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RESUMEN

La tuberculosis bovina es una enfermedad crónica, zoonótica,
infecciosa y contagiosa teniendo como agente causal al Myco-

bacterium bovis inductor de una respuesta inmunitaria diversa.
Esta abarca, desde una respuesta celular capaz de controlar
la infección, pasando por una potente, más no eficiente res-
puesta humoral, hasta un estado de no respuesta o anergia,
coadyuvante de la diseminación de la micobacteria. En este
estudio se evaluaron animales seleccionados por el Instituto
Nacional de Salud Agrícola Integral (INSAI), como reactores a
la prueba simple de la Tuberculina en una finca con antece-
dentes de tuberculosis por más de 20 años. A estos animales
se le aplicaron las siguientes pruebas: Comparativa del PPD
(PPD-B y PPD-A), prueba de Interferón Gamma (INF�) y un
ensayo inmunoenzimático para TBC (ELISA-TBC), seguida-
mente se realizó la inspección post morten en el frigorífico
donde se evaluaron y clasificaron las lesiones macroscópicas
compatibles con tuberculosis. Los tejidos seleccionados fueron
utilizados para estudios bacteriológicos, extracción de ADN y
posterior amplificación secuencia específica con cebadores y
oligonucleótidos IS6110 específicos para el complejo M. tuber-

culosis, aplicando la prueba de Reacción en Cadena de la Po-
limerasa (PCR-SSP) para la identificación definitiva del pató-
geno. El resultado de estas pruebas permitió observar diferen-
tes patrones de respuesta inmunitaria: celular (PPD+/IFN-�-,
PPD+/IFN�+, PPD-/IFN�+), mixto (PPD+ o IFN-�+/ELISA-
TBC+) y humoral (ELISA-TBC+). Igualmente se detectaron
animales anérgicos, negativos a todas las pruebas inmunológi-

cas, positivos en bacteriología y PCR-SSP. Se pudo estable-
cer la progresión de la enfermedad a partir de la severidad de
las lesiones y la edad de los animales. Estos patrones pueden
aparecer al inicio de la infección o ser el resultado de la pro-
gresión crónica de la enfermedad. Estas diferentes respuestas
inmunitarias pueden explicar la permanencia de la infección en
fincas a pesar de la aplicación de la resolución oficial de con-
trol y erradicación de la Tuberculosis bovina en la región.
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ABSTRACT

The bovine tuberculosis is a chronic, zoonótic infectious disease
and contagious having as causal agent to the Mycobacterium

bovis inductive of a diverse immune response. This sandal, from
an answer cellular, able to control the infection, happening
through powerful, but a nonefficient one, humoral response to a
state of not response or anergia, facilitating the dissemination of
mycobacteria. In this study animals selected by the Venezuelan
National Institute of Integral Agricultural Health (INSAI), like
reactors to the simple test of the Tuberculina in a property with
antecedents of tuberculosis by but of 20 years. To these ani-
mals the following tests were applied: Comparative of the tuber-
culina (PPD-B and PPD-A), test for Gamma Interferon (INF-�)
and a Immun-enzimatic Test for TBC (ELISA-TBC), next was
made the inspection post morten in the refrigerator where the
compatible macrocospic injuries with tuberculosis were evalua-
ted and classified. The selected weaves were used for bacterio-
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logical studies, DNA extraction and later amplification specific
sequence with specific boots IS6110 for tuberculoso complex
M., applying the test of Chain Reaction of Polimerasa (PCR-
SSP) for the definitive identification of the pathogen. The result
of these tests allowed to observe different patterns from immu-
ne response: cellular (PPD+, PPD+ - INF-� + or INF-� +), mixed
(PPD+ and/or INF-�, ELISA-TBC+) and humoral (ELISA-TBC).
Also anérgics animals detected themselves, negatives to all the
immunological tests, positive in bacteriology and PCR-SSP. It
was possible to be established the progression of the disease
from the severity of the injuries and the age of the animals. The-
se different immune responses may explain the persistence of
infection in farm notwithstanding the implementation of the reso-
lution of official control and eradication of Bovine Tuberculosis in
the region.

Key words: Bovine tuberculosis, Mycobacterium bovis, inmu-
nity response, INF-�, ELISA-TBC, anérgia, PCR-
SSP.

INTRODUCCIÓN

La Tuberculosis bovina es causada por una bacteria intra-
celular obligatoria, acido-alcohol resistente denominada Myco-

bacterium bovis. En bovinos Bos taurus-indicus, la exposición a
este microorganismo desarrolla una enfermedad crónica que
pone en peligro la salud del animal así como su productividad,
ocasionando innumerables pérdidas económicas en aquellos paí-
ses afectados [2]. Esta es una enfermedad granulomatosa, cuyos
efectos patológicos se reflejan principalmente en el tracto respira-
torio alto, por lo que se presume que su contaminación se produ-
ce principalmente por la vía de la exposición aerógena al M. bo-

vis [7]. Los bovinos (Bos taurus, indicus) infectados sirven de
fuente de infección hacia otros bovinos, sin embargo, se ha podi-
do observar en algunos países, que algunas especies de fauna
silvestre, actúan como reservorio de la infección, complicando
aún más el complejo epidemiológico de la enfermedad [9, 23].

El M. bovis es miembro de los microorganismos que con-
forman el complejo tuberculoso y representa un serio riesgo zo-
onótico para la salud del humano. En países desarrollados, la
transmisión de este agente al humano ha sido disminuida en
años recientes. Sin embargo, en el contexto de las enfermeda-
des bacterianas inmunosupresoras, el M. bovis constituye una
de las principales amenazas para la salud pública [8, 21].

