se descarta el sobrenadante en un frasco para desechos y la pastilla se lava 

con 5-10 ml de PBS estéril, se centrifuga a 2,500 rpm/10 min y se descarta el 

sobrenadante. 

 Se realizan 2 lavados más con PBS, siguiendo la metodología descrita en el 

punto anterior (En total son 3 lavados).

 Se resuspende la pastilla en 1.5 ml de PBS y se transfiere a un tubo tipo ep-

pendorf de 2 ml, se centrifuga 5 min a 14,000 rpm y se elimina el sobrenadan-

te.

 Se resuspende la pastilla en 500 µl de TE-triton x 100 y se transfiere 

a un criotubo.

 Se colocan las muestras en nitrógeno líquido durante 5 min y ense-

guida en calor seco a 100 °C/5 min (Repetir 3 veces)
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 Añadir a cada muestra 450 µl de isotiocianato de guanidina 5M y 250 µl de 

acetato de amonio 6.3 pM, mezclar por inversión varias veces y mantener en 

hielo durante 15 min. 

 Añadir 500 µl de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), mezclar 10 s y centrifu-

gar 5 min a 14,000 rpm. 

 Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo y añadir nuevamente 500 µl de clo-

roformo- alcohol isoamílico (24:1), mezclar 10 segundos y centrifugar 5 min a 

14,000 rpm. 

 Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, agregar 450 µl  de isopropanol y 

colocar a - 20 °C toda la noche 

 Centrifugar 5 min a 14,000 rpm y eliminar el sobrenadante. 

 Realizar dos lavados con 1 ml de etanol al 70%, mezclar y centrifugar 1 min 

 Eliminar el sobrenadante y dejar secar la pastilla a temperatura ambiente. 

 Resuspender en 100 µl de agua destilada estéril o agua inyectable. 
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Procedimiento para la extracción de ADN para sangre mediante columnas comer-

ciales de sílica. 

 Colocar 1 ml de sangre completa con EDTA en un tubo de centrifuga de 2.0 

ml. Colocar 0.8 ml de solución TBP  en el tubo con la sangre completa, se 

agita gentilmente en el homogenizador eléctrico para lisar a los eritrocitos. 

 El tubo se centrifuga a 2,000 gravedades (g) o 4000 rpm durante 3 minutos 

y se desecha el sobrenadante. 

 Repetir el paso anterior hasta la obtención de una pastilla blanca en el fon-

do . Una vez obtenido esto se colocan 100 µl de TE (Tris-EDTA).   

 Colocar 500 µl de solución TBM en el tubo. Agitar vigorosamente en el ho-

mogenizador eléctrico y colocar 3 µl de proteinasa K. Incubar a 55°C duran-

te 30 minutos.  

 Si aun hay material visible en el tubo se centrifuga por 2 minutos a 2500 g o 

5000 rpm, se transfiere el sobrenadante a un tubo de 2 ml y se  coloca 260 

µl de etanol.  

  Se transfiere todo el líquido a la columna comerciales y se centrifuga a 

8000 g o 10 000 rpm durante 2 minutos y se desecha el sobrenadante que 

se colectó en el tubo de centrifuga. 

  Colocar 500 µl de solución de lavado comercial y se centrifuga a 8000 g o 

10000 rpm durante 1 minuto. Repetir el paso anterior.  

 Desechar el sobrenadante y realizar un centrifugado extra de 1 minuto a 

8000 g o 10000 rpm para descartar  el líquido restante. 

  A la columna se coloca un tubo de 1.5 ml y se agrega en el centro de la co-
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lumna se colocan 30 -50 µl de solución de elusión y se incuba de 37 - 50  °

C durante 2 minutos. 

  Se centrifuga a 8000 g o 10000 rpm durante un 1 min para recuperar el 

ADN de la membrana. 

 Para una mejor conservación de ADN se recomienda guardar a -20°C. 
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