Vista la implicación económica y de salud de esta enfer-
medad se hace necesario desarrollar métodos efectivos para
su control y erradicación. La prueba cutánea con tuberculina y
la eliminación de animales positivos hasta el presente, ha sido
la base de la mayoría de los planes de control y erradicación
por varios años. Esta metodología ha tenido éxito en varios
países. Sin embargo, nuevas estrategias diagnósticas han te-
nido que ser desarrolladas en aquellos países donde la prueba
cutánea con la tuberculina, no fue suficiente para la completa

erradicación de la enfermedad, por tanto, se hace necesario
incrementar el conocimiento acerca de la respuesta inmune
frente al M. bovis, con el fin de aplicar estos nuevos conoci-
mientos al desarrollo de métodos diagnósticos más eficaces
de la enfermedad [1].

La célula linfocitaria T es la primera célula involucrada
en la infección con el M. bovis del ganado vacuno [6, 27]. La
respuesta inmune celular domina como principal respuesta en
esta enfermedad [22]. Todas las sub poblaciones linfocitarias
T (T��, TCD4 y TCD8��) han sido involucradas en la respues-
ta anti-micobacterias en ganado vacuno. La secuencia de par-
ticipación de estas sub poblaciones estaría iniciada por los
T��, seguidos por los TCD4 y más tarde, con predominancia
de los TCD8�� [29]. Las células T�� poseen la capacidad de
producir IFN-�, sin embargo, ellas producen menos cantidad
que las células TCD4+ [34]. Las células T�� servirían de enla-
ce entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa del sis-
tema inmune [4, 6, 12, 18].

Particularmente importante es el establecimiento de una
respuesta inmunitaria tipo Th1, caracterizada por la producción
de IFN-�, considerada esencial como vía de activación de los
macrófagos. En ganado vacuno infectado con M. bovis, la sub
población TCD4+ parece dominar este tipo de células produc-
toras de IFN-� responsable de activar la capacidad anti-mico-
bacteriana del macrófago. Las células TCD8, se encuentran
envueltas, principalmente, en la lisis de las células infectadas
[14, 26, 29, 33].

A pesar de la dominancia inicial de la respuesta inmune
celular, se le ha dado un enfoque especial dentro de los aspec-
tos inmunológicos de la tuberculosis bovina, a la investigación
de la respuesta humoral [10]. Actualmente existe un gran inte-
rés en el estudio y caracterización de nuevas proteínas poten-
cialmente antigénicas para ser utilizadas en los estudios seroló-
gicos de alta especificidad [14, 16, 18]; de todas maneras, la
evaluación de la respuesta celular, sigue siendo el objetivo de
estudio de primera línea en tuberculosis bovina “in vivo”, la me-
dida de la respuesta celular tradicionalmente utilizada en el
mundo entero es la prueba cutánea con tuberculina derivada de
M. bovis, la cual puede arrojar reactores falsos positivos por su
reacción cruzada con otras micobacterias, por lo que se reco-
mienda aplicar paralelamente con la tuberculina derivada del M.

avium. Estas continúas reacciones cruzadas frente a la tubercu-
lina del M. bovis, han avivado las investigaciones sobre nuevas
proteínas antigénicas del agente capaces de ser utilizadas de
manera más especifica en el diagnóstico [26].

El desarrollo de métodos de diagnósticos basados en la
detección de IFN-�, resultó ser uno de los mejores trabajos
para optimizar el diagnóstico del M. bovis [41], especialmente
para detectar animales infectados durante la etapa inicial de la
respuesta inmune celular utilizando como reactivo estimulante
de la producción del IFN-�, el PPD-B, el PPD-A o antígenos
purificados como el ESAT-6 [27, 28, 36].
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Ha sido demostrado en una población de ganado vacuno
infectado con M. bovis, que los individuos que responden a la
intradermorreacción con la tuberculina no son precisamente los
mismos positivos a la prueba del IFN-�. Algunos animales apa-
recen positivos en ambas pruebas pero otros pueden aparecer
positivos solo a la intradermorreacción con la tuberculina o al
IFN-�, por lo que se recomienda utilizar las dos pruebas en pa-
ralelo para incrementar la sensibilidad del diagnóstico. Ambos
grupos de animales corresponden a diferentes patrones de res-
puesta inmunitaria a la infección por el M. bovis [23, 24].

El nivel de anticuerpos anti M. bovis, de la clase IgG1 se
encuentra correlacionado positivamente con cambios patológi-
cos en tuberculosis bovina en períodos de tiempo prolongados.
Estas observaciones indican la posibilidad de la aplicación de
más de una prueba en combinación, para proveer una mejor in-
formación del estatus en el que se encuentra la enfermedad en
el individuo. En la infección con micobacterias, los cambios en
el balance de una respuesta dominante Th1 hacia una más pro-
minente Th2, se encuentra asociado a progresión de la enfer-
medad, producción de anticuerpos dependiente de los linfocitos
B y anérgia de la respuesta inmune celular [3, 15, 30].

En tuberculosis bovina, el análisis del perfil de las citoci-
nas de clones de células T reactivas al M. bovis, provenientes
de animales infectados experimentalmente, indican que la pro-
porción de clones de células T expresando Th0 (capaces de
secretar IFN-� e IL-4/ respuesta IgG1), se encuentra asociada
con el desarrollo de una enfermedad más severa [38]. Los ani-
males que mantienen un perfil de citocinas Th1 (IFN-�), pre-
sentan un bajo nivel de enfermedad, con lesiones restringidas
al tracto respiratorio superior [38].

El objetivo principal de este trabajo fue el utilizar varias
herramientas diagnósticas para evaluar la respuesta inmunita-
ria de bovinos infectados con M. bovis y establecer los diferen-
tes patrones de respuesta en ganado vacuno expuesto en
condiciones naturales a la infección, relacionándolos con la
edad, presencia y/o extensión de lesiones tuberculosas y con
el aislamiento e identificación del germen y posterior evalua-
ción genotípica de cepas del M. bovis en una zona de alta inci-
dencia de tuberculosis bovina en el estado Zulia, Venezuela.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se realizó un estudio de tipo observacional transversal,
cuyo análisis de los resultados estuvo basado en un estudio
de tipo analítico. Para caracterizar la respuesta inmune celular
en bovinos infectados con tuberculosis, se evaluó una finca de
6.000 animales con antecedentes de tuberculosis bovina por
más de 20 años, ubicada en la zona de Santa Bárbara, munici-
pio Colón, estado Zulia, Venezuela, donde se aplica rigurosa-
mente la prueba oficial para el diagnóstico de la tuberculosis
bovina, como es la prueba simple de la tuberculina. Se selec-
cionaron para este estudio 136 animales de dos lotes descar-
tados por el INSAI utilizando el criterio de reactor positivo a la

prueba oficial, en los dos períodos climáticos registrados en
Venezuela (lluvia y sequía).

Todos los animales evaluados, reactores positivos a la
tuberculina aplicada por el INSAI, fueron beneficiados al finali-
zar el período de pruebas de laboratorio para culminar con la
inspección postmorten a nivel de matadero, donde se procedió
a observar macroscópicamente las lesiones tuberculoides y
posteriormente a tomar las muestras para cultivo bacteriológi-
co utilizando el medio de Stonebrink 6,4 y el medio de Lowes-
tein-Jensen. Para descontaminar la muestra se utilizó el méto-
do de Ogawa modificado por Kudoh [42]. Cuando las muestras
recolectadas de nódulos linfoides o cualquier tejido con lesión
sospechosa a TBC presentaban un foco caseoso, se tomó ma-
terial de este foco directamente con el asa de platino o con un
hisopo estéril, y se sembró en el medio de cultivo, descontami-
nando la muestra por el método indicado anteriormente, pero
cuando la muestra seleccionada no presentaba lesión macros-
cópicamente aparente, se cortó la muestra en pequeños tro-
zos con un bisturí, para posteriormente colocar dichos trozos
en un mortero con arena lavada estéril agregándole de 2 a 3
mL de fosfato trisódico al 10% para proceder al macerado del
tejido, luego se procedió a descartar el sedimento para obte-
ner el jugo del macerado, a este jugo obtenido se le añadieron
de 4 a 5 mL más de fosfato trisódico al 10% y se dejó en repo-
so por 24 horas en un tubo de ensayo.

Posteriormente se procedió a la descontaminación por el
método de Ogawa modificado por Kudoh, utilizando NaOH al
4% por 2 min. La siembra se realizó por triplicado, inmediata-
mente después de la descontaminación, utilizando dos tubos
de medio de Stonebrink y un tubo de medio de Lowestein-Jen-
sen. Los tubos se incubaron a 37°C durante 8 semanas, eva-
luando los tubos sembrados diariamente la primera semana y
después, una vez a la semana por las restantes 7 semanas.
Cuando aparecieron las colonias de crecimiento sobre los me-
dios sembrados, se hicieron frotis, los cuales fueron colorea-
dos con Ziehl Nielsen para poder determinar así la presencia
de bacilos ácido alcohol resistente (BAAR). A todos aquellos
cultivos donde se observaron BAAR, se les realizaron las si-
guientes pruebas bioquímicas: catalasa, reducción de nitratos
y pirasinamida para identificar M. bovis. Las colonias identifica-
das como M. bovis fueron confirmadas por PCR [42].

Prueba de PCR confirmatoria: A los cultivos bacterioló-
gicos positivos y a los tejidos con lesiones positivas o negativas
se les extrajo ADN utilizando 2 µL de proteinasa K (concentra-
ción final 0,2 mg/mL), los tubos se incubaron toda la noche a
42°C. La actividad enzimática se detuvo con etanol refrigerado
por 10 min. El tejido de residuo se eliminó por centrifugación a
3.000 g por 10 min. El ADN fue aislado del sobrenadante con
fenol- cloroformo alcohol isoamil, seguido de una precipitación
con etanol, el ADN fue suspendido en 50 µL de agua y una ali-
quota de 1 µL se utilizó para la prueba de PCR secuencia espe-
cífica. Una vez obtenido el ADN se procedió a montar la PCR
utilizando los iniciadores que detectan el complejo tuberculoso
(complejo M. tuberculosis) conformado por las sondas IS6110
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cuyas secuencia son: CTCGTCCAGCGCC GCCTTCGG y
CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG. Los iniciadores utilizados
para identificar la bacterias del complejo de M. tuberculosis (M.

tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum) amplifica un
fragmento de 123-pb de la secuencia de inserción IS6110 [12].
Las condiciones de amplificación de los iniciadores incluye una
desnaturalización a 94°C por 10 min., 50 ciclos de 60 seg a
94°C, 15 seg a 65°C y 60 seg a 72°C, con una extensión final a
72°C. Los productos de amplificación fueron analizados por
electroforesis a razón de 15 µL de muestra en azarosa 1,5%
marcada con bromuro de etidium. Todas las muestras que pro-
dujeron una banda del tamaño indicado fueron comparadas con
el marcador de peso molecular para declararla positiva. Las
muestras que revelaron bandas en otra posición o la ausencia
de bandas se consideraron negativas.

PPD-B y PPD-A: Al total de animales descartados por el
INSAI, utilizando como herramienta la prueba Oficial simple de
tuberculina y transcurrido el periodo de desensibilización regla-
mentario de 60 días, se les aplicó la prueba comparativa de la tu-
berculina con el PPD avium (Tuberculina PPD-avium 25000
UI/M1) y PPD-bovis (Tuberculina PPD-bovino 50000 UI/M1; CSL
Veterinaria, 45 Poplar Road, Parkville) (PPD bovino BIT de BO-
VIGAN; CSL, Veterinaria División, Victoria, Australia para detec-
tar infección con M. bovis y M. avium subsp. partuberculosis)
[40]. La preparación de PPD es similar a la de la tuberculina; la
diferencia está que, en lugar de concentrar las proteínas por ac-
ción del calor, se les separa por precipitación con agentes quími-
cos, tales como: el sulfato de amonio o el ácido tricloroacético
[42]. De esta manera, se logra producir un producto estandariza-
do y conservar mejor la estructura proteica original. Tanto las tu-
berculinas como los PPD contienen además de proteínas, otros
antígenos de composición bioquímica variable [5, 32].

El PPD tiene dos ventajas principales sobre la tuberculi-
na preparada en medio sintético, es más específico y puede
ser normalizado más fácilmente y con mayor exactitud. A to-
dos los animales se les aplicó la prueba comparativa del PPD,
la cual consiste en inocular a nivel de la tabla del cuello, espe-
cíficamente en el tercio medio de la tabla del cuello, de mane-
ra simultánea en dos lugares separados y en el mismo lado
del cuello PPD bovino y PPD aviar con 12 cm. de distancia en-
tre las dos aplicaciones, para detectar infección con M. bovis o
M avium subsp. partuberculosis., rasurando los sitios de inocu-
lación y midiendo el grosor de la piel con un vernier o un mi-
crómetro previo a la inoculación. Una vez inoculados los PPD,
se procedió a la lectura de esta prueba a las 48 horas post-
inoculación midiendo nuevamente el grosor de la piel con el
mismo implemento. Con un aumento mayor de 3 mm con res-
pecto a la primera lectura se tomó al animal como positivo a
tuberculosis o paratuberculosis, dependiendo de cuál sitio de
inoculación resultó con el aumento del grosor [10].

Prueba de interferón IFN-�: A todos los animales se les
extrajo 5mL de sangre de la vena yugular utilizando el sistema
de venoyect y tubos vacutainer estériles tapa verde que conte-
nían heparina sódica (Venton Dikinson, EUA) antes de ser lle-

vados a matadero. Esta sangre se transportó al laboratorio de
Zoonosis del Decanato de Ciencias Veterinarias UCLA a una
temperatura de 37°C y en un lapso menor de 18 horas des-
pués de tomada la muestra, para realizar la prueba de INF-�
utilizadas en varios países como prueba oficial de diagnóstico
de tuberculosis bovina, que consiste en cultivar 1,5 mL sangre
completa por triplicado en placas de cultivo de 24 pozos fondo
plano estériles, colocando en el primer pozo como antígeno
estimulante 100 µL de Buffer Fosfato Salino (PBS), en el se-
gundo pozo 100 µL de PPB bovino y en el tercer pozo 100 µL
de PPD aviar. Esta placa se incuba de 24 a 30 horas a 37°C y
con 5% de CO2. Posterior a la incubación, las placas se saca-
ron de la incubadora y se procedió a recolectar el plasma de
cada pozo colocándolos en tubos Eppendorf y tomando por lo
menos 300 µL de plasma. Una vez obtenido el plasma se pro-
cedió a la detección del INF-� utilizando el Kit de BOVIGAN
(CSL, Veterinary Division, Victoria, Australia) [41]. Los resulta-
dos del diagnóstico se calcularon considerando los promedios
de DO450 de las muestras incubadas sin antígeno, con PPD
bovino y con PPD aviar de cada animal. Los plasmas incuba-
dos con PPD bovino se compararon contra el testigo de IFN-�
negativo de la prueba [41].

Prueba de ELISA para detección de IgG en suero:
Para esta prueba de ELISA-TBC se procedió a tomar 5 mL de
sangre de la vena yugular a ambos grupos de animales (positi-
vos o negativos a PPD), utilizando el sistema de venoyect y tu-
bos vacutainer estériles tapa roja sin anticoagulante (Venton Di-
kinson, EUA), antes de ser llevados a matadero. Estos tubos,
una vez obtenidas las muestras, se colocaron en forma inclina-
da con ángulo de 45° para la formación del bisel que facilitó la
extracción del suero sanguíneo. Extraído el suero sanguíneo,
las muestras fueron transportadas al laboratorio de Zoonosis a
4°C en cava y con geles refrigerantes. Al llegar al laboratorio,
las muestras se congelaron a -20°C hasta finalizar el muestreo.

Posteriormente se procesaron estos sueros aplicando
una prueba de ELISA para la detección de IgG contra M. bovis

diseñada en el laboratorio (ELISA in house), como lo desarro-
llaron Lilembaum y col. [15], utilizando como antígeno el PPD
bovino (Tuberculina PPD-bovino 50000 UI/M1, CSL Veterina-
ria, 45 Poplar Road, Parkville, Victoria, Australia) BIT de BOVI-
GAN (CSL, Veterinaria División, Victoria, Australia) y como
conjugado IgG bovina con peroxidasa (SIGMA, EUA) como
sustrato se utilizó ABTS (SIGMA, EUA). En la primera explora-
ción se realizó un ELISA simple en la que sólo se empleó el
PPD-B (M. bovis). En el segundo muestreo se practicó ELISA
comparativo, empleando PPD-B y PPD-A (M. avium). La res-
puesta de anticuerpos a M. bovis se analizó estableciendo
como valor de corte la densidad óptica DO492 promedio más
dos desviaciones estándar (DS) (P<0,0005), de un grupo de
30 animales sanos, provenientes de una zona de baja inciden-
cia de tuberculosis bovina (El Vigia, Edo. Mérida), a los cuales
se les realizó pruebas de tuberculina y seguimiento en mata-
dero, inspección post mortem y análisis bacteriológico. Todas
las pruebas empleadas confirmaron la ausencia de tuberculo-
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sis o infección de M. bovis. Como testigo positivo se utilizó
suero de bovinos con lesiones y en los cuales se demostró
mediante histopatología y aislamiento bacteriológico/PCR, la
presencia de M. bovis.

Análisis histopatológico: las lesiones histopatológicas
macroscópicas encontradas en matadero, se clasificaron se-
gún su ubicación de la manera siguiente:

0. Sin lesiones.

1. Lesiones en cualquiera de los linfocentros retrofarín-
geo o mediastínico.

2. Lesiones en ambos linfocentros.

3. Lesiones en uno o ambos linfocentros más pulmón y/o
hígado.

Análisis estadístico: Los estudios de asociación RR=
ad/bc según Wolf y el X2 fueron aplicados a los datos de la TA-
BLA III. Los valores obtenidos en los estudios comparativos de
patrones con lesiones histológicas fueron analizados con la
prueba de análisis de correspondencia del paquete estadístico
SAS [35].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Las reacciones tipo de hipersensibilidad retardada están
mediada por una población de células o linfocitos T sensibiliza-
dos [36]; en tales reacciones se considera que existen compo-
nentes específicos y no específicos. El componente específico
es dependiente de la interacción entre linfocitos T CD4+ y los
macrófagos o las células presentadoras de antígenos, que van
a presentar a los antígenos del PPD en asociación al complejo
mayor de histocompatibilidad clase II (MHCII). El componente
no específico está representado por la liberación de citocinas
por los linfocitos T (IFN-�, TNF� e IL-2) y esas citocinas van a
ser responsables por los cambios tisulares observados en la
reacción que conllevan a la formación del granuloma [21, 31].

Sólo 50 animales de los 136 evaluados (36,75%) resul-
taron positivos exclusivamente al PPD-B. Se detectaron 17 de
136 animales positivos al PPD-A lo que representó el 12,5%;
33 de 136 (24,27%) resultaron negativos al PPD-B y al PPD-A,
TABLA I.

Este resultado muestra claramente que un gran porcen-
taje de los animales reactores positivos a la tuberculina, utiliza-
da en las pruebas oficiales, corresponden a reacciones cruza-
das con el PPD-avium o falsos positivos, los cuales solo pue-
den ser evidenciados cuando se utilizan reactivos altamente
purificados (PPD-B y PPD-A).

Todas las muestras que resultaron positivas al cultivo
bacteriológico del M. bovis (FIG. 1), resultaron igualmente po-
sitivas a la prueba de PCR, aplicada al ADN extraído del culti-
vo de las micobacterias o de lesiones sugestivas de tuberculo-
sis, amplificado con iniciadores específicos del complejo Myco-
bacterium tuberculosis, IS6110 que incluye al M. bovis (FIG.
1). Todas las muestras negativas al cultivo bacteriológico, pro-
venientes de tejidos involucrados en la infección con M. bovis

con o sin lesiones tuberculosas, resultaron negativas a la prue-
ba de PCR anteriormente descrita. Ambas pruebas fueron utili-
zadas como referencia para el resto de las pruebas.

El ensayo inmunoenzimático para el IFN-� bovino cuan-
do se utilizó conjuntamente con el sistema de cultivo de san-
gre completa, resultó en un ensayo in vitro rápido (24 horas) y
sensible para detectar la reactividad de la inmunidad mediada
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TABLA I

PRUEBA COMPARATIVA PPD-B/PPD-A EXPRESADA
EN NÚMEROS ABSOLUTOS Y PORCENTAJES/

COMPARATIVE TESTING PPD-B/PPD-A EXPRESSED IN ABSOLUTE

NUMBERS AND PERCENTAGES.

PPD-A(+)/
PPD-B(-)

PPD-A(+)/
PPD-B(+)

PPD-A(-)/
PPD-B(+)

PPD-A(-)/
PPD-B(-)

Total
animales

17 36 50 33 136

12,50 26,48 36,75 24,27 100

A B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 m
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 m

-200 pb

-100 pb

FIGURA 1. IDENTIFICACIÓN DE M. bovis PROVENIENTE DE MUESTRAS DE CULTIVO BACTERIOLÓGICO Y/O MUESTRAS
DE TEJIDO. A) SE EVIDENCIA LA BANDA QUE DETERMINA EL COMPLEJO M. tuberculosis AL UTILIZAR LA SONDA

IS6110. B) MUESTRAS NEGATIVAS / IDENTIFICATION OF M. bovis FROM BACTERIOLOGICAL OR TISSUE SAMPLES. A) THE BAND IS

EVIDENCE THAT DETERMINES THE COMPLEX M. tuberculosis BY USING THE PROBE IS6110. B) NEGATIVE SAMPLES.



por células al M. bovis en el ganado infectado [41]. Animales
IFN-� positivos, PPD-B negativos, con o sin lesiones aparentes
de tuberculosis a nivel de matadero, exhibieron cultivos bacte-
rianos positivos a M. bovis. Un 86% de los animales positivos
solamente al IFN-�, remonitoreados en la misma finca durante
20 meses, se tornaron reactivos a la intradermoreacción. Aún
cuando la intradermoreacción al PPD-B y el IFN-� se correla-
cionan positivamente con cambios patológicos post-infección,
el fuerte incremento del IFN-�, solamente, no siempre está
acompañado de severos cambios patológicos. No todos los
animales PPD-B+ son INF-�+ y viceversa, por lo que pueden
separarse en dos grupos o patrones diferentes [23].

De los resultados obtenidos del total de las pruebas
diagnósticas (PPD-B, PPD-A, INF-�, ELISA-TBC, cultivo bacte-
riológico, PCR), realizadas a los diferentes lotes de descarte
de la finca, se pudieron evidenciar varios patrones de respues-
ta inmunitaria. Los patrones observados fueron los siguientes:
patrón celular (PC) PPD-B+, INF-� correspondiente a una res-
puesta Th1; patrón humoral (PH), ELISA-TBC+ correspondien-
te a un patrón Th2; patrón mixto (PM), animales con patrones
celulares y humorales en conjunto correspondiente a un patrón
Th0. Finalmente, el patrón anérgico (PA) el cual representa los
animales positivos a PCR y cultivo bacteriológico, negativos al
resto de las pruebas. El PC se dividió en: PC1 exclusivamente
PPD-B+, PC2 exclusivamente INF-�+ y PC3, PPD-B+ más
INF-�+, TABLA II.

Las células responsables de la reacción a la tuberculina
o al PPD son las células TCD4 inflamatorias, capaces de acti-
var los macrófagos con la secreción de citocinas como el INF-�
y el TNF formar un granuloma alrededor del inóculo, este co-
rresponde a un patrón de respuesta Th1. El INF-�, puede ser
producido también por células T �� y TCD8+ citotóxicas, como
lo han demostrado diversos autores en animales infectados
con tuberculosis bovina [4, 11, 17, 37].

En la totalidad de los patrones de respuesta inmunitaria
observados, exceptuando al PA, el porcentaje de positividad
en PCR/C TBC osciló entre el 40 y el 50% para los patrones
celulares, entre el 20 y el 50% en los patrones mixtos y 36%
para el patrón humoral. El patrón anérgico (PA) se refiere ex-
clusivamente a individuos negativos a PPD, IFN-� y ELISA-
TBC, 100% positivos a cultivo y PCR (TABLA III). Estos resul-
tados, FIG. 2, muestran como los animales con un patrón de
respuesta exclusivamente celular, albergan al mayor número
de positivos en cultivo/PCR a M. bovis. Aparentemente, los pa-
trones mixtos (humoral más celular) y exclusivamente humora-
les, contienen el menor número de animales infectados, seña-
lando quizás, que los anticuerpos podrían participan activa-
mente en la eliminación del patógeno. Al contrario de lo repor-
tado, donde se asocian los anticuerpos con progresión de la
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TABLA II

PATRONES DE RESPUESTA INMUNITARIA DE BOVINOS INFECTADOS CON M. Bovis/

PATTERNS OF IMMUNE RESPONSE IN CATTLE INFECTED WITH M. Bovis

Patrones de Respuesta PCR+,Cultivo+/
Total

PPD-B+ IFN-�+ ELISA-TBC+ Nº de animales %

Patrones
Celulares

PC1 15/34 + - - 34 25,00

PC2 7/14 - + - 6 4,41

PC3 3/6 + + - 14 10,29

Patrones
Mixtos

PM1 6/12 + - + 12 8,83

PM2 2/10 - + + 10 7,35

PM3 8/26 + + + 26 19,12

Patrón Humoral PH 5/14 - - + 14 10,30

Patrón Anérgico PA 8/8 - - - 8 5,88

Negativos N 0/12 - - - 12 8,82

Total 136 100,00

PC = Patrón Celular, PH = Patrón Humoral, PA = Patrón Anérgico, N = Negativo.

TABLA III

RESULTADO DE LAS PRUEBAS CULTIVO/ PCR DE LOS
DIFERENTES PATRONES DE RESPUESTA INMUNE/

RESULT OF BACTERIOLOGY/PCR TEST FROM DIFFERENT

PATTERNS OF IMMUNE RESPONSE.

Patrones de
Respuesta

Animales +PCR y
cultivo/animales

totales

% de positividad
por patrón

PC1 15/34 44

PC2 3/6 50

PC3 7/14 50

PM1 6/12 50

PM2 2/10 20

PM3 8/26 30

PH 5/14 36

PA 8/8 100

PC = Patrón Celular, PM = Patrón Humoral, PA = Patrón Anérgico.



enfermedad en modelos de laboratorio [18, 38], en condicio-
nes de campo, los patrones que incluyen la presencia de anti-
cuerpos (PH y PM), se encuentran asociados con un RR= 2,22
con ausencia de aislamiento en cultivo del M. bovis, P<0,05.

El promedio e intervalo de edades con respecto a cada
Patrón de respuesta inmunitaria se muestra en la TABLA IV.
Este resultado sugiere que el M. bovis pudiera generar de en-
trada un Patrón de respuesta Celular (PC2) con producción
exclusiva de IFN-� seguido de uno Humoral (PH), a juzgar por
las edades tempranas observadas en ambos Patrones. El pa-
trón de respuesta PC2 con producción exclusiva de IFN-�, co-
rrespondería a una respuesta inicial que involucraría las célu-
las T��, capaces a su vez de activar la producción de anticuer-
pos de la clase IgG2a, que pudieran ser utilizados por las célu-
las NK para la eliminación temprana de patógenos por inter-
medio de mecanismos de citotoxicidad celular mediada por an-
ticuerpos [38]. La respuesta inmunitaria pudiera iniciarse, por
el contrario, con una respuesta netamente Humoral tipo IgG1,
inducida por el patógeno para facilitar su ingreso dentro del
macrófago, para luego paralizar su actividad usando mecanis-
mos de evasión propios de bacterias de crecimiento intracelu-
lar. Cabe aclarar que el conjugado utilizado fue anti IgG bovi-
no, incapaz de dilucidar entre las sub-clases de IgG [39, 40].
En humanos infectados con Mycobacterium tuberculoso, se
observaron individuos PPD negativos, clasificados como Anér-
gicos (aún cuando no se evaluó la respuesta humoral ni la IL-
10), con altos niveles de IL-4 y muy bajos de IFN-�, revelando
igualmente una fuerte respuesta Th2 [20]. La observación de

animales más viejos con patrones PC1 y luego patrones mix-
tos PM3, que poseen en común la reacción al PPD, indicaría
que la infección por M. bovis pudiera dar lugar a una progre-
sión de respuestas que se inicien con patrones celulares
TCD4+, hasta activar luego respuestas humorales (IgG1), que
finalmente conllevarían a un estado de no respuesta inmunita-
ria absoluta o anérgia. Estos patrones mixtos celulares y hu-
morales TH0, han sido previamente descritos asociados a cua-
dros patógenos de tuberculosis [31]. El PA sin embargo, pu-
diera llegar a instalarse de manera temprana, mediado por al-
gunas cepas altamente patógenas, que bloquearían de entra-
da, todo tipo de respuesta inmunitaria o por el contrario, co-
rresponder a animales tolerantes, provenientes de vacas posi-
tivas, permanentemente infectadas, no detectadas por las
pruebas tradicionales. Todo esto, a juzgar por la observación
de algunos animales anérgicos, menores de 1 año de edad,
con lesiones tuberculosas, positivos en cultivo y PCR al M. bo-

vis (Intervalo años, TABLA IV).

La FIG. 3 permite observar la aparición de los diferentes
patrones de respuesta inmunitaria a medida que aumenta la
edad de los animales infectados con M. bovis.

La distribución del número de animales por cada patrón
según el grado de lesión histopatológica se visualiza en la TA-
BLA V. Este resultado refuerza lo observado anteriormente
cuando se midieron los porcentajes de positividad en cultivo y
PCR de los diferentes patrones de respuesta inmunitaria con-
firmando que, en la defensa inmunitaria frente al M. bovis, par-
ticiparían, tanto la defensa celular como la defensa humoral.
Las lesiones más severas se observaron en los patrones celu-
lares y humorales separadamente, no así en los patrones mix-
tos (PM) [25]. Los patrones celulares muestran 14,8% de lesio-
nes grado 3 contra 7% del patrón humoral y 2% observado en
los patrones mixtos. Esta correspondencia pudo ser demostra-
da estadísticamente. El análisis de correspondencia mostró
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FIGURA 2. EL AISLAMIENTO DEL M. bovis EN CULTIVO,
DE LOS DIFERENTES PATRONES DE RESPUESTA INMU-
NITARIA MUESTRA UNA MENOR CANTIDAD DE ANIMA-
LES REALMENTE INFECTADOS EN LOS QUE INCLUYEN
UNA RESPUESTA HUMORAL SOLA O COMBINADA CON
UNA RESPUESTA CELULAR. P<0,05 (PM”, PM3 y PH)/ THE

BACTERIOLOGICAL ISOLATION OF M. bovis OF THE DIFFERENT

PATTERNS OF IMMUNE RESPONSE SHOWS A SMALL AMOUNT OF

ANIMALS REALLY INFECTED IN PROVIDING AN HUMORAL RESPON-

SES ALONE OR IN COMBINATION WITH AN CELLULAR RESPONSE.

P<0.05 (PM2, PM3 and PH).

TABLA IV

PROMEDIO E INTERVALO DE EDADES DE CADA UNO
DE LOS PATRÓN DE RESPUESTA INMUNITARIA/

AVERAGE AND RANGE OF AGES OF EACH OF THE PATTERN

OF IMMUNE RESPONSE.

Patrones de Respuesta
Inmunitaria

Promedio de edad
en años por patrón

Intervalo
Años

PC1 5,86 1-11

PC2 3,34 1-5

PC3 7,34 6-11

PM1 6,44 1-9

PM2 3,34 1-5

PM3 7,5 1-11

PH 3,8 2-7

PA 5,84 <1-8

PC = Patrón Celular, PH = Patrón Humoral, PA = Patrón Anérgico.



una asociación del grado de lesión *1 con la mayoría de patro-
nes mixtos, los grados de lesión *2 y *3 estuvieron presentes
en PC3 Y PA (ELISA-TBC -). El Patrón humoral se ubicó más
cerca del grado de lesión *0, FIG. 4.

Las pruebas moleculares no permitieron demostrar dife-
rencias estructurales entre las diferentes cepas de M. bovis

aisladas en este estudio. Recientemente, se han logrado agru-

par cepas de M. bovis en base a las secuencias nucleotídicas
obtenidas por oligotipeajes, específicamente, utilizando las
técnica de Spolygotiping. Estas pruebas muestran una varie-
dad importante de cepas de M. bovis en aislamientos realiza-
dos en varias fincas ubicadas en una misma región [13, 21].
Esto pudiera dar pie a especular hasta que punto cada una de
esas cepas induciría respuestas inmunitarias diferentes, esta-
bleciendo los distintos patrones observados en estos rebaños,
situación a ser evaluada en posteriores estudios [19].

Aparentemente, la respuesta inmune a la tuberculosis
bovina es multifacética y los parámetros diagnósticos pue-
den ser utilizados para identificar patrones de respuesta in-
munitaria y progresión de la enfermedad. La participación de
otros factores, tales como el genotipo y la edad del animal
así como la presencia de infecciones recurrentes y la viru-
lencia de cepas particulares de M. bovis, pudieran influen-
ciar la respuesta inmunitaria y de igual manera, el rendi-
miento de las pruebas diagnósticas fundamentadas en la
respuesta inmune celular.
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FIGURA 3. LOS PATRONES PC2, PM2 Y PH, TODOS
PPD-B(-) SE OBSERVAN A EDADES TEMPRANAS. PC1,
PM1, PC3 Y PM3, PPD-B(+) APARECEN EN ANIMALES
MAYORES DE 5 AÑOS. EL PA (NO RESPUESTA) PUEDE
ENCONTRARSE EN ANIMALES < 1 AÑO HASTA 8 AÑOS/
THE PATTERNS PC2, PM2 AND PH, ALL PPD-B (-) IT IS NOTED AT AN

EARLY AGE. PC1, PM1, PC3 AND PM3, PPD-B (+) IN ANIMALS OVER 5

YEARS. THE PA (NO RESPONSE) MAY BE FOUND IN ANIMALS <1

YEAR UP TO 8 YEARS.

FIGURA 4. EL ANÁLISIS DE CORRESPONDENCIA MOS-
TRÓ UNA ASOCIACIÓN DEL GRADO DE LESIÓN *1 CON
LA MAYORIA DE PATRONES MIXTOS, LOS GRADOS DE
LESIÓN *2 Y *3 ESTUVIERON PRESENTES EN PC3 Y PA
(ELISA-TBC -). EL PATRÓN HUMORAL SE UBICÓ MÁS
CERCA DEL GRADO DE LESIÓN *0/ ANALYSIS OF THE CO-

RRESPONDENCE SHOWED AN ASSOCIATION OF DEGREE OF IN-

JURY *1 WITH THE MOST MIXED PATTERNS, THE DEGREES OF IN-

JURY *2 AND *3 ARE PRESENT IN PC3 AND PA (ELISA-TB -). THE HU-

MORAL PATTERNS IS LOCATED NEAR THE GRADE OF INJURY *0.

TABLA V

DIFERENTES GRADOS DE LESIONES
HISTOPATOLOGICAS OBSERVADOS EN ANIMALES

INFECTADOS CON DIFERENTES PATRÓNES DE
RESPUESTA INMUNITARIA/ DIFFERENT DEGREES OF

HISTOPATHOLOGICAL LESIONS NOTED IN ANIMALS INFECTED

WITH DIFFERENT PATTERNS OF IMMUNE RESPONSE

Patrones
de

Respuesta

Grado de
Lesión

0

Grado de
Lesión

1

Grado de
Lesión

2

Grado de
Lesión

3

PC1 8 22 0 4

PC2 2 3 0 1

PC3 1 8 2 3

PM1 5 6 0 1

PM2 4 6 0 0

PM3 2 21 3 0

PH 7 4 2 1

PA 2 1 3 2

PC = Patrón Celular, PM = Patrón Humoral, PA = Patrón Anérgico.



CONCLUSIONES

Un gran número de animales positivos a la tuberculina
resultaron falsos positivos en las pruebas de cultivo y PCR,
probablemente relacionados con reacciones cruzadas a otras
micobacterias.

Se pudieron observar varios patrones de respuesta in-
munitaria agrupados en: patrones exclusivamente celulares
(Th1), mixtos (celulares y humorales) y humorales (Th2).

Igualmente se evidenciaron animales anérgicos, positi-
vos en cultivo/PCR, negativos al resto de las pruebas de res-
puesta celular y humoral. El patrón anérgico observado en ani-
males menores de 1 año de edad podría corresponder a ani-
males tolerantes, provenientes de vacas infectadas con M.

bovis, no detectadas en el rebaño por las pruebas convencio-
nales (anérgicas terminales).

Algunos patrones de respuesta pueden iniciarse a muy
temprana edad o ser producto de una progresión de la enfer-
medad.

Los patrones inmunitarios mixtos parecen resolver la in-
fección mejor que los patrones humorales o celulares por se-
parado lo que confirmaría la participación de los anticuerpos
también, en la defensa contra la tuberculosis bovina.
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